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Danışman: Prof. Dr. Elif YEŞİLADA 

 

Evsel, endüstriyel ya da zirai uygulamalar sonucu çevrede yüksek 

konsantrasyonlarda bulunan kimyasallar, ciddi boyutlarda çevreyi tehdit ederek 

gerek sucul, gerekse karasal canlılar üzerinde pek çok olumsuz etkiye neden 

olmaktadır. Bu bakımdan çevresel kimyasalların genotoksik etkilerinin bilinmesi 

büyük önem taşımaktadır. Kimyasalların genotoksik aktivitelerini belirlemek için 

çok çeşitli testler bulunmaktadır, ancak bunların arasında “Drosophila Kanat 

Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)” sağladığı pek çok avantaj 

nedeniyle en çok tercih edilen testlerden biridir. Özellikle sahip olduğu enzim 

sistemleri ve genetik mekanizmaları Drosophila melanogaster’i kimyasalların 

genotoksik aktivitelerini belirlemek için mükemmel bir model organizma 

yapmaktadır. 

Bu çalışmada çeşitli alanlarda yaygın olarak kullanılan bazı çevresel 

kimyasalların olası genotoksik etkilerinin in vivo bir test olan SMART ile 

araştırılmasının yanı sıra, bu kimyasalların D. melanogaster östrojen-ilişkili reseptör 

(ERR) gen ifadesi üzerine etkisi araştırılmıştır. Çalışmanın ilk bölümünde, çevresel 

kimyasalların (Bisfenol A (BFA), Nonilfenol (NF), Dietilstilbestrol (DES), 17-β 

östradiol (E2), Tribütiltin (TBT) ve Methidatyon (MD)), genotoksik etkileri, bu 

kimyasalların çeşitli konsantrasyonlarına maruz bırakılan larvalardan gelişen ergin 

bireylerde araştırıldı. Bu amaçla trans–heterozigot bireylerin kanatları mwh ve/veya 

flr beneklerinin varlığı için ışık mikroskobu altında 400X büyütmeyle tarandı. Bu 

benekler, mitotik rekombinasyon ya da mutasyon (delesyon, nokta mutasyon, 

translokasyonun spesifik tipleri vs.) gibi farklı genotoksik olaylar nedeniyle 
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oluşabilmektedir. Çalışmanın ikinci bölümünde çevresel kimyasalların farklı 

konsantrasyonlarının, D. melanogaster’de ERR genlerinin mRNA düzeyleri üzerine 

etkisi gerçek zamanlı PZR kullanılarak araştırıldı. Gen ifadelerinin istatistiksel olarak 

değerlendirilmesi yapılarak, gen ifadesi düzeyindeki göreceli farklılıklar belirlendi.  

Çalışma sonucunda BFA, NF, DES, TBT ve MD’nin Drosophila’da ERR gen 

ifadesini etkilediği gözlendi. SMART’tan elde edilen sonuçlar ise BFA, NF, DES, E2 

ve MD’nin Drosophila’da herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadığını, TBT’nin 

en yüksek konsantrasyonunun genotoksik etkilere neden olduğunu göstermiştir.  

 

ANAHTAR KELİMELER: Drosophila melanogaster, SMART, Genotoksisite, 

Endokrin Bozucular (EB), Çevresel Kimyasallar, Östrojen- ilişkili Reseptör Gen 

(ERR). 
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EFFECTS OF SOME ENVIRONMENTAL POLLUTANTS ON GENOTOXIC 

AND ESTROGEN-RELATED RECEPTOR (ERR) GENE EXPRESSION ON 

DROSOPHILA MELANOGASTER 

 

Aygül KILIÇ KARABULUT 

İnönü University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 
Department of Biology 

 

104 + x pages 

2015 

Supervisor: Prof. Elif YEŞİLADA (PhD) 

 

Chemicals that are found in high concentrations in the environment due to 
domestic, industrial or agricultural applications seriously threaten the environment 

and cause many negative effects on aquatic and  terrestrial creatures. From this 
aspect, it is very important to know the genotoxic effects of environmental 

pollutants. There are various tests for determining the genotoxic activities of 
chemicals however “Drosophila Wing Somatic Mutation and Recombination Test 
(SMART)” is the most preferred one among the others due to many advantages it 

provides. Especially its enzyme systems and genetic mechanisms make Drosophila 
melanogaster a perfect model organism for determination of genotoxic activities of 

chemicals. 

In this study, the research regarding many prevalent environmental pollutants 

(Bisphenol A (BPA), Nonylphenol (NP), Diethylstilbestrol (DES), 17-β estradiol 
(E2), Tributyltin (TBT) and Methidathion (MD)), used in various fields by an in vivo 
test named SMART and also regarding the effect of these chemicals on the estrogen-

related receptor (ERR) gene expression of D. melanogaster was conducted. In the 
first section of the study, the genotoxic effects of environmental chemicals were 

researched on mature individuals developed from larvae exposed to various 
concentrations of these chemicals. In the genotoxicity and antigenotoxicity studies, 
the wings of the trans–heterozygous flies were scored under 400X magnification for 
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the presence of mwh and/or flr spots. These spots can be due to different genotoxic 
events such as mitotic recombination or mutation (deletion, point mutation, specific 
types of translocation, etc.) 

In the second section of the study, we studied by using real time PCR to evaluate the 
effects of environmental chemicals on the expression of ERR gene of D. 

melanogaster.  

The results of this study showed that BPA, NP, DES, TBT and MD influence 
the expression of ERR in D. melanogaster. The results obtained from SMART 
showed that BFA, NF, DES, E2 and MD didn’t cause genotoxic effect on Drosophila 

while the highest concentration of TBT caused genotoxic effects.  

 

KEYWORDS: Drosophila melanogaster, SMART, Genotoxicity, Endocrine 

disrupters (EDs), Environmental chemicals, Estrogen-related Receptor Gene (ERR). 
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SİMGELER ve KISALTMALAR 

 

SMART  Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi 
mwh Çoklu kanat kılı mutasyonunu tasır 
flr3 Flare mutasyonunu tasır, flr3 kanat kıllarının seklini etkileyen 

resesif bir mutasyondur 
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BFA Bisfenol A 
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1. GİRİŞ  

Organizmalar yaşadığı çevrede yaşamını olumsuz etkileyen birçok zararlı 

bileşiğe hava, su, toprak veya besin gibi çeşitli yollarla maruz kalmaktadır (Clotfelter 

vd., 2004; Erhard ve Rhind, 2004). Evsel, endüstriyel ya da zirai uygulamalar sonucu 

çevreye verilen bu maddeler gerek sucul, gerekse karasal canlıları olumsuz yönde 

etkileyebilmektedir. Özellikle kimya endüstrisinin gelişimine paralel olarak 

ekonominin büyümesiyle birlikte, endüstride kullanılan kimyasallara olan talep 

giderek artmaktadır. Üretimlerinde artış olan bu maddeler, ciddi boyutlarda çevreyi 

tehdit ederek, insan ve hayvan sağlığı üzerinde olumsuz etkilere neden olmaktadır 

(Wang, 2012). Bu bağlamda, birçok maddenin endokrin sistemin normal 

fonksiyonunu bozarak, endokrin bozucu özellik gösterdiği, üremeyi azalttığı, 

gelişmeyi etkilediği ve bağışıklık sistemini zayıflattığı bilinmektedir (Newman, 

2013; Quignot vd., 2012).  

Büyük miktarlarda çevreye verilen ve ihmal edilen kirleticilere örnek olarak; 

bromlu alev geciktiriciler, klorlama yan ürünleri, florlu kimyasallar, sentetik 

östrojenler, hayvansal ürünlerden gelen hormonlar, alkil fenol etoksilatlar ve 

parçalanma ürünleri, sentetik antimikrobiyal ürünler, farmasötikler, kişisel bakım 

ürünlerinin bileşenleri, ağır metaller, pestisitler, organotinler ve deterjanlar verilebilir 

(Göktekin and Barlas, 2008; Newman, 2013).  

UNEP/WHO 2012 raporuna göre, 800’e yakın kimyasalın hormon sentezi, 

dönüşümü ve reseptörleri ile etkileşim içerisinde bulunduğu bilinmesine rağmen 

bunlardan çok azının bir organizmadaki endokrin etkileri araştırılmıştır. Günümüzde 

ticari olarak kullanımda olan bu kimyasalların büyük çoğunluğu hiçbir şekilde test 

edilmemiştir. Bu bağlamda, çalışma kapsamında farklı gruplardan olan çeşitli 

çevresel kimyasalların olası genotoksik etkilerinin Drosophila Kanat Somatik 

Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile araştırılması yanında, bu 

kimyasalların olası endokrin bozucu etkilerini belirlemek için Drosophila 

melanogaster östrojenle ilişkili reseptör (ERR) (estrogen-related receptor) geninin 

ifadesi üzerine etkisini araştırmak amaçlanmıştır. Bu amaçla sağladığı birçok avantaj 

nedeniyle model organizma olarak D. melanogaster seçilmiştir. Özellikle son 

yıllarda yapılan birçok çalışma, insan hastalıklarında D. melanogaster’in model 

organizma olarak kullanılmasını desteklemektedir (Morris vd., 2012; Mhatre vd., 

2014; Demir vd., 2015). Bu organizmanın proteinlerinin yarısı memeli proteinleri ile 
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dizilim benzerliği göstermektedir. Drosophila genom dizi analizi, insan 

hastalıklarında belirlenen genlerin % 60’ından fazlasının Drosophila ortoloğu 

olduğunu göstermiştir. Böylelikle; insan hastalıklarında mutasyon, amplifikasyon 

veya delesyon ile değişime uğrayan 287 civarında gen Drosophila ortoloğudur. 

İmajinal diskler ergin sineklerde birçok yapıyı oluşturan özelleşmiş epitel hücre 

keseleridir. Bu diskler tek hücre tabaka yapısındadır. Larval evrede çoğalarak 

karakteristik morfolojiye sahip olgun diskleri üretirler ve ergin bireylerde 

farklılaşırlar. Çoğalmaya ve farklılaşmaya giden özelleşmiş epitel hücreleri diploittir 

ve memeli hücrelerindekine benzer hücre döngüsüne sahiptirler (G1, S, G2 ve M 

safhalarını içerirler). Gelişimsel siklinler (A-, B- ve E- tip) ve onların siklin bağımlı 

kinazları sinek ve insan arasında oldukça korunmuştur (Potter vd., 2000). Bu 

bağlamda pek çok maddenin toksik, genotoksik ve moleküler düzeyde gen ifadesi 

üzerine etkilerinin belirlenebilmesi açısından D. melanogaster mükemmel bir model 

organizmadır. 

Yapılan geniş literatür taramasına göre, çalışmamız D. melanogaster’de test 

edilen çevresel kirleticiler ile ilgili olan riskleri, özellikle de bu kimyasalların D. 

melanogaster ERR geninin ifadesi üzerine etkilerini ilk kez ortaya koyması 

bakımından orijinal özellik taşımaktadır.  

1.1. Endokrin Bozucu Kimyasallar 

“Endokrin bozucu (EB)” terimi ilk olarak 1962’de Biyolog Rachel Carson’un 

“Silent Spring” isimli kitabında kimyasal maddelerin kuşlar üzerindeki zararlı 

etkileriyle ilgili incelemelerini yayınlamasıyla gündeme gelmiştir. Daha sonra 

1970’lerde Sullivan ve Barlow, çevredeki kimyasal maddelerin fötus ve insan sağlığı 

üzerindeki zararlı etkilerini bildirmişlerdir (Çetinkaya, 2009).  

Endokrin bozucular olarak adlandırılan ksenobiyotikler; alkilfenoller, fitalatlar, 

polikarbonat-türevi ürünler, pestisitler, poliklorlu bifeniller, dioksinler, organotinler, 

doğal ve sentetik östrojenler gibi farklı kimyasal gruplardan oluşmaktadır 

(Güngördü, 2007). Günümüzde EB’ler için pek çok farklı tanımlama yapılsa da, en 

basit anlamda, organizmaya dışarıdan alınan, doğal ya da insan kaynaklı olan ve 

bireyler üzerinde bir takım olumsuz etkiler bırakan maddeler EB olarak 

tanımlanabilir. Daha geniş kapsamlı bir tanım olan, ABD Çevre Koruma Ajansı (US 

EPA) tanımına göre ise; EB kimyasallar, vücutta gelişimsel sürecin düzenlenmesi ve  
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homeostazinin korunması için gerekli olan doğal hormonların üretimine, salınımına, 

taşınımına, bağlanmasına ve atılımına müdahale eden ekzojen ajanlardır (EPA, 

2000). Bu bağlamda, çevresel östrojen kavramını da içine alan “Endokrin bozucu” 

terimi, hormon bozucu ile sinonim olarak kullanılmaktır (Güngördü, 2007; Hu vd., 

2015). 

Son yıllarda yapılan pek çok çalışmayla EB’ler, çevre ve insan sağlığı üzerindeki 

olumsuz etkilerinin gözlemlenmesi nedeniyle, ciddi birer tehlike unsuru olarak 

değerlendirilerek, bilimsel tartışmaların odağı haline gelmiştir (Clotfelter vd., 2004; 

Göktekin ve Barlas, 2008; Hirsch-Ernst, 2011). ABD Çevre Koruma Ajansı 

bünyesinde endokrin bozucu tarama ve test etme programlarını geliştirmek için 

“Endokrin Bozucu Tarama ve Test Danışma Kurulu (EDSTAC)” oluşturulmuştur 

(EPA, 2000). 

EB’ler atık sulara karışarak göl ve deniz gibi doğal sularda, içme suyu 

kaynaklarında ve besin zincirinde birikim gösterebilirler. Lipofilik karaktere sahip 

olan bu kimyasallar, vücut dokularında birikim gösterme eğiliminde olmalarının yanı 

sıra, oldukça kararlı bir yapı sergileyerek, çevrede uzun yıllar bozulmadan 

kalabilirler. Örneğin, EB olarak değerlendirilen ve çevrede bulunan ağır metaller 

bozulmaz ya da yok olmazlar. Özellikle dikloro difenil trikloroethan (DDT) ve 

organoklorlu pestisitler lipofilik karakterlerinden ötürü, memelilerde yağ ve meme 

dokusunda birikim gösterme eğilimindedirler. Dolayısıyla bu kimyasallar, çok düşük 

dozlarda bile sağlığı tehdit edebilecek pek çok önemli etkiye sahiptir  (Clotfelter vd., 

2004).  

Günümüzde pek çok kimyasalın endokrin bozucu etkiye sahip olduğu 

bilinmektedir. Pesticide Action Network’e göre diğer kimyasal gruplarla 

karşılaştırıldığında, endokrin bozucu pestisitlerin EB’lerin en büyük grubunu 

oluşturduğu rapor edilmiştir (Yu vd., 2013). 

1.2.  Endokrin Bozucu Kimyasalların Etki Mekanizması 

Son yıllarda EB’lerin etkileriyle ilgili pek çok farklı mekanizma ortaya çıkarılmış 

olsa da, bu mekanizmalardan en önemlileri hormonlar üzerinden oluşturduğu 

etkilerdir (Knez, 2013). 

Endokrin bozucuların hormonlar üzerindeki etkileri aşağıdaki gibi sıralanabilir 

(Çetinkaya, 2009; Yiğit, 2009).  
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 Endojen hormonları taklit ederek hormon sentezini ve fonksiyonunu 

engelleme, 

 Depolonan hormonları serbest bırakma, salgılama ve taşınım 

mekanizmalarını engelleme ve bağlanma,  

  Endojen hormonları devre dışı bırakma, 

  Hormon reseptörlerini antagonize ya da agonize etme.  

 

Endokrin sistemde meydana gelecek herhangi bir değişikliğin, özellikle meme 

kanserini de içeren pek çok hastalığa neden olabileceği bir çok çalışma ile 

gösterilmiştir (Quignot vd., 2012).  

Östrojen gibi davranarak doğal östrojenlere benzer etki gösteren ksenobiyotik 

östrojenler ya da ksenoöstrojenler olarak tanımlanan EB’ler, doğal hormonların 

sentez ve metabolizmasını etkileyerek ya da hormon reseptör seviyelerinde 

değişikliğe neden olarak endokrin ve reprodüktif etkiler oluşturmaktadır (Shyu vd., 

2011; Newman, 2013; Yeşilkaya, 2008).  

 EB’lerin organizmadaki östrojenik etkisini daha iyi anlayabimek için, 

öncelikli olarak östrojen hormonunun etki mekanizmasını incelemek gerekmektedir.  

1.3.   Östrojen Hormonunun Etki Mekanizması ve Östrojen Reseptörleri 

Östrojen, başta ovaryum olmak üzere plasenta ve testis gibi pek çok dokudan 

salınan ve diğer hormonlarla birlikte dişilerde genital siklusu oluşturan steroid yapıda 

bir hormondur (Baran ve Kocabağlı, 2000; Giguère, 2002). 1970’li yılların 

başlarında östrojenin etkisinin sadece üreme organlarıyla sınırlı olduğuna ve tek bir 

östrojen reseptörünün buna aracılık ettiğine inanılsa da, son yıllarda yapılan pek çok 

araştırmayla, östrojenin üreme organları dışında, pek çok organda da çeşitli etkilere 

neden olduğu bildirilmiştir (Esener, 2007; Giguère, 2002). Östrojenin protein ve 

RNA sentezini uyararak, ovaryum, böbrek, kalp, karaciğer ve beyin gibi organların 

gelişiminde ve fonksiyon görmesinde önemli rollere sahip olduğu bilinmektedir  

(Baran ve Kocabağlı, 2000; Yiğit, 2009; Ortona vd., 2014). Bununla birlikte, östrojen 

ifadesindeki yanlış düzenlemenin anormal hücre çoğalmasına neden olarak, meme, 

prostat ve endometrium kanseri gibi çeşitli kanserlerin oluşmasında rol oynadığı 

rapor edilmiştir (Rao vd., 2011; Giguere, 2002). 
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Östrojenin biyolojik etkileri ligand ile aktive edilen ve nükleer reseptörlerin bir 

grubu olan östrojen reseptörleri (ER) aracılığıyla gerçekleştirilir (Rao vd., 2011; 

Bannister vd., 2013; Micco vd., 2014).   

ER’ler, hedef dokularda östrojen reseptör alfa (ERα) ve östrojen reseptör beta 

(ERβ) olmak üzere iki farklı formda bulunur (Chigziola ve Meroni, 2012; Liu vd., 

2014; Paterni vd., 2014). Bu reseptörler farklı doku veya organlarda farklı sıklıklarda 

bulunabilirler. Örneğin, uterus ve meme bezlerinde ERα yoğunluğu fazla iken, 

merkezi sinir sistemi, kardiyovasküler sistem, kemik, böbrek ve akciğerlerde 

ERβ’nin baskın olarak bulunduğu rapor edilmiştir (Altunkaynak vd., 2012).   

Lipofilik karaktere sahip olan östrojenler, hücre içine pasif difüzyonla girerek 

ER’ler tarafından bağlanıp, ER proteininde konformasyonel bir değişikliğe neden 

olurlar. Normalde inaktif halde bulunan reseptörler, hormonun bağlanmasıyla birlikte 

değişikliğe uğrayarak DNA’ya bağlanma yeteneği kazanır (Bannister vd., 2013).  

 

1.4. Endokrin Bozucuların Östrojenik Etkisi ve Östrojenle İlişkili Reseptörler 

Endokrin bozucu kimyasalların başlıca hedeflerinden biri olan nükleer reseptör 

(NR)’ler, hormonal sistemin fonksiyon görmesinde büyük öneme sahiptirler (Park ve 

Kwak, 2010). Transkripsiyon faktörleri olan nükleer reseptörler, organizmada pek 

çok önemli gelişimsel ve fizyolojik sürecin kontrolünden sorumludur (Liu vd., 2014). 

NR’leri diğer transkripsiyon faktörlerinden ayıran başlıca özelliği ise, steroid, tiroid 

hormonu, retinoik asit ve vitamin D gibi küçük lipofilik moleküllerin bağlanmasıyla 

aktive olmasıdır (Necakov, 2011).  

Çeşitli terapötik maddeler tarafından bu reseptörlerde meydana gelecek 

değişiklikler, kanser, obezite, metabolik ve kardiyovasküler hastalıklar, 

nörodejenerasyon, inflamasyon ve osteoporoz gibi pek çok patolojik durumun 

önlenmesinde ve tedavisinde kabul görmektedir (Paterni vd., 2014; Necakov, 2011).  

Östrojenle ilişki reseptör (ERR)’ler, nükleer reseptörler süper ailesi başlığı 

altında yer alan orphan reseptörlerdir. Bilindiği gibi nükleer reseptörler, lipofilik 

hormonların etkisini transkripsiyonel yanıtlara dönüştüren ve omurgalı gelişiminde 

önemli rollere sahip olan yapılardır. Orphan reseptörler ise kendileri için tanımlanmış 

doğal ya da endojen bir ligandın söz konusu olmadığı reseptörlerdir.  
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ERR reseptörleri birbiri ile yakın ilişkili östrojen reseptörü ile ilişkili reseptör 

alfa (ERRα), östrojen reseptörü ile ilişkili reseptör beta (ERRβ) ve östrojen reseptörü 

ile ilişkili reseptör gama (ERRγ) olmak üzere 3 üyeye sahiptir (Um vd., 2012). 

ERRβ’nın ve ERRγ’nın, ERRα ile karşılaştırıldığında ifadelerinin daha sınırlı olduğu 

ve daha düşük seviyelerde bulunduğu bildirilmiştir (Duellman vd., 2010). ERRα, 

oldukça geniş bir doku dağılımına sahip olmasına rağmen, enerji kaynağı olarak 

tercihen yağ asitlerini kullanan böbrek, kalp, beyincik, bağırsak ve iskelet kası gibi 

dokularda yüksek oranda ifade edilir (Schreiber vd., 2004). Yapılan araştırmalar 

sonucunda ERRα’nın hedef genler, ko-regülatör proteinler ve DNA bağlanma 

bölgesi kapsamında ERα ile benzer özelliklere sahip olduğu rapor edilmiştir 

(Tennessen vd., 2011).  

NR’ler; amino terminal bölgesi (NTB), merkezi bir DNA bağlanma bölgesi 

(DBB) ve ligand bağlanma bölgelerine (LBB) sahiptirler. Bu bölgeler içerisinde 

farklı üyeler arasında en fazla değişkenlik gösteren bölge NTB’dir. Bu bölgenin en 

önemli özelliği, güçlü bir transkripsiyon için aktivasyon bölgesi içermesidir. Bu 

bölgede meydana gelecek herhangi bir post translasyonel modifikasyon ERR’nin 

transkripsiyonel aktivitesini etkilemektedir. Dolayısıyla bu bölge ERR’nin 

transkripsiyonel aktivitesi bakımından büyük önem taşımaktadır (Hirvonen vd., 

2011). NR’ler hedef genlerinin promotor bölgesinde bulunan, kendilerine özgü olan 

DNA dizilerini tanırlar ve bağlanırlar. Bu bağlanmadan sorumlu olan bölge DBB’dir. 

LBB ise, agonist yada antagonist özellikteki ligandları bağlama yeteneğine sahip 

olan bölgedir (Giguere, 2008).  

Östrojenik kimyasallara örnek olarak DDT, DDE, dioksin, PCB, alkil fenoller 

ve kanalizasyon atığında ortaya çıkan farmasötikler verilebilir (Newman, 2013). 

Bunun dışında pestisitlerde, endüstriyel kimyasallarda, deterjanlarda, gıdaların 

paketlenmesinde kullanılan malzemelerde, plastiklerde ve atık su işletmelerinde 

kullanılan pek çok sentetik kimyasal östrojen benzeri etkiler göstermektedir (Esener, 

2007). Bu bakımdan çevresel östrojenler olarak da adlandırılan bu k imyasallar, 

insanlar ve sucul canlılarda endokrin sistemin fonksiyonlarını bozarak, üreme sağlığı 

üzerinde pek çok olumsuz etkiye sahiptir. Buna bağlı olarak bilim çevrelerince bu 

kimyasallara karşı duyulan ilgi gittikçe artmaktadır (Nie vd., 2014; Shyu vd., 2011).  

Organizmanın yaşına ve sağlık durumuna bağlı olarak değişen oranlarda 

vücuttan atılan östrojenin miktarı önemsiz olarak görünmesine karşın, özellikle 
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endüstriyel aktiviteler sonucu çevreye salınan çevresel östrojenlerin sularda ve 

sedimentte birikim göstererek önemli konsantrasyonlara ulaştığı bildirilmiştir 

(Yıldız, 2009).  

Atık su arıtım tesislerinin yanı sıra, hayvancılık ve su ürünleri yetiştiriciliği 

atıklarının boşaltımı çevresel östrojenlerin en yaygın ve en önemli kaynaklarıdır. 

Dolayısıyla, çevresel östrojenlerin oluşumunun ve dağılımının yaygın olarak yüzey 

suları, yeraltı suları, toprak ve sediment aracılığıyla olduğu bildirilmiştir (Nie vd., 

2014). Üreme sisteminin fonksiyonlarını bozan bu kimyasalların pek çok canlı 

türünde, cinsiyet bozuklukları, sperm sayısında azalma, erkek organizmalarda dişilik 

ve dişi organizmalarda da erkeklik özelliklerini arttırdığı rapor edilmiştir (Yiğit, 

2009). 

1.5.   Drosophila melanogaster Nükleer Reseptörleri 

Omurgasızların endokrin sistemi ve hormonları, omurgalılar ile doğrudan 

benzer değildir. Omurgalıların endokrin sistemiyle karşılaştırıldığında, 

omurgasızların daha yüksek oranda çeşitliliğe sahip olduğu göze çarpmaktadır. Buna 

ek olarak, hormonlar böceklerin karmaşık yaşam döngüleri boyunca önemli bir role 

sahiptir. Uçuş için enerjinin sağlanması, metamorfoz ve gömlek değişimi gibi 

fonksiyonlar hormonların kontrolü altındadır (Park ve Kwak, 2010).  

Bilindiği gibi aslında transkripsiyon faktörleri olan NR’ler, kanser, 

inflamasyon ve diyabeti de içeren pek çok metabolik, homeostatik ve gelişimsel 

yolun kontrolünden sorumludur. Doğrudan küçük lipofilik ligandların bağlanmasıyla 

birlikte konformasyonel değişikliğe uğrayan NR’ler, gen transkripsiyonunu aktive 

etme ya da baskılama suretiyle hedef genin ifadesini düzenlemiş olur (Necakov, 

2011).  

Nükleer bir reseptör olan ERR, insan sağlığına doğrudan yarar sağlayacak aynı 

kökenli ligandların belirlenmesinde örnek olarak verilebilecek bir reseptördür. 

İnsanlarda ERR meme kanserinde ve enerji homeostazisinde oldukça önemli bir role 

sahiptir. ERR fonksiyonunu değiştirebilen agonist ya da antogonistlerin belirlenmesi, 

diyabet, obezite ve kardiyovasküler hastalıklar gibi enerji homeostazisindeki 

dengesizliklerden kaynaklanan hastalıklar ve özellikle meme kanserinin tedavisinde 

potansiyel yeni araçlar sağlamaktadır (Necakov, 2011). ERR’lerin omurgasızlardan 

Drosophila melanogaster ve Anopheles gambiae, ekhinodermlerden 
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Strongylocentrotus purpuratus ve kordalılardan Branchiostoma floridae, Ciona 

intestinalis ve Herdmania curvata’da bulunduğu belirlenmiştir (Park vd., 2009). 

Sayıları organizmadan organizmaya değişiklik gösteren nükleer reseptör 

genlerinin insandaki sayısı 48 iken, D. melanogaster’de omurgalılar ile yüksek 

derecede homoloji gösteren 18 nükleer reseptör geni bulunmaktadır. Bu 18 reseptör,  

6 büyük insan reseptör alt ailesinin herbirine ait temsilci üyelere sahiptir. Sahip 

olduğu bu özellik, Drosophila’yı transkripsiyonel düzenleyicilerin bu farklı aileler 

içinde moleküler ve genetik çalışmalar yapmak için mükemmel bir model organizma 

yapmaktadır (Necakov, 2011). Ayrıca Drosophila, pek çok potansiyel kimyasal 

kirleticinin organizmada üreme, ömür uzunluğu, genotoksisite ve hormonal 

değişiklikler üzerindeki etkilerini test etmek amacıyla da model organizma olarak 

kullanılmaktadır. 

Drosophila’da ERR geni, ligand bağlayıcı bölgenin (LBB) başlangıcında ekzon 

varlığına ya da yokluğuna göre iki izoform olarak ifade edilir (dERR A ve dERR B). 

Drosophila’da ERR geninin ifadesi en erken yumurtlamadan hemen sonra 

saptanabilir (Tennessen vd., 2011). Yapılan çalışmalar ERR mutantı olan 

Drosophila’ların, düşük ATP seviyesi ve dolaşımdaki yükselmiş şeker seviyesine 

bağlı olarak, larval fazın ikinci instar evresinde öldüğüne dikkat çekmektedir. Bu 

çalışmalar Drosophila’da ERR geninin karbonhidrat metabolizmasında merkezi bir 

role sahip olduğunu göstermektedir.  Dolayısıyla ERR genleri glikolizde işlev yapan 

pek çok genleri içeren birçok metabolik yoldaki anahtar genlerin ifadesini düzenler 

(Tennessen vd., 2011). 

Yapılan pek çok çalışma, çevresel östrojenlere maruz kalma ile kanser oluşumu 

ve genotoksik etkilerin ortaya çıkması arasında pozitif bir ilişki olduğu görüşünü 

desteklemektedir. Dolayısıyla bütün bu özelliklerinden ötürü, çevremizde bulunan bu 

kimyasalların, toksik ve genotoksik potansiyelleri yönünden test edilmeleri ve 

moleküler düzeyde etki mekanizmalarını anlayabilmek için ERR geninin ifadesi 

üzerindeki etkilerinin belirlenmesi zorunlu hale gelmektedir. Bu bakımdan 

çalışmamızda kullanılan Bisfenol A (BFA), Nonilfenol (NF), Dietilstilbestrol (DES), 

17β-estradiol (E2), Tribütiltin (TBT) ve Methidatyon (MD)’un farklı alanlarda 

yaygın olarak kullanılmaları ve insan sağlığı açısından olası riskleri yüzünden çeşitli 

çalışmaların odağı haline gelmiştir. Tez çalışmamız kapsamında ele alınan çevresel 
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kirleticilerin yapıları, kullanım alanları, çevresel durumları ve etkileri aşağıda kısaca 

açıklanmaktadır. 

1.6.   Bisfenol A  (BFA)’nın Yapısı 

 

Bisfenol A (BFA), 2,2-bis(4-hidroksifenil) propan yapısında olan, iki fenol ve 

polikarbonat moleküllerinin birleşmesiyle elde edilen bir bileşiktir (Şekil 1.1). İki 

mol fenolün bir mol aseton ile düşük pH’da ve yüksek sıcaklıkta kondensasyonu ile 

elde edilmektedir. Bu yolla üretilen BFA genellikle % 99 saflıkta olmaktadır (Prokop 

vd., 2004). İlk olarak 1891 yılında Rus kimyager Dianin tarafından sentezlenen BFA,  

oda sıcaklığında katı halde bulunuşu, düşük buhar basıncı, orta derecede suda 

çözünürlüğü ve düşük uçuculuğu ile dikkat çekmektedir (Asimakopoulos vd., 2012; 

Huang vd., 2012). 

 

Sudaki çözünürlüğü 25 °C’de 120 mg/L’dir (Ergün, 2013). BFA’nın moleküler 

yapısı Şekil 1.1. de, kimyasal özellikleri ise Çizelge 1.1. de verilmiştir. 

 

 Şekil 1.1. Bisfenol A’nın moleküler yapısı (Asimakopoulos vd., 2012). 

 

Çizelge 1.1. BFA’nın bazı kimyasal özellikleri 

 

 

 

 

1.6.1. BFA’nın Kullanımı ve Çevresel Durumu  

BFA,   epoksi, polisülfon, poliakrilat, polieterimid ve doymamış poliester gibi 

polimer ve reçine üretiminde önemli bir ara ürün olarak endüstride oldukça yüksek 

miktarlarda kullanılmaktadır. Polikarbonat şişeler (su şişesi ve bebek biberonu), 

Kimyasal Formülü (CH3)2C(C6H4OH)2 

Molekül Ağırlığı 228,29 g/mol 

Yoğunluğu  1,20 g/cm3 

Sudaki Çözünürlüğü 25○C 120 mg/L 

Kaynama Sıcaklığı 220 ○C 
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kaplamalar, diş dolgu malzemeleri, gıda paketleri, yapıştırıcılar, kozmetik ürünleri, 

elektronik malzemeler, otomobil parçaları, vernik ve boya malzemeleri gibi çok 

çeşitli materyal ve üründe bulunan BFA, günlük hayatta kolaylıkla 

karşılaşabileceğimiz bir maddedir (Asimakopoulos vd., 2012; Gyllenhammar vd., 

2012;  Huang vd., 2012).  Bu bağlamda gün geçtikte giderek artan oranlarda üretilen 

BFA’nın; 1980’lerde tüm dünyada yıllık üretim kapasitesi 1 milyon ton iken, 2009 

yılında 2.2 milyon tonu aşmıştır (Erkekoğlu ve Giray, 2012). 2010 yılında Amerika 

Gıda ve İlaç Dairesi tarafından yanınlanan rapora göre, BFA’nın özellikle anne 

karnında ve çocukluk çağında zararlı etkileri olabileceği rapor edilmiştir. İlerleyen 

dönemlerde ise pek çok ülke biberonlarda BFA kullanımını yasaklamıştır. 2011 yılı 

Haziran ayında ülkemizde Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı'nın ‘Türk Gıda 

Kodeksi Gıda Maddeleri ile Temasta Bulunan Plastik Madde ve Malzemeler’ 

Tebliği'nde yaptığı değişiklik yürürlüğe girmiştir. Tebliğ uyarınca, referans numarası 

''13480'' olan ''2,2-Bis(4-hidroksifenil) propan'', Türk Gıda Kodeksi (TGK)-Bebek 

Formülleri ve TGK-Devam Formülleri Tebliğleri'nde bebek olarak tanımlanan 

tüketici grubu için kullanılan, polikarbonat madde ve malzemelerin üretiminde 

kullanılmaması belirtilmiştir (Durmaz ve Giray, 2013). Ancak ülkemize ithalat ile 

gelen ucuz plastiklerin yapısında hala BFA bulunabileceği dikkate alınacak olursa, 

özellikle bebeklerin ve çocukların bu bileşik ile etkileşim içerisinde oldukları 

söylenebilir (Erkekoğlu ve Giray, 2012). 

BFA oral emilimi takiben, karaciğerde hızlı bir şekilde çoğunlukla CYP2C18 

ve daha az olarak CYP2C19 ve CYP2C9 enzimleri ile ana metaboliti olan bisfenol 

A-glukuronide metabolize edilir ve hızlı bir şekilde idrarla atılır (Zemheri, 2011). 

Vücutta idrardan başka, kan, yağ dokusu, anne sütü, semen, tükürük, foliküler sıvı, 

plasenta ve göbek kordonu kanında bulunduğu bildirilmiştir  (Kovacic, 2010). 

Bir maddenin tolere edilebilir günlük alım miktarı, vücut ağırlığı dikkate 

alınarak ifade edilen ve tüm yaşamı boyunca herhangi bir risk oluşturmadan her gün 

tüketilebilir olan miktarıdır (Durmaz ve Giray, 2013). Dünya Sağlık Örgütü 

(WHO)’ne göre yetişkinler için BFA günlük alım miktarı ortalama olarak vücut 

ağırlığının 0.4- 1.4 µg/kg, en kötü senaryo ile 4.2 µg/kg olduğu tahmin edilmektedir 

(FAO/WHO,2011) (Gyllenhammar vd., 2012).  

Hayvanlar ve insanlar üzerinde yapılan pek çok çalışmada BFA’nın çok 

düşük dozlarda bile sağlık üzerinde birtakım olumsuz etkilere neden olduğuna dikkat 
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çekilmektedir. Bu bağlamda, BFA’ya maruz kalan hamile kadınlar ve fetüslarındaki 

BFA düzeyleri değerlendirildiğinde, anasal ve fetal BFA konsantrasyonu arasında 

pozitif bir korelasyon olduğu bildirilmiştir (Lee vd., 2008). Yapılan başka bir 

çalışmayla yavruda BFA konsantrasyonun anneye göre daha az olduğu ancak, 

BFA’nın birikim gösterme eğiliminden olmasından ötürü, fetüsün risk altında olduğu 

gösterilmiştir (Gülnaz, 2006). Ayrıca yapılan pek çok çalışmayla, doğum öncesi 

evrede ve yenidoğan gibi gelişimin erken dönemlerinde BFA’ya maruz kalan 

kemirgenlerin, yetişkin evrede maruz kalanlara oranla daha ciddi sorunlarla karşı 

karşıya kaldıkları rapor edilmiştir (Izumi, 2008). Bunun dışında ABD’deki yetişkin 

popülasyonda obezite ile idrardaki yüksek BFA seviyesi arasında pozitif bir ilişki 

olduğu bildirilmiştir (Carwile vd., 2011).  

1.6.2. BFA’nın Endokrin Bozucu Etkisi 

BFA 1930’lu yıllarda östrojenik etkiye sahip olduğunun saptanmasıyla birlikte 

pek çok araştırıcının ilgi odağı haline gelmiştir. Yapılan birçok çalışma ile BFA’nın 

östrojen reseptörlerine (ER) bağlanarak, östrojene yanıt olarak oluşan gen ifadesini 

indüklediği ve östrojenik aktivite gösterdiği rapor edilmiştir (Erkekoğlu ve Giray, 

2012; Durmaz ve Giray, 2013). 

BFA’nın ERα ve ERβ reseptör bölgelere bağlanabilme özelliği DES’e göre 

yaklaşık 20.000 kat, 17β-estradiol’e göre ise yaklaşık 10.000 kat daha zayıftır 

(Gülnaz, 2006; Durmaz ve Giray, 2013). BFA’nın östrojenik aktivitesi dokunun 

içerdiği ER tipine bağlı olarak değişkenlik göstermektedir. In vitro olarak yapılan 

çalışmalarda BFA’nın ERβ’ya bağlanma ilgisinin ERα’ya göre 10 kat daha fazla 

olduğu gösterilmiştir (Yiğit, 2009).  

BFA’nın insanlar üzerindeki etkilerini konu alan çalışmalar gözden geçirilecek 

olursa, ilk veriler 2002 yılında Takeuchi ve Tsutsumi tarafından yayınlanmıştır 

(Takeuchi ve Tsutsumi, 2002).  Buna göre ilginç bir şekilde kadın ve erkeklerde BFA 

ile toplam ve serbest testosteron seviyeleri arasında pozitif bir korelasyon olduğu 

rapor edilmiştir. Ayrıca mesleki olarak BFA’ya maruz kalan erkeklerin idrarlarında 

kontrol grubuna göre daha yüksek konsantrasyonlarda BFA seviyesine rastlanmıştır. 

Ayrıca BFA’ya bağlı olarak FSH seviyesinde azalma gözlenmektedir (Knez, 2013).  

BFA’nın antitiroid hormon aktivitesi ve bağışıklık sistemi ile sinir sistemi üzerindeki 

bir takım olumsuz etkilerinin rapor edildiği sayısız çalışmadan sonra, standart bir test 
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sistemi için BFA’nın endokrin bozucu etkilerinin izlenmesi gerektiği rapor edilmiştir 

(Izumi vd., 2008). 

1.7. Nonilfenol (NF)’ün Yapısı 

Çevrede bulunan zararlı kimyasalların önemli bir grubunu alkilfenol etoksilat 

bileşikleri (AFE) oluşturmaktadır. Bir AFE molekülü,  alkilfenol ve etoksilat olmak 

üzere iki kısımdan oluşmaktadır. Bu yapı, alkilfenol etoksilatları suda çözünür hale 

getirerek kirli yüzeylerden kirin uzaklaştırılmasına yardım etmektedir (Atlı, 2010). 

AFE bileşiklerinin en önemli üyeleri, nonilfenol etoksilat ve oktilfenol 

etoksilatlardır. Bu bileşikler etilen oksit yan zincirlerini kaybederek, alkilfenollere 

dönüşürler. (4-n-oktilfenol ve 4-n-nonilfenol) (Knez, 2013).  Alkilfenoller, çevrede 

çeşitli endüstriyel aktiviteler sonucu ortaya çıkan, plastiklerde, pestisitlerde 

destekleyici olarak,  temizlik maddelerinde ve deterjanlarda aktif madde olarak 

kullanılan kimyasallardır. (Newman, 2013). En önemli alkilfenollerden biri olan 

Nonilfenol (NF), AFE bileşiklerinin yaklaşık %82’sini oluşturur ve biyolojik olarak 

bozunmaya en dayanıklı olan, oldukça toksik, organizmalarda biyolojik olarak 

birikim gösteren bir kimyasaldır (Li vd., 2010; Richardson vd., 1999). NF’nin 

moleküler yapısı Şekil 1.2’de, bazı kimyasal özellikleri ise Çizelge 1.2’de verilmiştir. 

   

 Şekil 1.2.  Nonilfenol’ün moleküler yapısı (Asimakopoulos vd., 2012). 

 

Çizelge 1.2. Nonilfenol’ün bazı kimyasal özellikleri 

 

 

 

 

 

Kimyasal Formülü C15 H24O 

Molekül Ağırlığı 220,25 g/mol 

Yoğunluğu  0,94 g/cm3 

Sudaki Çözünürlüğü 6 mg/L (pH 7) 

Kaynama Sıcaklığı 180-181 ○C 
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1.7.1. NF’nin Kullanımı ve Çevresel Durumu  

NF, yüksek performansı ve maliyetinin düşük olması nedeniyle endüstride en 

çok tercih edilen kimyasallardan biridir (Naylor, 1995).  Kozmetik ürünlerinde, 

plastik boyalarda, yiyecek ve içecek ambalajlarında, ev ve sanayi deterjanlarında, 

kağıt, deri, tekstil ve petrol endüstrisinde, pestisitlerde, sterilizasyon malzemelerinde, 

halı ve kilim fabrikalarında, lateks üretiminde, spermisit olarak kondomlarda, bebek 

biberonu ve oyuncaklar gibi çok geniş bir yelpazede yaygın bir şekilde 

kullanılmaktadır (Atlı, 2010; Capaldo  vd., 2012; Gyllenhammar vd., 2012; Naylor, 

1995; Sayed vd., 2012; Espinosa vd., 2009; Asimakopaulos vd,  2012). Danimarka 

Çevre Ajansına göre tolere edilebilir günlük NF alımı vücut ağırlığının 5μg/kg  

olarak kabul edilmektedir (Espinosa vd., 2009).  

Çevrede oldukça kararlı ve kalıcı olan NF, 1940 yılında keşfedilmesinden bu 

yana, endüstrinin gelişmesiyle birlikte, yüksek miktarlarda sentezlenmekte ve 

özellikle su içerisine boşaltılmaktadır. Bu nedenle sıklıkla atık sularda ve gıdalarda 

bulunur. (Knez, 2013; Balakrishnan vd., 2011). Bu bağlamda NF ile yapılan 

çalışmalar özellikle sucul çevre üzerine odaklanmıştır. Yapılan bir çalışma NF’nin 

başkalaşım sırasında, Rana nigromaculata iribaşlarının kuyruklarında 

malformasyonlara neden olduğuna dikkat çekmektedir (Capoldo vd., 2012).  

NF, özellikle üreme sisteminde büyük hasarlara neden olarak, sperm sayısında 

azalmaya neden olmaktadır. Yapılan sayısız çalışmayla birlikte  NF’nin insanda 

reaktif oksijen türlerinin üretimini arttırarak, oksidatif strese neden olduğu 

gösterilmiştir (Aly vd., 2012). Bir çalışmada, gıda maddelerindeki NF miktarlarını 

belirlemek amacıyla, Almanya’da yeni doğan ve yürümeye başlayan çocukların 

tükettikleri gıda maddelerindeki NF miktarları ölçülmüştür. Çalışmada, gıda 

maddelerinde bol miktarda NF bulunduğu ve bu durumun özellikle yeni doğan 

bebekler için yüksek risk oluşturduğu bildirilmiştir (Raecker vd., 2011). 

Alkilfenollerin insan sağlığı üzerindeki olumsuz etkilerine dair endişelerin 

giderek artması üzerine, 2002 yılında Avrupa Komisyonu Ortak Araştırma Merkezi 

tüm deterjanlardaki alkilfenolleri yasaklamıştır. Ancak günümüzde hala pestisitlerde 

ve plastiklerde yaygın olarak kullanılmaktadır (Espinosa vd., 2009).  

Alkilfenollerin kemirgenler ve sucul canlılar üzerindeki etkisine dair çok 

sayıda çalışma olmasına rağmen, insanlar üzerine yapılan çalışmalar oldukça 
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yetersizdir. Yapılan çalışmalar özellikle anne sütü aracılığıyla alkilfenollerin önemli 

bir düzeyde bebeğe geçtiğini göstermiştir. Ancak literatür taraması yapılırken, sağlık 

üzerine olası etkilerini değerlendirmek amacıyla, alkilfenol maruziyetiyle bağlantılı 

insan epidemiyolojik çalışmaları bulunamamıştır (Knez, 2013). 

1.7.2. NF’nin Endokrin Bozucu Etkisi 

NF’nin çeşitli balık türleri, kuşlar ve memeliler üzerinde östrojenik, toksik ve 

karsinojenik etkilere sahip olduğu bilinmektedir (Sayed vd., 2012). Steroid olmayan 

fenolik bir bileşik olan 4-Nonilfenol (4-NF)’ün, 17β-östradiol ve DES ile olan 

yapısal benzerliği ile dikkat çekmektedir (Balakrishnan vd., 2011). Bu bağlamda 

ksenoöstrojen olarak tanımlanan NF, dişi cinsiyet hormonlarını taklit etmesi 

nedeniyle pek çok araştırmanın odağı haline gelmiştir. Östrojen reseptör yolunu 

etkileyebilen NF, sahip olduğu lipolitik etkiye bağlı olarak insanlar ve hayvanlar 

üzerinde oldukça toksik etkilere sahiptir. Birçok in vitro ve in vivo çalışma NF’nin 

hayvanlarda ve insanlarda üreme fonksiyonlarını değiştirerek, endokrin sistemi 

etkilediğini göstermektedir (Espinosa, 2009). Bu açıdan,  östrojen reseptörüne  zayıf 

bağlanma potansiyeline sahip olan NF’nin, ERα’yı aktive ederek, östrojen bağımlı 

gen ekspresyonuna sebep olduğu bildirilmiştir (Vivacqua vd., 2003; Knez, 2013; 

Raecker vd., 2011; Villeneuve vd., 2002).  

Yapılan pek çok çalışma ile özellikle 4-NF’nin insanda teratojenik ve 

kanserojenik etkilere sahip olduğu gözlenmiştir. 4-NF’nin östrojen reseptörleriyle 

doğrudan etkileşimi sonucu, üreme fonksiyonlarının olumsuz yönde etkilendiği ve 

membrana bağlı östrojen reseptörlerini taklit ederek, 17β-östradiol’e benzer aktivite 

gösterdiği bilinmektedir. 4-NF’nin,  ERα ve ERβ reseptörleri, ERR α, β ve γ 

(östrojenle ilişkili reseptörler), büyüme hormonu, p53 ve 11- β-Hidroksisteroid 

dehidrogenazın ekspresyonlarını düzenlediği gösterilmiştir. Tüm bu veriler ışığında, 

4-NF’nin potansiyel bir endokrin bozucu olduğu ve özellikle fetal dönemdeki maruz 

kalmaya bağlı olarak insanlarda gelişimsel anormalliklere neden olabileceği öne 

sürülmüştür. (Balakrishnan vd., 2011). Bu açıdan 2003 yılından bu yana Avrupa 

Birliği tarafından NF’nin kullanımında kısıtlamalar getirilmiştir  (Sayed vd., 2012).  

Alkilfenollerin östrojenik etkisi yaygın olarak laboratuvar kemirgenleri 

üzerinde çalışılmaktadır (Knez, 2013). Yapılan araştırmalar sonucu NF’nin östrojen 

reseptörlerine bağlanarak, MCF-7 hücrelerinin çoğalmasını uyardığı ve sıçan 
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uterusunda mitotik aktiviteyi indüklediği bildirilmiştir. Özellikle erkek üreme 

sistemini etkileyen NF, epididimal ağırlıkta ve sperm sayısında azalmaya neden 

olmaktadır (Ferguson vd.,  2000; Knez, 2013).  

Balıklar üzerinde yapılan çalışmalarda, NF’nin balıklarda cinsiyet 

hormonlarının konsantrasyonlarını değiştirdiği ve spermatogenezi inhibe ederek, 

gonadosomatik değerleri değiştirip, erkeklerde ovotestis gelişimini indüklediği 

saptanmıştır. Böylece juvenil çağda dişileşmeye neden olduğu rapor edilmiştir 

(Lahnsteiner vd., 2005; Michelangeli vd., 2008).  

1.8. Tribütiltin (TBT)’in Yapısı 

Tribütiltin (TBT), (C4H9)3Sn+-X kısmı içeren bileşikler grubudur. Burada X, 

anyon veya kendisine bağlı bir grubu göstermektedir. X’in yapısı, TBT’nin su ve 

polar olmayan çözücülerdeki çözünürlüğü ve buhar basıncı gibi fizikokimyasal 

özelliklerini etkilemektedir. Klorlama (TBTCl) bu bileşiklere yüksek oranda lipofilik 

karakter kazandırarak, çevrede oldukça kararlı hale getirir. Böylece çevrede 

kolaylıkla birikim göstererek besin zinciri aracılığıyla insana kadar ulaşan pek çok 

organizmayı etkileyebilmektedir (Sharan, 2013). Bu gerçekler göz önüne alındığında 

TBTCl’nin özellikle sucul yaşam için en güçlü toksik kimyasallardan biri olduğu 

söylenebilir (Sharan vd.,  2013).  

TBTCl’nin moleküler yapısı Şekil 1.3’de, bazı kimyasal özellikleri ise Çizelge 

1.3’de verilmektedir. 

 

 

 

Şekil 1.3. Tribütiltin klorid (TBTCl)’in moleküler yapısı (Ferreira vd., 2012). 
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Çizelge 1.3. TBTCl’nin bazı kimyasal özellikleri  

 

 

 

 

 

 

1.8.1. TBT’nin Kullanımı ve Çevresel Durumu 

1960’lı yıllarda özellikle kimya endüstrisinin gelişmesiyle birlikte, Tribütiltin 

(TBT) ve Trifenilkalay (TPT) gibi organik kalay bileşikleri, etkili biyosidal 

özellikleri nedeniyle, dezenfektan ve biyosit olarak yaygın bir şekilde kullanılmaya 

başlanmıştır (Okay, 2004; Newman, 2013; Yu vd., 2013; Liu vd., 2012, Zheng vd., 

2005). Oldukça etkili bir biyosit olan TBT, midye gibi deniz canlılarının gemi 

yüzeyinde çoğalmalarını önlemek amacıyla, geminin su çizgisinin altına sürülen 

boyalarda yosunlaşmayı önleyici olarak yaygın bir şekilde kullanılmaktadır (Yu, vd., 

2013; Vardar ve Harjono, 2002). Yüksek derecede etkili olması ve nispeten düşük 

maliyeti nedeniyle, 1970’lerden beri yüzey koruyucu ajan olarak TBT’nin üretimi ve 

kullanımı önemli ölçüde artmıştır (Newman, 2013). Bunun dışında, ahşap ürünlerin 

korunmasında, soğutma suyu sistemlerinde, odun hamuru ve kağıt fabrikası 

sistemlerinde, bira fabrikasında, tekstil ve endüstriyel su sistemlerinde yosunlaşmayı 

önleyici ajan olarak yoğun olarak kullanılmaktadır (Park ve Kwak, 2010). 

Alternatiflerine göre tercih edilmesinin en önemli nedenlerinden biri oldukça 

etkili ve dayanıklı olmasıdır (60 ay; alternatifleri 30- 36 ay). 1980’li yıllarda 

TBT’nin yarılanma ömrünün oldukça uzun olduğunun (>6 ay) belirlenmesiyle 

birlikte, sedimentte ve organizmada kolaylıkla birikim yapabileceğinin farkına 

varılmıştır (Okay, 2004). Özellikle anaerobik şartlar altında, deniz sedimentlerinde 

TBT ve bozunma ürünlerinin tahmini olarak onlarca yıl bozulmadan kalabileceği 

tahmin edilmektedir (Zhang vd., 2013).  

  1970’lerin sonlarından başlayarak, birçok bilim adamı TBT bileşiklerinin çok 

düşük konsantrasyonlarda bile sucul organizmalar üzerinde toksik etkilere sahip 

olduğunu ortaya çıkarmıştır. Bu bağlamda, toksik, kalıcı, biyobirikimli ve endokrin 

bozucu özelliğe sahip olması nedeniyle, Avrupa Birliğinin öncelikli kirleticiler 

listesine dahil edilmiştir (Morales vd., 2013; Ferreira vd., 2013). Sucul sistemler için 

oldukça toksik olan TBT, genotoksik, nörotoksik, hepatotoksik, teratojenik, 

Kimyasal Formülü [CH3(CH2)3]3SnCl 

Molekül Ağırlığı 325,51g/mol 

Yoğunluğu  1,2 g/mL at 25 °C(lit.) 

Kaynama Sıcaklığı 171-173 °C/25 mmHg (lit.) 
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bağışıklık baskılayıcı ve endokrin bozucu etkileri ile balık, deniz yıldızı ve deniz 

solucanı gibi sucul organizmalar için önemli bir tehlike oluşturmaktadır (Park vd., 

2013).  TBT’ye maruz kalma sonucu ördek, fok ve balıklarda biyolojik birikimin 

olduğu ve balıklarda bağışıklığın zayıfladığı pek çok çalışmayla rapor edilmiştir. 

Başka bir çalışmada yosunlaşmayı önleyici boyalardan süzülen TBT’nin bir istiridye 

türü olan Carassostrea gigas’ta kabuk deformasyonu, büyüme azalması ve üreme 

başarısızlığı gibi etkilere neden olduğu saptanmıştır (Newman, 2013). 

TBT’nin canlı organizmalar üzerindeki olumsuz etkilerinin gözlenmesinden 

sonra, Ekim 2001’de düzenlenen Uluslararası Denizcilik Örgütü  (IMO) 

toplantısında, zehirli organotinler içeren gemi boyalarının, Ocak 2003’ten itibaren 

kullanımdan kaldırılmasına ve 2008’de organotinli boyaların tüm gemilerden 

uzaklaştırılmasına veya güvenli biçimde muhafaza edilmesine karar 

verilmiştir.(Gemilerdeki Zararlı Çürüme-önleyici Sistemlerin Kontrolüne ilişkin 

Uluslararası Konvansiyon, 2001) (Vardar ve Harjono, 2002). TBT kullanımı, bu 

sözleşmeye dahil olan pek çok ülkede yasak olmasına karşın, diğer ülkelerde 

üretimine devam edildiği ve biyosit olarak kullanıldığı düşünülmektedir (Ferreira 

vd., 2013). 

1.8.2. TBT’nin Endokrin Bozucu Etkisi 

Memeliler, özellikle de insanlar, deniz ürünleri, gıda maddeleri ve içme suyu 

gibi çok çeşitli yollarla kaçınılmaz bir şekilde TBT’ye maruz kalmaktadır (Chen vd., 

2008; Ferreira vd., 2013). Özellikle gelişimin erken dönemlerinde bu maruziyet 

sonucu üreme organları ve cinsel olgunlaşma üzerinde bir takım olumsuz etkiler 

gözlenmektedir. Kapsamlı bir şekilde literatür taraması yapıldığında, TBT’nin 

çoğunlukla yumuşakçalar ve balıklar üzerindeki endokrin bozucu etkilerine 

rastlanmakla birlikte memeliler üzerine sadece birkaç makale göze çarpmaktadır 

(Chen vd., 2008; Zhang vd., 2013). Yapılan bir çalışmada TBT maruziyeti sonucu, 

zebra balıklarında cinsiyet oranının erkekler yönünde değiştiği rapor edilmiştir. Bir 

diğer çalışmada ise, dişi yumuşakçalarda erkek üreme organlarının geliştiği 

bildirilmiştir (Chen vd., 2008; Zhang vd., 2013; Yu vd., 2013). Dişilerdeki böylesine 

anormal bir gelişim, erkek özelliklerin dişide gelişmesi yani imposeks olarak 

tanımlanmaktadır. Pek çok türde imposekse bağlı olarak dişilerin öldüğü 

gözlenmiştir. Böylesi bir letal sonuç doğal popülasyonlarda cinsel açıdan olgun dişi 

sayısını önemli ölçüde azaltabilir ve lokal olarak neslin tükenmesi gibi oldukça ciddi 
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sonuçlara yol açabilir. Neslin tükenmesi çevresel TBT konsantrasyonunun yüksek 

olduğu marina, liman, iskele ve ana gemi seferi kanallarına yakın alanlarda yaygın 

olarak gözlenmektedir (Newman, 2013). Ema ve Harazono (1995, 1996) yaptıkları 

çalışmalarda,  sıçanlarda gebeliğin çok erken dönemlerinde TBT maruziyeti sonucu, 

doza bağlı olarak doğurganlıkta önemli ölçüde azalma, implantasyonun engellenmesi 

ve implantasyon sonrasında embriyo ölümü ve teratojenik etkiler gözlenmiştir (Chen 

vd., 2008). 

Endokrin bozucu olarak tanımlanan TBT, son zamanlarda metabolik bozucu 

olarak da ifade edilmektedir. Aynı zamanda insan kemik iliği hücrelerinde lipit 

birikimi ve yağ hücresi farklılaşmasını indüklediği ve yumurtalık gelişimini 

engellediğine dair çalışmalar bulunmaktadır. Ayrıca bir çok çalışmayla yetişkin 

balıklarda testis gelişimini engellediği bildirilmiştir (Zhang vd., 2013).  

Bilindiği gibi aromatazlar, östrojen biyosentezinin son basamağında görev alan 

bir enzim kompleksidir. Meme, yumurtalık, testis, plasenta, beyin ve adipoz doku 

gibi pek çok dokuda androjenlerin östrojenlere dönüşümünü sağlayarak total östrojen 

düzeyini arttırırlar (Karahan ve Kelicen, 2011). Sıçanlar ile yapılan bir çalışmada 

kronik olarak TBTCl’ye maruz kalan sıçanların beyinlerinde bu bileşiğin birikim 

yaptığı bildirilmiştir (Omura vd., 2004). TBT’nin beyinde aromatazların ifadesini 

inhibe ederek, maskülinizasyon etkisi yarattığı da rapor edilmiştir (Zhang vd., 2013). 

Fare ve sıçanlarda TBT’nin yüksek oranda birikim gösterdiği başlıca dokular 

arasında karaciğer, böbrek, dalak, yağ ve testisler gelmektedir (Ferreira vd., 2013). 

Kaya balıklarında düşük TBT konsantrasyonlarında beyin ERα and ERβ 

ifadesinde artış olduğu bildirilmiştir. Bilindiği gibi beyin en önemli endokrinal 

organlardan biridir ve balıkların üremesinde önemli bir role sahiptir. Yapılan bir 

çalışmada TBT’nin  kompleks endokrin bozucu etki göstererek, kayabalıklarında 

Cyp19b ve ER ifadesini etkilediği bildirilmiştir (Zhang vd., 2013). Ayrıca son 

yıllarda yapılan pek çok doz bağımlı in vivo ve in vitro çalışma ile birlikte, TBT’nin 

yağ hücrelerinde ERα and ERβ’yı aktive ettiği rapor edilmiştir (Sharan vd., 2013).  

1.9. Methidatyon (MD)’un Yapısı 

Methidatyon (MD) (S-[(2,3- dihydro-5- meth- oxy-2-oxo 1,2,3-thiadiazol-

3(2H)- yl] 0,0- dimethyl phosphorodithioate), oldukça geniş spekturumlu 

organofosfatlı (OF) bir insektisittir (Takayasu vd., 2012). Oldukça toksik olan MD, 

1991 yılında ABD EPA tarafından, sınıf 1 toksik bir kimyasal olarak, son derece 
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toksik bir bileşik olarak listeye dahil edilmiştir (Stavropoulos vd., 2000). MD’nin 

dahil olduğu OF bileşikleri, fosfor içeren asitlerin ester, tiol ester veya anhidrit 

türevleridir. Bu bileşikler asıl etkilerini sinir sistemi üzerinde gösteren kimyasallardır 

(Demirdöğen, 2010). 

1.9.1. MD’nin Kullanımı ve Çevresel Durumu 

1966’dan beri ticari olarak seralarda ya da açık alanlarda yetiştirilen meyve  

ağaçları, üzüm asmaları ve sebzelerin yetiştirilmesinde, çeşitli böcek ve akarlara 

karşı mücadelede yaygın bir şekilde kullanılan ancak günümüzde yasaklanan MD, 

asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesini inhibe ederek, hedef canlının sinir sistemini 

zayıflatıcı etki göstermektedir (Stavropoulos vd., 2000; Güngördü, 2013; Güney vd., 

2007; Takayasu vd., 2012). MD’nin de dahil olduğu organofosfatlar 

asetilkolinesteraz enzimini, aktif bölgesindeki serin aminoasitinin hidroksil grubunu 

fosforlayarak inaktif hale getirirler. Asetilkolinesteraz enziminin baskılanmasıyla, 

sinir sisteminde asetilkolin birikimi başlayarak, muskarinik ve nikotinik reseptörler 

aşırı oranda uyarılmış olur. “Kolinerjik sendrom” olarak bilinen bu duruma bağlı 

olarak, merkezi sinir sisteminde asetilkolin miktarının artması sonucu, birtakım 

duyusal ve davranışsal bozukluklar, koordinasyon bozuklukları, motor 

fonksiyonların baskılanması ve solunum yetmezliği gibi ciddi sağlık sorunları ortaya 

çıkar. Solunum bozukluğuna eşlik eden artmış akciğer salgıları, organofosfat 

zehirlenmelerinde görülen ölümlerin en sık karşılaşılan nedenidir. (Demirdöğen, 

2010). Organofosfatlar, hem insanlarda hem de hayvanlarda merkezi sinir sistem, 

kardiyovasküler sistem, ürogenital sistem, metabolik ve endokrin sistem ve 

kolinesterazları inhibe ederek etkilemektedir (Gökalp vd., 2003).  

Geniş spekturumlu etkisine bağlı olarak, MD’nin tarımda, evlerde, bahçelerde 

ve veterinerlikte yaygın bir kullanım alanı bulunmaktadır. MD’nin de dahil olduğu 

OF bileşikleri son derece toksik olmalarına rağmen, çevrede organoklorlu pestisitler 

(OK) kadar kalıcı değildir. Güneş ışığı, hava veya toprakla temas sonucu hızlı bir 

şekilde hidroliz olarak parçalanırlar. Bu özellikleri sayesinde DDT, aldrin ve d ieldrin 

gibi çevrede son derece kalıcı olan OK bileşiklerinin yerine alternatif olarak 

kullanılmaya başlanmıştır. Ancak her ne kadar OF bileşikleri, OK bileşiklerine göre 

daha hızlı parçalansa da, akut toksisiteleri daha yüksektir. Dolayısıyla pestisit 

zehirlenmelerinde OF bileşikleri ilk sırada gelmektedir (Demirdöğen, 2010).  

Özellikle, OF bileşiklerin sıkça kullanılması bu bileşiklerin çevrede yaygın bir 
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şekilde bulunmasına ve biyolojik sistemler üzerinde zararlı etkilerinin ortaya 

çıkmasına neden olmaktadır. Yapılan pek çok in vitro ve in vivo çalışma, 

organofosfatlı insektisitlerin lipit peroksidasyonunu arttırdığını ve eritrositlerdeki 

antioksidan enzimlerinin aktivitelerini değiştirdiğini göstermektedir  (Altuntas vd., 

2002). Bunun dışında OF bileşiklerin, karaciğer, böbrek, kalp, pankreas ve bağışıklık 

sistemi gibi pek çok dokuda biyokimyasal ve histopatolojik değişikliklere neden 

olduğu rapor edilmiştir (Yavuz vd., 2005). OF bileşiklerin hedefi olan organlardan 

biri de, yumurta oluşumu ve hormonların senteziyle normal olarak üreme 

fonksiyonlarında önemli bir rol oynayan yumurtalıklardır  (Güney vd., 2007).  

1.10.  Dietilstilbestrol (DES)’in Yapısı 

Dietilstilbestrol (DES) 4-[4-(4-hydroxyphenyl)hex-3-en-3-yl]phenol, 

farmakolojik etkileriyle doğal estronlara benzeyen ve ER’lere yüksek afiniteye sahip 

olan yaygın bir non-steroid sentetik estrojendir (Takayanagi vd., 2006) (Şekil 1.4). 

 

 Şekil 1.4. Dietilstilbestrol’ün moleküler yapısı (Takayanagi vd., 2006). 

1.10.1. DES’in Kullanımı ve Endokrin Bozucu Etkisi 

İlk defa 1938 yılında Leon Goldberg tarafından sentezlenen sentetik 

östrojenik bir bileşik olan DES, ilk olarak gebeliği korumak amacıyla hamile 

kadınlarda 1947-1971 yılları arasında kullanılmıştır (Bosquiazzo vd., 2013). Ancak 

daha sonraları yapılan çalışmalarla, DES’in klinik olarak düşüğü engellemesine 

rağmen, DES’e maruz kalan kadınlarda meme kanseri gelişme riskinin yaklaşık 2 kat 

artış gösterdiği  ve  DES kullanmış olan annelerin kız çocuklarında serviks ve vajina 

adenokarsinomuna daha sık rastlandığı saptanmıştır (Walker ve Kurth, 1993; 

Bosquiazzo vd., 2013; Bhan vd., 2014).  Bu bağlamda genotoksik ve karsinojenik 

etkiye sahip olduğu bilinen DES’in çok az miktarlardaki kalıntısı dahi karsinojenik 

etkinin oluşum sürecini başlatabilmektedir (Oruç vd., 2007).  
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Fetal dönemde DES’e maruz kalan erkek çocuklarda ise azospermi, kısırlık 

ve testis kanseri riskinin artış gösterdiği rapor edilmiştir (Göze vd., 2000; Yeşilkaya, 

2008). Ayrıca insanda DES maruziyeti ile üreme yolları anomalileri arasında bir 

ilişki olduğu da rapor edilmiştir (Hammes vd., 2003). Bunun üzerine DES piyasadan 

kaldırılmıştır (Yeşilkaya, 2008). 

 Evcil hayvanlardan elde edilen et miktarında artışı sağlamak ve yemden 

yararlanma oranını arttırmak amacıyla, ilk kez 1947 yılında Amerika Birleşik 

Devletleri’nde (ABD) DES ile başlayan anabolizan maddelerin kullanımı, sağladığı 

büyük ekonomik faydaları nedeniyle yaygınlık kazanmıştır. Ancak daha sonraları 

yapılan araştırmalar sonucunda DES’in karsinojen etkisi anlaşılmış  ve kasaplık 

hayvanlarda anabolizan maddelerin kullanımı sınırlandırılmıştır. Avrupa Birliği 

(AB)’nde de, 1989 yılından beri büyüme hormonu uygulanan hayvanların etlerinin 

tüketime sunulması yasaklamıştır. Ülkemizde de Resmi gazetede yayınlanarak 

yürürlüğe giren 2003/18 sayılı gıda değeri olan hayvanlara uygulanması yasaklanan 

ve belli şartlara bağlanan hormon ve benzeri maddeler hakkındaki tebliğe göre; 

stilbenler, stilben türevleri, tuzları ve esterleri, antitiroidal etkili maddeler, anabolizan 

amaçla kullanıma uygun steroidler, rezorsilikasit laktonlar, beta agonist etkili 

hormon ya da hormon benzeri etkiye sahip maddelerin gıda değeri olan hayvanlara 

anabolik amaçlarla uygulanması yasaklanmıştır Gıda, Tarım ve Hayvancılık 

Bakanlığı tarafından ruhsatlı olmak kaydıyla belirtilen maddeleri içeren ilaçlar ancak 

veteriner hekim reçetesine tabi olarak satılabilmektedir. Ancak mezbahalarda 

laboratuvar donanımının yetersiz oluşu dikkate alınacak olursa anabolizan madde 

içeren etlerin tespitinde sıkıntılar yaşanma olasılığı oldukça yüksektir (Oruç vd., 

2007). 

1.11. 17β-östradiol (E2)’in Yapısı ve Etkisi 

Yapısında aromatik A halkasının, 3. karbon (C3) atomu’nda bulunan fenolik 

hidroksil grubu ile beraber 17. karbon (C17) atomunda hidroksil grubu yer alan E2, 

gelişim ve üreme fonksiyonlarında anahtar role sahiptir (Karagül, 2006) (Şekil 1.5). 
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Şekil 1.5. 17β-östradiol’ün moleküler yapısı (Takayanagi vd., 2006). 

Dolaşımda bulunan doğal östrojen hormonlarının başlıcaları 17β-östradiol 

(E2), östron (E1) ve östriol (E3)’dür. Bunlar içerisinde en etkili olan E2’dir. Ayrıca 

E2 ve E1 karaciğerde birbirlerine dönüşebilmektedir. Hem erkek hem de kadında 

bulunan östrojen hormonunun, üreme çağında olan kadınlardaki seviyesi erkeklere 

nazaran oldukça yüksektir. Eşeysel olgunluğa erişmiş bir kadının kanında en fazla 

oranda bulunan ve en etkili olan östrojen hormonu yumurtalık kaynaklı olan E2’dir 

(Bayraktar, 1996).  

Östrojen memeli dokuların çoğunda; hücrelerin büyümesi, embriyolojik 

gelişimi ve yaşamın devamlılığı açısından önemli rollere sahiptir. (Altunkaynak vd., 

2012). Kadın üreme sisteminin gelişimi ve korunması ve erkeklerde sperm üretimi 

için gerekli olan steroid bir hormon olan östradiol, aynı zamanda kardiyovasküler 

sistem, merkezi sinir sistemi ve kemik gelişimi için de büyük öneme sahiptir 

(Giguere, 2008). Hedef hücreye ulaşan östrojenler, bağlı olduğu özel plazma 

proteininden ayrılarak, serbest hale geçerler. Düşük molekül ağırlıklı ve yağda 

çözünebilir özelliğe sahip olan östrojen, difüzyon aracılığıyla hücre zarından 

rahatlıkla geçebilir. Hücrenin sitoplazmasına ulaştığında, diğer steroid hormonlardan 

farklı olarak özgün bir reseptör proteine bağlanmaksızın nukleusa gelerek, nukleusta 

kromatine tutunmuş olan reseptöre bağlanır. Aktif hale geçen hormon- reseptör 

bileşimi, gen etkileşimini ve kromatindeki DNA’dan mRNA’nın yapımını başlatır. 

mRNA nukleustan ayrılarak, sitoplazmaya geçer ve granüllü endoplazmik 

retikulumun dış yüzeyindeki ribozomlarda hormona özgü özel yeni proteinlerin 

oluşumunu başlatır (Esener, 2007; Seyran ve Erişir, 2008).  

Bilindiği gibi birçok sentetik endüstriyel kimyasal androjen ve östrojen gibi 

hormonların etkilerine benzer etkiler göstermektedirler. Bu bağlamda 1998 yılında 

İngiltere’de yapılan bir çalışmada E2’nin lağım sularının karıştığı nehirlerde bol 
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miktarda bulunduğu rapor edilmiştir. Benzer bulgular Hollanda, Kanada, Almanya, 

İsveç ve Türkiye’den de bildirilmiştir (Çek ve Sarıhan, 2010). 

Farklı organizmalarda yapılan çalışmalarda, E2’nin yüksek dozlarda 

uygulanmasına bağlı olarak ölüm oranını yükselttiği ve büyüme oranını düşürdüğü 

bildirilmiştir. Her ne kadar E2 uygulamasının genellikle büyümeyi artırıcı bir 

etkisinin olduğu rapor edilse de, yüksek konsantrasyonlu uygulamalarda balıkların 

ağırlık artışında doza bağlı olarak azalmalar meydana geldiği bildirilmiştir. Yapılan 

bir çalışmada, 100 μg/L E2 uygulaması sonucu balıklarda yaşama oranı %90 olarak 

belirlenmişken, 200 μg/L E2 uygulamasında yaşama oranının %70’ düştüğü 

gözlenmiştir. Buna bağlı olarak  E2’nin belli bir dozdan sonra toksik etki gösterdiği 

rapor edilmiştir (Turan vd., 2005). 

1.12. Genetik Toksikoloji 

Kelime anlamı ile toksikoloji, ‘’zehir bilimi’’ demektir (Vural, 2005). Daha 

geniş bir ifadeyle toksikoloji, organizmaların üzerinde birtakım olumsuz ya da 

istenmeyen etkiler bırakan etmenlerin ortaya çıkışını, onların fiziksel, kimyasal ve 

biyolojik özelliklerini, canlı organizmada uğradığı değişimi ve etki mekanizmalarını 

olası risk faktörleri ile birlikte deneysel olarak inceleyen bir bilim dalıdır (Doğan, 

2008).  

Toksikolojik çalışmalar, toksik etkinin hücresel, biyokimyasal ve moleküler 

mekanizmasının yanı sıra bağışıklık üzerine olan etkilerini de inceler. Bu bağlamda, 

multidisipliner bir bilim dalı olan toksikoloji, fizik, kimya, biyoloji, matematik, 

farmakoloji, fizyoloji, patoloji, biyokimya ve immünoloji gibi bir çok bilim dalı ile 

yakından ilişkilidir (Vural, 2005).  

Kendi içerisinde çeşitli alt dallara ayrılan toksikolojinin en önemli alt 

dallarından biri de, genetik toksikoloji veya genotoksikolojidir. Genotoksikoloji, 

çeşitli fiziksel ya da kimyasal ajanların DNA ve kromozomlar üzerine olan etkilerini 

inceler. Bu bağlamda DNA ve kromozomlarda hasar oluşturan toksik ajanlar 

genotoksin olarak adlandırılırken, DNA molekülü ve genotoksinlerin etkileşimi 

sonucu ortaya çıkan ve gelecek kuşaklara aktarılan toksisite ise genotoksisite olarak 

tanımlanmaktadır (Derelango ve Hollinger, 2002). 

Teknolojinin gelişmesiyle birlikte insanlar günlük yaşamlarında çok sayıda 

genotoksik ajanla karşı karşıya kalmaktadır. Günümüzde ilaçlar, gıda katkı 

maddeleri, tarım ilaçları ve plastikleştiriciler gibi pek çok madde kullanımının her 
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alanda hızlı bir şekilde artması, bu maddelerin insan genomu üzerinde herhangi bir 

olumsuz etkisinin olup olmadığının test edilmesini zorunlu hale getirmektedir. 

Örneğin alkilleyici ajanlardan olan Mitomisin C (MMC) Streptomyces 

caespitosus’tan elde edilen oldukça güçlü antibakteriyel ve antitümör fungal bir 

antibiyotiktir. Pankreas, akciğer, uterus, serviks, kolon, mide, rektum ve mesane gibi 

pek çok kanser türünde yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. MMC’nin genotoksik 

etkiye neden olduğu fare spermatositlerinde mikronukleus testi ve kromozom 

aberasyon testleri gibi birçok farklı çalışmayla kanıtlanmıştır. Bunun dışında kemik 

iliği hücrelerinde ve D. melanogaster’de MMC’nin genotoksik etkilere neden olduğu 

rapor edilmiştir (Touati vd., 2013).  

Bu kimyasal maddelerin genotoksik etkilerinin araştırılmasında farklı canlı 

türlerini içeren çok çeşitli test yöntemleri geliştirilmiştir (Yüzbaşıoğlu vd., 2014) 

Moleküler ve kromozomal düzeyde olabilen genotoksisite testleri, etki 

mekanizmalarına göre in vivo veya in vitro olarak çalışılabilmektedir (Jena vd., 

2001). Üreme hücrelerindeki veya somatik hücrelerdeki mutasyonları temel a lan 

genotoksisite testleri ile, gelecek kuşaklarda kalıtsal hastalıklara neden olan, üreme 

yeteneğini olumsuz yönde etkileyen ya da somatik mutasyonlar ile karsinojenik etkili 

olan mutasyonlar belirlenebilmektedir. Bu çalışmalar sayesinde belirlenen 

mutasyonlar, DNA iplikçiğindeki kırılmalar ve çeşitli kromozom hataları 

genotoksisitenin varlığını göstermektedir (Doğan, 2008). Moleküler düzeyde olan 

genotoksisite çalışmalarında, DNA’da oluşan hasarın direkt olarak belirlenebilmesi 

amacıyla yapılan komet testi, Ames Testi ve Drosophila testleri yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Kromozomal düzeyde olan genotoksisite araştırmalarında ise 

kardeş kromatid değişimi (KKD), kromozom aberasyonları (KA) ve mikronukleus 

(MN) analiz yöntemleri yaygın olarak kullanılmaktadır (Kurtoğlu, 2010).  

 

1.13. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) 

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testleri (SMART), göz benek testi ve 

kanat benek testi olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. Her iki test de nokta mutasyonları, 

delesyonlar, kromozom anomalileri ve mitotik rekombinasyonları belirlemede 

kullanılır. Kanatta mutasyona uğramış hücrelerin analizi, göze göre daha kolaydır 

(Graf vd., 1984). Uygun işaret genlerinin heterozigotluğunun kaybı esasına 

dayanarak geliştirilen bu testler, larvanın imajinal disklerinde mitotik olarak çoğalan 

büyük hücre gruplarını hedef almaktadır. Bu imajinal disk hücrelerinin herhangi 
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birinde genetiksel olarak bir değişim olursa, bundan sonraki oğul hücrelere bu 

değişim aktarılarak mutant hücre klonları oluşur. Oluşan bu genetiksel değişim, 

fenotipe yansıyan bir değişikliğe neden olursa, bu klonlar ergin bireyin kanatlarında 

ve gözlerinde mutant hücre benekleri şeklinde gözlenir.  Çeşitli kimyasallara maruz 

bırakılan sineklerde indüklenmiş olan klonların toplam sayısı, uygulanan kimyasalın 

genotoksik etkisiyle ilgili sayısal sonuçlar verir. Ayrıca gözlenen klonların tipi, bu 

klonların oluşumda rol oynayan mutasyonal mekanizmaları ortaya çıkarır 

(Henderson, 2004). 

 Kanat benek testinde fenotipik olarak kanat üzerinde gözlenebilen iki işaret 

geni kullanılmaktadır. Bu genlerden biri çoklu kanat k ılı (mwh) genidir. Mutant olan 

bu gen, üçüncü kromozomun sol kolunun uca yakın bölümünde lokalize olmuştur (3-

0.3). Resesif bir gen olan mwh geni, homozigot olarak (mwh/mwh) yaşatılabilir. 

Homozigot olarak bulunduğu zaman hücre başına bir kanat kılı yerine, çoklu kanat 

kıllarının oluşumuna neden olur (Rodriguez-Arnaiz vd., 1996). Diğer işaret geni flare 

(flr3) ise kanat kıllarının şeklini etkileyen resesif mutant bir gendir. Bu gen de üçüncü 

kromozomun sol kolunda fakat sentromere daha yakın (3-38.8) olarak yer alır. Flare 

geninin üç mutant aleli vardır ve hepsi homozigot letaldir (flr için homozigot olan 

zigotlar ergine gelişemez). Fakat heterozigot bir bireyin kanat imajinal disklerindeki 

homozigot hücreler yaşayabilir ve mutant kanat hücrelerine gelişir. Homozigot 

letaliteden ötürü flr alelleri inversiyonlar ve yine homozigot letal olan dominant 

işaret gen taşıyan dengeleyici bir kromozomla birlikte flr3/TM3, BdS stok olarak 

tutulur (Graf ve Singer, 1992). 

Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde, iki ayrı çaprazlama 

kullanılmaktadır. Bunlardan biri standart çapraz (ST), diğeri ise promutajenlere karşı 

duyarlı olan yüksek biyoaktivasyon (YB) çaprazıdır. Standart çapraz için flr3/TM3, 

BdS soyundan toplanan virjin dişiler, mwh erkekleri ile çaprazlanır. Yüksek 

biyoaktivasyon çaprazında ise ORR/ORR;flr3/TM3, BdS soyunun virjin dişileri ve 

mwh erkekleri çaprazlanır. Bu çaprazlar sonucunda gelişen heterozigot larvalara, 

mutajenik etkisi araştırılmak istenen maddeler uygulanır. Bu larvalardan gelişen 

ergin sinekler kanatlarda beklenen somatik mutasyonu belirlemek amacıyla analiz 

edilir. Ergin bireyler fenotipik olarak ayırt edilebilen iki farklı fenotipe sahiptir;  
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(1) Trans-heterozigot bireyler (mwh flr+/ mwh+ flr)3 fenotipik olarak yabanıl 

tip kanatlara sahiptir 

(2) Dengeleyici-heterozigot bireylerin (mwh flr+/ TM3, BdS) kanat kenarları 

testere dişlidir. Dengeleyici-heterozigot bireylerde çok sayıda invesiyon 

nedeniyle rekombinasyonlar engellenmiştir. Bu nedenle sadece mwh tekli 

benekleri ortaya çıkar (Graf ve Schaik, 1992).     
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Şekil 1.6. Tekli ve ikili beneklerin oluşumuna neden olan farklı genotoksik olayları 

gösteren genetik mekanizmalar (Rincon ve Graf, 1995). A: Normal kanat kıllarının 

oluşumu, B: Delesyon sonucu tekli benek oluşumu, C: Mitotik rekombinasyon 

sonucu ikili benek oluşumu, D: Mitotik rekombinasyon sonucu tekli benek oluşumu 
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Ergin bireylerin kanatları, mutant hücre klonlarını tespit etmek amacıyla 

kesilir ve mikroskop altında taranır. Gözlenen mutant hücre klonları farklı benek 

gruplarına ayrılarak kaydedilir.  

 Tekli flr3 veya mwh benekleri (küçük ve büyük benekler); nokta mutasyon 

(flr+ yada mwh+ da), kromozomal değişiklik (örneğin veya flr+ veya mwh+ 

delesyonu) ya da mitotoik rekombinasyon olduğunu gösterir. Öte yandan ikili 

benekler (birbirine yakın duran flr3 ve mwh hücreleri) özellikle mitotik 

rekombinasyon sonucu oluşur (Şekil 1.6). Bu nedenle ikili benekler, uygulanan 

maddenin rekombinasyon aktivitesi hakkında ön fikir verir. İstatistik analiz için 

benekler fenotipleri açısından büyük tekli benek, küçük tekli benek ve ikili benekler 

olarak sınıflandırılırlar. 

Beneklerin farklı tipleri farklı genetik mekanizmalar nedeniyle ortaya 

çıkmaktadır. Tekli benekler nokta mutasyon, delesyon ve iki işaret gen (mwh ve flr)  

arasındaki mitotik rekombinasyon sonucu oluşurken, ikili benekler 3. kromozomun 

sentromeri ve flr geni arasındaki mitotik rekombinasyon sonucu oluşmaktadır 

(Watanabe vd., 1996).  

Küçük benekler (bir ya da iki mutant hücre) pupada son bir- iki mitoz 

bölünme sırasında oluşurken, büyük benekler (üç ya da üçten fazla mutant hücre) 

daha erken, larva aşamasında oluşur. Ayrıca kromozomal aberasyonlar sonucu 

meydana gelen genetik bozukluklar, mutasyonun başlangıç zamanına bağlı 

olmaksızın çoğunlukla küçük klonlar olarak ortaya çıkar (Rincon ve Graf, 1995).  

Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), somatik 

hücrelerde heterozigotluğun kaybı olarak değerlendirilen çok sayıda genetik olayın 

belirlenmesine olanak verdiğinden çok yönlü kullanılabilen in vivo bir testtir. Bu 

nedenle, SMART olası genotoksik maddeleri test etme olanağı sağlarken, doğal ya 

da sentetik çeşitli maddelerin olası antigenotoksik etkilerini araştırma olanağı da 

sağlamaktadır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ  

2.1. Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi ile Yapılan 

Genotoksisite Çalışmaları 

Sarıkaya ve Memmi (2013), Drosophila Kanat Benek Testini kullanarak, pretroid 

grubu insektisitlerden olan metofluthrin ve transfluthrin’in genotoksik etkisini 

araştırmışlardır. Standart çaprazın kurulduğu çalışmada, üçüncü instar evresindeki 

larvalara, transfluthrin’in 0.0103 mg/mL ve 0.103 mg/mL, metofluthrin’in ise 

6µg/mL ve 60µg/mL dozları uygulanmıştır. Çalışma sonucunda transfluthrin’in 

kullanılan her iki dozunun, metofluthrin’in ise 60µg/mL dozunun Drosophila’da 

mutajenik ve rekombinojenik etkiye neden olduğu rapor edilmiştir.  

Demir vd. (2012), yaptıkları bir çalışmada ayçiçeği ve soya yağlarının 

kızartma ve kaynatma ürünlerinin genotoksik etkisini Drosophila SMART Testi 

kullanarak araştırmışlardır. Çalışmada çekinik flare (flr3) ve çoklu kanat kılı (mwh) 

genlerini taşıyan üçüncü instar evresindeki heterozigot larvalar söz konusu yağların 

% 6, % 12 ve % 24 olmak üzere üç farklı konsantrasyonları ile kronik olarak 

beslenmişlerdir. Çalışma sonucunda kaynatma ve kızartma işlemine tutulmayan 

ayçiçek ve soya yağının genotoksik etkisi olduğu saptanmıştır. Üç kez olmak üzere 

15, 30 ve 60 dakika süresince Ayçiçek yağı kaynatılmasından sonra güçlü genotoksik 

etkiler gözlenirken, ayçiçek yağı ile patates kızartılmasında bazı genotoksik etkiler 

gözlenmiştir. Öte yandan, üç kez olmak üzere onbeş, otuz ve altmış dakika süresince 

soya yağı kaynatılmasında özellikle altmış dakikada toplam klonlar için pozitif yanıt 

elde edilirken, soya yağı ile patates kızartılmasında otuz ve altmış dakikada bazı 

genotoksik aktiviteler elde edilmiştir. Sonuç olarak, bu çalışmada kullanılan ayçiçek 

ve soya yağının kızartma ve kaynatma ürünlerinin D. melanogaster'de genotoksik 

etkiye neden olduğu rapor edilmiştir.  

Gargara ürünlerinden olan chlorexidin ve benzidamine–HCl’nin genotoksik 

etkisinin Drosophila SMART Testinin kullanarak karşılaştırıldığı bir çalışmada, 

çekinik flare (flr3) ve çoklu kanat kılı (mwh) genlerini taşıyan üçüncü instar 

evresindeki heterozigot larvalara chlorexidin’in 0.5, 1 ve 2 mg/mL, benzidamine–

HCl’nin ise 0.38, 0.75 ve 1.5 mg/mL dozları uygulanmıştır. Çalışma sonucunda 

gargara ürünlerinin uygulanmasına bağlı olarak sineklerin hayatta kalış oranlarının, 

kontrol grubuna oranla anlamlı oranda düşük olduğu ve bu ürünlerin Drosophila’da 
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toksik etkiye neden olduğu saptanmıştır. Sonuç olarak, yapılan çalışmada her iki 

gargara ürününün de yüksek dozlarının kanat başına düşen mutasyonları arttırarak 

genotoksik etkiye neden olduğu bildirilmiştir (Erciyas vd., 2010). 

Carmona vd. (2008) tarafından yapılan bir çalışmada, civa bileşiklerinden 

olan civa II klorid (MC) ve metil civa klorid (MMC)’in genotoksik etkisi Drosophila 

SMART Testi ile araştırılmıştır. Çalışmada üçüncü instar evresindeki larvalara 

MC’nin 1 ile 50 µM, MMC’nin ise 0.5 ile 5 µM arasındaki dozları uygulanmıştır. 

Çalışma sonucunda her iki civa bileşiğinin yüksek oranda toksik etkiye neden olduğu 

ancak küçük, büyük ve ikili benek sayılarında önemli bir artışa neden olmayarak 

genotoksik etki göstermediği rapor edilmiştir.  

Obezite tedavisinde medikal amaçlı olarak kullanılan orlistat’ın mutajenik ve 

rekombinojenik etkisinin değerlendirildiği bir çalışmada, larvalara kronik olarak 

orlistatın 2.4, 4.8 ve 9.6 mg/mL olmak üzere üç farklı dozu uygulanmıştır. Hem 

standart çapraz (ST) hem de yüksek biyoaktivasyon çaprazının (HB) kurulduğu 

çalışmada, orlistatın kullanılan tüm dozlarının Drosophila’da rekombinojenik etkiye 

sahip olduğu bildirilmiştir (Orsolin vd., 2012). 

Andrade vd. (2014), elektronik, havacılık, inşaat, ilaç ve biyomedikal bilimler 

gibi çeşitli alanlarda sıkça kullanılan karbon nanotüplerinin (NT) insan sağlığı ve 

çevre bakımından güvenirliliğini test etmek amacıyla, bu malzemenin potansiyel 

toksisitesini ve DNA hasarını araştırmak için Allium cepa genotoksisite/mutajenite 

testini ve Drosophila’da SMART testini kullanmışlardır. Çalışmada üçüncü instar 

evresindeki larvalar NT’nin 64,160, 400 ve 1000 µg/mL olmak üzere dört farklı 

konsantrasyonuna maruz bırakılmışlardır. Allium cepa testi sonuçlarına göre, NT’nin 

önemli bir genotoksik ya da mutajenik etkiye neden olmadığı gözlenmiştir. SMART 

testi sonuçları incelendiğinde, tüm konsantrasyonlar için yaşama yüzdelerinin 

%90’ın üzerinde olduğu bildirilmiş ve negatif kontrol ile karşılaştırıldığında NT’nin 

Drosophila’da herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadığı ve NT’den 

kaynaklanan herhangi bir DNA hasarının olmadığı rapor edilmiştir.  

Guterres vd (2013), Ocotea acutifolia bitkisinden elde edilen 5 alkoloidin, 

Drosophila’da mutajenik ve rekombinojenik aktivitesini SMART testini kullanarak 

araştırmışlardır.  Çalışmada alkoloitler, üçüncü instar evresindeki larvalara kronik 

olarak uygulanmıştır. Çalışma sonucunda alkoloitlerin doza bağlı olarak genotoksik 
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etki gösterdiği tespit edilmiş, bazı alkoloitlerin mitotik rekombinasyonu indüklediği 

rapor edilmiştir.  

2.2.  Çalışmada Kullanılan Çevresel Kimyasallar ile İlgili Yapılan Toksisite ve 

Genotoksisite Çalışmaları 

Watts vd. (2001) BFA’nın Diptera sınıfına mensup sucul bir böcek olan 

Chironomus riparius’un gelişimi ve üremesi üzerine olan etkisini araştırmışlardır. 

Çalışma sonucunda 78 ng/L ile 0.75 mg/L arasındaki dozlarla uygulanan BFA’nın, 

pupadan çıkış zamanında istatistiksel olarak anlamlı bir gecikmeye neden olduğunu 

ve erginlerin pupadan çıkış yüzdesini azalttığını bildirmişlerdir. 

Başka bir çalışmada, araştırıcılar BFA’nın büyüme, gelişme ve eşey oranı 

üzerine etkilerini Musca domestica (kara sinek) üzerinde araştırmışlardır. Bu 

çalışmaya göre, BFA’nın 100 μg/kg ve 1000 μg/kg’lık konsantrasyonlarının 

uygulanması yumurtadan larvaya ve larvadan pupaya geçiş oranlarını istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde azaltmış ve pupadan çıkış sürelerini geciktirmiştir. Ayrıca 

doz artışına bağlı olarak pupal ağırlıkta azalma olduğunu rapor edilmiştir (Izumi vd. 

2008). 

Pickford vd. (2003) BFA’nın, Afrika pençeli kurbağası Xenopus laevis’in 

büyüme, gelişme ve eşeysel farklılaşması üzerine etkisini incelenmiştir. Çalışmada 

17b-estradiol (E2) pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Çalışma kapsamında Xenopus 

laevis larvalarına BFA’nın 0.83-497 μg/L arasındaki dozları uygulanmıştır. Çalışma 

sonucunda BFA’nın uygulanan dozlarının Xenopus laevis’in larval büyüme, gelişme 

ve eşeysel farklılaşması üzerinde herhangi bir etkiye neden olmadığı gözlenmiştir.  

Liu vd. (2012) TBT’nin Xenopus tropicalis embriyoları üzerinde teratojenik 

etkisini araştırmışlardır. Bu bağlamda Xenopus tropicalis embriyoları 72 saat 

boyunca tribütiltin kloridin 50, 100 ve 200 ng/L’lik dozlarına maruz bırakılmıştır. 

Bunun sonucunda TBT’nin anormal göz gelişimi ve yüzgeç eksikliği gibi birtakım 

histolojik değişikliklere neden olduğu bildirilmiştir.  

Ang Yu vd. (2013) TBT’nin nörotoksik etkisini Sebastiscus marmoratus 

üzerinde araştırmışlardır. Çalışma kapsamında TBT’nin 10, 100 ve 1000 ng/L’lik 

dozları uygulanmıştır. 50 günlük uygulama sonucunda TBT maruziyetine bağlı 

olarak balıklarda depresif yırtıcı davranışlar gözlenmiştir. Kontrol grubuyla 



32 
 

karşılaştırıldığında, TBT maruziyeti sonucu doz artışına bağlı olarak beyinde 

dopamin seviyesinde artış saptanırken,  5-hidroksitriptamin ve norepinefrin 

seviyesinde önemli bir azalış olduğu rapor edilmiştir. Çalışma sonucunda TBT’nin 

merkezi sinir aktivitelerini etkileyerek balıklarda depresif yırtıcı davranışlara neden 

olabileceği rapor edilmiştir.  

Peranandam vd. (2010) TBT’nin tatlı su karidesi Macrobrachium 

rosenbergii’nin embriyonik gelişim, büyüme ve kuluçka üzerine etkisini 

araştırmışlardır. Çalışmada TBT’nin 0.78 ppm, 1.56 ppm ve 3.12 ppm’lik dozları 

uygulanmıştır. Çalışma sonucunda 3.12 ppm uygulamasından sonra yumurta 

kuluçkasının azaldığı ve embriyonik gelişimin geciktiği rapor edilmiştir. 0.78 

ppm’lik uygulama sonucunda ise embriyonik gelişim ve kuluçkada önemli bir 

değişiklik gözlenmemiştir. 

Ferreira vd. (2013) organotin bileşiklerinden monobütiltin (MBT), dibütiltin 

(DBT) ve tribütiltin (TBT)’in toksik etkisini in vitro olarak insan nöroblastoma hücre 

hattında değerlendirmişlerdir. Çalışmada, hücre canlılığı ve çoğalmasının 

inhibisyonu, F-aktin, DNA fragmantasyonu ve reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

üretimi gibi değişikliklerle mitokondriyal membran potansiyelinde meydana gelen 

değişiklikler gibi birkaç belirteç kullanılarak hücre ölümü mekanizması 

araştırılmıştır. Çalışmada 0.1−1 μM gibi çok düşük konsantrasyonlarda bile DBT ve 

TBT’nin oldukça toksik olduğu saptanırken, MBT’nin yüksek dozlarının hafif 

sitotoksik değişikliklere neden olduğu bildirilmiştir. En toksik etkiye sahip olan 

TBT’nin uygulanan yüksek konsantrasyonlarında laktat dehidrogenaz salınımına 

neden olduğu rapor edilmiştir.  

Madoka vd. (2005) TBT’nin eşeyler arasındaki akut toksisitesini karşılaştırmak 

amacıyla, caprellid amphipods’ların 5 türü TBT’nin 0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 and 100 

μg/L dozlarına 20○C’de 48 saat maruz bırakılmıştır. Bunun sonucunda eşeyler 

arasında TBT’nin akut toksisitesinde belirgin bir farklılık gözlenmediği tespit 

edilmiştir.  

Park vd. (2013) TBT’nin potansiyel ekolojik riskini değerlendirmek amacıyla 

Gomphina veneriformis’da büyüme oranı, gonad indeksi, cinsiyet oranı, interseks 

gonadlar yüzdesi, filtrasyon hızı ve solungaç anormallikleri gibi çeşitli biyolojik 

yanıtları araştırmışlardır. Ayrıca çalışma kapsamında, uygulanan TBT 
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konsantrasyonlarına bağlı olarak gözlenen çeşitli biyokimyasal ve moleküler yanıtlar 

araştırılmıştır. Çalışmada doz artışına bağlı olarak TBT’nin Gomphina 

veneriformis’da büyümeyi geciktirdiği saptanmıştır. Ayrıca TBT uygulamasından 

sonra gonad indeksinde azalma ve cinsiyet dengesinde değişme olduğu rapor 

edilmiştir.  

Chen vd. (2008) TBT’nin farelerde spermatogenez üzerine etkisini 

araştırmışlardır. Çalışmada fareler TBT’nin 0.5, 5, and 50 μg/kg olan oldukça düşük 

dozlarına maruz bırakılmıştır. 30 günlük TBT maruziyeti sonucunda farelerde 

gonadosomatik indeksin (GSI) önemli derecede azaldığı saptanmıştır. Çalışma 

sonucunda testislerde testosteron seviyesinin değişmediği gözlenirken, doza bağlı 

olarak 17β-östradiol seviyesinde önemli bir azalma olduğu ve TBT uygulaması 

sonucunda testislerde sperm oluşumunun önemli bir şekilde inhibe edildiği rapor 

edilmiştir.  

Zhang vd. (2013) TBT’nin, kaya balığı Sebastiscus marmoratus 

yumurtalıklarında lipit birikimi ve testosteron esterleşmesi üzerine etkisini 

araştırmışlardır. Çalışma kapsamında TBT uygulamasına bağlı olarak 

yumurtalıklarda esterlenmiş şekilde bulunan testosteron seviyesinde anlamlı bir 

azalma gözlenmiş ve bu azalmanın serbest testosteron seviyesinde ki artışa bağlı 

olarak gerçekleşmiş olabileceği öne sürülmüştür. Yapılan çalışma sonucunda TBT 

uygulamasının Sebastiscus marmoratus’un yumurtalık fonksiyonunu ve yumurta 

gelişimini etkileyebileceği rapor edilmiştir.  

Zhang vd. (2003), Crustacea sınıfına mensup olan Daphnia magna erginlerine 

50 μg/L konsantrasyonunda 4-NF uygulaması yaparak,  yenidoğan bireylerde 

gelişimsel bir takım anormalliklerin olduğunu ancak fekundite ve eşey oranında 

herhangi bir değişiklik olmadığını rapor etmişlerdir.  

Atlı (2010) yaptığı çalışmada, bisfenol A (BFA), 4-nonilfenol (4-NF) ve 4-

tert-oktilfenol (4-tert-OF)’ün Drosophila melanogaster’in gelişim biyolojisi ve ömür 

uzunluğuna etkilerini araştırmıştır. Larvalar söz konusu olan kimyasalların 0.1mg/L, 

1mg/L ve 10mg/L’lik konsantrasyonlarına maruz bırakılmıştır. Çalışma sonucunda 

uygulanan kimyasalların Drosophila melanogaster’in gelişim biyolojisini, yumurta 

verimini ve ömür uzunluğunu çeşitli şekillerde etkilediği rapor edilmiştir.  
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Güney vd (2007) sıçanlarda subkronik olarak uygulanan methidatyonun 

(MD)’un toksisitesine karşın, E ve C vitaminlerinin iyileştirici etkisini 

araştırmışlardır. Çalışma sonucunda MD uygulamasına bağlı olarak, serum 

malondialdehit (MDA) seviyesinde kontrol grubuna göre önemli bir art ış olduğu 

görülmüştür. Uygulama yapılan vitamin+MD gruplarında ise MDA seviyesinde 

önemli ölçüde azalma olduğu bildirilmiştir. Ayrıca kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında vitamin+MD grubunda daha az olmakla birlikte, hem MD, hem 

de vitamin+MD gruplarında kolinesteraz (ChE) aktivitesinde önemli oranda bir 

azalma olduğu saptanmıştır. Sonuç olarak subkronik MD uygulamasının ovaryumda 

hasara neden olduğu bildirilmiştir. Ayrıca MD uygulamasının, MD’nin toksisitesiyle 

ilişkili moleküler bir mekanizmayla lipit peroksidasyonuna neden olduğu rapor 

edilmiştir.  

Methidatyonun, hedef olmayan organizmalar üzerindeki toksik etkilerini 

belirlemek amacıyla yapılan bir çalışmada methidatyonun toksik etkisi, Pelophylax 

ridibundus, Pseudepidalea viridis ve Xenopus laevis üzerinde karşılaştırmalı olarak 

değerlendirilmiştir. Toksik etkinin erken belirtileri olarak, GST, AChE, CaE, GR, 

LDH ve AST enzim aktiviteleri, 96 saat süreyle methidatyona maruz bırakılan 4 

günlük iribaşlarda tayin edilmiştir. Çalışma sonucunda 3.2 mg aktif içerik (AI)/L 

methidatyon konsantrasyonuna maruz kalan P. ridibundus, P. viridis ve X. laevis 

iribaşlarında, GST aktivitesinin indüklendiği, AChE aktivitesinin ise inhibe edildiği 

bildirilmiştir (Güngördü, 2013).  

Moura vd (2011), meyvelerde kullanılan pestisitlerin Chrysoperla externa 

üzerindeki toksik etkisi araştırılmıştır. Çalışma kapsamında incelenen MD’nin, 

erginlerde yumurtlama üzerine etkisinin yanı sıra, larva ve pupaların hayatta 

kalmaları üzerine etkisini araştırmışlardır. Çalışma sonucunda larvalara uygulanan 

MD’nin tüm larvaların ölümüne neden olduğu saptanmış ve C. externa üzerinde 

toksik etkiye neden olduğu rapor edilmiştir.  

Takayasu vd (2012), organofosfatlı bir pestisit olan MD’nin oral yoldan 

alınması ile oluşan ölümcül zehirlenme vakası üzerine çalışmışlardır. 80 yaşında 

yatağında ölü bulunan bir adamın yapılan adli otopsisi sonucunda kayda değer 

herhangi bir morfolojik değişiklik saptanmadığı, ancak toksikolojik tarama 

testlerinde mide içerisinde MD ekstraktlarına rastalandığı bildirilmiştir. Kalp kanı, 

periferal kan, idrar, beyin, akciğer ve karaciğer gibi vücut sıvıları ve organlarda da 
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yüksek oranda MD’ye rastlanmıştır. Bu sonuçlar kurbanın oral yoldan MD’ye maruz 

kaldığını güçlü bir şekilde desteklediği bildirilmiştir. Toksikolojik veriler ve otopsi 

sonuçları birlikte değerlendirildiğinde, ölüm nedeninin MD emülsiyonuna bağlı akut 

zehirlenme olduğu rapor edilmiştir.  

Boyacıoğlu vd (2007), yaptıkları bir çalışmada yüzey suları, denizler, yer altı 

suları ve sucul sedimentte yüksek oranlarda bulunan NF’nin mutajenik etkisini test 

etmişlerdir. Mutajenik etkinin belirlenmesi amacıyla NF’nin 0.937- 4.685 μg/L 

aralığında değişen altı farklı konsantrasyonu, test sistemi olarak seçilen Salmonella 

thyphimirium TA98 ve TA 100 suşları üzerinde (metabolik aktivasyonsuz) test 

edilmiştir. Yapılan çalışma sonucunda NF’nin tüm konsantrasyonlarının toksik 

etkiye sahip olduğu ancak mutajenik etki göstermediği saptanmıştır.  

Göze vd (2000), DES’in kromozomlar ve genital organlar üzerindeki 

histopatolojik etkilerini değerlendirmek amacıyla, bir, iki ve üç aylık sürelerle 

farelere 6µg/gün dozunda DES uygulaması yapmışlardır. Uygulamalar sonucunda 

farelerin kromozomlarındaki toplam sayısal ve yapısal anomaliler, kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı ölçüde bir artış gözlendiği rapor 

edilmiştir.  

2.3.  Çalışmada Kullanılan Çevresel Kimyasalların Östrojenik Etkileri  ile 

İlgili Yapılan Çalışmalar 

Bir böcek türü olan Chironomus riparius’ta BFA (5, 50 ve 500 μg/L)’nın ve NF 

(1, 10 ve 100 μg/L)’nin ERR gen ifadesi üzerine etkisi araştırıldığı bir çalışmada, C. 

riparius larvaları kısa periyot (24 saat) ve uzun periyot (96 saat) olmak üzere farklı 

konsantrasyonlarda BFA’ya maruz bırakılmıştır. Çalışma sonucunda ERR gen 

ifadesi gerçek zamanlı PZR ile analiz edilerek, hem kısa periyot, hem de uzun 

periyot uygulamalarında BFA’nın doza bağlı olarak ERR gen ifadesinde önemli bir 

artışa neden olduğu rapor edilmiştir (Park ve Kwak, 2010).  

Zhang vd., (2013) tarafından yapılan bir çalışmada TBT’nin; 1, 10 ve 100 ng L-1 

konsantrasyonlarının Sebastiscus marmoratus erkeklerinde östrojen reseptörü olan 

ER gen ifadesini konsantrasyona bağlı olarak etkilerken, dişi bireylerde gen ifadesi 

üzerine herhangi bir değişikliğe neden olmadığı bildirilmiştir. S. marmoratus 

erkeklerinde TBT’nin 1 ve 10 ng L-1 konsantrasyonunun ERα gen ifadesini önemli 

oranda arttırdığı, en yüksek konsantrasyon olan 100 ng L-1’nin ise gen ifadesi üzerine 
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herhangi bir etkiye neden olmadığı rapor edilmiştir. Aynı konsantrasyonların ERβ 

gen ifadesi üzerine etkileri araştırıldığında ise sadece 1 ng L-1 konsantrasyonunun 

gen ifadesini arttırdığı, diğer konsantrasyonların ERβ üzerinde herhangi bir etkiye 

neden olmadığı bildirilmiştir. 

DES’in ER ve ERR gen ifadesi üzerine etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, 

farelere uygulanan 1μM DES’in ERRβ’nin ifadesini inhibe ederken, ERα, ERβ ve 

ERRγ üzerinde herhangi bir etkiye neden olmadığı bildirilmiştir. 10 μM DES 

uygulmasının ise ERα, ERβ’nin gen ifadesini önemli ölçüde arttırdığını, ERRα, β ve 

γ gen ifadelerini ise azalttığı rapor edilmiştir. Bu çalışma sonucunda DES kaynaklı 

adipojenik etkilerin ER aracılığıyla ortaya çıkabaliceği bildirilmiştir (Hao vd., 2012).  

NF’nin östrojenik etkisini belirlemek için yapılan bir çalışmada, Solea solea’ya 

uygulanan kısa süreli 10-6M NF’nin, ksenoöstrojenlerin östrojenik etkisini 

belirlemede biyobelirteç olarak kullanılan plazma vitellojen seviyesinde ve ERβ gen 

ifadesinde önemli oranda bir artışa neden olduğu bildirilmiştir (Palermo, 2012).  
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3. MATERYAL ve YÖNTEM  

3.1. Kullanılan Organizma ile İlgili Genel Bilgiler 

Hayvanlar aleminin Insecta sınıfına dahil olan Drosophila, Diptera takımının 

Drosophilidae (sirke sinekleri) familyası içerisinde yer alır. Larvaları özellikle 

ekşiyen meyveler üzerinde geliştiği için meyve sinekleri olarak da adlandırılan bu 

familya, genetiksel çalışmalarda deney hayvanı olarak kullanılan Drosophila 

melanogaster’i de içeren pek çok türü kapsamaktadır (Wheeler, 1981).  

Alem            : Animalia 

Şube             : Arthropoda 

Altşube        : Mandibulata – Antennata 

Sınıf             : Insecta – Hexapoda 

Alt sınıf       : Pterygota 

Üst takım    : Mecopteroidae 

Takım         : Diptera 

Alt takım    : Brachycera 

Aile             : Drosophilidae 

Cins            : Drosophila 

Tür             : Drosophila melanogaster 

 

İlk olarak 1910 yılında Thomas Morgan tarafından genetik çalışmalarda 

kullanılmaya başlanan Drosophila melanogaster’in tercih edilmesini sağlayan ve 

diğer organizmalardan ayıran pek çok özelliğini aşağıdaki gibi sıralayabiliriz: (Gui 

ve Grant, 2008; Rincon ve Graf, 1995; Graf ve Würgler, 1996). 

 Kısa generasyon zamanlı, ökaryotik bir organizmadır. Yumurtadan 

çıktıktan sonra 25±1ºC ve % 40- 60 bağıl nemde yaklaşık 9-10 günde 

ergine gelişip üremeye başlar.  

 Gelişimleri tam metamorfozlu olan holometabol canlılardır.  

 Arı döl olarak saklanabildikleri için, kontrollü çaprazların yapılabilmesine 

olanak sağlayan en uygun organizmalardan biridir.  
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 Çok sayıda çeşitlilik gösteren doğal yada mutant varyasyonların 

gözlendiği bir organizmadır. Mutant bireylerde göz rengi, göz şekli, vücut 

rengi yada kıl tipi gibi farklı fenotipik karakterler çıplak gözle yada 

binoküler mikroskop altında kolaylıkla incelenebilir.  

 Küçük organizmalar olduklarından, laboratuvarda kültür ortamında çok 

sayıda üretilmeleri oldukça kolay ve ekonomiktir.  

 Dişi Drosophila günde ortalama 40-50 yumurta bırakabilir. Genetiksel 

özellikleriyle ilgili bilginin doğru belirlenmesi ve elde edilen verilerin 

güvenilirliği açısından, fazla sayıda döl elde edilebilir olması büyük önem 

taşımaktadır.  

 Işık mikroskobu altında kolaylıkla incelenebilen 4 çift kromozoma sahip 

olmasının yanı sıra, üçüncü evre larvalarının tükrük bezlerinde dev 

kromozomlar (politen kromozomlar) bulunur. Bu kromozomlar 

kromozom haritaları ve kromozom fonksiyon analizleri gibi sitogenetiksel 

çalışmalarının yapılmasını sağlar. 

 Genetik olarak aktif olan türlerde promutajen ve prokarsinojenlerin geniş 

bir dizisinin değiştirilmesi için potansiyel enzimatik aktiviteye sahip olan 

Drosophila, aynı zamanda memelilerinkine benzeyen bir detoksifikasyon 

sistemine de sahiptir. 

 Drosophila genom dizi analiziyle, insan hastalıklarında belirlenen 

genlerin %60’ından fazlasının Drosophila ortoloğu olduğu gösterilmiştir. 

Drosophila ve insan hücre siklusunun ve düzenleyici yolların benzerliği, 

tümörgenezisde çoğalma süreci çalışmalarında bir model olarak hizmet 

etmektedir (Bernards ve Hariharan, 2001; Potter vd, 2000).  

 

3.1.1. Drosophila melanogaster’in Yaşam Döngüsü 

Üç çifti otozomal, bir çifti de gonozomal olmak üzere toplam dört çift 

kromozom taşıyan ve tam metamorfoz geçiren meyve sineklerinin hayat döngüsü 

yumurta, larva, pupa ve ergin olmak üzere dört farklı evreye sahiptir (Şekil 3.1). 

Drosophila’nın ideal yaşam şartları 25±1ºC sıcaklık ve %40-60 bağıl nem ortamıdır 

ve bu şartlarda yumurtadan ergine gelişme süreleri ortalama 9-10 günlük bir süreyi 

kapsamaktadır (Graf vd., 1984). D. melanogaster’in yaşam döngüsü ve ömür 
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uzunluğu; sıcaklık, beslenme, çiftleşme, popülasyon yoğunluğu, radyasyon ve nem 

gibi çeşitli şekillerde etkilenmektedir (Hamamcı, 1993).  

                           

                              Şekil 3.1. Drosophila’nın yaşam döngüsü  

Drosophila melanogaster dişileri pupadan çıktıktan yaklaşık 2-3 gün sonra 

yumurta bırakmaya başlarlar. Gelişimini tamamlamış bir yumurta görünüş ve boyut 

bakımından türden türe çeşitlilik göstermekle birlikte, yaklaşık 0.5 mm uzunluğunda 

olup beyaz renklidir. Yumurtanın döllenmesi uterusta gerçekleşir ve dişi 

yumurtalarını döllenmeyi takiben hemen besiyerine bırakır ya da embriyo 

gelişiminin ilk dönemlerini uterusta geçirir. Yumurtanın dış tarafı folikül epiteli 

tarafından salgılanan ve yumurtayı koruyan koriyon adı verilen bir zarla çevrilidir. 

Anterior ucunda dorsalden uzanan bir çift filament, yumurtanın bırakıldığı yumuşak 

besin ortamına batmamasını sağlar. Yumurta açılmasını takiben çıkan larva, pupa 

oluşumuna kadar iki defa gömlek değiştirir. İki gömlek değiştirme arasında kalan 

peryota instar denir (Demirsoy, 1982; Clark ve Rockstein, 1964). Böylece larval 

yaşamda yumurtadan çıkma ile ilk gömlek değiştirme 1. instar, ilk gömlek değiştirme 
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ile 2. gömlek değiştirme arası 2. instar ve ikinci gömlek değiştirmeden sonra 

pupalaşmaya kadar 3.instar olarak adlandırılırılmaktadır. Bu instarların süreleri; 

1.instar 1gün, 2.instar 1gün ve 3. instar 2-3 gündür. Larva 3.instar döneminde 

yaklaşık 4-4.5 mm uzunluğunda olabilir (Ashburner vd, 1978).  

Embriyonal gelişim sırasında gözlenen ve imaginal disk olarak adlandırılan 

yapılar, larva dönemi boyunca mitoz bölünmelerle pupa evresine kadar çoğalarak 

pupa evresinde erginin farklı organlarını oluştururlar. Drosophila ergin yapılarının 

birçoğu imaginal disklerden gelişir; bunlar erken larva gelişimi sırasında saptanır. Bu 

ergin yapılar,  ağız parçaları, antenler, gözler, kanatlar, halterler, bacaklar ve dış 

genital organlarını içerir. Örneğin, göz bir göz imaginal diskinden, kanat bir kanat 

imaginal diskinden meydana gelir. 1. instar evresinde kanat diskinde yaklaşık olarak 

50-100 hücre bulunurken, erken pupa evresinde kanat farklılaşmasının başlamasıyla 

birlikte hücre sayısı yaklaşık olarak 30000’e ulaşır. 3. instarın sonuna gelindiğinde 

larvalar beslemelerini tamamlayarak besiyerini terkeder ve bulunduğu kabın kuru 

yerine geçer. Prepupal dönem olarak adlandırılan bu evrede larvalar bulundukları 

kabın duvarına tırmanırlar. Ektisteroid hormonunun artışına paralel olarak kendilerini 

çevreleyen kütikül sertleşir ve böylece pupa dönemine geçmiş olurlar. Başta beyaz 

renge sahip olan pupa birkaç saat sonra sarı-kahve rengi alır. Pupadan ergin bir 

bireyin gelişebilmesi için gerekli olan dönüşümler 25± 10C sıcaklık ve % 40-60 bağıl 

nemde yaklaşık olarak 4-5 günde tamamlanır. İlk başta beyaz olan pupanın rengi 

giderek koyulaşır, kıvrılmış halde olan kanatlar iki koyu eliptik yapı olarak 

görülebilir ve göz pigmentleri belirginleşir. Ergin birey pupanın anteriorunu delerek 

ortaya çıkar. Pupadan yeni çıkan ergin birey ilk birkaç saat açık renkli, pigmentsiz, 

kırışık kanatlı ve uzun vücutludur. Pigmentasyonun gerçekleşmesinden sonra 

renkleri koyulaşmaya başlayarak kırışık olan kanatlar açılarak normal ergin 

görünümünü alırlar. Pupadan çıkan erkek bireyler bir- iki saat içerisinde eşeysel 

olgunluğa erişirler. Dişi bireylerin eşeysel olgunluğa erişebilmeleri için 3-3.5 saatlik 

bir zaman dilimine gereksinim vardır. Eşeysel olgunluğa erişen dişiler çiftleşme 

olmaksızın yumurta bırakabilirler. Ancak sadece döllenmiş yumurtalar açılır 

(Ashburner vd, 1978). 

Ergin bireylerde vücut baş (kaput), göğüs (thorax) ve karın (abdomen) olmak 

üzere üç kısma ayrılır. Eşeysel dimorfizme bağlı olarak abdomen dişi ve erkek 

bireylerde farklılık göstermektedir. Dişi bireylerde abdomen yedi segmentli olup, 
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uzun ve uç kısmı sivri iken, erkek bireylerde beş segmentli olup, uç kısmı küt ve 

siyahtır. Ayrıca dişinin sürekli olarak yumurta bırakması ve yaşlanmasına bağlı 

olarak abdomen genişler. Bu özelliklere bağlı olarak dişi ve erkek bireylerin ayrımı 

gerçekleştirilebilir. Ancak pupadan yeni çıkan erkek bireylerde abdomendeki 

pigmentasyon yoğunlaşmadığı için dişi birey seçiminde yanılmalar olabilir. 

Cinsiyetin tam olarak anlaşılabilmesi için, erkek Drosophila’ların birinci çift 

bacağında bulunan ve eşey tarağı olarak adlandırılan koyu renkli s ıra sıra dizilmiş 

kıllar karakteristiktir.  (Falakalı, 1989; Graf ve Singer, 1992).  

3.2. Çalışmada Kullanılan Drosophila Stoklarının Genetiksel Özellikleri 

Çalışmada kullanılan normal metabolik aktiviteye sahip stoklar Temmuz 

2005 tarihinde Brezilya Federal do Rio Grande do Sul Üniversitesi Genetik 

Bölümü’nden Heloisa Helena Rodrigues de Andrade tarafından gönderilmiş ve o 

tarihten itibaren bölümümüzdeki Drosophila için ideal yaşama koşulları olan 25 

○C’de % 60 bağıl nem ortamının sağlandığı insekteryumda standart besin ortamında 

kültüre alınarak genetik yönden homojen olarak yaşatılmaktadır. Somatik mutasyon 

ve rekombinasyonları belirlemek için bu stokların üçüncü kromozomları üzerinde 

bulunan iki belirleyici gen kullanıldı. Stokların genetik yapısı şöyled ir;  

1. flr3/ ln (3LR) TM3, ri pp sep l(3)89Aa bx34e es BdS bu stok kısaca flr3 / TM3, 

               BdS olarak gösterilmektedir. 

2. mwh/mwh 

flr3 geni fenotipte çeşitli şekillerde bulunabilir. Sineklerin kanatlarında 

bulunan normal, düz yapılı ve uzun kıllar yerine, oldukça kısa ve nokta şeklinde, 

koyu renkli balon şeklinde veya kalın yapılı, düzgün olmayan bir şekilde bulunabilir 

(Rincon ve Graf, 1995). 

3.3. Çalışmada Kullanılan Çapraz 

Çalışmada standart çapraz (ST) kuruldu. Standart çaprazı kurmak için flr3 / 

TM3,BdS soyunun bakire dişileri ile mwh soyunun erkekleri kullanıldı (Rincon ve 

Graf, 1995). 
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3.4. Çalışmada Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Çalışmada kullanılan, Drosophila besiyeri Carolina Biological Supply 

Company’den,  dietileter Merck’ten, Mitomisin C Serva’dan, 4-n-Nonilfenol Alfa 

Aeser’dan, Bisfenol A, Tribütiltin klorid, Dimetilsülfoksit, Dietilstilbestrol, 17-β 

östradiol ve Methidatyon ise Sigma firmasından temin edildi. 

3.4.1. Deney Koşulları 

Çalışmada kullanılan tüm stok kültürleri ve deney sistemleri 25 ±1○C sıcaklık 

ve % 40-60 bağıl nem ve karanlık ortama sahip Biyoloji Bölümü’ndeki 

insektaryumda tutuldu. Çalışmalar sırasında yalnızca erginlerin seçilmesi ve 

transferi, larva toplama ve preparat hazırlama işlemleri aydınlık ortamda yapıldı.  

 

3.4.2. Besiyerinin Hazırlanışı 

Çalışmalar sırasında Drosophila kültürlerinin muhafaza edilmesi, 

çoğaltılması ve çaprazlanması aşamalarında Bozcuk tarafından geliştirilen standart 

besiyeri kullanıldı (Bozcuk, 1976). Kanat benek testinin bir bölümünde ve gen 

ifadesi çalışmaları için larva toplanması aşamalarında ise hazır Drosophila besiyeri 

kullanıldı. Standart besiyeri mısır unu, toz şeker, bira mayası, agar agar ve asit 

karışımından oluşmaktadır (Çizelge 3.1).  

 

Çizelge 3.1. Standart Drosophila besiyeri için gerekli olan malzemeler ve miktarları 

(Bozcuk, 1976). 

Malzeme Miktar 

Mısır Unu 52 g 

Şeker 47 g 

Maya 9,5 g 

Agar 3 g 

Asit Karışımı 3 mL 

Distile Su 510 mL 

 

Besiyerinde kullanılan asit karışımı ortofosforik asit, propiyonik asit ve distile 

sudan oluşmaktadır (Çizelge 3.2). Bu asit karışımı besiyerinde oluşabilecek 

kontaminasyonu engellemek amacıyla antifungal olarak kullanılmaktadır. Bu karışım 
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kullanılmadığı zaman besiyeri fungus ile kontamine olacağından, bireylerin gelişimi 

olumsuz yönde etkilenmektedir. Ayrıca kontaminasyona bağlı olarak dişilerde 

yumurta verimi de düşmektedir. Asit karışımı stok olarak hazırlanır ve besiyeri 

pişirildikten sonra stok iyice çalkalanarak belirli miktarlarda ortamına eklenir.  

 

Çizelge 3.2. Standart Drosophila besiyeri için gerekli olan asit karışımında 
kullanılan malzemeler ve miktarları (Bozcuk, 1976). 

Malzeme Miktar 

Ortofosforik 

asit 

83 mL 

Propiyonik asit 386 mL 

Distile Su 1081 mL 

Toplam 1550 mL 

 

 Besiyeri hazırlanırken asit karışımı hariç gerekli tüm malzemeler ve distile su 

yeterli büyüklükteki ateşe dayanıklı bir kap içerisine konuldu ve karıştırılarak 

kaynaması sağlandı. Karışım kaynamaya başlayınca yaklaşık 10 dakika kadar daha 

kısık ateşte karıştırılarak pişirildi. Ateşten indirilen besiyerine gerekli miktarda asit 

karışımı ilave edilerek asidin homojen dağılması için iyice karıştırıldı. Bu şekilde 

hazırlanan besiyeri soğumadan steril olarak bekletilen 250 mL’lik kültür şişelerine 

yaklaşık 1-2 cm yükseklikten döküldü. Şişelerin üzerleri temiz kurutma kağıdı ile 

kapatılarak, besiyerleri soğuyup, katılaşmaya bırakıldı. Yaklaşık bir gün sonra 

besiyeri katılaşınca şişelerin ağzı hidrofob pamuk ve gazlı bezden yapılmış olan steril 

tamponlar ile kapatıldı. Hazırlanan besiyeri üç gün içerisinde kullanılmadığı taktirde 

bozulacağından, larva toplama aşamasına kadar yapılan deneyler için, her seferinde 

taze besiyerleri hazırlandı.  

Çalışmamızın larva toplama aşamasında Carolina Biological Supply 

Company’den temin edilen hazır besiyeri kullanıldı. Bunun için 7.5 cm 

yüksekliğinde 2.5 cm çapında steril olarak bekletilen cam tüplere 0.5’er gram hazır 

besiyeri konuldu. Bu besiyerine daha sonra distile su, mutajen ve kimyasal madde 

çözeltileri çalışma gruplarına uygun olarak eklendi.  
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3.4.3. Bayıltma Yöntemi 

Çalışmaların çeşitli aşamalarında, ergin bireyler bayıltıldı. Bu amaçla 

laboratuarımızda eterizasyon yöntemi kullanılmaktadır. Bayıltma işleminde, hidrofob 

pamuğa gazlı bez sarılarak hazırlanmış tampon ile kapatılan bir kültür şişesi 

“bayıltma şişesi” olarak kullanıldı. Tampona bir kaç damla eter damlatılarak kültür 

şişesindeki sineklerin bu şişeye aktarılması sağlandı. Eterli tamponla kapatılmış 

bayıltma şişesinde birkaç dakika kalan sinekler baygın halde beyaz bir seramik 

üzerine alınarak gerekli çalışmalar yapıldı.  

 

3.4.4. Standart Çapraz için Ergin Bireylerin Seçimi ve Larva Toplanması 

İşlemleri 

Uygulamaların yapılacağı trans-heterozigot larvaları elde etmek amacıyla, 

erkek mwh bireyleri ile bakire (virjin) flr3 dişi bireyleri kullanılarak çaprazlamalar 

yapıldı. Bakire dişi bireylerin toplanabilmesi için, flr3 stoğunun bulunduğu kültür 

şişesindeki ergin bireyler ortamdan uzaklaştırıldı. Hiç ergin bireyin bırakılmadığı flr3 

kültür şişesinden 3 saat aralıklarla pupadan çıkan dişi bireyler toplanarak yeni 

besiyerine aktarıldı. Bireylerin yaşı üreme verimi üzerine etkili olduğundan benzer 

şekilde mwh stoğundan genç erkek bireyler seçilerek farklı bir besiyerine aktarıldı. 

Yeterli sayıda birey toplandıktan sonra taze besiyeri kullanılarak standart çapraz 

yapıldı. Döllenmenin ve embriyogenezin gerçekleşebilmesi için bireyler bir gün süre 

ile çaprazlama şişesinde bırakıldı. Çaprazlanan bireyler yeni bir besi yerinde sekiz 

saat bekletilerek, yumurta bırakmaları sağlandı. Bu süre sonunda erginler yumurta 

bıraktıkları besiyerinden uzaklaştırılarak farklı bir kültür şişesine alındı.  

Besiyerine bırakılan döllenmiş yumurtalardan çıkan larvaların üçüncü instar 

evresine erişmesi için 72±4 saat beklendi ve besiyeri ortamı % 17 lik NaCI  çözeltisi 

ile yıkanarak besiyerindeki larvaların ayrılması sağlandı. Larvaları içeren tuz 

çözeltisi kurutma kağıtlarının üzerine alındı ve larvalar zarar verilmeden sayılarak 

toplandı. Toplanan larvalar içerisinde 0.5 g hazır besiyeri ve 2.5 ml test solüsyonu 

bulunan 2.5 cm X 7.5 cm ebatındaki cam tüplere aktarıldı. Kontrol ve uygulama 

grupları için aynı işlemler tekrarlandı.  
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3.4.5. Mutajen ve Çevresel Kimyasal Çözeltilerinin Hazırlanması ve Besiyerine 

Eklenmesi 

Çalışmada mitomisin C ve çevresel kimyasalların doz taramaları yapılarak 

uygulama dozları belirlendi. Mitomisin C’nin farklı üç dozu, çevresel kimyasalların 

ise genotoksik etkilerini belirlemek için değişen sayıda farklı dozları kullanıldı. 

Çalışmada ilk olarak kullanılan her bir madde için farklı derişimlerde stok çözeltiler 

hazırlandı. 

Mitomisin C’nin stok çözeltisinin distile su ile hazırlanmasına karşın, 

methidatyonun stok çözeltisi dimetilsülfoksit (DMSO) ile, diğer çevresel 

kimyasalların stok çözeltileri ise etil alkolle hazırlandı. Her stok için gerekli olan 

miktarlar, elektronik bir terazide tartılarak uygun büyüklükteki koyu renk saklama 

şişelerine alındı ve üzerlerine hesaplanan hacimde distile su, DMSO veya etil alkol 

eklendi. Ardından bu stok çözeltilerden gerekli hesaplamalar yapılarak belirlenen 

uygulama dozları distile su ile hazırlandı. Hazırlanan bu uygulama dozları 

bekletilmeden içerisinde 0.5 gr hazır besiyeri olan steril cam deney tüplerine farklı 

deney grupları oluşturmak amacıyla her tüpe 2.5 mL olmak üzere gruplara özgü test 

solüsyonlarından eklendi. Mitomisin C ve çevresel kimyasal gruplarının yanı sıra 

sadece distile su kullanılan negatif kontrol grubu oluşturuldu 

 

3.5. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinin Uygulanması 

Çalışmada kullandığımız çevresel kirleticilerin olası genotoksik etkilerini 

kanat benek testi ile araştırmak amacıyla standart çapraz (ST) kuruldu. mwh erkekleri 

ile flr3 dişileri çaprazlanarak sekiz saat süreyle taze besiyerine yumurtlamaları 

sağlandı. Sekiz saatlik süre sonunda bireyler besiyerinden uzaklaştırılarak, 

yumurtalardan çıkan 72±4’lik larvalar (üçüncü evre larvaları) sayılarak gruplara özgü 

olarak hazırlanan cam tüplerdeki besiyerlerine transfer edildi. Böylece negatif 

kontrol, mitomisin C ve çevresel kimyasalların farklı dozlarının uygulama grupları eş 

zamanlı olarak oluşturuldu. Bu şekilde yeterli sayıdaki larvalar gruplara ayrıldı ve 

ergine gelişmeleri izlenerek, her uygulama grubu için yaşayabilirlik yüzdeleri ve 

genotoksik aktiviteleri kullanılan dozlara bağlı olarak araştırıldı. Yaşayabilirlik 

yüzdesi her grup için ayrı ayrı olmak üzere, larvadan ergine gelişebilen bireylerin 

oranı olarak hesaplandı.  
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3.5.1. Ergin Bireylerin Toplanarak, Kanat Preparatlarının Hazırlanması 

Uygulama ortamında test solüsyonlarına maruz bırakılan larvaların pupa 

evresini takiben çıkan ergin bireyler Bölüm 3.4.3’de anlatıldığı şekilde eterle 

bayıltılarak toplandı. Ergine gelişen transheterozigot (mwh+/+flr3, normal kanatlı) ve 

testere dişi şeklinde kanat kenarlarına sahip bireyler arasından normal kanatlı 

bireyler seçildi. Bunlar arasında transheterozigot bireyler hem mutasyon ve hem de 

rekombinasyon sonucu oluşan mutant klonlara (beneklere) izin verirken, dengeleyici 

(balancer) heterozigot bireyler (mwh+/+TM3, BdS) rekombinasyonun baskılanması 

nedeniyle sadece mutasyon sonucu oluşan klonları (benekleri) içermektedir. 

Transheterozigot bireylerin kanatları kesilerek Faure çözeltisinin damlatıldığı lamlar 

üzerine yerleştirilmek suretiyle preperatlar hazırlandı (Rincon ve Graf, 1995). Kanat 

preparatlarının hazırlanmasında kullanılan Faure çözeltisinin içeriği Çizelge 3.3 de 

verilmiştir. 

 

Çizelge 3.3. Faure çözeltisi için gerekli malzemeler ve miktarları 

Malzeme Miktar 

Gum Arabik 30 g 

Gliserol  20 mL 

Kloral hidrat 50 g 

Distile Su 50 mL 

 

Lam üzerine yeterince kanat çifti yerleştirildikten sonra preparatların 

kuruması için tozsuz bir ortamda bir gün bekletildi. Kuruyan preperatlardaki 

kanatların dorsal ve ventral yüzeyleri tekli beneklerin ve ikili beneklerin varlığını 

araştırmak amacıyla ışık mikroskobu altında 10 x 40 büyütme ile tarandı. Ardından 

beneklerin sayıları ve büyüklükleri kayıt edilerek,  aşağıdaki gibi sınıflandırıldı;  

• Küçük tekli benek ( 1-2 mwh veya flr hücre) 

• Büyük tekli benek (3 ≤ mwh veya flr hücre grubu) 

• İkili benek (mwh ve flr hücrelerin ikisini de içeren hücre grubu yan yana 

aynı benekte) 

mwh benekler nokta mutasyon, delesyon ve mwh ve flr geni arasındaki 

rekombinasyon sonucu oluşmaktadır. flr benekler nokta mutasyon ve delesyon ile 
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oluşurken, ikili benekler ise flare geni ile sentromer arasında gerçeklesen 

rekombinasyon ile ortaya çıkmaktadır (Rincon ve Graf, 1995).   

 

3.5.2. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi Sonuçlarının 

İstatistiksel Analizi 

Sonuçların istatistiksel analizi için benekler küçük tekli benekler, büyük tekli 

benekler ve ikili benekler olmak üzere üç gruba ayrılarak ayrı ayrı değerlendirildi. 

Genotoksik etkilerin değerlendirilmesi için deney gruplarının kanat başına düşen 

benek sayıları negatif kontrol grubu değerleri ile karşılaştırıldı.  

Sayımlar sonucunda elde edilen veriler değerlendirilirken orijinal (null) hipotez 

(Ho)’de uygulamalar ile kontrol grubu arasında istatistiksel olarak fark olmadığı 

varsayıldı. Alternatif hipotez (Ha) de ise uygulama grubundaki indüklenen mutasyon 

oranının kontrol grubundan m defa daha fazla olduğu varsayıldı. Orijinal ve alternatif 

hipotezlerin Binomial Şartlı Test kullanılarak hesaplanmasıyla sonuçlar; pozitif (+), 

kısmen pozitif (z), belirsiz (i) ve negatif (-) olarak gösterildi (Frei ve Würgler, 1988).  

Orijinal ve alternatif hipotezlerin kabul veya red edilmesine karar veril irken 

Kastenbaum ve Bowman çizelgesinden yararlanıldı (Kastenbaum ve Bowman, 

1970). Hipotezlerin kurulması sırasında yapılan hesaplamalarda kullanılan 

parametreler aşağıda açıklamalarıyla birlikte gösterilmiştir (Doğan, 2008).  

NC= Kontrol grubunda incelenen kanat sayısı 

Nt= Uygulama grubunda incelenen kanat sayısı 

nc= Kontrol grubunda gözlenen mutant klon sayısı 

nt= uygulama grubunda gözlenen mutant klon sayısı 

n= nt+nc= toplam mutant klonların sayısı 

Po= Kontrol grubunda beklenen mutant klon frekansı, orijinal hipotez ( Ho ) için 

Po= Nc / (NC+Nt) 

qo= Uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansı, Orijinal hipotez (Ho) için 

qo=Nt / (NC+ Nt) 

PA= Kontrol grubunda beklenen mutant klon frekansı, Alternatif hipotez (Ha) için  

PA= NC / (NC+ mNt) 

qA= Uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansı, Alternatif hipotez (Ha) için  

qA= mNC+mNt 

Pon= Kontrol grubunda beklenen mutant klon sayısı, Orijinal hipotez (Ho) için 

qon= Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayısı, Orijinal hipotez (Ho) için 
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PAn= Kontrol grubunda beklenen mutant klon sayısı, Alternatif hipotez (Ha) için  

qAn= Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayısı, Alternatif hipotez (Ha) için 

m= Çarpım sabiti 

Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi için uygun olan 

bilgisayar programı Microsta ile öncelikle yukarıda verilen parametreler hesaplandı.  

Hesaplama sonucunda eğer uygulama grubundaki (nt) mutant klon sayısı çizelge 

değerine eşit veya büyükse Ho red edildi. Aynı şekilde kontrol grubundaki (nc) 

mutant klon sayısı eğer çizelge değerine eşit veya büyükse (Ha) red edildi (Frei ve 

Würgler, 1988). 

 

3.6. Çevresel Kimyasalların ERR Gen İfadesi Üzerine Etkilerini Belirlemeye 

Yönelik Çalışmalar 

3.6.1. RNA Saflaştırılması için Larva Toplanması 

Bölüm 3.5 de anlatıldığı gibi erkek mwh bireyleri ile bakire (virjin) flr3 dişi 

bireyleri kullanılarak çaprazlamalar yapıldı. Besiyerine bırakılan döllenmiş 

yumurtalardan çıkan larvaların ikinci instar evresine erişmesi için 48±4 saat beklendi 

ve besiyeri ortamı % 17 lik NaCI çözeltisi ile yıkanarak besiyerindeki larvaların 

ayrılması sağlandı. Larvaları içeren tuz çözeltisi kurutma kağıtlarının üzerine alındı 

ve larvalar zarar verilmeden sayılarak toplandı. Çalışmada kullanılacak olan çevresel 

kimyasalların dozları, genotoksisite çalışmalarından elde edilen bulgularımıza göre 

belirlenerek, Bölüm 3.4.4 de açıklandığı gibi hazırlandı. Toplanan larvalar içerisinde 

0.5 g hazır besiyeri ve 2.5 ml test solüsyonu bulunan 2.5 cm X 7.5 cm ebatındaki 

cam tüplere aktarıldı. Çalışmalar en az 3 tekrarlı yapılarak, her bir tüpe ikinci instar 

evresinde olan 100 larva konuldu. Larvalar 24 saat süreyle bu besiyerinde tutuldu. 24 

saatin sonunda besiyeri ortamı % 17 lik NaCI çözeltisi ile yıkanarak besiyerindeki 

larvaların ayrılması sağlandı. Larvaları içeren tuz çözeltisi kurutma kağıtlarının 

üzerine alındı ve larvalar zarar verilmeden sayılarak toplandı. Toplanan larvalar, 

içerisine 400 μL  “Lysis/Binding tampon” eklenen tüplere alınarak -80 ○C’de derin 

dondurucuya kaldırıldı. 

3.6.2. Toplam RNA Saflaştırılması 

Deney sisteminde oluşturulan gruplarda, kit protokolüne uygun olarak 100 

larvadan (yaklaşık 10 mg) toplam RNA saflaştırması için, High Pure RNA Tissue Kit 

(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) (Lot No:14289400) kullanıldı. 

Ekstraksiyondan önce -80 ○C’de saklanan örnekler MagNA Lyser Instrument ile 
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homojenize edildi. Ekstraksiyon yapılacak numune sayısında 1.5 ml’lik ependorf 

tüpleri ayarlanarak tüplerin içerisine homojenize edilmiş numunelerin tüm miktarı 

alındı. Daha sonra numune miktarının yarısı kadar saf etanol tüplere ilave edilerek, 

vorteks cihazında karıştırıldı ve ependorfdaki tüm miktar daha öncesinde 

ayarladığımız toplama tüpü içindeki filtre ihtiva eden kolonların içine eklendi. 1 

dakika 13000 rpm’de santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında kolonun altındaki toplama 

tüpü dökülerek ve tekrar takılarak işleme devam edildi. 90 μl “Dnase inkübasyon 

tampon” ve 10 μl “Dnase I”, numune sayısı kadar bir tüpte ayarlandı. Kolonların 

kapakları açılarak hazırladığımız Dnase çalışma tamponundan 100 μl ilave edilerek, 

15 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Inkübasyondan sonra tüplere 500 μl 

“yıkama tamponu I” ilave edilerek ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifüj işlemi 

gerçekleştirildi. Santrifüj sonrası kolonun altındaki toplama tüpü dökülerek, 500 μl 

“yıkama tamponu II” ilave edildi. 1 dakika 8000 rpm santrifüj sonrası kolonun 

altındaki toplama tüpü döküldü ve 300 μl “yıkama tamponu II” ilave edildi. 2 dakika 

13000 rpm’de santrifüj sonrası kolonun altındaki toplama tüpü çöpe atılarak, kolon 

1.5 ml’lik steril ependorf tüplerin içine konuldu. Tüm tüplere Elüsyon tamponundan 

100 μl ilave edildi. 1 dakika 8000 rpm’de santrifüj sonrası ependorf içindeki kolon 

çöpe atıldı ve tüpün içerisinde RNA elde edildi. RNA miktarının belirlenmesi için 

Maestro RNA ölçüm cihazı kullanıldı ve RNA miktarı ng/µL cinsinden hesaplandı. 

Elde edilen RNA derin dondurucuda (-80 ○C) cDNA sentezi için saklandı. 

 3.6.3.  cDNA Sentez Protokolü 

 cDNA sentezi için “Transkripttor First Standart cDNA Synthesis Kit” (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Almanya) (Lot No: 14797225) kullanıldı. Kit protokolüne 

uygun olarak 1µg total RNA, 1µL Oligo dNTP (50pmol/µL), 1µL Random Hexamer 

Primer (600pmol/µL) ve toplam hacim 13µL olacak şekilde bidistile su 100µL’lik 

PZR tüpüne konuldu. Bu PZR cihazına (ABI 9600; Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA) yerleştirilerek 65○C’de 10 dk tutuldu. Daha sonra bu karışım üzerine 4 µL 

“Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer”, 0,5 µL “Protector RNase 

Inhibitor”, 2 µL Deoxynucleotide Mix (her nükleotid için 10 mM konsantrasyonda), 

0,5 µL “Transcriptor Reverse Transcriptase” enzimi eklenerek 20 µL toplam hacim 

elde edildi. Karışım PZR cihazına yerleştirilerek cihaz 25○C’de 10 dk, 55 ○C’de 60 

dk ve 85 ○C’de 5 dk olarak ayarlandı. Bu koşullarda sentezlenen cDNA -20 ○C’de 

saklandı. 
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3.6.4. Gerçek Zamanlı PZR Protokolü 

 Gerçek Zamanlı PZR östrojen- ilişkili reseptör geni (ERR)’nin A  

(NM_168258.1) ve B (NM_139926.1) varyantları ile gliseraldehit 3 fosfat 

dehidrogenaz 1 (Gapdh1 A) (NM_080369.2) geninin A varyantı için çalışıldı.  Bu 

amaçla LightCycler TagMan Master kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) 

(Lot No: 14542322) ve ERR A, ERR B ve Gapgh1 genlerine özgü olarak 

sentezlettirilen primerler (Integrated DNA Technologies, Munih, Almanya) ile 

problar (Roche Applied Science, Universal probeLibrary) kullanıldı. Her bir gen için 

kapiler tüpe 4 µL TagMan prob, 0.2 µL prob (Universal ProbeLibrary) (son 

konsantrasyon 100 nM), her bir primerden 0.2 µL (100 nM) alındı ve toplam hacim 

su ile 15µL’ye tamamladı. Önceden hazırlanan cDNA’dan 5 µL eklenerek kapiler 

tüp kapatıldı. Bu şekilde hazırlanan örnekler gerçek zamanlı PZR cihazına (Roche 

Light Cycler 2.0) yerleştirildi. Cihaz ilk denetrasyon için 95  ○C’de 10 dakika, 

sonrasında 95 ○C’de 10 saniye denetrasyon, 60○C’de 30 saniye bağlanma ve 72○C’de 

1 saniye polarizasyon için 55 döngü olarak ayarlandı. Çizelge 3.4 de çalışma 

kapsamında olan genlere ait primer dizileri ve PZR sonucu oluşması beklenen ürün 

büyüklükleri verilmektedir. Her bir gen için Gapdh1 genine göre gen ifadesi 

düzeyindeki rölatif farklılıkları belirlemek için 2-ΔΔCt yöntemi kullanıldı (Livak ve 

Schmittgen, 2001). 

Çizelge 3.4.  Gapdh1 A, ERR A ve ERR B genlerine ait primer dizileri ve gerçek zamanlı 
PZR sonucu oluşması beklenen ürün büyüklükleri 

Genler Primer Dizileri 

(5´→3´) 

NCBI Gen Referans 
Numarası 

Ürün 
Büyüklü
ğü (bç)  

Gapdh1 A- ileri gaaaaagcggcagtcgtaat   

  NM_080369.2 91 
Gapdh1 A-geri aattccgatcttcgacatgg   

    
ERR A- ileri cacaaaagatcctcagaacgatt   
  NM_168258.1 107 

ERR A- geri taaagcaggacgccgatg   
    

ERR B- ileri agttctacgcgggagaagg   
  NM_139926.1 109 
ERR B- geri gagctgggactaaagcagga   
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4.  ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

     Çalışmada çevresel kirleticilerden Bisfenol A (BFA), Nonilfenol (NF), Tribütiltin 

(TBT), Methidatyon (MD), 17-β östradiol (E2) ve Dietilstilbestrol (DES)’ün olası 

genotoksik etkileri Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi 

(SMART) ile araştırılmıştır. Ayrıca çalışma kapsamında bu kimyasalların D. 

melanogaster’in östrojenle ilişkili reseptör (ERR) geni ifadesi üzerindeki etkileri de 

araştırılmıştır. Genotoksisite çalışmalarında Bölüm 3’de açıklanan deney sistemleri 

kurulmuştur. Çalışmalarda negatif kontrol grubu olarak distile su kullanılırken, 

etanolde ve DMSO’da çözünen kimyasallar dikkate alınarak etanol ve DMSO 

grupları da çalışmalara eklenmiştir. Genotoksisite çalışmalarında, 72 ± 4 saatlik 

larvalardan ergine gelişen bireyler sayılarak her bir grup için hayatta kalış ora nı 

hesaplanmış ve beneklerin varlığını araştırmak için trans-heterozigot bireylerin 

kanatları kesilerek ışık mikroskobu altında 400X büyütmeyle incelenmiştir. 

İncelemeler sırasında kanatlarda gözlenen benekler istatistiksel analizlerde 

kullanılmak üzere tekli benekler (mwh veya flr fenotipinde) ve ikili benekler (mwh 

ve flr fenotipinde) olmak üzere sınıflandırılarak kaydedilmiştir. Ayrıca çalışmada 

tekli benekler kendi içerisinde küçük tekli benek (1-2 hücreli) ve büyük tekli benek 

(3≤ hücreli) olmak üzere ayrı ayrı değerlendirilmiştir (Henderson, 2004).  

 

4.1. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinden Elde Edilen 

Bulgular  

 

4.1.1. Mitomisin C’nin Genotoksik Etkisinin Araştırılması 

Çalışmamızda ilk olarak Mitomisin C (MMC)’nin larvaların hayatta kalış 

oranı üzerine etkisi ile genotoksik etkisi araştırılmıştır. Bu amaçla MMC’nin 0.025 

mM, 0.05mM ve 0.1 mM konsantrasyonları için gruplar oluşturulmuş ve bu 

gruplardan elde edilen sonuçlar Çizelge 4.1 de gösterilmiştir.  
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Çizelge 4.1. MMC gruplarında Drosophila kanat benek testi bulguları ve istatistik 
değerlendirmeler 

*Kanat başına düşen benek sayısı, (Parantez içinde verilenler benek sayılarıd ır.)  

**Tek yönlü Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Würgler (1988), +: pozit if, -: negatif, i: yetersiz, m: 

çok değişkenli faktör, o lasılık seviyeleri: α=β=0.05 

 

Elde edilen bulgulara göre, tüm MMC gruplarında larvaların hayatta kalış 

oranlarının doz artışına paralel olarak azaldığı gözlenmiştir. Kontrol grubu olan 

distile su grubunda hayatta kalış oranı %97 iken, 0.025, 0.05 ve 0.1 mM MMC 

gruplarında sırasıyla % 62, % 58 ve % 45 olarak bulunmuştur.  

Diğer taraftan MMC’nin kontrol grubuna kıyasla, doz artışına paralel olarak 

tüm benek tiplerini önemli ölçüde arttırdığı Şekil 4.1 de görülmektedir.  

 

 

Şekil 4.1.  Mitomisin C (MMC) uygulaması sonucunda kanat başına düşen benek sayılarının 
doza bağlı olarak karşılaştırılması, KTB; küçük tekli benek, BTB; büyük tekli benek, İB; 
ikili benek, TB; toplam benek. 
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Hayatta 

kalış % 

 

 

 

Kanat 

sayısı 

Benek/Kanat*           İstatistiksel Bulgular** 

Küçük tekli 

benekler 

(1-2 hücre) 

(m=2) 

Büyük tekli 

benekler 

(>2 hücre) 

(m=5) 

İkili benekler 

(m=5) 

 

Toplam benek 

sayısı 

(m=2) 

 

Kontrol     

0  97 224    0.16 (35) 0.01 (4) 0.00 (0)  0.17 (39) 

MMC (mM) 

0,025 62 85  3.53(300) + 3.93(334) + 2.47(210) +  9.93(844) + 

0,05 58 70  6.86(480) + 7.19(503) + 3.39(237) +  17.43(1220) + 

0,1 45 70  7.23(506) + 7.61(533) + 4.54(318) +  19.39(1357) + 
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Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda küçük tekli benek ve büyük 

tekli benek sıklıkları sırasıyla 0.16, 0.01 iken, ikili beneğe rastlanmamıştır. En küçük 

MMC dozunda (0.025 mM) küçük tekli benek, büyük tekli benek ve ikili benek 

sıklıkları sırasıyla 3.53, 3.93 ve 2.47 olarak bulunmuştur. Benek sıklıklarında 

MMC’nin artan konsantrasyonlarına bağlı olarak artış gözlenmiştir (Şekil 4.1).  

 

4.1.2. Çevresel Kimyasalların Genotoksik Etkisinin Araştırılması 

 Çalışmamızın bu bölümünde çevresel kimyasallardan olan BFA, NF, TBT, 

MD, E2 ve DES’in genotoksik etkileri Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve 

Rekombinasyon Testi (SMART) ile araştırılmıştır. Çalışmada kullanılan dozlar 

literatür taraması sonucu, yapılan ön çalışmalarla belirlenmiştir. Çalışmamızda 

kullandığımız kimyasallar suda tam olarak çözünmediği için, BFA, NF, TBT, DES 

ve E2’yi çözmek amacıyla etanol, MD’yi çözmek için ise DMSO kullanılmış ve 

çalışma gruplarımıza etanol ve DMSO grupları da eklenmiştir.   

 

4.1.2.1. Etanol’ün Genotoksik Etkisinin Araştırılması 

Çevresel kimyasallardan BFA, NF, TBT, DES ve E2’nin uygulama gruplarını 

hazırlamak için, öncelikli olarak söz konusu kimyasalların %99 oranında saflık 

derecesine sahip olan etanolde stok çözeltileri hazırlanmıştır. Uygulama grupları 

hazırlanırken, stok çözeltilerden hesaplanan miktarlarda çözelti alınarak, istenilen 

konsantrasyonlara ulaşmak amacıyla distile su eklenmiştir. Çalışmalar sırasında 

kullanılan en yüksek etanol konsantrasyonu olan % 5’lik etanol çözeltisinin 

genotoksik etkisini belirlemek amacıyla yapılan çalışmalardan elde edilen bulgular 

Çizelge 4.2 de verilmektedir.  

 

Çizelge 4.2. Etanol grubunda Drosophila kanat benek testi bulguları ve istatistik 
değerlendirmeler 

*Kanat başına düşen benek sayısı, (Parantez içinde verilenler benek sayılarıd ır.)  

**Tek yönlü Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Würgler (1988), +: pozit if, -: negatif, i: yetersiz, m: 

çok değişkenli faktör, o lasılık seviyeleri: α=β=0.05 

 

 

 

Uygulama 

grupları 

 

 

 

Hayatta 

kalış % 

 

 

 

Kanat 

sayısı 

Benek/Kanat*           İstatistiksel Bulgular** 

Küçük tekli 

benekler 

(1-2 hücre) 

(m=2) 

Büyük tekli 

benekler 

(>2 hücre) 

(m=5) 

İkili benekler 

(m=5) 

 

Toplam benek 

sayısı 

(m=2) 

 

    

Distile su   97 224    0.16 (35) 0.01 (4)  0.00 (0)   0.17 (39) 

Etanol (% 5)     93          92             0.16 (15) i         0.02 (2) i                    -                   0.18 (17) i 
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Elde edilen bulgulara göre kontrol grubunda hayatta kalış oranı % 97 iken, 

etanol grubunda % 93 olarak bulunmuştur. Kontrol grubunda ve etanol grubunda 

küçük tekli benek sıklığı 0.16 olarak bulunmasına rağmen, kontrol grubunda büyük 

tekli benek sıklığı 0.01, etanol grubunda ise 0.02 olarak bulunmuştur.  Ayrıca kontrol 

grubunda toplam benek sıklığı 0.17 olarak bulunmuşken, etanol grubunda ise toplam 

benek sıklığı ise 0.18 olarak bulunmuştur. Hem kontrol grubunda hem de etanol 

grubunda ikili benek gözlenmemiştir.  

Yapılan istatistiksel değerlendirmeler sonucunda kontrol ve etanol grubu 

arasında önemli bir farklılık bulunmamıştır. Bu bağlamda, etanol uygulamasının, 

Drosophila’da herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadığı söylenebilir.  

 

4.1.2.2. DMSO’nun Genotoksik Etkisinin Araştırılması 

Çevresel kimyasallardan olan MD’nin uygulama gruplarını hazırlamak için 

öncelikli olarak söz konusu kimyasalın %99 oranında saflık derecesine sahip olan 

DMSO’da stok çözeltisi hazırlanmıştır. Uygulama grupları hazırlanırken, stok 

çözeltiden hesaplanan miktarlarda çözelti alınarak, istenilen konsantrasyonlara 

ulaşmak amacıyla distile su eklenmiştir. Çalışma sırasında kullanılan en yüksek 

DMSO konsantrasyonu olan % 0.5’lik DMSO çözeltisinin genotoksik etkisini 

belirlemek amacıyla yapılan çalışmalardan elde edilen bulgular Çizelge 4.3 de 

verilmektedir. 

 

Çizelge 4.3. DMSO grubunda Drosophila kanat benek testi bulguları ve istatistik 
değerlendirmeler 

*Kanat başına düşen benek sayısı, (Parantez içinde verilenler benek sayılarıd ır.)  

**Tek yönlü Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Würgler (1988), +: pozit if, -: negatif, i: yetersiz, m: 

çok değişkenli faktör, o lasılık seviyeleri: α=β=0.05 

 

Kontrol grubunda hayatta kalış oranı % 97 iken, DMSO grubunda % 95 

olarak bulunmuştur. Kontrol grubunda küçük tekli benek sıklığı 0.16, büyük tekli 

benek sıklığı 0.01 ve toplam benek sıklığı 0.17 olarak bulunmuştur. DMSO grubunda 

 

 

 

Uygulama 

grupları 

 

 

 

Hayatta 

kalış % 

 

 

 

Kanat 

sayısı 

Benek/Kanat*           İstatistiksel Bulgular** 

Küçük tekli 

benekler 

(1-2 hücre) 

(m=2) 

Büyük tekli 

benekler 

(>2 hücre) 

(m=5) 

İkili benekler 

(m=5) 

 

Toplam benek 

sayısı 

(m=2) 

 

    

Distile su    97 224    0.16 (35) 0.01 (4)  0.00 (0)   0.17 (39) 

DMSO (% 0,5)  95        110            0.14(16) i          0.009(1) i             0.00(0)               0.15(17) i 
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ise küçük tekli benek sıklığı 0.14, büyük tekli benek sıklığı 0.009, toplam benek 

sıklığı ise 0.15 olarak bulunmuştur. Hem kontrol grubunda, hem de DMSO grubunda 

ikili benek gözlenmemiştir.  

Yapılan istatistiksel değerlendirme sonucunda kontrol ve DMSO grubu 

arasında önemli bir farklılık bulunmamıştır. Bu bağlamda, DMSO uygulamasının, 

Drosophila’da herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadığı söylenebilir. 

 

4.1.2.3. BFA’nın Genotoksik Etkisinin Araştırılması 

BFA’nın genotoksik etkisini araştırmak amacıyla 0.02 mg/L ile 500 mg/L 

arasında değişen sekiz farklı konsantrasyonda uygulama grupları oluşturuldu. Elde 

edilen sonuçlar ve istatistiksel değerlendirmeler Çizelge 4.4 de verilmiştir.  

 

Çizelge 4.4. BFA dozlarında Drosophila kanat benek testi bulguları ve istatistik 
değerlendirmeler 

*Kanat başına düşen benek sayısı, (Parantez içinde verilenler benek sayılarıd ır.)  

**Tek yönlü Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Würgler (1988), +: pozit if, -: negatif, i: yetersiz, m: 

çok değişkenli faktör, o lasılık seviyeleri: α=β=0.05 

 

Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda larvaların hayatta kalış oranı % 

96 iken, BFA’nın en düşük (0.02 mg/L) dozunda ve en yüksek (500 mg/L) dozunda 

sırasıyla % 94 ve % 92 olarak bulunmuştur.  

 Bu bağlamda, kontrol grubu ile tüm BFA konsantrasyonları arasında hayatta 

kalış oranı bakımından önemli bir farklılık olmadığı gözlenmiştir (Çizelge 4.4). 

Dolayısıyla BFA’nın uygulanan dozlarının Drosophila’da toksik etkiye neden 

olmadığı saptanmıştır.  

 

 

 

Uygulama 

grupları 

 

 

 

Hayatta 

kalış % 

 

 

 

Kanat 

sayısı 

Benek/Kanat*           İstatistiksel Bulgular** 

 

Küçük tekli 

benekler 

(1-2 hücre) 

(m=2) 

Büyük tekli 

benekler 

(>2 hücre) 

(m=5) 

İkili benekler 

(m=5) 

 

Toplam benek 

sayısı 

(m=2) 

 

Kontrol     

0 96 100 0.09 (9) 0.03 (3) - 0.12 (12) 

BFA (mg/L) 

0.02 94 110 0.09 (10) i 0.03 (3) i - 0.12 (13) i 

0.1 96 100 0.08 (8) i 0.03 (3) i - 0.11 (11) i 

0.5 95 100 0.09 (9) i 0.04 (4) i 0.01 (1) i 0.14 (14) i 

2.5 94 90 0.08 (7) i 0.03 (3) i 0.01 (1) i 0.12 (11) i 

12.5 95 90 0.10 (9) i 0.03 (3) i 0.01 (1) i 0.14 (13) i 

62.5 92 90 0.16 (14) i 0.02 (2) i -     0.18 (16) i 

100 89 90 0.13 (12) i 0.02 (2) i - 0.16 (14) i 

500 92 92 0.15 (14) i 0.02 (2) i - 0.17 (16) i 
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Tüm BFA dozlarında gözlenen benek sıklıklarının kontrol grubu ile 

karşılaştırılması Şekil 4.2 de görülmektedir.  

 

Şekil 4.2. BFA uygulaması sonucunda kanat başına düşen benek sayılarının doza bağlı 
olarak karşılaştırılması, KTB; küçük tekli benek, BTB; büyük tekli benek, İB; ikili benek, 
TB; toplam benek, 0; distile su 
 

Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda küçük tekli benek sıklığı 0.09, 

toplam benek sıklığı ise 0.12 olarak bulunmuşken, en yüksek BFA dozunda (500 

mg/L) küçük tekli benek sıklığı 0.15, toplam benek sıklığı 0.17 olarak bulunmuştur. 

Buna göre en yüksek BFA dozunun uygulandığı grupta gözlenen küçük tekli benek 

ve toplam benek sıklığı, kontrol grubunda gözlenen benek sıklıklarından daha fazla 

bulunmasına rağmen, istatistiksel açıdan belirgin bir farklılık elde edilememiştir. 

Ayrıca kontrol grubunda hiç ikili benek gözlenmezken, 0.5 mg/L, 2.5 mg/L ve 12.5 

mg/L BFA gruplarında ikili benek gözlenmiş, ancak yapılan istatistiksel 

değerlendirme sonucunda anlamlı bulunmamıştır.  

 

4.1.2.4. NF’nin Genotoksik Etkisinin Araştırılması 

NF’nin genotoksik etkisini araştırmak amacıyla 0.02 mg/L ile 500 mg/L 

arasında değişen sekiz farklı konsantrasyonda uygulama grupları oluşturuldu. Elde 

edilen sonuçlar ve istatistiksel değerlendirmeler Çizelge 4.5 de verilmiştir.  
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Çizelge 4.5. NF dozlarında Drosophila kanat benek testi bulguları ve istatistik 
değerlendirmeler 

 *Kanat başına düşen benek sayısı, (Parantez içinde verilenler benek sayılarıd ır.)  

**Tek yönlü Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Würgler (1988), +: pozit if, -: negatif, i: yetersiz, m: 

çok değişkenli faktör, o lasılık seviyeleri: α=β=0.05 

 

Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda larvaların hayatta kalış oranı % 

96 iken, NF’nin en düşük dozunda (0.02 mg/L) ve en yüksek dozunda (500 mg/L) 

sırasıyla % 95 ve % 92 olarak bulunmuştur.   

Bu bağlamda, kontrol grubu ile tüm NF konsantrasyonları arasında hayatta 

kalış oranı bakımından önemli bir farklılık olmadığı gözlenmiştir (Çizelge 4.4). 

Dolayısıyla NF’nin uygulanan dozlarının Drosophila’da toksik etkiye neden 

olmadığı saptanmıştır. 

Tüm NF dozlarında gözlenen benek sıklıklarının kontrol grubu ile 

karşılaştırılması Şekil 4.3 de görülmektedir.  

 

 

 

 

Uygulama 

grupları 

 

 

 

Hayatta 

kalış % 

 

 

 

Kanat 

sayısı 

Benek/Kanat*           İstatistiksel Bulgular** 

 

Küçük tekli 

benekler 

(1-2 hücre) 

(m=2) 

Büyük tekli 

benekler 

(>2 hücre) 

(m=5) 

İkili benekler 

(m=5) 

 

Toplam benek 

sayısı 

(m=2) 

 

Kontrol     

0 96 100 0.09 (9) 0.03 (3) - 0.12 (12) 

NF (mg/L) 

0.02 95 90 0.08 (7) i 0.04 (4) i - 0.12 (11) i 

0.1 96 90 0.08 (7) i 0.03 (3) i 0.01 (1) i 0.12 (11) i 

0.5 95 100 0.08 (8) i 0.02 (2) i - 0.10 (10) i 

2.5 96 90 0.09 (8) i 0.03 (3) i - 0.12 (11) i 

12.5 95 87 0.07 (8) i 0.02 (2) i 0.02 (2) i 0.14 (12) i 

62.5 93 92 0.14 (13) i 0.03 (3) i - 0.17 (16) i 

100 94 95 0.15 (14) i 0.02 (2) i - 0.17 (16) i 

500 92 94 0.15 (14) i 0.03 (3) i - 0.18 (17) i 
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Şekil 4.3. NF uygulaması sonucunda kanat başına düşen benek sayılarının doza bağlı olarak 
karşılaştırılması, KTB; küçük tekli benek, BTB; büyük tekli benek, İB; ikili benek, TB; 
toplam benek, 0; distile su. 
 

Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda küçük tekli benek sıklığı 0.09, 

toplam benek sıklığı ise 0.12 olarak bulunmuşken, en yüksek NF dozunda (500 

mg/L) küçük tekli benek sıklığı 0.15, toplam benek sıklığı 0.18 olarak bulunmuştur. 

Buna göre en yüksek NF dozunun uygulandığı grupta gözlenen küçük tekli benek ve 

toplam benek sıklığı, kontrol grubunda gözlenen benek sıklıklarından daha fazla 

bulunmasına rağmen, istatistiksel açıdan belirgin bir farklılık elde edilememiştir. 

Ayrıca kontrol grubunda hiç ikili benek gözlenmezken, NF’nin 0.1 mg/L ve 12.5 

mg/L dozlarında ikili benek gözlenmiş ancak istatistiksel değerlendirmede anlamlı 

bulunmamıştır. 

 

 

4.1.2.5.  DES’in Genotoksik Etkisinin Araştırılması 

DES’in genotoksik etkisini araştırmak amacıyla 1 mM ile 8 mM arasında 

değişen beş farklı konsantrasyonda uygulama grupları oluşturuldu.  

Elde edilen sonuçlar ve istatistiksel değerlendirmeler Çizelge 4.6 da 

verilmiştir.  
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Çizelge 4.6.  DES dozlarında Drosophila kanat benek testi bulguları ve istatistik 
değerlendirmeler 

*Kanat başına düşen benek sayısı, (Parantez içinde verilenler benek sayılarıd ır.)  

**Tek yönlü Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Würgler (1988), +: pozit if, -: negatif, i: yetersiz, m: 

çok değişkenli faktör, o lasılık seviyeleri: α=β=0.05 

 

 

Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda larvaların hayatta kalış oranı % 

96 iken, DES’in en düşük dozunda (1 mM) ve en yüksek dozunda (8 mM)  sırasıyla 

% 85 ve % 27 olarak bulunmuştur. DES’in uygulanan dozlarının, hayatta kalış oranın 

doz artışına paralel olarak azalttığı gözlenmiştir. Larvaların hayatta kalış oranı 

DES’in en yüksek dozunda (8 mM) oldukça azalmıştır (Çizelge 4.6). Dolayısıyla 

uygulanan DES dozları Drosophila’da toksik etkiye neden olmaktadır.  

Tüm DES dozlarında gözlenen benek sıklıklarının kontrol grubu ile 

karşılaştırılması Şekil 4.4 de görülmektedir.  

 

 

 

 

 

Uygulama 

grupları 

 

 

 

Hayatta 

kalış % 

 

 

 

Kanat 

sayısı 

Benek/Kanat*           İstatistiksel Bulgular** 

 

Küçük tekli 

benekler 

(1-2 hücre) 

(m=2) 

Büyük tekli 

benekler 

(>2 hücre) 

(m=5) 

İkili benekler 

(m=5) 

 

Toplam benek 

sayısı 

(m=2) 

 

Kontrol     

0 96 100 0.16 (16) 0.03 (3) - 0.19 (19) 

DES  (mM) 

1 85 55 0.15 (8) i 0.02 (1) i - 0.16 (9) i 

5 75 43 0.16 (7) i 0.02 (1) i - 0.19 (8) i 

6 55 29 0.31 (9) i 0.03 (1) i 0.03 (1) i 0.34 (10) i 

7 39 32 0.31 (10) i 0.03 (1) i - 0.34 (11) i 

8 27 34 0.32 (11) i 0.02 (1) i - 0.35 (12) i 
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Şekil 4.4. Dietilstilbestrol uygulaması sonucunda kanat başına düşen benek sayılarının doza 
bağlı olarak karşılaştırılması, KTB; küçük tekli benek, BTB; büyük tekli benek, İB; ikili 
benek, TB; toplam benek, 0; distile su 

 

Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda küçük tekli benek sıklığı 0.16, 

büyük tekli benek sıklığı 0.03, toplam benek sıklığı ise 0.19 olarak bulunmuşken, en 

yüksek DES dozunda (8 mM) küçük tekli benek sıklığı 0.32, büyük tekli benek 

sıklığı 0.02, toplam benek sıklığı ise 0.35 olarak bulunmuştur. Bu bağlamda en 

yüksek DES dozunun (8 mM) uygulandığı grupta gözlenen küçük tekli benek ve 

toplam benek sıklığı, kontrol grubunda gözlenen benek sıklıklarından daha fazla 

bulunmasına rağmen istatistiksel açıdan belirgin bir farklılık elde edilememiştir.  

 

 

4.1.2.6. E2’nin Genotoksik Etkisinin Araştırılması 

 E2’nin genotoksik etkisini araştırmak amacıyla 1 mM ile 10 mM arasında 

değişen beş farklı konsantrasyonda uygulama grupları oluşturuldu. Elde edilen 

sonuçlar ve istatistiksel değerlendirmeler Çizelge 4.7 de verilmiştir.  
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Çizelge 4.7. E2 dozlarında Drosophila kanat benek testi bulguları ve istatistik 
değerlendirmeler 

*Kanat başına düşen benek sayısı, (Parantez içinde verilenler benek sayılarıd ır.)  

**Tek yönlü Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Würgler (1988), +: pozit if, -: negatif, i: yetersiz, m: 

çok değişkenli faktör, o lasılık seviyeleri: α=β=0.05 

 

Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda larvaların hayatta kalış oranı % 

96 iken, E2’nin en düşük (1 mM) dozunda ve en yüksek (10 mM) dozunda sırasıyla 

% 90 ve % 25 olarak bulunmuştur.  Bu bağlamda E2’nin hayatta kalış oranını doz 

artışına paralel olarak azalttığı gözlenmiştir. Larvaların hayatta kalış oranı E2’nin en 

yüksek dozunun uygulandığı grupta (10 mM) oldukça azalmıştır (Çizelge 4.6). 

Dolayısıyla E2’nin Drosophila’da toksik etkiye neden olduğu saptanmıştır.  

Tüm E2 dozlarında gözlenen benek sıklıklarının kontrol grubu ile 

karşılaştırılması Şekil 4.5 de görülmektedir.  

Şekil 4.5. 17β-östradiol uygulaması sonucunda kanat başına düşen benek sayılarının doza 

bağlı olarak karşılaştırılması, KTB; küçük tekli benek, BTB; büyük tekli benek, İB; ikili 

benek, TB; toplam benek, 0; distile su 
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Uygulama 

grupları 

 

 

 

Hayatta 

kalış % 

 

 

 

Kanat 

sayısı 

Benek/Kanat*           İstatistiksel Bulgular** 

 

Küçük tekli 

benekler 

(1-2 hücre) 

(m=2) 

Büyük tekli 

benekler 

(>2 hücre) 

(m=5) 

İkili benekler 

(m=5) 

 

Toplam benek 

sayısı 

(m=2) 

 

Kontrol     

0 96 100 0.16 (16) 0.03 (3) - 0.19 (19) 

E2  (mM) 

1 90 50 0.18 (9) i 0.02 (1) i - 0.20 10) i 

5 75 47 0.17 (8) i 0.02 (1) i 0.02 (1) i 0.21 (10) i 

7 70 35 0.26 (9) i 0.06 (1) i 0.03 (1) i 0.31 (11) i 

8 64 34 0.26 (9) i 0.06 (2) i 0.03 (1) i 0.35 (12) i 

10 25 27 0.26 (7) i - - 0.26 (7) i 
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Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda küçük tekli benek sıklığı 0.16, 

toplam benek sıklığı ise 0.19 olarak bulunmuşken, en yüksek E2 dozunda (10 mM) 

küçük tekli benek sıklığı ve toplam benek sıklığı 0.26 olarak bulunmuştur. Tüm E2 

gruplarında gözlenen küçük tekli benek ve toplam benek sıklığı, kontrol grubunda 

gözlenen benek sıklıklarından daha fazla bulunmasına rağmen istatistiksel açıdan 

belirgin bir farklılık elde edilememiştir. Ayrıca kontrol grubunda hiç ikili benek 

gözlenmezken, E2’nin 5 mM, 7 mM ve 8 mM dozlarında ikili benek gözlenmiş ama 

istatistiksel açıdan anlamlı bulunmamıştır.  

 

4.1.2.7. TBT’nin Genotoksik Etkisinin Araştırılması 

 TBT’nin genotoksik etkisini araştırmak amacıyla 0.1 ile 50 mg/L arasında 

değişen beş farklı konsantrasyonda uygulama grupları oluşturuldu. TBT uygulanan 

gruplardan elde edilen sonuçlar ve distile su kontrol grubuna göre yapılan istatistiksel 

değerlendirmeler Çizelge 4.8 de verilmiştir.  

 

Çizelge 4.8. TBT dozlarında Drosophila kanat benek testi bulguları ve istatistik 
değerlendirmeler 

*Kanat başına düşen benek sayısı, (Parantez içinde verilenler benek sayılarıd ır.)  

**Tek yönlü Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Würgler (1988), +: pozit if, -: negatif, i: yetersiz, m: 

çok değişkenli faktör, o lasılık seviyeleri: α=β=0.05 

 

Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda larvaların hayatta kalış oranı % 

97 iken, TBT’nin en düşük dozunda (0,1 mg/L) ve en yüksek dozunda (50 mg/L) 

sırasıyla % 87 ve % 30 olarak bulunmuş ve doz artışına bağlı olarak hayatta kalış 

oranının azaldığı gözlenmiştir. Dolayısıyla uygulanan TBT dozları Drosophila’da 

toksik etkiye neden olmaktadır.  

 

 

 

Uygulama 

grupları 

 

 

 

Hayatta 

kalış % 

 

 

 

Kanat 

sayısı 

Benek/Kanat*           İstatistiksel Bulgular** 

Küçük tekli 

benekler 

(1-2 hücre) 

(m=2) 

Büyük tekli 

benekler 

(>2 hücre) 

(m=5) 

İkili benekler 

(m=5) 

 

Toplam benek 

sayısı 

(m=2) 

 

Kontrol     

0  97 224    0.16 (35) 0.01 (4) 0.00 (0)  0.17 (39) 

TBT (mg/L) 

0,1 87 70   0.19 (13) i 0.03 (2) i 0.00(0) i  0.21 (15) i 

1 86 65   0.22 (14) i 0.03 (2) i 0.00(0) i  0.25 (16) i 

10 75 83   0.19 (16) i 0.02 (2) i 0.00(0) i  0.22 (18) i 

30 34 45   0.27 (12) i 0.02 (1) i 0.00(0) i  0.29 (13) i 

50 30 38   0.39 (15) + 0.03 (1) i 0.00(0) i  0.42 (16) + 
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Tüm TBT dozlarında gözlenen benek sıklıklarının kontrol grubu ile 

karşılaştırılması Şekil 4.6 da görülmektedir.  

 

 

Şekil 4.6.  Tribütiltin uygulaması sonucunda kanat başına düşen benek sayılarının doza bağlı 
olarak karşılaştırılması, KTB; küçük tekli benek, BTB; büyük tekli benek, İB; ikili benek, 
TB; toplam benek, 0; distile su. 

 

Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda küçük tekli benek sıklığı 0.16, 

büyük tekli benek sıklığı 0.01, toplam benek sıklığı ise 0.17 olarak bulunmuşken, en 

yüksek TBT dozunda (50 mg/L) küçük tekli benek sıklığı 0.39, büyük tekli benek 

sıklığı 0.03, toplam benek sıklığı ise 0.42 olarak bulunmuştur. Tüm TBT dozlarında 

küçük tekli benek, büyük tekli benek ve toplam benek sıklığının, kontrol grubundan 

daha fazla bulunduğu ancak, ikili benek sıklığının değişmediği gözlenmiştir.  

Yapılan istatistiksel değerlendirmeler sonucunda, en yüksek TBT dozunda 

(50 mg/L) küçük tekli benek ve toplam benek sıklığı bakımından pozitif sonuçlar 

elde edilmesine karşın, büyük tekli benek ve ikili benek sıklığı bakımından kontrol 

grubu ile istatistiksel olarak belirgin bir farklılık gözlenmemiştir. Kontrol grubu ve 

diğer TBT dozları arasında ise tüm benek sıklıkları bakımından önemli bir farklılık 

bulunmamıştır. 

 

4.1.2.8. MD’nin Genotoksik Etkisinin Araştırılması 

Methidatyon’un genotoksik etkisini araştırmak amacıyla 0,01 mg/L ile 0,075 

mg/L arasında değişen beş farklı konsantrasyonda uygulama grupları oluşturuldu. 

Elde edilen sonuçlar ve istatistiksel değerlendirmeler Çizelge 4.9 da verilmiştir.  
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Çizelge 4.9. MD dozlarından elde edilen Drosophila kanat benek testi bulguları ve istatistik 
değerlendirmeler 

*Kanat başına düşen benek sayısı, (Parantez içinde verilenler benek sayılarıd ır.)  

**Tek yönlü Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Würgler (1988), +: pozit if, -: negatif, i: yetersiz, m: 

çok değişkenli faktör, o lasılık seviyeleri: α=β=0.05 

 

Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda larvaların hayatta kalış oranı % 

97 iken, MD’nin en düşük dozunda (0,01 mg/L) ve en yüksek dozunda (0,075 mg/L) 

sırasıyla % 90 ve % 36 olarak bulunmuştur. Bu bağlamda MD’nin doz artışına 

paralel olarak hayatta kalış oranını azalttığı gözlenmiştir. Dolayısıyla MD 

Drosophila’da toksik etkiye neden olmaktadır.  

Tüm MD dozlarında gözlenen benek sıklıklarının kontrol grubu ile 

karşılaştırılması Şekil 4.7 de görülmektedir.  

 

Şekil 4.7. Methidatyon uygulaması sonucunda kanat başına düşen benek sayılarının doza 
bağlı olarak karşılaştırılması, KTB; küçük tekli benek, BTB; büyük tekli benek, İB; ikili 
benek, TB; toplam benek, 0; distile su. 
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Uygulama 

grupları 

 

 

 

Hayatta 

kalış % 

 

 

 

Kanat 

sayısı 

Benek/Kanat*           İstatistiksel Bulgular** 

 

Küçük tekli 

benekler 

(1-2 hücre) 

(m=2) 

Büyük tekli 

benekler 

(>2 hücre) 

(m=5) 

İkili benekler 

(m=5) 

 

Toplam benek 

sayısı 

(m=2) 

 

Kontrol     

0  97 224    0.16 (35) 0.01 (4) 0.00 (0)  0.17 (39) 

MD (mg/L) 

0,01 90 108  0.21(23) i 0.04(4) i 0.009(1) i  0.26(28) i 

0,025 93 104  0.27(28) i 0.02(2) i 0.00(0) i  0.29 (30) i 

0,05 88 87  0.25(22) i 0.02(2) i 0.00(0) i  0.27 (24) i 

0,06 86 70  0.26 (18) i 0.01(1) i 0.00(0) i  0.27 (19) i 

0,075 36 60  0.25 (15) i 0.00(0) i 0.00(0) i  0.25 (15) i 
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Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda küçük tekli benek sıklığı 0.16, 

büyük tekli benek sıklığı 0.01, toplam benek sıklığı ise 0.17 olarak bulunmuşken, en 

yüksek MD dozunda (0,075mg/L) küçük tekli benek sıklığı ve toplam benek sıklığı 

ise 0.25 olarak bulunmuştur. Tüm MD gruplarında gözlenen küçük tekli benek ve 

toplam benek sıklığı kontrol grubunda gözlenen benek sıklıklarından daha fazla 

bulunmasına rağmen istatistiksel açıdan belirgin bir farklılık elde edilememiştir.  

4.2. Çevresel Kimyasalların ERR Gen İfadesi Üzerine Etkisinin Araştırılması 

Çalışmaların bu bölümünde Bölüm 3.4.4 de açıklandığı gibi çevresel 

kimyasalların belirlenen konsantrasyonlarda çözeltileri hazırlanmıştır. Ayrıca etanol 

ve DMSO’da çözünen kimyasallar dikkate alınarak, etanol ve DMSO grupları da 

çalışmalara eklenmiştir. Hazırlanan çözeltiler Drosophila hazır besiyerine eklenerek 

çalışma grupları oluşturulmuştur. Çalışmalar en az 3 tekrarlı yapılmıştır. Bu 

çözeltilerin bulunduğu besiyerlerine yapılan çaprazdan elde edilen ikinci instar 

evresindeki larvalar (48±4 saat) konularak, 24 saat süreyle bu besiyerinde kalmaları 

sağlanmıştır. 24 saatlik beslenme sürecinden sonra, üçüncü instar evresinde olan 

larvalar (72±4 saat) besiyerinden uzaklaştırılarak ERR gen ifadesinin belirlenmesine 

yönelik çalışmalarda kullanılmak üzere -80 ○C’ye kaldırılmıştır. 

Her örnekten saflaştırılan RNA’lar kullanılarak elde edilen cDNA’lar 

kullanılarak Gapdh1 A, ERR A ve ERR B genlerine özgü primerler kullanılarak 

gerçek zamanlı PZR’a alınmıştır (Şekil 4.8). Gerçek zamanlı PZR sonrası elde edilen 

ürünler agaroz jele yüklenerek primer bağlanmasının özgüllüğü ve beklenilen 

ürünlerin varlığı kontrol edilmiştir (Şekil 4.9).  
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Şekil 4.8. ERR A ve ERR B gen ifadesinin gerçek zamanlı PZR analizi. Gapdh 1 A, 

ERR A ve ERR B mRNA’larından sentezlenen cDNA’ların gerçek zamanlı PZR 

sonucu oluşan eğrileri. 

 

 

  

             

Şekil 4.9. ERR A (1,2,3 ve4)(107 bp), ERR B (5,6,7 ve 8) (109 bp) ve Gapdh1 A 

(9,10,11 ve 12) (91 bp) cDNA’larının PZR sonucu oluşan ürünlerinin agaroz jel (%2) 

elektroforezi görüntüsü. DNA markeri (M) 100 bp dir.  

Etanol, DMSO ve çevresel kimyasalların farklı konsantrasyonları ile bu 

konsantrasyonların ERR A ve ERR B genlerinin ifadeleri üzerine etkisine ait tüm 

bulgular Çizelge 4.10 da verilmiştir. Buna göre tüm gruplarda ERR A ve ERR B 

genleri için elde edilen değerler Kruskal-Wallis testi ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak farklılığın anlamlı olduğu belirlendi (p<0.05). Daha sonra gruplar 

arası fark Conover Testi ile analiz edildi.  
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Çizelge 4.10.  BFA, NF, DES, E2, TBT ve MD’nin ERR A ve ERR B genlerinin ifadesi 
üzerine göreceli etkisi 

Gruplar Konsantrasyonlar ERR A ERR B 

Kontrol  3.142 ± 0.978 1.394 ± 0.109 

Etanol (%5)  1.870 ± 1.206 1.210 ± 0.256 
DMSO (%0.05)  8.207 ± 0.393  * ↑ 2.447 ± 0.325 

BFA(mg/L) 0.5 2.107 ± 1.262 0.793 ± 0.415 
 12.5 13.592 ± 3.016  * ↑ 3.530 ± 0.311 * ↑ 
 100 25.986 ± 10.882* ↑ 9.960 ± 4.907 * ↑ 

NF(mg/L) 0.5 19.307 ± 11.520* ↑ 4.627 ± 2.656 
 12.5 13.600 ± 2.940  * ↑ 5.600 ± 3.395 

 100 4.880 ± 1.009 3.370 ± 1.095 
DES (mM) 1 1.790 ± 0.746 3.035 ± 0.600 
 5 1.295 ± 0.432 4.555 ± 0.899 * ↑ 

 8 4.720 ± 1.758 4.510 ± 0.858 * ↑ 
E2 (mM) 1 2.260 ± 0.607 1.163 ± 0.262 

 5 2.110 ± 0.460 1.185 ± 0.226 
 10 3.052 ± 1.110 1.227 ± 0.455 
TBT (mg/L) 1 0.547 ± 0.260  * ↓ 0.177 ± 0.112 

 10 2.990 ± 2.130 0.917 ± 0.322 
 50 0.850 ± 0.443 2.026 ± 0.375 

MD (mg/L) 0.01 49.530 ± 34.503* 7.183 ± 3.284 * ↑ 
 0.05 1.230 ± 0.370** ↓ 3.350 ± 1.943 
 0.075 2.403 ± 1.413** ↓ 9.913 ± 4.003 * ↑ 
ERR A ve ERR B değeri ortalama±standart hata cinsinden ifade edilmiştir.  
*
Kontrol ile karşılaştırıldığ ında farklılığın istatistiksel olarak önemli o lduğunu göstermektedir 

(p<0.05).   
** 

MD DMSO’da çözüldüğünden, DMSO ile karşılaştırıld ığında farklılığın istatistiksel olarak önemli 

olduğunu göstermektedir (p<0.05).   

↑ İstatistiksel olarak anlamlı bir artış olduğunu göstermektedir (p<0.05).  

↓ İstatistiksel olarak anlamlı bir azalış olduğunu göstermektedir (p<0.05).  

 

 

Çalışmada BFA, NF, DES, E2 ve TBT çözeltileri hazırlanırken kullandığımız 

etanol, distile su ile karşılaştırılmış ve aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

gözlenmemiştir (p>0.05). MD çözeltileri hazırlanırken kullandığımız DMSO’nun 

distile su ile karşılaştırılması sonucunda ise ERR A gen ifadesinde istatistiksel olarak 

anlamlı bir artışın olduğu belirlenmiştir (p<0.05). ERR B gen ifadesinde ise anlamlı 

bir farklılığın olmadığı gözlenmiştir (p>0.05). Çalışmamızda DMSO’nun distile su 

ile kıyaslandığında ERR A gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı bir artışa neden 

olduğu gözlenmiştir. Distile su grubunda 3.142 ± 0.978 olarak bulunan ERR A gen 

ifade değeri DMSO grubunda 8.207 ± 0.393 olarak bulunmuştur.  

Çalışmada BFA’nın ERR A ve ERR B genlerinin ifadesi üzerine etkisini 

araştırmak amacıyla, 0.5 mg/L, 12.5 mg/L, 100 mg/L olmak üzere üç farklı 

konsantrasyonda uygulama grupları oluşturuldu.  
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Elde edilen bulgulara göre, BFA’nın 12.5 mg/L ve 100 mg/L dozlarından elde 

edilen sonuçlar kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, hem ERR A hem de ERR B gen 

ifadelerinde istatistiksel olarak anlamlı artış olduğu belirlendi (p<0.05). BFA’nın 0.5 

mg/L dozunda ise istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığın olmadığı gözlendi 

(p>0.05). Bu bağlamda kontrol grubunda ERR A ve ERR B gen ifade değerleri 

sırasıyla 3.142 ± 0.978 ve 1.394 ± 0.109 olarak saptanmışken, BFA’nın 12.5 mg/L 

dozunda 13.592 ± 3.016 ve 3.530 ± 0.311 olarak gözlenmiştir. 100 mg/L’lik BFA 

dozunda ise ERR A ve ERR B gen ifade değerleri sırasıyla 25.986 ± 10.882 ve 9.960 

± 4.907 olarak bulunmuştur. 

Çalışma kapsamında NF’nin ERR A ve ERR B genlerinin ifadesi üzerine 

etkisini araştırmak amacıyla, 0.5 mg/L, 12.5 mg/L, 100 mg/L olmak üzere üç farklı 

konsantrasyonda uygulama grupları oluşturuldu.  

Elde edilen bulgulara göre, NF’nin 0.5 mg/L ve 12.5 mg/L dozlarının ERR A 

gen ifadesini arttırdığı ve bu artışın anlamlı olduğu bulunurken, NF’nin 100 mg/L 

dozunun ERR A gen ifadesini etkilemediği saptanmıştır (p>0.05). Bu bağlamda 

kontrol grubunda ERR A gen ifade değeri 3.142 ± 0.978 olarak saptanmışken, NF’nin 

0.5 mg/L ve 12.5 mg/L dozunda sırasıyla 19.307 ± 11.520 ve 13.600 ± 2.940 olarak 

bulunmuştur. 

ERR B geninin ifade değerleri incelendiğinde ise, tüm NF 

konsantrasyonlarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir farklılık olmadığı 

istatistiksel olarak gözlenmiştir (p>0.05).  

Çalışmada DES’in ERR A ve ERR B genlerinin ifadesi üzerine etkisini 

araştırmak amacıyla, 1 mM, 5mM ve 8 mM olmak üzere üç farklı konsantrasyonda 

uygulama grupları oluşturuldu.  

Elde edilen bulgulara göre, DES’in hiçbir dozunun kontrol grubuna kıyasla  

ERR A gen ifadesi bakımından istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığa neden 

olmadığı gözlenmiştir (p>0.05).  

ERR B gen ifade değerleri incelendiğinde, DES’in 5 mM ve 8 mM dozlarında 

kontrol grubuna kıyasla farklılık olduğu bulunurken,  1 mM dozunda ise farklılığın 

istatistiksel olarak anlamlı olmadığı belirlenmiştir (p>0.05). Bu bağlamda kontro l 

grubunda ERR B gen ifade değeri 1.394 ± 0.109 olarak bulunmuşken, DES’in 5 mM 

ve 8 mM dozlarında sırasıyla 4.555 ± 0.899 ve 4.510 ± 0.858 olarak gözlenmiştir.  
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Çalışmada E2’nin ERR A ve ERR B genlerinin ifadeleri üzerine etkisini 

araştırmak amacıyla, 1 mM, 5mM ve 10 mM olmak üzere üç farklı konsantrasyonda 

uygulama grupları oluşturuldu.  

Elde edilen bulgulara göre kontrol grubu ile karşılaştırıldığında E2’nin hiçbir 

dozunda,  ERR A ve ERR B gen ifadesi bakımından istatiksel olarak anlamlı bir 

farklılık olmadığı belirlenmiştir (p>0.05). 

Çalışmada TBT’nin ERRA ve ERRB genlerinin ifadesi üzerine etkisini 

araştırmak amacıyla, 1 mg/L, 10 mg/L ve 50 mg/L olmak üzere üç farklı 

konsantrasyonda uygulama grupları oluşturuldu.  

Elde edilen bulgulara göre TBT’nin 1 mg/L dozunda ERR A gen ifadesi 

kontrol grubuna kıyasla azalmıştır ve bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı 

olduğu bulunmuştur (p<0.05). Diğer TBT dozlarının (10 mg/L ve 50 mg/L) ise ERR 

A geninin ifadesini istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde değiştirmediği 

belirlenmiştir. Bu anlamda kontrol grubunda ERR A gen ifade değeri 3.142 ± 0.978 

olarak saptanmışken TBT’nin 1 mg/L dozunda 0.547 ± 0.260 olarak bulunmuştur.  

ERR B gen ifade değerleri incelendiğinde ise, TBT’nin hiçbir dozunun gen 

ifadesi üzerinde istatiksel olarak anlamlı bir farklılığa neden olmadığı gözlenmiştir 

(p>0.05). 

Çalışmada MD’nin ERR A ve ERR B genlerinin ifadesi üzerine etkisini 

araştırmak amacıyla, 0.01 mg/L, 0.05 mg/L ve 0075 mg/L olmak üzere üç farklı 

konsantrasyonda uygulama grupları oluşturuldu.  

MD çözeltisi hazırlanırken DMSO kullanıldığından DMSO grubu da 

çalışmalara eklenmiştir. DMSO ve kontrol grubu ERR A gen ifadesi bakımından 

karşılaştırılığında farklılığın istatistiksel olarak önemli olduğu bulunmuştur (p<0.05). 

Bu nedenle MD dozlarının ERR A gen ifadesi üzerine etkisi istatistiksel olarak hem 

kontrol grubu hem de DMSO grubuna göre değerlendirilmiştir.  

Tüm MD dozlarının kontrol grubu ile karşılaştırılmasından elde edilen 

bulgulara göre, sadece 0.01 mg/L MD dozu ERR A gen ifadesinde istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılığa neden olarak, gen ifadesini arttırmıştır (p<0.05). Buna göre 

kontrol grubunda ERR A gen ifade değeri 3.142 ± 0.978 olarak saptanırken, 0.01 

mg/L MD dozunda 49.530 ± 34.503 olarak belirlenmiştir. 

ERR B gen ifade değerleri incelendiğinde ise, sadece 0.01 mg/L ve 0.075 

mg/L dozlarının gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığa neden olarak, 

gen ifadesini arttırdığı gözlenmiştir (p<0.05). Kontrol grubunda 1.394 ± 0.109 olarak 
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belirlenen ERR B gen ifade değeri, MD’nin 0.01 mg/L ve 0.075 mg/L dozlarında 

sırasıyla 7.183 ± 3.284 ve 9.913 ± 4.003 olarak belirlenmiştir.  

Tüm MD gruplarının DMSO ile karşılaştırılmasından elde edilen bulgulara 

göre, sadece 0.05 mg/L ve 0.075 mg/L MD dozu ERRA gen ifadesinde istatistiksel 

olarak anlamlı bir farklılığa neden olarak, gen ifadesini azaltmıştır (p<0.05). DMSO 

grubunda ERR A gen ifade değeri 8.207 ± 0.393 olarak gözlenmişken, 0.05 mg/L ve 

0.075 mg/L MD dozlarında sırasıyla 1.230 ±0.370 ve 2.403 ± 1.413 olarak 

belirlenmiştir.   

ERR B gen ifade değerleri incelendiğinde ise MD’nin hiçbir dozunun, gen 

ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığa neden olmadığı gözlenmiştir 

(p>0.05). 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Çeşitli faaliyetler sonucu doğada bulunan ve organizmaya değişik yollarla 

girerek birçok olumsuz etkiye neden olan çevresel kimyasalların, farklı test 

sistemlerinin kullanılarak olası toksik ve genotoksik etkilerinin rapor edildiği birçok 

çalışma bulunmaktadır. (Benachour ve Aris, 2009; Diaz vd., 2014; Lee vd., 2013; 

Güngördü, 2013; Silva vd., 2014). Özellikle son on yılda, çevresel kimyasallara 

maruziyetle ilgili olası riskleri ele alan epidemiyolojik çalışmaların sayısında büyük 

bir artış vardır (Kalkbrenner vd., 2014). Bir maddenin toksik ya da genotoksik etkiye 

sahip olduğunun öne sürülebilmesi için öncelikli olarak in vitro çalışmaların 

yapılması gerekli olsa da, yüksek yapılı organizmaları temsil edebilecek model 

organizmalarla in vivo çalışmaların yapılması büyük önem taşımaktadır. Bu 

bakımdan sağladığı pek çok avantaj nedeniyle Drosophila melanogaster model bir 

organizmadır. Drosophila, biyoaktivasyondan sorumlu enzim sistemleri 

memelilerinkine benzeyen bir organizma olduğu için çeşitli kimyasalların yanı sıra 

bu kimyasalların parçalanma ürünlerinin mutajenik ve rekombinojenik etkilerinin 

araştırılması için de elverişlidir (Rincon ve Graf, 1995). Kullanılan özel soylar 

sayesinde kimyasalın sadece mutajenik etkisi değil aynı zamanda rekombinojenik 

etkisi hakkında da bilgi sahibi olunabilmektedir.  

Bu çalışmada özellikle endüstride yaygın olarak kullanılan çeşitli çevresel 

kimyasalların (Bisfenol A (BFA), Nonilfenol (NF), Dietilstilbestrol (DES), 17β-

estradiol (E2), Tribütiltin (TBT) ve Methidatyon (MD) olası genotoksik etkilerinin in 

vivo bir test olan Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi 

(SMART) ile araştırılmasının yanı sıra, bu kimyasalların Drosophila melanogaster 

östrojenle ilişkili reseptör (ERR) (estrogen-related receptor) gen ifadesi üzerine etkisi 

araştırılmıştır. 

 

5.1. Çevresel Kimyasalların Toksik ve Genotoksik Etkisi 

Genetik toksikoloji alanında oldukça sık kullanılan ve sağladığı pek çok 

avantaj nedeniyle tercih edilen genotoksisite testlerinden biri de Drosophila Kanat 

Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon (SMART) (kanat benek testi)Testi’dir 

(Würgler ve Vogel, 1986). SMART ile çok sayıda maddenin toksik, genotoksik veya 

antigenotoksik etkilerine dair veriler rapor edilmiştir (Idaomar vd., 2002; Kilic ve 

Yesilada, 2013; Sarıkaya ve Memmi, 2013; Patenkovic vd., 2013).  
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Çalışma kapsamında belirlenen çevresel kimyasalların SMART ile 

genotoksik etkilerinin araştırılması amacıyla negatif ve pozitif kontrol grubuyla 

birlikte çevresel kimyasalların grupları oluşturulmuştur. Bu amaçla çalışma 

kapsamında kurulan çapraz sonucu elde edilen larvalar eşit koşullar altında 

çalışmaya alınmıştır. Negatif kontrol grubu olarak distile su, pozitif kontrol grubu 

olarak da alkilleyici bir ajan olan MMC’nin çeşitli konsantrasyonları (0.025 mM, 

0.05 mM ve 0.1 mM) kullanılmıştır. Ayrıca etanolde ve DMSO’da çözünen 

kimyasallar dikkate alınarak etanol ve DMSO grupları da çalışmalara eklenmiştir.  

SMART, yüksek ökaryotik organizmaların somatik hücrelerinde 

heterozigotluğun kaybedilmesi ilkesine dayanan oldukça hızlı, ekonomik, somatik 

mutasyon ve rekombinasyonlara duyarlı olan in vivo bir testtir (Demir vd., 2015). Bu 

test sistemi çeşitli avantajları nedeniyle tercih edilen standart bir yöntemdir 

(Carmona vd., 2008).  Bu test olası mutajenlerin neden olacağı genotoksik etkileri 

mutant hücre klonları olarak tespit etme olanağı sağlar. Mutant hücre klonları, ergin 

sineğin kanatlarında delesyonlar, nokta mutasyonlar ve mitotik rekombinasyon 

sonucu ortaya çıkarak,  tekli benek ve ikili benek olarak sınıflandırılır. Tekli benekler 

mwh veya flr fenotipindeki hücrelerden oluşur. Tekli benekler arasında 1-2 hücreli 

olanlar küçük tekli benekler olarak adlandırılırken, 3 ve daha fazla sayıda hücre 

gruplarından oluşan benekler ise büyük tekli benekler olarak adlandırılır. İkili 

benekler ise mwh ve flr fenotipinin her ikisinin birden yan yana hücre gruplarında 

birlikte bulunduğu beneklerdir. Farklı tipteki benekler farklı genetik mekanizmalar 

nedeniyle ortaya çıkmaktadır. Tekli benekler nokta mutasyon, delesyon ve iki işaret 

gen (mwh ve flr)  arasındaki mitotik rekombinasyon sonucu oluşurken, ikili benekler 

3. kromozomun sentromeri ve flr geni arasındaki mitotik rekombinasyon sonucu 

oluşmaktadır (Frei ve Würgler, 1988; Graf, 1995). 

 

5.1.1. MMC’nin Toksik ve Genotoksik Etkisi 

Mitomisin-C (MMC) Streptomyces caespitosus’tan elde edilen, karsinojenik 

‘kiron’ ve ‘oktan’ grupları ve ‘azoürüdin’ halkası taşıyan sitotoksik bir antibiyotiktir  

(Touati vd., 2013). MMC’nin metabolizasyonu sonucu oluşan metabolitleri,  

genotoksik etkilere neden olmaktadır. MMC radikal üretimini uyararak, DNA 

alkilasyonuyla DNA iplikçiklerinde kırılmalara yol açar. Böylece replikasyonu 

engellemek suretiyle nokta mutasyonlarına neden olmaktadır. Ayrıca hücre 

döngüsünün G1 ve S fazlarında DNA’yı etkileyerek bölünmeyi bloke etmek gibi 
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çeşitli genotoksik etkiler de göstermektedir (Yehoyada vd., 2007). Bu çalışmada 

MMC bilinen genotoksik etkileri nedeniyle kendi deneysel koşullarımız altında 

SMART’ın çalıştığını göstermek amacıyla pozitif kontrol grubu olarak seçilmiştir. 

MMC’nin pozitif kontrol grubu olarak kullanıldığı pek çok çalışma rapor edilmiştir 

(Niikawa vd., 2007a,b; Silva vd., 2014). 

Çalışmamızda, çevresel kimyasalların farklı konsantrasyonlarına maruz 

bırakılan larvaların ergine gelişmeleri izlenmiştir. Bu sayede ergine gelişme 

sürecinde kimyasalların olası genotoksik etkilerinin yanında, larvaların hayatta kalışı 

(larvadan ergine gelişen bireylerin oranı) (yaşayabilirlik yüzdesi) üzerine etkisi de 

araştırılmıştır. Çeşitli kimyasalların olası toksik etkileriyle ilişkili olarak, 

Drosophila’da yaşayabilirlik yüzdesi pek çok çalışmada kullanılmaktadır (Demir vd., 

2015; Erciyas vd., 2010; Erciyas ve Sarıkaya, 2009; Gelegen ve Yesilada, 2000).  

Çalışmamızda pozitif kontrol grubu olarak kullanılan MMC’nin 0.025 mM, 

0.05 mM ve 0.1 mM uygulama gruplarında hayatta kalış oranları sırasıyla %62, %58 

ve %45 olarak bulunmuştur (Çizelge 4.1). Pozitif kontrol grubu olan MMC’den elde 

ettiğimiz bulgulara göre; MMC’nin tüm konsantrasyonlarda  tüm benek tiplerinde 

kanat başına düşen benek sayısı önemli ölçüde artmıştır (Çizelge 4.1). Şekil 4.1 de 

görüldüğü gibi bu artış doz artışına paralel olarak bulunmuştur. Benek sıklıklarındaki 

bu artış istatistiksel olarak anlamlı olduğundan, tüm gruplarda kontrol grubuna 

kıyasla pozitif sonuçlar elde edilmiştir.  

Çeşitli test sistemlerinde yapılan çalışmalarla da çalışmamıza benzer sonuçlar 

rapor edilmektedir. Silva vd., 2014, MMC’nin farelerde mikronukleus (MN) 

frekansını arttırdığını rapor etmişlerdir. Bir başka çalışmada ise MMC’nin sıçan 

kemik iliği hücrelerinde belirgin bir genotoksik etkiye neden olduğu bildirilmiştir. 

Yine bu çalışmayla MMC’nin mikronukleus frekansı, kromozom aberasyonlarının 

yüzdesi ve komet testi ile ölçülen DNA hasar seviyesinde artışa neden olduğu rapor 

edilmiştir (Touati vd., 2013). MMC’nin pozitif kontrol olarak kullanıldığı başka bir 

çalışmada, farede MMC tarafından indüklenen kromozom bozukluklarının  

mikronukleus testi kullanılarak periferik kan ve kemik iliği hücrelerinde aspirin 

tarafından baskılandığı rapor edilmiştir (Niikawa vd., 2001).  

 

5.1.2.  Etanol ve DMSO’nun Toksik ve Genotoksik Etkisi 

Çalışmamızda, kontrol grubunda %97 olan hayatta kalış oranı, etanol 

grubunda %93, DMSO grubunda ise %95 olarak bulunmuştur. Etanolün çözücü 
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olarak kullanıldığı başka çalışmalarda da bizim çalışmamıza benzer sonuçlar elde 

edilmiştir. Creus vd., (1983) yaptıkları bir çalışmada çözücü olarak kullandıkları 

etanolün, Drosophila larvalarının hayatta kalış oranları üzerinde kontrol grubundan 

çok farklı bir etkiye neden olmadığını bildirmişlerdir. Başka çalışmalarda ise 

Drosophila’da etanolün %10’un üzerindeki konsantrasyonlarında toksik etkisinin 

arttığı ve buna bağlı olarak hayatta kalış oranını azalttığı rapor edilmiştir (Scholz vd., 

2000).  

Çalışmamızda kullanılan etanol ve DMSO gruplarında kanat başına düşen 

benek sayılarında istatistiksel olarak önemli bir artış gözlenmemiştir (Çizelge 4.2 ve 

Çizelge 4.3). Etanol grubunda, negatif kontrol grubuna göre toplam benek sayısı 

sıklığı artmış, ancak bu artışın istatistiksel olarak önemli olmadığı belirlenmiştir 

(Çizelge 4.2). Bu sonuç, kullanılan etanol konsantrasyonunun (%5) Drosophila 

larvalarında genotoksik etkilere neden olmadığını göstermektedir. Çalışmamıza 

benzer sonuçlar diğer araştırıcılar tarafından da rapor edilmektedir. SMART ile 

yapılan ve etanolün çözücü olarak kullanıldığı bir çalışmada, % 7’lik etanol 

konsantrasyonunun genotoksik etkiye neden olmadığı bildirilmiştir (Kaya vd., 1999).  

 

5.1.3. BFA’nın Toksik ve Genotoksik Etkisi 

Çizelge 4.4 ve görüldüğü gibi çalışmamızda kullandığımız BFA’nın farklı 

konsantrasyonları için oluşturulan gruplar ile kontrol grubu arasında larvaların 

hayatta kalış oranları bakımından belirgin bir farklılık gözlenmemiştir. BFA’nın en 

yüksek uygulama dozunda (500 mg/L) hayatta kalış oranı %92 olarak bulunmuştur. 

Bu sonuç farklı araştırıcılar tarafından yapılan çalışmaları destekler niteliktedir. 

Drosophila üzerine yapılan bir çalışmada, larvalara uygulanan farklı BFA 

konsantrasyonlarının (0.1 mg/L, 1 mg/L ve 10 mg/L) larvadan pupaya ve pupadan 

ergine geçiş yüzdeleri kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak önemli 

bir fark olmadığı rapor edilmiştir (Atlı, 2010).  

BFA ile ilgili farklı araştırıcılar tarafından farklı organizmalar üzerine yapılan 

çalışmalarla çalışmamıza benzer sonuçlar elde edilmiş olsa da, birbiriyle çelişkili pek 

çok veri rapor edilmiştir. Yapılan bir çalışmada Xenopus laevis larvalarına BFA’nın 

0.83-497 μg/L arasındaki dozları uygulanmıştır. Çalışma sonucunda BFA’nın 

uygulanan dozlarının Xenopus laevis’in larval büyüme, gelişme ve eşeysel 

farklılaşması üzerinde herhangi bir etkiye neden olmadığı gözlenmiştir (Pickford vd., 

2003). Başka bir çalışmada BFA’nın antioksidan enzimlerini azaltarak fare 
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karaciğerinde oksidatif hasara neden olduğu bildirilmiştir (Bindhumol vd., 2003). 

Jayashree vd., (2013) erkek albino sıçanlar üzerine yaptıkları bir çalışmada, BFA 

uygulamasının insülin sinyal iletim yolunda hasara neden olarak, hepatik glukoz 

oksidasyonunu ve glikojen içeriğini bozduğunu bildirmişlerdir. Ayrıca yine bu 

çalışmayla birlikte BFA uygulamasına bağlı olarak serum testesteron seviyesinde 

azalma olduğu da rapor edilmiştir.  

Çalışmamızda yapılan istatistiksel değerlendirme sonucunda benek sıklıkları 

bakımından da kontrol grubuyla BFA grupları arasında belirgin bir farklılık 

gözlenmemiştir.  

5.1.4. NF’nin Toksik ve Genotoksik Etkisi 

Çalışmamızda kullandığımız NF’nin farklı konsantrasyonları için oluşturulan 

grupları ile kontrol grubu arasında larvaların hayatta kalış oranları bakımından 

belirgin bir farklılık gözlenmezken, BFA’nın en yüksek dozunda (500 mg/L) hayatta 

kalış oranı %92 olarak bulunmuştur (Çizelge 4.5). Bu sonuç farklı araştırıcılar 

tarafından yapılan çalışmaları destekler niteliktedir. Drosophila’da yapılan bir 

çalışmada, larvalara uygulanan farklı NF konsantrasyonlarının (0.1 mg/L, 1 mg/L ve 

10 mg/L) larvadan pupaya ve pupadan ergine geçiş yüzdeleri kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak önemli bir fark olmadığı rapor edilmiştir (Atlı, 

2010).  

Çalışmamızda NF grupları ile kontrol grubu arasında yapılan 

karşılaştırmalarda benek sıklıkları bakımından anlamlı farklılıklar gözlenmemiştir.  

Yapılan literatür taraması sonucunda, NF’nin genotoksik etkisiyle ilgili çok az sayıda 

çalışmaya rastlanmıştır. Araştırıcıların farklı organizmalar ile yaptıkları çalışmalarda, 

birbiriyle çelişkili olan çok sayıda veri rapor edilmiştir. Yapılan bir çalışmayla 

NF’nin CHO-K1 hücrelerinde DNA hasarına yol açtığı bildirilmekteyken (Tayama 

vd., 2008), başka çalışmalarda NF’nin bir balık türü olan Oreochromis niloticus 

üzerinde herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadığı (Rivero vd., 2008) 

bildirilmiştir. Başka bir çalışmada yapılan toksikolojik değerlendirmeler NF’nin fare, 

A. cepa, D. melanogaster ve bir yumuşakça türü olan Biomphalaria tenagophila’ da 

oldukça toksik bir bileşik olduğunu göstermesine karşın, NF’nin Allium cepa’da 

kromozom aberasyonlarına neden olmadığı gibi, farede mikronukleus frekansında da 

bir artışa neden olmadığı rapor edilmiştir (Grisolia vd., 2004). Diğer taraftan, NF 

maruziyetinden sonra bir balık türü olan Scophthalmus maximus karaciğeri ve 
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kanında mikronukleus frekansında önemli bir artış olduğu bildirilmektedir (Barsiene 

vd., 2006). Diğer yandan  aynı balık türünün eritrositlerinde ise NF uygulamasına 

bağlı olarak mikronukleus frekansında önemli bir artış gözlenmediği rapor edilmiştir 

(Bolognesi vd., 2006). Yumuşakçalar üzerinde yapılan çalışmalarda ise NF’nin 

genotoksik etkiye neden olduğu bildirilmiştir (Frassinetti vd., 2011). Bir başka 

çalışmada da alkil fenollerin mutajenik etkisi Ames Testi ile araştırılmış ve herhangi 

bir mutajenik etkiye neden olmadıkları rapor edilmiştir  (Boyacıoğlu vd., 2007). 

 

5.1.5. DES’in Toksik ve Genotoksik Etkisi 

Çalışmamızda kullanılan tüm DES dozları (1, 5, 6, 7 ve 8 mM) ile kontrol 

grubu arasında larvaların hayatta kalış oranları bakımından belirgin bir farklılık 

olduğu gözlenmiştir. Çizelge 4.6 da görüldüğü gibi DES’in toksik etkisi 

konsantrasyon artışına paralel olarak artmış ve kullanılan en yüksek dozda (8 mM) 

ise larvaların hayatta kalış oranı %27 olarak bulunmuştur.  Bu sonuç diğer 

araştırıcılar tarafından yapılan çalışmaları destekler niteliktedir. Drosophila ile 

yapılan bir çalışmada 5 ve 15 mM DES uygulmasına bağlı olarak larvaların hayatta 

kalış oranlarının, kontrole kıyasla önemli oranda azaldığı rapor edilmiştir. 5 mM 

DES uygulması sonucu larvaların hayatta kalış oranı %68 olarak bulunurken, 15 mM 

DES uygulaması sonucu ise %57 olarak bulunduğu bildirilmiştir (Creus vd., 1983).  

Çalışmada kullanılan DES dozlarından en yükseği olan 8 mM grubunda 

küçük tekli benek ve toplam benek sıklıkları bakımından kontrol grubuna kıyasla bir 

artış gözlense de, istatistiksel değerlendirme sonucunda benek sıklıkları açısından 

anlamlı sonuçlar elde edilememiştir (Çizelge 4.6). Bulgularımıza göre DES’in 

kullanılan dozlarının hiçbiri SMART testinde genotoksik etkiye neden olmamıştır. 

Sentetik östrojen olarak bilinen DES’in, mutajenik potansiyelinin araştırıldığı in vitro 

bir çalışmada ise M13 fajının DNA’sı, DES kinon (DES Q 1.25 mM) ile muamele 

edilerek E.coli hücrelerine transfekte edilmiş ve çalışma sonucunda DES Q’nun 

rekombinojenik DNA hasarına neden olabileceği rapor edilmiştir (Korah ve 

Humayun, 1993). 
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5.1.6. E2’nin Toksik ve Genotoksik Etkisi 

Çizelge 4.7 de görüldüğü gibi çalışmada kullanılan E2’nin toksik etkisi 

konsantrasyon artışına paralel olarak artmış ve kullanılan en yüksek dozda (10 mM) 

larvaların hayata kalış oranı oranı %25 olarak bulunmuştur. Bu sonuç farklı 

organizmalar üzerinde yapılan çalışmalarla da benzerlik göstermektedir. Cichlasoma 

nigrofasciatum) balıkları ile yapılan bir çalışmada balıklara 3 ay süre ile 100 ve 200 

μg/L 17β-östradiol hormonu immersiyon yöntemi ile uygulanmıştır. Aylık 

periyotlarla balıkların boy ve ağırlıkları belirlenmiş ve deney sonucunda 17β-

östradiol’ün balıkların vücut boy ve ağırlığını olumlu yönde etkilediği ancak yüksek 

konsantrasyonda bu etkinin ortadan kalkarak, yaşama oranının düştüğü rapor 

edilmiştir (Turan vd., 2005). 

Çalışmada kullanılan tüm E2 konsantrasyonlarında (1, 5, 7, 8 ve 10 mM) 

küçük tekli benek, ikili benek ve toplam benek sıklıkları bakımından kontrol grubuna 

kıyasla bir artış gözlense de, istatistiksel değerlendirmede bu artışın önemli olmadığı 

bulunmuştur (Çizelge 4.7). Bulgularımıza göre uygulanan E2 konsantrasyonlarının 

SMART testinde genotoksik etkiye neden olmadığı gözlenmiştir. E2’nin genotoksik 

etkilerine yönelik çeşitli çalışmalar bulunmaktadır. Sıçanlar ile yapılan bir çalışmada, 

11 ay boyunca ratlara 18 μmol E2 içeren peletler implante edilmiştir. Deneyin 

sonucunda E2’nin hipofiz tümörü oluşumunu ve hücre büyümesini uyardığı 

bildirilmiştir. Ayrıca E2 uygulamasına bağlı olarak meme bezlerine göre rahim hücre 

büyümesinin daha yüksek oranda uyarıldığı rapor edilmiştir (Mills vd., 2008). 

5.1.7. TBT’nin Toksik ve Genotoksik Etkisi 

Çalışmamızda TBT’nin farklı konsantrasyonları için oluşturulan gruplarında, 

TBT’nin toksik etkisi konsantrasyon artışına paralel olarak artmış ve kullanılan en 

yüksek dozda (50 mg/L) ise hayatta kalış oranı %30 olarak bulunmuştur (Çizelge 

4.8).  Birçok farklı test sisteminde yapılan çalışmalar, sonuçlarımıza benzer şekilde 

TBT’nin toksik etkiye sahip olduğunu göstermektedir. TBT maruziyeti sonucu 

Sebastiscus marmoratus’da serbest testosteron seviyesinde ki artışa bağlı olarak, 

yumurtalık fonksiyonunun ve yumurta gelişiminin etkilendiği Zhang vd. (2013) 

tarafından rapor edilmiştir.  

Çalışmamızda TBT’nin tüm uygulama gruplarının küçük tekli benek ve 

toplam benek sıklıklarını kontrole kıyasla arttırdığı gözlenmiştir (Çizelge 4.8).  

Ancak sadece en yüksek TBT dozunda (50 mg/L)  gözlenen artış istatistiksel açıdan 
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önemli olduğundan pozitif sonuçlar elde edilmiştir. Diğer dozlarda gözlenen benek 

sıklıkları bakımından, kontrol grubuna göre istatistiksel açıdan farklılığın önemli 

olmadığı gözlenmiştir. Çalışmamızda TBT’nin en yüksek dozunun (50 mg/L) küçük 

tekli benek ve toplam benek sıklığınının kontrole kıyasla arttığı gözlenmiştir 

(Çizelge 4.8). Çalışmamıza benzer sonuçlar farklı in vitro ve in vivo test sistemleriyle 

yapılan çalışmalarla da rapor edilmektedir. Bu çalışmalar ile TBT maruziyeti sonucu 

oksidatif hasara bağlı olarak geri dönüşümsüz DNA kırıklarının oluştuğu ve bunun 

sonucunda TBT’nin DNA’da hasara neden olabileceği rapor edilmiştir (Falcioni vd., 

2008; Zuo vd., 2012; Morales vd., 2013). Comet testi kullanılarak insan hepatoma 

G2 hücreleri üzerinde yapılan başka bir in vitro çalışmada, TBT maruziyeti sonucu 

DNA tamir mekanizmasında meydana gelebilecek inhibisyona bağlı olarak, 

genotoksik etkilerin ortaya çıkabileceği rapor edilmiştir (Li vd., 2014). Yine çeşitli 

çalışmalarla TBT’nin sıçanların karaciğer, timüs ve beyin dokusu üzerinde hasara 

neden olduğu bildirilmiştir (Gupta vd., 2011; Ishihara vd., 2012; Mitra vd., 2013).  

5.1.8.  MD’nin Toksik ve Genotoksik Etkisi 

Çalışmamızda kullanılan MD konsantrasyonlarının (0.01, 0.025, 0.05, 0.06, 

0.075 mg/L) toksik etkisi konsantrasyon artışına paralel olarak artmış ve uygulanan 

en yüksek konsantrasyonda (0.075 mg/L) ise hayatta kalış oranı %36 olarak 

bulunmuştur (Çizelge 4.9). Sonuçlarımıza benzer şekilde MD’nin toksik etkiye sahip 

olduğu birçok farklı test sisteminde yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir. Genel olarak 

organofosfatlı insektisitler, kolin esterazı inhibe ederek etkilerini gösterse de, bazı 

çalışmalarda karaciğer hasarına, lipit peroksidasyonuna ve bazı enzim aktivitelerinde 

değişikliğe neden oldukları rapor edilmektedir. Mollaoğlu vd., 2003 yaptıkları bir 

çalışmada MD’nin Wistar Albino cinsi sıçanların pankreası üzerinde hasara neden 

olabileceğini bildirmişlerdir. Wistar Albino cinsi sıçanlar üzerinde yapılan başka bir 

çalışmada da, subkronik MD uygulamasının lipit peroksidasyonuna ve damar duvarı 

hasarına neden olduğu bildirilmiştir (Yavuz vd., 2005). Güngördü (2013), yaptığı bir 

çalışmada üç farklı kurbağa türünde (Pelophylax ridibundus, Pseudepidalea viridis 

ve Xenopus laevis) gelişimin erken aşamalarında MD’nin toksik etkisini 

karşılaştırmalı olarak araştırmıştır. Çalışmada toksikasyonun belirlenmesinde rol 

oynayan, GST, AChE, CaE, glutatyon redüktaz, laktat dehidrogenaz ve aspartat 

aminotransferaz değerleri, 96 saatlik MD maruziyetinden sonra 4 günlük iribaşlarda 

incelenmiş ve sonuçta MD’nin AChE, GST ve CaE inhibisyonuna neden olarak 

toksik etkiye neden olduğu rapor edilmiştir. Yapılan başka bir çalışmada, araştırıcılar 
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organofosfatlı bir pestisit olan MD’nin oral yoldan alınması ile oluşan ölümcül 

zehirlenme vakası üzerinde çalışmışlardır (Takayasu, 2012). Yatağında ölü bulunan 

80 yaşındaki bir kişinin yapılan adli otopsisi sonucunda kayda değer herhangi bir 

morfolojik değişiklik saptanmadığı ancak kalp kanı, periferal kan, idrar, beyin, 

akciğer ve karaciğer gibi vücut sıvıları ve organlarda da yüksek oranda MD’ye 

rastlandığı bildirilmiştir. Toksikolojik veriler kurbanın oral yoldan MD’ye maruz 

kaldığını güçlü bir şekilde destekleyerek, MD emülsiyonuna bağlı akut zehirlenme 

olduğu rapor edilmiştir.  

Çalışmada kullanılan tüm MD konsantrasyonlarında küçük tekli benek ve 

toplam benek sıklıkları bakımından kontrol grubuna kıyasla bir artış gözlense de, 

istatistiksel değerlendirme sonucunda benek sıklıkları açısından bu artışın önemli 

olmadığı bulunmuştur (Çizelge 4.9). Bulgularımıza göre uygulanan MD 

konsantrasyonlarının hiçbirinin SMART testinde genotoksik etkiye neden olmadığı 

bulunmuştur. 

Çalışmamızdan SMART’tan elde ettiğimiz bulgulara göre; BFA, NF, DES, 

E2 ve MD Drosophila’da herhangi bir genotoksik etkiye neden olmazken, TBT’nin 

en yüksek konsantrasyonunun küçük tekli benek ve toplam benek sıklığı bakımından 

genotoksik etkilere neden olduğu gözlenmiştir.  

Sonuç olarak çevremizde bulunan ve sıklıkla maruz kaldığımız çevrese l 

kimyasalların olası toksik ve genotoksik etkilerini ortaya koymak için in vitro 

çalışmaların yanında in vivo test sistemleri ile de ayrıntılı araştırmaların yapılması 

büyük önem taşımaktadır. Sahip olduğu enzim sistemleri ve genetik mekanizmaları 

nedeniyle en çok tercih edilen model organizmalardan biri olan D. melanogaster ile 

yapılan bu in vivo çalışmanın çevresel kimyasallardan olan BFA, NF, DES,  E2, TBT 

ve MD’nin olası toksik ve genotoksik etkilerinin araştırılması açısından önemli 

olduğunu düşünmekteyiz. 
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5.2. Çevresel Kimyasalların ERR Gen İfadesi Üzerine Etkisi 

 

Nükleer hormon reseptörleri (NR) temel gelişimsel ve fizyolojik yol ağlarını 

kontrol eden transkripsiyon faktörleridir. Endokrin bozucu özelliğe sahip olan 

kimyasalların ilk hedeflerinden biri olan NR’ler, hormon sisteminde kritik 

fonksiyonları yerine getiren proteinlerin bir grubudur. Çeşitli maddeler tarafından bu 

reseptörlerde meydana gelecek herhangi bir değişiklik, kanser, obezite ve 

kardiyovasküler hastalıklar gibi pek çok patolojik durumla yakından ilişkilidir 

(Paterni vd., 2014; Necakov, 2010). 

ER’ler ile benzer dizilere sahip olan, ERR’ler nükleer reseptörlerin bir grubudur. 

D. melanogaster’in genomu bu grubun ERR ortoloğu olan tek bir üyesini kodlar ve 

bu grubun üyeleri bir atasal genden orjinlenmiş olabilir (Giguera, 2002) 

Drosophila’da ERR geni, ligand bağlayıcı bölgenin (LBB) başlangıcında ekzon 

varlığına ya da yokluğuna göre iki izoform olarak ifade edilir (dERR A ve dERR B). 

Drosophila’da ERR geninin ifadesi en erken yumurtlamadan hemen sonra 

saptanabilir (Tennessen vd., 2011). 

Her geçen gün artan çeşitleri ile karşılaştığımız çevresel kimyasalların endokrin 

bozucu etkilerinin güvenilir test sistemleri ile çalışılarak sonuçlarının tartışılması 

gereklidir. Çalışmamızın bu bölümünde çevresel kimyasalların Drosophila ERR gen 

ifadesi üzerine etkisi araştırılmıştır. Özellikle model organizma olarak kullanılan 

Drosophila’nın ökaryotik olması, genetik yapısının büyük oranda insan genetik 

yapısı ile benzerlik gösteriyor olması, yapılan in vivo çalışmanın önemini 

arttırmaktadır. Literatürde, çalışmamızda kullandığımız çevresel kimyasalların ERR 

gen ifadesi etkisine yönelik çok az sayıda çalışma bulunmaktadır. Bu anlamda model 

organizma olarak Drosophila’nın kullanıldığı çalışmaya rastlanmamıştır. Bu 

bakımdan çalışmamız ilk olma özelliği taşımaktadır.  

5.2.1. Etanol ve DMSO’nun ERR A ve ERR B Gen İfadesi Üzerine Etkisi 

Kimyasalları çözmek için kullandığımız etanolün kontrole kıyasla ERR A ve 

ERR B gen ifadesi üzerine istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığa neden olmadığı 

gözlenmiştir. Ancak DMSO’nun ERR A gen ifadesinde kontrole kıyasla istatistiksel 

olarak anlamlı bir artışa neden olduğu belirlenmiştir (Çizelge 4.10).   

Literatürde DMSO’nun ERR gen ifadesini etkilediğine dair çalışmaya 

rastlanmamıştır. SMART’tan elde ettiğimiz bulgular, DMSO’nun Drosophila’da 
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toksik ya da genotoksik etkiye neden olmadığını göstermiştir (Çizelge 4.3). Ancak 

bilindiği gibi toksisite, genotoksisite ve gen ifadesinin düzenlenmesi birbirinden 

bağımsız mekanizmalarla gerçekleşebilmektedir. Bu bağlamda DMSO’nun toksik ya 

da genotoksik etki göstermemesi, gen ifadesi üzerinde de herhangi bir farklılığa 

neden olmayacağı anlamını taşımaz. Ayrıca, DMSO’nun ERR gen ifadesine 

etkisinin;  maruziyet süresi, model olarak kullanılan organizma ve uygulamanın 

yapıldığı gelişim evresi gibi birçok faktöre bağlı olarak değişkenlik gösterebileceği 

söylenebilir. 

 

5.2.2. BFA’nın ERR A ve ERR B Genlerinin İfadeleri Üzerine Etkisi 

 Çizelge 4.10 da görüldüğü gibi BFA’nın 12.5 mg/L ve 100 mg/L dozları 

Drosophila’da hem ERR A hem de ERR B gen ifadesini önemli ölçüde arttırmıştır.  

Başka araştırıcılar tarafından yapılan çalışmalarda da bulgularımıza benzer 

sonuçlar elde edilmektedir. Bu çalışmalardan birinde bir böcek türü olan Chironomus 

riparius larvaları,  kısa periyot (24 saat) ve uzun periyot (96 saat) olmak üzere 5 

μg/L, 50 μg/L ve 500 μg/L konsantrasyonlarında BFA’ya maruz bırakılmıştır.  

Çalışma sonucunda ERR gen ifadesi gerçek zamanlı PZR ile analiz edilerek, hem 

kısa periyot, hem de uzun periyot uygulamalarında BFA’nın konsantrasyona bağlı 

olarak ERR gen ifadesinde önemli bir artışa neden olduğu rapor edilmiştir (Park ve 

Kwak, 2010).  

Östrojen agonisti olarak bilinen BFA’nın insanlarda çok düşük dozlarda bile 

endokrin bozucu etkiye sahip olup, ER ifadesini aktive ettiği rapor edilmektedir (Liu, 

2014). Ancak BFA’nın ER’ye bağlanma yeteneği ve hormonal aktivitesi doğal 

hormonlardan yaklaşık olarak 1000-10 000 kez daha zayıftır. Dolayısıyla BFA 

östrojen reseptörü için etkisiz bir ligand olmasına karşın, güçlü bir şekilde ERRγ’ya 

bağlanabildiğini gösteren çalışmalar vardır. Bu sonuçlar fenol türevlerinin özellikle 

ERRγ’ya bağlanabilme yeteneğine sahip olduğunu göstermektedir (Park ve Kwak, 

2010).  

Bilindiği gibi östrojenik etki meme kanseri gelişiminde en önemli risk 

faktörlerinden biridir. Bu anlamda, BFA’nın doğrudan östrojen bağımlı hücresel 

tümör büyümesine neden olabileceği gibi, meme dokusunda doğrudan morfolojik bir 

değişiklik yapmaksızın, moleküler değişikliklere yol açabileceği rapor edilmiştir 

(Durmaz ve Giray, 2013). 
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5.2.3. NF’nin ERR A ve ERR B Genlerinin İfadeleri Üzerine Etkisi 

Çalışmamızda NF’nin 0.5 mg/L ve 12.5 mg/L konsantrasyonlarının ERR A gen 

ifadesinde kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak önemli bir artışa neden olduğu, 

ancak ERR B gen ifadesi üzerinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığa neden 

olmadığı gözlenmiştir (Çizelge 4.10). 

Bir böcek türü olan Chironomus riparius ile yapılan bir çalışmada NF (1, 10 ve 

100 μg L-1)’nin ERR gen ifadesi üzerine etkisi araştırılmıştır.  C. riparius larvaları 24 

saat 96 saat süreyle farklı konsantrasyonlarda NF’ye maruz bırakılmıştır. Çalışma 

sonucunda ERR gen ifadesi gerçek zamanlı PZR ile analiz edilerek, hem 24 ve hem 

de 96 saatlik uygulama sonucunda NF’nin ERR gen ifadesinde önemli bir artışa 

neden olduğu rapor edilmiştir (Park ve Kwak, 2010).  

Pek çok in vitro ve in vivo çalışmayla NF’nin östrojenik etkiye sahip olduğu 

rapor edilmiştir. Erkek gökkuşağı alabalığının kültüre edilmiş hepatositleri 

kullanılarak yapılan in vitro bir çalışmada, NF’nin ER’lerin ifadelerini indüklediği 

gösterilmiştir (Madigou vd.,  2001). 100 μg L-1 4-NF maruziyetinin zebra balıklarını 

hem larval evresinde hem de yetişkin evrede ERα ifadesini önemli ölçüde 

indüklediği bildirilmiştir (Jin vd., 2009). Yine başka bir çalışmada 10-1000 nM 

arasında değişen konsantrasyonlarda 4-NF uygulamasının Gobiocypris rarus 

juvenillerinde ERβ’nın gen ifadesini inhibe ettiği rapor edilmiştir (Wang vd., 2011). 

NF’nin ER gen ifadesine etkisini belirlemek için yapılan başka bir çalışmada, 

Solea solea kısa süreli olarak 10-6M NF’ye maruz bırakılmıştır. Çalışma sonucu ERβ 

gen ifadesinde önemli oranda bir artışın olduğu bildirilmiştir. Çalışmada 

ksenoöstrojenlerin östrojenik aktivitesini belirlemede biyobelirteç olarak kullanılan 

plazma vitellojen seviyesinde de bir artış olduğu rapor edilmiştir. Dolayısıyla bu 

çalışma kapsamında özellikle kseneöstrojen kaynaklı vitellojen üretiminin 

düzenlenmesinde ERβ’nin işlevsel bir role sahip olduğu rapor edilmiştir. (Palermo 

vd., 2012). 
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5.2.4. DES’in ERR A ve ERR B Genlerinin İfadeleri Üzerine Etkisi 

 Çalışmamızda sentetik östrojen olarak bilinen DES’in, ERR A gen ifadesi 

üzerinde kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir etkiye neden olmazken, 5 

mM ve 8mM konsantrasyonlarının ERR B gen ifadesini arttırdığı belirlenmiştir. En 

yüksek DES konsantrasyonunun (10 mM) ise gen ifadesinde anlamlı bir farklılığa 

neden olmadığı gözlenmiştir (Çizelge 4.10).  

DES’in ER ve ERR gen ifadesi üzerine etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, 

farelere uygulanan 1μM DES’in ERRβ’nin ifadesini inhibe ederken, ERα, ERβ ve 

ERRγ üzerinde herhangi bir etkiye neden olmadığı bildirilmiştir. 10 μM DES 

uygulmasının ise ERα, ERβ’nin gen ifadesini önemli ölçüde arttırdığını, ERRα, β ve 

γ gen ifadelerini ise azalttığı rapor edilmiştir  (Hao vd., 2012). 

Bilindiği gibi ERR’ler her ne kadar ER’ler ile ortak DNA bağlanma bölgeleri 

içerselerde, ERR’lerin doğal ve sentetik ligandları tam olarak tanımlanamamıştır 

(Park vd., 2009). ER’ler ile oldukça yakın yapısal benzerliklerine rağmen, östradiol 

ya da diğer doğal östrojenler ERR ligandı değildir. Bu bağlamda literatürde DES’in 

ERR’lerin aktivitelerini inhibe ettiğine dair veriler vardır. Yapılan çalışmalar DES’in 

ERR’lere bağlanarak ters agonist özellik gösterdiğini ve aktivitelerini inhibe ettiğini 

göstermektedir. Bu anlamda DES’in koregülatörler ve ERR arasındaki bağlanmayı 

bloke ederek, transkripsiyonel aktivasyonun kaybına, dolayısıyla ERR aktivitesinde 

azalmaya neden olduğu bildirilmiştir (Hirvonen vd., 2011).   

Bu anlamda çalışmamız DES’in ERR gen ifadesi üzerine etkilerinin 

Drosophila’da araştırıldığı ilk çalışma olma niteliği taşımaktadır. Dolayısıyla DES’in 

ERR gen ifadesiyle ilgili literatürde yer alan verilerden farklı bulgular gözlemlemiş 

olmamız, model organizma olarak Drosophila kullanmamızla ilişkili olabileceği gibi, 

DES’e maruz kalan Drosophila’nın gelişim evresine ve maruziyet süresine bağlı 

olarak da değişkenlik göstermiş olabilir.  

Çalışmamızda ikinci instar evresindeki larvalar, 24 saat süreyle DES’in farklı 

konsantrasyonlarına maruz bırakılmıştır. Uygulama süresinin daha uzun ya da kısa 

olduğu durumlarda, ya da larval fazın ikinci instar evresinden ileriki safhalarda 

(üçüncü instar larva, pupa ve ergin) ERR gen ifadesine ilişkin farklı sonuçlar elde 

edilmesi muhtemeldir. Yapılan araştırmalar, özellikle ERRα’nın ergin bireyde geniş 

oranda ifade edildiğini, ERRβ’nın ise gelişimin daha erken safhalarında yüksek 

oranda ifade edildiğini göstermektedir. Gelişimin ileriki safhalarında ve özellikle 
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memelilerde doğum sonrası hayatta yüksek oranda kısıtlandığını göstermektedir 

(Giguere, 2002). Bu bakımdan gelişimin erken safhalarından olan ikinci instar 

evresindeki larvalara uygulanan DES konsantrasyonlarının, ERR B gen ifadesinde 

kontrol grubuna göre artışa neden olması, ERR B geninin Drosophila’nın ikinci 

instar evresinde daha yüksek oranda ifade edilmesinden kaynaklandığını 

söyleyebiliriz. 

5.2.5. E2’nin ERR A ve ERR B Genlerinin İfadeleri Üzerine Etkisi 

 Çalışmamızda doğal östrojen olarak tanımlanan E2’nin hiçbir 

konsantrasyonunun (1 mM, 5 mM ve 10 mM) ERR A ve ERR B gen ifadesinde 

kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığa neden olmadığı 

gözlenmiştir.  

Literatürde yer alan çalışmalar, bizim bulgularımızı destekler niteliktedir. 

Bilindiği gibi E2, ER’lere (ERα ve ERβ) bağlanarak etki gösterir (Lapense vd., 

2010). Temelde ER’ler ile benzer dizilere sahip olmaları ile tanımlanan ve steroid 

hormon reseptörlerinin alt grubuna dahil olan ERR’ler, ER’ler ile sentetik östrojen 

ligandlarına bağlanmayı da içeren pek çok yapısal ve işlevsel özellikleri 

paylaşmalarına rağmen, östrojeni (E2) bağlayamazlar. (Liu vd., 2014; Park ve Kwak, 

2010; Duellman vd., 2010).  

Dolayısıyla çalışmamızda kullandığımız E2’nin, ERR’ye bağlanamadığı için 

Drosophila’da ERR A ve ERR B gen ifadelerinde, kontrole kıyasla istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılığa neden olmadığını söyleyebiliriz.  

5.2.6. TBT’nin ERRA ve ERRB Genlerinin İfadeleri Üzerine Etkisi 

 Çalışmamızda bir organotin bileşiği olan TBT’nin en düşük konsantrasyonu 

olan 1 mg/L’nin, kontrol grubuna kıyasla ERR A gen ifadesinde istatistiksel olarak 

anlamlı bir azalışa neden olduğu gözlenmiştir. TBT’nin diğer dozları (10 mg/L ve 50 

mg/L) ise gen ifadesi üzerine herhangi bir farklılığa neden olmamıştır (Çizelge 4.10). 

Dolayısıyla TBT’nin ERR A gen ifadesi üzerine etkisinin konsantrasyon artışına 

bağlı olmadığı gözlenmiştir. Literatürde TBT’nin gen ifadesi üzerine etkisinin 

konsantrasyondan bağımsız olduğuna dair verilerin rapor edildiği birçok çalışma 

vardır. ERR’lerin ER’ler ile benzer dizilere sahip olduğu dikkate alındığında,  ER 

genlerinin ifadeleri ile ilgili çalışmalardan elde edilen veriler büyük önem 

taşımaktadır. 
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Yapılan bir çalışmada TBT’nin; 1, 10 ve 100 ng L-1 konsantrasyonlarının 

Sebastiscus marmoratus erkeklerinde östrojen reseptörü olan ER gen ifadesini 

konsantrasyona bağlı olarak etkilerken, dişi bireylerde gen ifadesi üzerine herhangi 

bir değişikliğe neden olmadığı bildirilmiştir. S. marmoratus erkeklerinde TBT’nin 1 

ve 10 ng L-1 konsantrasyonunun ERα gen ifadesini önemli oranda arttırdığı, en 

yüksek konsnatrasyon olan 100 ng L-1’nin ise gen ifadesi üzerine herhangi bir etkiye 

neden olmadığı rapor edilmiştir. Aynı konsantrasyonların ERβ gen ifadesi üzerine 

etkileri araştırıldığında ise sadece 1 ng L-1 konsantrasyonunun gen ifadesini arttırdığı, 

diğer konsantrasyonların ERβ üzerinde herhangi bir etkiye neden olmadığı 

bildirilmiştir (Zhang vd.,  2013).  

Literatürde, uygulama konsantrasyonunun yanı sıra, uygulama süresinin de gen 

ifadesi üzerinde önemli etkilere neden olduğuna dair veriler bulunmaktadır. Yapılan 

bir çalışmada organoklorinlerden pentaklorofenol (PCP)’ün C. riparius larvalarında 

ERR gen ifadesi üzerine etkisi araştırılmıştır. PCP’nin 25 μg/L ve 250 μg/L 

konsantrasyonlarına 12 ve 24 saat süreyle maruz bırakılan larvalarda ERR gen 

ifadesinde herhangi bir değişiklik gözlenmezken, aynı konsantrasyonara 96 saat 

süreyle maruz kalan larvaların ERR gen ifadesinde önemli oranda bir artış olduğu 

bildirilmiştir (Morales vd., 2014).  

TBT kaynaklı endokrin sistemle meydana gelen değişiklikler tam olarak 

aydınlatılamamış olsa da, birkaç muhtemel hipotez öne sürülmüştür. Bu anlamda, 

TBT’nin östradiolün ER’ye bağlanmasını inhibe ederek, ER ve koaktivatör ile 

etkileşime girip hedef genin ifadesini düzenlediği bilinmektedir. Ayrıca TBT’nin 

üreme fonksiyonlarını etkileyerek, insan koryokarsinoma hücrelerinde aromataz 

aktivitesinin artışını indüklediği rapor edilmiştir (Zhang vd., 2013).  

 

5.2.7. MD’nin ERR A ve ERR B Genlerinin İfadeleri Üzerine Etkisi 

 Çizelge 4.10 da görüldüğü gibi MD’nin ERR A ve ERR B gen ifadesine etkisi, 

MD çözeltisi hazırlanırken çözücü olarak DMSO kullandığımız için, hem kontrol 

grubu hem de DMSO grubuna göre değerlendirilmiştir. Bu değerlendirmelerden 

farklı bulgular elde edilmiştir. Buna göre MD’nin kontrol grubuyla karşılaştırılması 

sonucunda ERR B gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı bir artış olduğu 

gözlenirken, ERR A gen ifadesinde herhangi bir farklılık olmadığı belirlenmiştir. 

MD’nin DMSO grubu ile karşılaştırılması sonucunda ise ERR A gen ifadesinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir azalış olduğu gözlenirken, ERR B gen ifadesinde 
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herhangi bir farklılık olmadığı belirlenmiştir. Bu bulgulara göre, kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında, MD’nin ERR gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı bir artışa 

neden olduğu, DMSO grubu ile karşılaştırıldığında ise gen ifadesinde anlamlı bir 

azalışa neden olduğu gözlenmiştir.  

Bilindiği gibi MD, organizma üzerindeki asıl etkisini AChE enzimini inhibe 

ederek gerçekleştirir (Güngördü, 2013). Bu bağlamda, literatürde MD’nin, östrojenik 

etkiye sahip olduğuna dair herhangi bir veriye rastlanmamıştır. Çalışmamızdan elde 

edilen bulgulara göre, MD’nin ERR gen ifadesine etkisi, uygulama yapılan model 

organizmaya, uygulama konsantrasyonuna, süresine ve uygulamanın yapıldığı 

gelişim evrelerine göre değişkenlik gösterebileceği söylenebilir.  

Yapılan pek çok çalışma sonucunda, ERRα’nın hedef genler, koregülatör 

proteinler ve DNA bağlanma bölgeleri kapsamında ERα ile ortak hedeflere sahip 

olabileceğine dair veriler elde edilmiştir. Dolayısıyla, özellikle ERRα’nın ortak DNA 

bölgeleri ve koregülatörler için ERα ile yarışa girerek, ERα aracılı sinyal yolağı ile 

etkileşime neden olduğu gösterilmiştir (Yıldırım, 2011).  

Memelilerde bulunan her üç ERR’de (α, β, γ) kanser süreciyle ilişkili olup, 

yükselmiş ERR ifadesi meme kanserinin agresif formlarıyla ilişkilidir. Öze llikle 

artmış ERRγ ifadesi meme kanserinin teşhisinde kullanılan önemli bir veridir. 

Bununla birlikte özellikle ERRα’nın hormonlarla ilişkili olan meme, kolorektal, 

ovaryum, prostat ve endometriyal kanserlerinin gelişiminde rol oynadığı rapor 

edilmiştir (Tennessen vd., 2011). Literatürde artan ERRα ifadesinin özellikle prostat 

kanseri gelişiminde büyük role sahip olduğunu gösteren çalışmalar bulunmaktadır. 

Yine çeşitli çalışmalarla spesifik olarak ERRα’yı inhibe eden ERRα 

antagonistlerinin, gelecekte olası terapötik ajan olarak kullanılabileceği bildirilmiştir 

(Yıldırım, 2011).  

Bilindiği gibi sayısız mekanizma ile hedef hücrede östrojenin aktivitesi 

düzenlenebilir. Örneğin, seçici östrojen reseptör modülatörü (SERM) olarak bilinen 

4-OH tamoksifen, meme kanseri hücrelerinde ERα antagonisti olarak rol almaktadır. 

Ancak literatürde 4-OH tamoksifenin aynı zamanda endometrium kanser sıklığında 

artışa neden olduğuna dair veriler bulunmaktadır.  Dolayısıyla östrojenlerin gen ve 

hücre düzeyindeki etkilerine dair veriler, bu etkilerin büyük oranda koregülatör 

varlığına bağlı olduğunu da göstermektedir (Romano vd., 2010).  
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Pek çok laboratuvar ve alan çalışmaları çevresel östrojenlere maruziyet sonucu 

gözlenen değişiklikleri bilmemize yardımcı olmaktadır. Östrojenik aktiviteye sahip 

olan bu kimyasalların ortak özellikleri bir aromatik halkaya sahip olmalarıdır. Bunun 

dışında başka yapısal benzerlikleri yoktur. Bu bağlamda, kimyasal yapılarındaki bu 

farklılık nedeniyle bu kimyasalların etki mekanizmalarıyla ilgili çok az sayıda kesin 

bilgi bulunmaktadır (Shyu vd., 2011).  

Özellikle insanlarda yüksek sıklıkta gözlenen kanserin ve üreme 

bozukluklarının steroid ve fenolik bileşikleri içeren ve özellikle içme suyu yoluyla 

vücuda alınan östrojenik bileşiklerden kaynaklandığı düşünülecek olursa, bu 

kimyasalların özellikle in vivo çalışmalarla etki mekanizmalarını anlayabilmek 

büyük önem taşımaktadır (Nie vd., 2014). Bu bakımdan sahip olduğu genetik 

mekanizmaları nedeniyle en çok tercih edilen model organizmalardan biri olan D. 

melanogaster ile yapılan bu in vivo çalışmanın, çevresel kimyasallardan olan BFA, 

NF, DES,  E2, TBT ve MD’nin araştırmamızın konusu olan ERR geninin ifadesi 

üzerine etkileri D. melanogaster’de ilk kez araştırılmıştır. Bu açıdan çalışmamız, 

çevresel kimyasallara maruziyet sonucu oluşabilecek sonuçlara dikkat çekilmesi ve 

bu alanda yapılacak olan başka çalışmalara öncülük etmesi bakımından önem 

taşımaktadır. İlave olarak çalışmamızın çevresel kimyasalların, ERR A ve ERR B gen 

ifadesine etkisinin Drosophila’nın farklı gelişim evrelerinde ve farklı maruziyet 

sürelerinde değerlendirilerek çeşitlendirilebileceğini düşünmekteyiz. 
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