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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ETOFENPROX’UN GENOTOKSIK ETKILERININ CIN HAMSTERI OVARYUM
HUCRELERINDE MIKRONUKLEUS VE KOMET TESTLERI KULLANILARAK
ARASTIRILMASI

Faysal YILMAZ

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji / Genel Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Tolga CAVAS

Bu ¢alismada pyrethroid grubu insektisitlerden etofenprox’un in-vitro sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Calismada memeliler i¢in model
olarak ¢in hamsteri ovaryum (CHO) hiicre hatti kullamilmistir. Sitotoksik etkilerin
calisilmasinda klonojenik test ve ¢ekirdek boliinme indeksi degerleri kullanilmistir.
Genotoksik etkilerin belirlenmeside ise sitokinez bloke mikroniikleus testi ve komet
testi  kullanmilmistir. Klonojenik testte hiicreler 24 saat sliresince ¢esitli
konsantrsayonlarda (1-1600 mg/mL) teknik formdaki etofenprox’a maruz
birakilmiglardir. Elde edilen veriler 1s18inda etofenprosk’un CHO hiicreleri iizerindeki
IC50 degeri 302 mg/mL olarak belirlenmistir. Bu bulguya dayanilarak genotoksisite
testlerinde  kullanilacak konsantrayonlar (1, 50, 100, 200, 400 800 upg/mL)
belirlenmistir. 24 saatlik uygulama sonrasinda CHO hiicrelerinde olugan mikroniikleus
frekanslar1 ile komet parametreleri (kuyruk uzunlugu ve oliv kuyruk momenti)
hesaplanmistir. Calisma sonunda, etofenprox’un yalnizca yliksek konsantrayonlarda
(200, 400 ve 800 pg/mL) genotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Elde ettigimiz
bulgular etofenprox’un olast ¢evresel konsantrsayonlarda genotoksik etkiye sahip
olmadigint gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Etofenprox, Genotoksik Etki, CHO, Komet, Mikroniikleus

2013, viii + 65 sayfa



ABSTRACT

MSc Thesis

EVALUATION OF THE GENOTOXIC EFFECTS OF ETOFENPROX ON CHINESE
HAMSTER OVARY CELLS USING THE MICRONUCLEUS TEST AND THE
COMET ASSAY

Faysal YILMAZ

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology/General Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr Tolga CAVAS

In the present study, it was aimed to evaluate the in-vitro cytotoxic and genotoxic
effects of etofenprox, a synthetic pryrethroid insecticide. In the study, Chinese hamster
ovary (CHO) cell line was used as model for mammals. Clonogenic assay and nuclear
division index values in assessment of cytotoxicity. To evaluate genotoxicity, the
cytokinesis blocked micronucleus test and the comet assay were used. Cells were
exposed to serial concentrations of technical grade etofenprox (1-1600 ug/mL) for 24 h.
The 1C50 value of etofenprox was determined as 302 ug/mL. Based on this finding, the
genotoxicity test concentrations were determined (1, 50, 100, 200, 400 800 ug/mL).
Following 24 h treatment, micronucleus frequencies and comet parameters (tail lenght
and olive tail moment) were evalueted on CHO cells. Our findings indicated that
etofenprox had genotoxic effects only at the higher concentrations (200, 400 and 800
ug/mL). Our results indicated that etofenprox has no genotoxic effects at possible
environmental concentrations.
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1. GIRIS

Biyotik ¢evremizi olusturan organizmalardan bazilar1 ¢esitli yollarla insanlara yarar
saglamakla birlikte, bir kismi1 da zararli etkilere yol agabilmektedir. Zararh
organizmalarin kontrol altinda tutulmasi igin uygulanan en yaygin yontemlerden birisi

de pestisit ad1 verilen kimyasallarin kullanimidir.

Aralarinda piretroidlerin de bulundugu bircok pestisitin, Ozellikle genetik materyal
DNA iizerinde genotoksik etkilere yol agabilecegi gosterilmistir (Gonzalez, 2011).
Genetik materyalde meydana gelebilecek hasarlar onarilamadiklar1 durumlarda
tiretkenlik kaybindan, kansere, direkt 6liimden popiilasyon dinamigi bozulmalarina
varan genis etkilere yol agabilmektedirler. Bu nedenle potansiyel etkileri bilinmeyen
ajanlarin genotoksisite etkilerinin tespit edilmesi dogal ¢evre ve saglik agisindan biiyiik

onem tasimaktadir (Li Chen ve ark., 2009)

Bu ¢alismada kullanilmak tizere segilen pestisit etofenprox yaygin bir kullanim alanina
sahip olmakla birlikte Etofenprox’un genotoksik etkileri ile ilgili yapilan literatiir
caligmalar1 yetersiz olup rapor halinde bildirilmis yalnizca dort sunuma ve son
donemlerde yayinlanan bir makaleye rastlanabilmistir. 1985 yilinda vyiiriitiilen bu
sunumlarda etofenprox’un genotoksik etkileri bakteri suslarinda ames testi, insan
lenfositlerinde kromozom aberasyonu, fare kemik iliginde mikroniikleus ve Hela
hiicrelerinde programlanmamis DNA sentezi kullanilarak ¢alisilmis ve tiim deneylerde
negatif sonug elde edildigi bildirilmistir (Bootman ve ark., 1985; Foster, 1985; Seeberg
ve ark., 1985). Ancak 27 yil sonra yani 2012 yilma ait olan arastirmada ise
etofenprox’un karsinojenik etkileri Hojo ve arkadaglar1 (2012) tarafindan calisilmis ve
yayinladiklar1 makalede etofenprox’un sican karacigerlerinde ROS’a bagl tiimor

olusturdugunu ifade etmislerdir.

Etofenprox’un kimyasal yapist incelendiginde benzil eklentisi i¢erdigi goériilmektedir.
Benzil tiirevlerinin genotoksik etkileri gosterilmis olup (Demir ve ark., 2008), 6zellikle
bu yapmin etofenprox’a genotoksisite potansiyeli kazandirabilecegi diisiiniilebilir
(Hayashi ve ark., 2010).



Bu ¢alismanin amaci sentetik piretroid insektisitlerden olan Etofenprox’un in-vitro
genotoksik etkilerinin arastirilmasidir. Bu amagla Cin hamster ovaryum (CHO)
hiicreleri seg¢ilmistir. Cesitli konsatrasyonlarda etofenprox’a maruz birakilacak CHO
hiicrelerindeki genetik hasarlar, ilk kez DNA hasarlarin1 belirlemede daha uygun bir
teknik olan komet testi ve ayrica sitokinez bloke mikroniikleus testi ile incelenerek ¢cok

daha hassas bi¢imde belirleme hedefi, tez ¢alismamizin 6zgiinliigiini olugturmaktadir.



2. GENEL BILGILER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Pestisitlerin Tanim ve Tarihcesi

Pestisit, zararli organizmalar1 engellemek, kontrol altina almak, ya da zararlarini
azaltmak icin kullanilan madde ya da maddelerden olusan karisimlardir. Pestisit,
kimyasal bir madde, virlis ya da bakteri gibi biyolojik bir ajan, antimikrobik,
dezenfektan ya da herhangi bir ara¢ olabilir (http://www.epa.gov/pesticides/about/
index.htm#what_pesticide, 2013).

Pestisitlerin insanlar tarafindan kullanilmalar1 yiizlerce yil Oncesine dayanmaktadir.
Misir’da haserelere karsi kiikiirt ve arsenik icerikli pestisit hazirlandigina ve

kullanildigina dair M.O. 1500 yillarma ait bir papiriiste kayitlar bulunmustur (Klassen

ve ark., 2001) . M.O. 1300°de “Mineral yag” develerde uyuz hastalig1 i¢in kullanilan bir

cesit pestisittir.  Kutsal tuz veya zafer elde edilmis savas meydani kiilleri M.O
1200’lerde segici olmayan herbisitler olarak kullamldigi, M.O. 1000 yillarinda
Cinlilerin giiniimiizde hala kullanilan siilfiiriin fuminat formlarmi gelistirdikleri de

bilinmektedir (Ware, 1980; Daglioglu, 2004).

“Hellabore” (Helleborus niger, Helleborus orientalis ve Veratrum album) adli bitki

grubunun rodentlere ve boceklere karst M.O. 100’lere dayanan bir gegmisi vardir. Tiitiin
ekstraklarinin M.S. 1690°da kontak insektisit olarak, dumanlarinin ise M.S. 1773’te
fumigant olarak kullanildig literatiirde yeralmaktadir (Ware, 1980; Worthing, 1987).

Sanayi devrimiyle birlikte 1940’lardan itibaren dogal yapili bilesikler yerini daha kararli
ve diisiik maliyetli sentetik bilesiklere birakmistir (Uslu ve Tiirkman, 1987; Becker ve
ark., 2010). 1l. Diinya Savasi’nda Naziler tarafindan kimyasal silah olarak kullanilan
organik yapidaki pestisitlerin {iretimi ve kullanim1 savas sonrasi silah endiistrisinden
sivil endistriye kayarak, iiretim ve uygulamalar giderek yayginlasmistir (Klassen ve

ark., 2001 ; Daglioglu, 2004).

Pestisitler daha sonraki yillarda sehir yasaminda da kullanilmaya baslanmis, cesitli
boceklerin uzaklastirilmasinda, ¢im alanlarindaki yabanci ot ve zararli hayvanlarin

kontroliinde, ylizme havuzlarindaki alglerin kontroliinde, fare ve sicanlarin



Oldiiriilmesinde, evcil hayvanlar i¢in pire tozu olarak, kamp alanlarinda sinek ve
sivrisinek ile miicadelede kullanilmaya baslanmistir (Sezer, 2002, Becker ve ark., 2010,
Beseler ve ark., 2008).

Pestisitler; kemiriciler, bocekler ve diger pestleri yok ederler, ayrica bu hayvanlarla
tasinan vektor hastaliklara karsi savasta da kullanilirlar. Malarya (sitma), veba,
sarthumma, tifiis bu hastaliklar arasindadir (Agar, 1990). Tarimda kullanilmalar1 ile
gittikce artan niifusa karst zaten yetersiz olan tarim iriinlerini pestlerden
korumaktadirlar. Boylece diger ve ¢ok dnemli bir saglik sorununa (aglik) kars1 savasta
kullanilmakla ayrica biiyiik ekonomik yarar saglamaktadirlar (EPA, 1987; Saito, 1987).
Tarim disinda pestisitler kirsal alanlarda (ormanlarda); karayollarinda yabani otlara
karsi; sivrisinek ve rodentlere karsi resmi kuruluslar tarafindan kullanilmaktadir (FAO,
1985). Ayrica kisisel olarak evlerde ve bahge islerinde de genis Olglide
uygulanmaktadirlar (Bulut ve Tamer, 1996).

2.2 Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitler asagida gosterildigi tizere ¢esitli 6zelliklerine gore siniflandiriimaktadir.

e Fiziksel yap1 e Etkiledigi canli grubu e Kullanim teknigi
e Formiilasyon e lgerdigi aktif madde e Zehirlilik derecesi
grubu

Bunlardan en ¢ok kullanilan siiflandirma sekilleri ise kullanildiklar1 zararl gruplarina

ve yapisindaki aktif madde grubuna gore yapilan siiflandirmalardir (Onciier 1995).

Etkiledigi canli grubuna gore pestisitler (Toros ve ark. 1999) ;

o Insektisit: Bocek, haserelere kars1 kullanilan ilaglardir.

e Fungisit: Funguslara (Mantar) kars1 kullanilan ilaglardir.
e Herbisit: Yabanci otlara kars1 kullanilan ilaglardir.

e Mollusit: Yumusakcalara kars1 kullanilan ilaglardir.

e Rodentisit: Kemirgenlere karsi kullanilan ilaglardir.

o Nematisit: Nematotlara kars1 kullanilan ilaglardir.

e Akarisit: Akarlara kars1 kullanilan ilaglardir.



Icerdigi aktif madde grubuna gore pestisitler (Korkmaz ve ark., 2011)

e Dogal ve sentetik pretroidlerdir e Organofosforlu bilesikler

e Anilin tiirevleri e Pridin ve Pirimidin tiirevleri
e Karbamatlar e Triazinler

e Klorofenoksi bilesikleri e Ure iciren bilesikler

e Organoklorinli bilesikler e Siiflandirilmamuis bilesikler

2.3 Diinya ve Tiirkiye’de Pestisit Kullanimi

Sentetik kimyasallarin yogun bir sekilde bitki saglhig alaninda kullanilmaya
baslamasiyla, bunlarin insan, cevre ve hayvan sagligi acisindan risklerinin de
dolayisiyla arttidi gozlenmistir. Ulkeler diizeyinde pestisit kullanimi kontrol altina
alabilmek icin yasal diizenlemeler (ruhsatlandirma sistemleri, imhalari, taginmalar1 v.b.)
getirilirken, uluslararasi diizeyde faaliyet gosteren kuruluslar da bu alana egilmislerdir.
Bugiin EPPO, FAO, WHO, EEC ve EPA gibi pek ¢ok kurulus pestisitlerin giivenli

kullanim1 konusunda azami gayret gostermektedirler (Sevil ve ark., 1991).

Ozellikle 1970 yilinda baslayan gevre koruma hareketlerinden sonra biitiin diinyada
pestisit kullaniminin ¢ok kontrollii yapildigi, mevcut ve etkili maddelerin giivenlik
testlerine alindig1 ve bu degerlendirmeler sonucunda bazi pestisitlerin ¢esitli iilkelerde
yasaklandig1, kisitlandig1 veya kontrollii bir sekilde kullaniminin yapildig: bilinmektedir
(FAO, 1989).

Tiirkiye’de de {ilke menfaatleri dikkate alinarak ruhsatli pestisitler, arastirma
sonuglarinin 15181 altinda degerlendirmeye tabi tutulmaktadir. Bu konudan yapilan
calismalar sonucu bazi pestisitlerin kullanimlarinin yasaklanmasi ve ruhsatlarinin iptali;
bazilarinin ise kisitlanmasi veya kontrollii kullanim karar1 alinmistir (Bulut ve Tamer,

1996).

Arastirmalar 15181nda pestisitlerle ilgili olarak alinan bu yasaklama ve kisitlama kararlar
ile ruhsatlandirma esaslarinda o ilkenin fayda/risk analizindeki dengenin ve
onceliklerinin etkisi bilyiik olmaktadir. Ornegin, ileri tarim tekniklerine sahip bir iilkede
tehlike altinda olan bir kus tiirtine zararl olan bir pestisite ruhsat verilmezken, daha az

gelismis bir lilkede ayn1 bilesik izin alabilmektedir (Sevil ve ark., 1991).



Diinyada Pestisitlerin kullanim yiizdeleri herbisitler % 47, insektisitler % 29, fungisitler
%19 ve diger pestisit gruplart ise % 5'lik paya sahiptirler. Kullanimin % 76’si1
Herbisitler ve insektisitler kapsamaktadir (Sekil 2.1) (Dag ve ark.2000).

Diinyada Pestisit Kullanimi

HERBISITLER
47%

DIGER

13% INSEKTISITLER

24%

FUNGUSITLER
16%

Sekil 2.1 Diinyada pestisit kullanim oranlar1 (Dag ve ark.2000).

Tiirkiye’de biyosidal tiiketimi ortalama 33.000 tondur. Bu miktarin % 47’sini
insektisitler, %24 tnii herbisitler, % 16’sm1 fungisitler , % 13’ unii de diger gruplar

olusturmaktadir (Sekil 2.2) (Turabi 2007).

AB mevzuatt uyum caligmalar1 kapsaminda olumsuz 6zellikleri nedeniyle, 01.01.2009
tarihi itibariyle 75 adet, 31.08.2009 tarihi itibariyle de 49 adet pestisitin imalat1 ve
ithalatt durdurulmustur  (ftp://ftp.kkgm.gov.tr/AB/Genel/, 2011). Su anda AB’de
kullanimdan kaldirilan, ama Tiirkiye’de hala piyasada olan 101 etkili madde kalmistir

(Tiryaki ve ark. 2010).



Tiirkiyede Pestisit Kullanimi
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Sekil 2.2 Tiirkiye’de pestisit kullanim oranlar1 (Turabi 2007).

2.4 Pestisitlerin Zararlar

Stockholm Kalict Organik Kirleticiler Kongresine gore en tehlikeli ve kalict 12
kimyasaldan 10’u pestisitlerdir (Anonim, 2009). Bu yoniiyle diinyadaki biitiin canlilar
bitkiler, hayvanlar pestisitlerden etkilenir. ABD deki bir yasada pestisitlerden

"ekonomik zehirler" olarak tanimlanmaktadir (Robert ve ark. 1992).
2.4.1 Pestisitlerin Ekotoksikolojik Etkileri

Pestisitler ikincil metabolitlere par¢alanmadan ortamda kalmalar1 ve bu miktarlarin
stirekli birikimi sonucu canlilar tizerinde akut, sub-akut ve kronik zehirlenmelere neden
olmaktadir. Bu zehirlenmelerin sonucunda mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkiler
de gozlenebilir. Bunun yaninda ileriye yonelik kestirilemeyen olumsuz sonuglarin
dogacagi beklenilmektedir (Vural, 2005). Pestisitlerin bilingsiz olarak kullanimi
sonucunda, ilk kullanildigi andaki etkili sonucu alabilmek i¢in daha sonraki

uygulamalarda arttirilan kullanim miktar1 veya daha etkin kimyasallarin kullanimina



gerek duyulmasi beklenen faydanin tersi bir sonug¢ ortaya koymaktadir (Delen ve ark.,

2005).

Ayrica pestisitlerin kullanimi ile ¢esitli canlilarin ortamdan uzaklastirilmasiyla, bu
canlilar ile beslenen diger canlilarinda olumsuz etkilenmelerine yol agarak besin

zincirinde kirilmalara neden olmaktadir (Soykan, 2007).
2.4.2 Pestisitlerin Insan Saghg Uzerine Etkileri

Pestisitlerin insan sagligina olan etkileri akut veya uzun siireli olabilir. (Anonim 2007)

2.4.2.1 Akut etkiler

Akut problemler siklikla pestisiti hazirlayan iscilerde gogiis agrisi, bas donmesi, bas
agrisi, burun akintisi, kusma gibi belirtiler yaninda deri ve gozde tahrislenmelere neden
olur (Klaassen ve Doull 1996). Pretrinler siklikla kullanilan bocek dldiiriiciiler olup,

solunumla alindiginda 6liimciil olabilmektedir (Blair ve ark., 1995).

2.4.2.2 Uzun vadeli etkiler

Kanser

Bir ¢ok c¢aligma pestisit maruziyeti ve kanser riski iizerine yapilmis olup lokomia,
lenfoma, beyin, bdbrek, gogiis, prostat, karaciger, akciger ve deri kanserleri ile
iligkiliendirilmistir (Gilden ve ark. 2010). Pestisiti uygulayan tarim is¢ilerinde artan bir
kanser orani tespit edilmistir (McCauley ve ark. 2006). Hamilelik esnasinda olusan
maruziyet ile ¢cocukta 16komia, Wilm tiimdrii ve beyin kanseri goriilme riski arasinda

baglant1 belirlenmistir (Van Maele-Fabry ve ark. 2010).

Norolojik

Pestisit maruziyetinin gittikce kotiilesen norolojik stireglere sebebiyeti iizerine giiglii
deliller vardir (Sanborn ve ark. 2007). Parkinson hastaligi olusum riski, az miktarlarda
dahi pestisite maruz kalan kimselerde %70 daha fazladir (Ascherio ve ark. 2007).

Parkinsonlu insanlarm %61°i direk pestisit maruziyetlerini rapor etmislerdir. insektisit



ve herbisitler Parkinson hastalig1 gelisim riskini anlamli olarak artirmaktadir (Anonim
2008). Ayrica uzun siireli maruziyetlerin bunama riskini de artirdigina dair siipheler

vardir(Baldi ve ark. 2010).
Uremeye etkiler

Kusurlu dogum, 6lii dogum ve kusurlu fetiis gelisimi ile pestisit maruziyeti arasindaki
iliskiye ait giiclii deliller mevcuttur(Sanborn ve ark. 2007). Bunun yani sira Garcia ve
arkadaglar1 (1998), pestisitlere maruz kalan ana-babalarin ¢ocuklarinda, dogustan gelen

bozukluk (teratojenik etki) riskinin arttigini bildirmislerdir.

Diger kalici etkileri

Erkeklerde kisrlik (Sheiner ve ark. 2003). Solunum sorunlari, hafiza kayiplari,
depresyon (Beseler ve ark. 2003). Diabet (Montgomery ve ark. 2003)

2.5 Calismada Kullanilan Pestisitin Ozellikleri

Etofenprox kullanim alanina gore bir insektisit olup, igerdigi aktif madde grubuna gore

ise piretrinlerin sentetik formu olan pretroitlerdendir.
2.5.1 Piretrinler ve Pretroidler

Piretrinler daha ¢ok Avusturalya ve Afrika’da bulunan kasimpati bitkisi ¢i¢eklerinden
elde edilen organik bir insektisittir. Norolojik islevleri etkileyerek hedefteki zararli
bocegi felce ugratir ve bu sekilde oldiirtirler. Pretroidler sentetik kimyasal insektisitler
olup pretrinlere benzer kimyasal tasirlar ve organizmada ayn1 etkiyi gosterirler (Barbee,
2009). Pretroidlerin giin 1s1gindaki dayanikliklar: artirilmistir. Uriiniin - biyosidal
ozelliklerini artirmak amaciyla piretrinlerin ¢ogu ve bazi pretroid {irlinleri sinerjitlerle
formiile edilmistir. Bu sinerjitlerin tek baslarina biyosidal etkileri olmayip diger
kimyasallar1  giiclendirmek igindir  (http://www.epa.gov/  oppsrrdl/reevaluation/
pyrethroids-pyrethrins.html, 2012).



2.5.2 Pretroitlerin Etki Mekanizmasi

Yagda c¢oziinme oOzellikleri sayesinde insekt kiitikulasindan hizla emilerek toksik
etkilerini gosterirler. Aksonik zehirlerdir ve noral zarlara ait sodyum kanallarin1 agik
tutarak felce neden olurlar ( Sekil 2.3). Pretroidlerin hedef organizmadaki enzimler
tarafindan metabolize edilmesii engellemek iizere genellikle piperonil biitoksid adli

mikozomal bir oksidaz enzimi inhibitori ile kullanirlar (Soderlund ve ark., 2002).
2.5.3 Pretroitlerin Toksikolojisi

Tarimda kullanimlarinin yaninda pretroitler halk sagligi programinda da ¢ok énemli rol
oynamaktadir. Diinyada yillik olarak 520 ton aktif pretroit igerigi vektor kontrol amagh
olarak kullanilmaktadir (Zaim ve Jambulingam, 2004). Pretroitlerin memelilerde de
benzer bir etki mekanizmasina sahip oldugu diistiniildiigiinde toksikolojik etkilerinin

calisilmasinin 6nemi ortaya ¢ikar (Soderlund ve ark., 2002).
Akut oral ve dermal toksisite

Akut oral ve dermal toksisite LDsy bilgileri IPCS tarafindan 2002 yilinda asagidaki
sekilde raporlanmistir (WHO, 2005). LDsy degerleri mg/kg/viicut agirhigr (va) olarak
belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Pretroitlerin siganlardaki akut oral ve dermal LDz degerleri (WHO, 2005).

Bilesik Oral toksisite Sican LDsg Dermal toksisite Sican LDs
(mg/kg/va) (mg/kg/va)

Cypermethrin 79 > 1000

Bifenthrin 55 > 2000

Cyfluthrin 254 > 5000
Deltamethrin 135 > 2900
D-phenothrin > 10000 > 10000
Etofenprox > 10000 > 2140
Cyhalothrin 56 632

Permethrin 500 > 2000
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Kisa donem toksisite

Pretroitlerin kisa donem hedefi sinir sistemidir. Kritik etki olarak felce ugratma veya
sinir doku tahribatidir. Asagida siganlarla yapilan testler sonucu elde edilen veriler, bazi

ornekler ¢ergevesinde, WHO (2005) raporundan derlenerek 6zetlenmistir.

Deltamethrin:

Oral en diisiik etkisizlik seviyesi (NOAEL) 2000 mg/kg (viicut agirligr) glinliik
Dermal en diisiik etkisizlik seviyesi (NOAEL) 1000 mg/kg (viicut agirligl) glinliik
Cyfluthrin:

Solukta en diigiik etkisizlik konsantrasyonu 47 mg/ m?

(NOAEC)

Ureme toksisite

Pretroitler ¢iftlesme kapasitesi ve fertilite lizerinde tam bir etkiye sahip oldugu
soylenemez. Sadece c¢ok yiliksek konsantrasyonlarda bu  toksik etkiler
gbzlemlenebilmistir. 250 mg/kg/giin olarak belirlenen dozlarla beslenen disi siganlarda
fertilite problemleri belirlenmistir. Deltamethrin (4 mg/kg/va/giin) ile yapilan tavsan,
fare ve sicanlarda bile herhangi bir teratojenik, gamet kalite bozuklugu ve fertilite

problemi tetspit edilememistir (WHO, 2005).

Norotoksisite

Pretroitlerin hedef yapist ndéronlar oldugundan bu konu ile alakali bir¢ok pretroitin
norotoksisitesi ¢alisilmistir. Genel olarak elde edilen verilere gore akut ve subakut

etkilere ait miktarlar arasinda farklar mevcuttur (Soderlund ve ark., 2002).

Akut norotoksisite 4 hafta sonunda 10 mg/kg ile 300 mg/kg arasinda

baslangi¢ belirtileri gozlemlenmistir.

Subakut norotoksisite 4 hafta sonunda 29 mg/kg ile 170 mg/kg 0 mg/kg

arasinda baglangig belirtileri gozlemlenmistir.
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Genotoksisite

D-Phenothrin, Cyfluthrin, Cypermethrin ve Deltamethrin ile yapilan c¢esitli
arastrimalarda genotoksik bir etkiye rastlanmamustir. Bifenthrin ve A-Cypermethrin ile
yapilan testlerde pozitif genotoksik etkiler saptanmaistir.

Pretroitlerin  genotoksisitesine ait yapilmis calismalar ve sonuglari Cizelge 2.2°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.2. Pretroitlerin genotoksisitesine ait yapilmis ¢alismalar ve sonuglari.

Pretroid tiirevi Invivo 1In vitro Deney tipi Sonug¢ Kaynak
D-Phenothrin
IPCS 1990
Cyfluthrin Bakteri, IPCS 1996
. maya ve Programlanmamis
a-Cyfluthrin Sigan  Y° L DNAftesti, Ames, Negatif IPCS 1997a
Cypermethrin hiicreleri  MIN IPCS 1997b
Deltamethrin IPCS 2001
Fare Pozitif/
i lenfoma VN Negatif
Bifenthrin Doza bagh IPCS 1993
Sican ) Programlz_inmamls Pozitif
DNA testi
Campana ve
A Balik, i MN, Kromozom Pozitif ark., 1999;
Cypermethrin sigan aberasyon Cavas ve ark.,
2003; Celik ve
ark., 2003
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Sekil 2.3. Pretroidlerin etki mekanizmasi

2.5.4 Etofenprox

Etofenprox piretroid kaynakli yagda ¢oziiniir bir insektisittir (Sekil 2.4) (Becker ve ark.
2010). Dolayisiyla bocek sinir sistemine ait iyon kanallarina etki eder. Dogrudan temas

veya viicuda alinimi halinde bdcegin sinir sistemini bozarak paralizise yani felce neden

olur.

_O—CH,
P
CH3CHo clz CHs

CH

Sekil 2.4. Etofenprox’un kimyasal yap1 formiilii (http://www.who.int/whopes/quality
/en/ Etofenprox_eval  WHO_july 2007.pdf, 2013).
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Benzen yapili olan etofenprox, Thysanoptera, Hymenoptera Lepidoptera, Hemiptera,
Coleoptera ve Diptera siniflarina ait tiirlere karst tarim, bahgecilik, bagcilik, orman,

hayvan sagligi ve halk sagligi alanlarinda kullanilmaktadir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Etofenprox’un uluslararasi tanimlama verileri ve kullanim alanlar

(Montgomery, 1995)

2-(4-ethoxyphenyl)-2-methylpropyl ~ 3-phenoxybenzyl  ether
Kimyasal adi: (IUPAC).
1-[[2-(4-ethoxyphenyl)-2-methylpropoxy]methyl]-3-

phenoxybenzene (CA)
CAS No: 80844-07-1
Sinonimleri: MTI-500; "Trebon"

Molekiiler formiilii: C25H2803
Molekiiler agirlhigi:  376.49
Kullanim alanlari: ~ Lepidoptera, Hemiptera, Coleoptera, Diptera, Thysanoptera ve

Hymenoptera

Piring, ¢esitli meyve ve sebzeler, misir, soya fasiilyesi ve ¢ay.

Tarimda etofenprox, piring, meyve, sebze, misir, soya fasulyesi ve ¢ay gibi iiriinlerde
siklikla tercih edilmektedir. Bitki kokleri tarafindan zayif bir emilime sahip olan
pestisitin bitki i¢indeki translokasyonu da diigiiktiir (De Lorenzo, 2010). Halk saglig:
sektor uygulamalarinda, Ornegin sivrisinek tiillerinde, vektdr kontrol amagh
faydalanilmaktadir ~ (http://www.fao.org/fileadmin/templates/agphome/  documents/
Pests_ Pesticides/JMPR/Report11/Etofenprox.pdf., 2013).
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Etofenprox’un toksikolojisine ait ¢aligmalarin sonuglari asagida Ozetlenmistir

(http://www.fao.org/ag/AGP/AGPP/Pesticid/Specs/docs/Pdf/new/Etofenprox07.pdf,

2013). 1985 yilina ait etofenprox genotoksisite test sonuglari ise Cizelge 2.4’de

Ozetlenmistir.

Akut toksisite

Sigan, LDs, oral > 2000 mg/kg (viicut agirligr)
Si¢an, LDsg, dermal > 2000 mg/kg (viicut agirhigr)
Sican, LCs, soluk alma >5.88 mg/L

Tavsan, deri tahrisi Tahris edici degil

Tavsan, g6z tahrisi Tahris edici degil

Kisa donem toksisite

Hedef/kritik etki

Oral en diisiik etkisizlik seviyesi (NOAEL)
Dermal en diisiik etkisizlik seviyesi (NOAEL)
Solukta en diisiik etkisizlik konsantrasyonu
(NOAEC)

Ureme toksisite

Hedef/kritik etki
Ureme en diisiik etkisizlik seviyesi (NOAEL)
Gelisim en diisiik etkisizlik seviyesi (NOAEL)

Norotoksisite

Akut norotoksisite

Subakut nérotoksisite
Ekotoksisite

Kuslar (mallard 6rdekleri) LDsg, akut oral
Baliklar (sazan) LCs (48 sat)

15

Karaciger/ viicut agirlik kaybi

20 mg/kg (viicut agirhigr) glinlik
1000 mg/kg (viicut agirligl) giinliikk
0.21 mg/L

Bobrek/bobrek biiylimesi
246 mg/kg (viicut agirligy) glinliik
100 mg/kg (viicut agirligr) giinliik

Negatif
Negatif

>2000 mg/kg
>5.0 ppm


http://www.fao.org/ag/AGP/AGPP/Pesticid/Specs/docs/Pdf/new/Etofenprox07.pdf

Planktonik (Daphnia) LCsg (3 saat) >40 mg/l
Toprak solucan1  LCsq (7 giin) 43.1 ppm
LCso (14 giin) 24.6 ppm

Cizelge 2.4. Etofenprox ile yapilan genotoksisite test sonuglari

Etofenprox
Test sistemi Test objesi Konsantrasyonu Saflik Sonuclar Referanslar
In vitro
Soman oo
Ames testi ’ ’ ug/petri; 96,3 Negatif Foster, 1985
TALSSS, Solvent DMSO
TA1537, TA1538
HGPRT
(gen Chlnese"hamst'er 9,75-156 pug/ml,; 96,3 Negatif Seeberg,
mutasyonlari) V79 hiicreleri Solvent DMSO 1985
Kromozom . . . 12,5-50 pg/ml; . Bootman ve
aberasyon testi Insan lenfositleri Solvent DMSO 97,3 Negatif ark., 1985
Planlanmam_1§ Ir?.san He'La S3 9,75-156 pg/ml g 63  Negatif Seeberg,
DNA sentezi hucreleri ve 244_39 ],Lg/ml 1985
Solvent DMSO

In vivo
Kemik iligi 80, 400 ve 2000 Bootman ve
mikroniikleus CD-1 fare mg/kg. 24,48 ve 96,3  Negatif

. ark., 1985
testi 72 saatte tek doz
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2.6 Toksisitenin Degerlendirilmesinde Kullanilan Bazi Test Yontemleri

Genetik toksisite ya da genotoksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana
gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri,
klastojenite ve anoploidi gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir (Choy, 2001; Young
2002). DNA veya genomun kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime
giren ve mutasyona neden olan genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana
getirmesi veya bazi degisimlere yol agmasi ise genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir

(Zeiger, 2004).

DNA molekiilinde mutasyonlara yol agan ajanlar ya da mutajenler, DNA tizerindeki
etkilerini ya dogrudan, ya da genomik bilgilere gore sentezlenen proteinlere baglanarak
dolayli yolla gosterirler (Kirsch-Volders ve ark., 2003). DNA hasarinda rol alan kilit
molekiillerde ve yollardaki bozukluklar ise doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve

baz1 genetik ve multifaktoryal hastaliklara yol agmaktadir (Sekil 2.5) (Mateuca ve ark.,

2006).

¥
/ HASAR \
Mitotik l Hiucre Déngusi

N DN
1g Ipliklen L Kontrol Noktalan

.

DNA Onanm Hatalan
Mutasyonlar

Apoptoz

1

Genetik Kararsizhk

—/ \

- Genetik ve Multifaktoryal
| Yaglanma| |Infertiite| [Kanser| Hastabiclar

Sekil 2.5 Genotoksinlerin DNA {izerindeki etki mekanizmasi ve sonuglari (Sekerlioglu

ve Sekerlioglu, 2011).
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Genetik sistemler ile genotoksisitesi test edilmek istenen maddelerin karsinojenik ve
mutajenik potansiyelleri arasinda iliski kurulmasini saglayan ve en yaygin olarak
kullanilan standart in-vitro ve in-vivo mutajenite testleri; Klonojenik test, Ames testi,
Komet testi, Kromozom anormallikleri (KA) testi, Kardes kromatit degisimi (KKD)
testi ve Mikroniikleus (MN) testidir (Sekerlioglu ve Sekerlioglu, 2011) .

Bu boliimde ¢alismada kullanilan Klonojenik, Mikroniikleus ve Komet testleri

tanitilacaktir.

2.6.1 Klonojenik Test

Klonojenik veya koloni olusum testi in-vitro kosullarda tek bir hiicrenin bir koloni
olusturma potansiyeline dayali, hiicresel hayatta kalim o6l¢iisiidiir. Boyle bir dl¢limde
koloni tek bir hiicrenin boliinmesiyle olugsmus en az 50 hiicrelik bir kitledir. Klonojenik
test popiilasyondaki her bir hiicrenin boliinebilme yetenegini test etmek i¢in kullanilir
(Franken ve Rodermond, 2006). Iyonize radyasyon veya gesitli sitotoksik ajanlarmn
etkilerini belirlemek amaciyla bu ajanlara ait ¢esitli konsantrasyon uygulamalar1 sonrasi

olusan hiicresel yikimin tolare derecesinin tespiti temel hedeftir (Muller ve ark., 2011)

Klonojenik test, bir hiicrenin genis bir koloni ya da klon olusturacak sekilde lireme
kabiliyetini korumasina ve siiresiz olarak prolifere olabilmesine dayanmaktadir. Bu
sekilde tireyen hiicrelere klonojenik hiicreler denilmektedir (Fabre ve ark., 2011). Ekilen
hiicrelerden sadece bir fraksiyonu koloni olusturabilme yetenegini koruyabilecektir.
Hiicrelerin uygun miktarlardaki ekimleri sonrasi istenilen ajan ile dozlama yapilarak
inkiibasyon gergeklestirilir. Petride olusan koloniler fikse edilerek kristal viyole ile
boyanir. Boyanan koloniler sterio mikroskop veya ciplak gozle sayilir (Sekil 2.6).

Hayatta kalim egrisi ¢izilerek incelenen veriler yorumlanir.

Klonojenik hiicrelerden hayatta kalmis DNA ve protein sentezi gibi canlilik
faaliyetlerini koruyabilen hatta boliinebilen hiicrelerden bazilari belirlenen siirede yeterli
proliferasyon  gerceklestiremediginden koloni olusturamazlar ve 06lii  olarak

nitelendirilirler. Bu nedenle koloni sayimi yapilirken en az 50 hiicre igceren koloniler
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sayilmaktadir (Prasad ve ark., 2011). Potansiyel olarak uygun kosullarda belirli sayida
ekilen her bir hiicreden bir koloni olusmasi idealdir. Fakat biiylime ortaminin optimal
olarak hazirlanamamasi ve hatali hiicre sayimi1 gibi bazi nedenlerden dolay1 ¢ogu zaman

bu ideal sayiya ulasilamaz.

Klonojenik teste ait olan terimlerden Kaplama Etkinligi (Plating Efficiency), ekilen
hiicrelerden koloni olusturabilenlerinin yiizdelik ifadesidir. Belirli sitotoksik ajan
konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicrelerin hayatta kalma ve koloni olusturma
sayilar1 ile konsantrasyonlar arasindaki matematiksel iliskiye Hiicre Sagkalim

Fraksiyonu (Cell Survival Fraction) denir (Coskun, 2013).

Radyasyonun hiicreler iizerindeki etkisinin degerlendirilmesi amaciyla gelistirilen
klonojenik test protokolii, glinimiizde ¢esitli ajanlarin sitotoksik etkilerinin incelenmesi
amactyla da siklikla kullanilmaktadir. Ornegin gesitli kemoterapi ajanlar1 ve bunlarin

radyasyon ile kombine uygulamalar1 kanser biyolojisinin c¢alisma alanlarindandir

(Munshi ve ark. 2005).

EKIM DOZLAMA

. BOYANMA
KOLONI

SAYIM

i
vz

Sekil 2.6 Klonojenik testin genel basamaklari
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2.6.2 Mikroniikleus Testi

MN’ler genellikle hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki eksiklerden, ig ipligindeki
hatalardan, kinetokordan veya mitotik aygitin diger pargalarindan ve kromozomal
hasarlardan kaynaklanan, hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlardir (Sekil 2.7). MN sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde
olusturdugu kromozom diizensizliklerinin ve somatik hiicrelerdeki genomik
kararsizligin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Yapilan caligmalarda,
cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz kalan insanlarda, kanser ve genomik
diizensizlik ile karakterize edilen c¢esitli hastaliklarda MN frekansinin 6nemli Olgiide
yiiksek oldugu bulunmustur (Vanparys ve ark. 1990, Duffaud ve ark., 1997; Kirsch-
Volders ve ark., 1997; Stopper ve Miiler 1997; Choy 2001; Demirel ve Zamani 2002).

’\N olusumu ﬂw
@@ %

Niikleoplazmik
kopri olusumu

Sekil 2.7 Mikroniikleus ve niikleoplazmik koprii olusumlart (Fenech, 2007).

MN testi, mitoz ile olusan tiim hiicre tipleri iizerinde in-vitro ve in-vivo olarak
uygulanabilmesi nedeniyle genetik toksikoloji arastirmalarinda kullanilan yaygin bir

test haline gelmistir (Kirsch-Volders ve ark., 1997; Stopper ve Miiler 1997).

In-vitro MN testinde, uygun ortamlarda inkiibasyona birakilan hiicre kiiltiirlerine, ilk
mitozdan Once kiiltiiriin yaklasik 44. saatinde sitokalasin-B maddesi ilave edilmektedir.

Bu madde sitokinezi inhibe etmekte ve bir hiicre siklusunu tamamlayan biniikleat (gift

20



niikleuslu) hiicrelerin olusumunu saglamaktadir (Sekil 2.8). Inkiibasyon siiresi sonunda
kiiltiirler protokollere uygun sekilde hasat edilmekte ve preparatlarda MN bulunduran

biniikleat hiicrelerin orani tespit edilmektedir (Sekil 2.9) (Choy, 2001; Krishna ve
Hayashi 2000).

Mononiikleuslu
44 zaat zonra
Sitokalazin-B
eklerumesi
| | .
1 | |
24 43 12
zagt zaat zagt

Biniikleuslu

Sekil 2.8 Sitokalasin-B ilavesi ve MN olusumlari.

A9\

— \\~ (9
00 RO\
2058 (0%6)
NEKROZIS

APOPTOZIS

KROMOZOM
KIRIKLARI
; : ve KAYBI
DISENTRIK GEN
KROMOZOM AMPLIFIKASYONU

Sekil 2.9 Genotoksik ajan muamelesi akabinde, sitokinezi bloklanmis hiicre
kiiltirlerinde ortaya ¢ikabilecek cesitli sonuglar (Fenech, 2007).
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In-vivo MN testinde ise, sitokinezi bloke edilmemis memeli eritrosit hiicrelerindeki MN
siklig1 belirlenmektedir (Sekil 2.10). Bu test ile genellikle kemik iliginde ve/veya
periferal kan hiicrelerindeki olgunlasmamis (polikromatik) eritrositlerin MN olusumu
bakimindan analizi yapilmakta ve test edilen bilesigin genetik bir hasar olusturup
olusturmadigi saptanmaktadir (Heddle, 1973; Krishna ve Hayashi 2000; Schmid, 1975;
Hayashi ve ark., 2000).

a
d
Sitokalasin-B
ile bloklanmis
MN testi
f
@ ®)

Sekil 2.10 Sitokalasin-B ile bloklanmis MN testi ile sayilmis hiicrelere ait mikrograflar.
(a) Monondiikleuslu hiicre, (b) Biniikleuslu hiicre, (c) Multiniikleuslu hiicre, (d) Geng
nekrotik hiicre, (e) Ge¢ apoptotik hiicre, (f) Birden ¢ok MN tasiyan biniikleuslu hiicre,
(g) Biniikleuslu MN ve niikleoplazmik koprii (NPK) tasiyan hiicre, (h) Biniikleuslu
niiklear tomurcuklar (NT) tasiyan hiicre. (http://www.nature.com/nprot/journal/v2/n5/
fig_tab/nprot.2007.77_F3.html, 2013)
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Fenech (2007) Nature Protocols dergisinde yayimladigi makalede, biniikleat hiicrelerde

ve MN sayiminda asagidaki kriterleri belirtmistir.

Sitokinezi bloklanmig hiicrelerde, biniikleat hiicrelerde ve MN sayiminda su kriterler

kullanilmaktadir:

1) Hiicreler ¢ift niikleusa sahip olmalidir ve belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak veya
oval gortintimlii olmalidir (Sekil 2.10).

2) Niikleuslar belirgin niikleus zariyla ¢evrili yuvarlak veya oval olmalidir.

3) MN c¢ap1 ana niikleusun 1/3’1i kadar veya daha kiigiik olmalidir.

4) MN’ler yuvarlak ve oval sekillerde olmalidir.

5) MN’ler ana niikleustan agik bir sekilde ayrilmis olmalidir veya mikrontiklear
sinirlar niiklear sinirlardan ayirt edilebilir olmalidir (Sekil 2.10).

6) Boya alma yogunlugu ana niikleus ile ayn1 olmalidir.

7) Sadece sitokinezi bloke edilmis cift ¢ekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi
esas alinmalidir.

Sitokalasin-B varliginda mononiikleuslu hiicreler 24 saat iginde, biniikleuslu hiicreler

ise 72 saatlik bir periyot sonrasi hasat edilmelidir. Ayrica apoptotik ve nekrotik

hiicrelerin belirlenmesinde 24 saatlik bir inkiibasyon yeterli olacaktir (Titenko-Holland

ve ark. 1997, Fenech 2000).

2.6.3. Tek Hiicre Jel Elektroforez “KOMET?” Testi

Genlerde DNA molekiilleri ile toksik ajanlarin (genotoksin) etkilesmesi sonucu olusan
genotoksisiteyi belirlemede kullanilan diger bir yontem Komet teknigidir. Tek hiicre jel
elektroforezi (Single cell gel electrophoresis, SCGE) veya Komet teknigi, memeli
hiicrelerindeki DNA hasarini 6lgmek ve analiz etmek amaciyla kullanilan hizli, basit ve
duyarli bir tekniktir. Komet teknigi, genetik toksikolojide birgok alanda
kullanilmaktadir (McKelvey-Martin ve ark., 1993). DNA kiriklarinin belirlenmesi ilk
olarak 1978 yilinda hiicrelerin lam {izerinde agara gomiilmesi ve DNA acilimim
saglamak i¢in hafif alkali sartlarda liziz edilmesi ile olmustur. Daha sonra 1984°te
Ostling ve Johnson agarozda gomiilen hiicreleri lam iizerine yayarak yiiksek tuz ve

deterjanla liziz etmisler ve ardindan elektroforeze tabi tutmuslardir. Akridin oranj gibi
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DNA baglayict floresan boyasiyla boyamiglardir. Elektroforez iglemi sonunda hasarli
DNA c¢ekirdekten anoda dogru go¢ ederek kuyruklu yildiz (komet) goriintiisiiniin
olusmasmna neden olmustur. Bu nedenle hasarli hiicrelere “komet” adi verilmistir
(Ostling ve Johnson, 1984; Kassie ve ark., 2000). Ostling ve Johanson tarafindan
gelistirilen bu yontem notral pH’daki lizis sartlart uygulanarak DNA ¢ift sarmal
kiriklarini tayin edilebilmekteydi (Sekil 2.11) (Kassie ve ark., 2000). Bu nedenle bu
teknik daha sonra 1988’de Singh ve arkadaslar tarafindan alkali kosullarda yapilarak
degistirilmis ve sadece DNA tek sarmal kiriklarinin belirlenmesini saglayan teknik
gelistirilmistir. Bu teknik ayrica DNA capraz baglarinin ve tamamlanamamis ekzisyon

tamir bolgelerinin tespitinde de kullanilmaktadir (Singh ve ark., 1988).

It AR HUCRELER \

ek

T |

Lizis
BOYAMA
NOTRALIZASYON I ALKALi ORTAMDA DNA
MOLEKULUNUN COZULMESI
(l]'HZZ:»l 3)
ALKALI ORTAMDA /
ELEKTROFOREZ
(pH=13)

Sekil 2.11 KOMET testi asamalar1 (Tice ve ark. 2000).

Toksik ajanlarin meydana getirdigi DNA tek sarmal kiriklarmin belirlenmesi igin ¢ift
sarmalin agilmasi1 gerekmektedir. Bunun i¢in de denatiirasyon, ¢ift sarmalin ¢oziilmesi,

ve tek sarmal kiriklarinin yaninda sadece alkali ortamda agiga c¢ikan kiriklarin (alkali
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labile sites) tespiti i¢in yiiksek pH’dan yararlanilmaktadir (Fairbairn ve ark., 1995).
Notral sartlarda kuyruk kisminda sadece gevsek iplik¢ikler varken DNA pargaciklarinin
alkali ortamda gozlendigi belirtilmistir (Lima ve ark., 1991; Klaude ve ark., 1996;
Collins ve ark., 1997; Marrs ve Dewhurst, 2000). Singh ve arkadaslariin modifiye
ettikleri komet tekniginde de hiicreler agara gomiiliir ve DNA’nin denatiire olmas1 ve
hiicrelerin lize edilmesi i¢in en az bir saat kadar alkali ¢ozeltide bekletilir. Daha
sonradan DNA nin negatif yiiklii olan kirik uglar1 pozitif yiike dogru elektroforez islemi
boyunca go¢ ederler. Bunun sonucunda da kuyruklu yildiz gériintimii gozlenir. DNA’da
olusan diisiik hasarlar seviyesinde gocten cok yayilma gozlenirken, hasar artmasi ile
DNA pargalar1 kuyruga dogru go¢ etmeye baslar ve ¢cok hasarli hiicrelerde (apoptotik)
bas ve kuyruk tamamen ayr1 gozlenir (Fairbairn ve ark. 1995). Komet tekniginde hasarli
hiicrelerde ¢ekirdek parlaktir ve floresan siddeti bas tarafta yogundur ancak DNA’da
kiriklar meydana geldiginde floresan siddeti ¢ekirdekten kuyruga dogru siddetlenir. Bu
test sisteminde hasarli hiicrelerde bas kismindan kuyruga gecis oldugundan dolayzi,
DNA hasarinin kantitatif olarak tayin edilmesinde kuyruk yogunlugu ve kuyruk

uzunlugu 6nemli parametrelerdir (McKelvey-Martin ve ark., 1993).

DNA hasarli olan apoptotik hiicrelerde bas ve kuyruk tamamen dagilmistir. Komet
teknigi sonuglarinin degerlendirilmesinde gelismis laboratuvarlarda goriintii analiz
programlar1 uygulanmaktadir. Ayrica komet; goz ile hasarli, orta dereceli hasarli, az
hasarli ve hasarsiz olarak degerlendirilebilmektedir (Liu ve ark., 2011). Goriintii analizi
yapilan laboratuvarlarda kuyruk momenti (kuyruk uzunlugunun kuyruk i¢indeki toplam
DNA miktarina oran1), kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu dikkate alinarak sonuglar

degerlendirilmektedir (Sekil 2.12 ) (Yilmaz, 2008).

Komet tekniginin hassasiyetini elektroforez sartlari (voltaj, siire), lising soliisyonu
sartlar1 (pH, tuz konsantrasyonu, siire) etkileyebilmektedir. Bunun i¢in deneyde sartlar

sabit tutulmalidir (Y1lmaz ve ark., 2008).
Komet teknigi diger sitogenetik analiz yontemlerine gore bir takim avantajlara sahiptir:
1. Degisik hiicre ve doku gruplarina uygulanabilir (Cizelge 2.5)

2. Hassas ve giivenilir bir yontemdir.

25



3. Hizli sonug elde edilebilen bir tekniktir.
4. Her tirlii 6karyotik hiicreye uyguanabilmektedir.

5. Hiicrelerdeki DNA kiriklarinin goérsel olarak belirlenmesini saglamaktadir (Olive ve

ark., 1990; Fairbain ve ark., 1995; Unal, 1998; Kassie ve ark., 2000; Tice ve ark., 2000).

Kuyruk Moment Uzunlugu

Sekil 2.12 Komet hiicre parametreleri

KOMET testinin genetik toksikoloji de kullanim alanlar1 sunlardir:

1. Potansiyel yiiksek oranda sonug igeren tarama c¢aligmalari

2. Genotoksisite ile indiklenen kromozom hasarini, sitotoksisite ile indiiklenen

kromozom hasarindan ayirt etmek
3. In vivo calismalarda genotoksik ve genotoksik olmayan karsinojenleri ayirt etmek

4. Insan mutajenlerini ve karsinojenlerini tayin etmek
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Cizelge 2.5. Komet teknigi kullanilarak incelenebilecek hiicre tipleri (Unal, 1998)

Insan Dokulari Hayvan Dokulari

- Adenokarsinoma - Akciger -Splenositler

- Epitelyum (Lens, mukoza) - Beyin -Testis

- Fibroblast (Deri) - Idrar kesesi -Timositler

- Kan (Lenfositler, Graniilositler, T Hiicreleri) - Embriyo -Pankreas

- Lenfoma - Bobrek -Mukoza epiteli

- Spermatositler -Karaciger -Mide
-Kemik iligi -Kolon
-Lenfositler
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeler

Tez calismalarimiz Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii biinyesinde bulunan hiicre
kiiltiirti ve genetik toksikoloji laboratuvarinda yiriitiilmiistiir. Deney ¢alismalarimizda
kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de, sarf malzemelerin adlari, markalar1 ve katalog

numaralari ise Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ekipman

Ekipman

Marka / Model

Floresan/Isik mikroskop

Komet Bilgisayarli Goriintiileme
Sistemi

Elektroforez

Elektroforez Gii¢ Kaynagi
-80°C derin dondurucu
Distile su cihazi

Su banyosu

Isitmali manyetik karistirict
Hassas terazi (Max: 220/82 g)
Azot tanki

pH metre

-20°C derin dondurucu

+4°C cam kapakli buzdolabi
Sogutmali santrifiij

Etiiv (37°C ve %5 CO, takviyeli)

Class Il steril kabin (laminar flow)
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NIKON — ECLIPSE 80i
KAMERAM

Biometra Analitik

Power Pack P 25

ELCOLD

MP MINI PURE — DEST UP
NUVEBATH NBS

MTOPS — MS300HS
SHIMADZU - AUW220D
INT. CRYOGENICS - IC 20R
HANNA — HI 221

ALASKA — ADF 06 V
HORECA - HRS 375 CHL
SIGMA - 2-16PK

BINDER - CB 150
THERMO



Inverted mikroskop
+4°C Standard Buzdolab1
Hiicre sayim cihazi
Lamel (24x60mm)

Lam (26x76mm)

SOIF
BEKO
ROCHE
Marienfeld
Marienfeld

Sarf Malzeme

Cizelge 3.2. Calismalarda kullanilan sarf malzemeler

Firma / Katalog No

Steril pipetler (5,10 ve 25 ml’lik)
Serolojik pipet tabancasi

Steril 15 ml lik tiipler

Steril flasklar (T-12,5, T-25 ve T-75)
Steril petriler (60 ve 100 mm’lik)
Etil alkol

Etofenprox

Metanol

Asetik asit

Potasyum

Sitokalasin-B

Giemsa

Kristal viyole

Paraformaldehit

Triton X-100

Bovine Serum Albumin
RPMI-1640 (500 ml)

DPBS (500 ml)
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COSTAR STRIPETTE
BIOHIT MIDI PLUS
FALCON

FALCON

FALCON

AY-KIM

SHENZEN CO. LTD
MERCK 1060082500
MERCK 1000632511
MERCK 1049361000
SIGMA C6762

MERCK 1092040500
MERCK 1159400100
SIGMA — ALDRICH P6148
GERBU 2000

SIGMA- ALDRICH A9418
LONZA 12-702F

SIGMA 08537



Penisilin — Streptomisin THERMO SH40003.12

Sodyum piruvat (100 ml) THERMO SH30239.01
L-Glutamin (100 ml) SIGMA — ALDRICH G7513
Fetal Bovine Serum SIGMA — ALDRICH F9665
% 0,25 Tripsin-EDTA SIGMA — ALDRICH T4049
DPBS/Modified THERMO SH30028.02

3.2. Etofenprox Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismalarimizda kullandigimiz alkolde ¢6ziilebilir etofenprox (CzsHzs03) SHENZEN
CO. LTD firmasindan kristal formunda temin edilmistir. Stokun 50 pl’sinde
(maksimum doz i¢in ¢ekilecek miktar) 8000 pug Etofenprox olmasi amaciyla 80 mg
kristal etofenprox 5 ml absolute etanol igerisinde ¢o6ziildiikten sonra oda sicakliginda
saklanmig ve deneylerden Once istenilen konsantrasyonlar1 elde etmek ilizere RPMI

besiyeri ile seyreltilmistir (Vasquez 2011).
3.3. Kullanilan Hiicre Hatti (CHO) ve Kiiltiir Islemleri

Cin Hamsteri Ovaryum (Chinese Hamster Ovary-CHO) hiicre kiiltiirii T.C. Tarim ve
Koy Isleri Bakanligi, Sap Enstitiisii Ankara’dan temin edilmistir. CHO hiicreleri filtre
kapakli T-75 flasklarda, RPMI-1640 besiyerinde, % 5 CO, takviyeli 37°C’lik etiivlerde
kiiltiire alinmiglaridir. Hiicreler rutin olarak 2 giinde bir beslenmis ve % 85 doluluga

ulastiklarinda pasajlanmislardir.

CHO hiicrelerinin pasajlanma prosediirii:

Gerekli Sarf Malzemeler Gerekli Kimyasallar
15 ml steril tiipler Steril PBS Cozeltisi
Steril serolojik ve pastor pipetleri Tripsin-EDTA (% 0,25°1ik)
T-75 Flasklar RPMI-1640 Besiyeri

30



1) Pasaj doluluguna ulasan T-75 flaskindaki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilmigtr.

2) Hiicreler 5 ml PBS ile yikandiktan sonra PBS uzaklastiriimistir.

3) Flasklara daha sonra 3 ml tripsin eklenerek 1 — 2 dakika beklenmistir.

4) Invert mikroskop altinda hiicrelerin zeminden ayrildig1 kontrol edilmis ve tripsin
reaksiyonunu durdurmak i¢in flasklara ayni miktarda besiyeri eklenmistir.

5) Flasktaki hiicre siispansiyonu steril serolojik pipet ile toplanarak Onceden
etiketlenmis olan15 ml’lik falcon tiiplerine aktarilmistir.

6) Tiip igerisindeki hiicreler +4 °C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilmistir.

7) Daha sonra siipernatant hiicrelerin lizerinde yaklasik 100 ul kalacak sekilde aspire
edildikten sonra kalan pellet 5 ml besiyeri i¢inde yeniden siispanse edilmistir.

8) Hiicre sayim cihazi ile siispansiyondaki toplam hiicre sayisi belirlendikten sonra yeni
flasklara ekilecek hiicre miktarini elde etmek icin gerekli olan siispansiyon miktari
belirlenmis ve taze besiyeri igeren flasklara aktarilmistir.

9) Yeni ekim yapilan flasklardaki hiicreler 37 °C’lik etiivde inkiibe edilmislerdir.
3.4 Deney Gruplar

Etofenprox’a maruz birakilan CHO hiicreleri ile yapilan klonojenik, mikroniikleus ve

komet testlerimize ait dozlama gruplar1 Cizelge 3.3’de verilmistir.
3.4.1 Kontrol Gruplan

Deneylerimizde negatif, pozitif ve solvent olmak iizere {i¢ tip kontrol grubu

kullanilmistir.
Negatif Kontrol (NK): Herhangi bir ajana maruz kalmayan kontrol grubu.

Solvent Kontrol (SK): Solvent (etanol) kontrol grubumuzda final konsantrasyonu %

0,051 gegmeyecek sekilde absolut etanol kullanilmistir.

Pozitif Kontrol (PK): Genotoksisite karsilastirmalarinda ve test sistemlerinin dogru

calisip calismadigini kontrol amaciyla 0,05 M’lik H,O; kullanilmaistir.
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Cizelge 3.3. Doz deney gruplari

Kontrol

Solvent Kontrol 50 pl etanol

Pozitif Kontrol H»0, (10ug/ml stok ¢ozelti) 200ul aktarildi

1 ug/ml -> 10 ml besiyeri icin 100 pg’lik stoktan 0.0625 pl aktarildi
5ug/ml -> 10 ml besiyeri igin 100 pg’lik stoktan 0.315 ul I

10 ug/ml -> 10 ml besiyeri igin 100 pg’lik stoktan 0.625 ul I

50 pg/ml -> 10 ml besiyeri i¢in 500 ug’lik stoktan 3.125 pl 1
100 pg/ml ->10 ml besiyeri igin 1000 pg’lik stoktan 6.25 pl 1
200 pg/ml ->10 ml besiyeri i¢in 2000 ug’lik stoktan 12.5 pl 1
400 ug/ml ->10 ml besiyeri i¢in 4000 pg’lik stoktan 25 pl I
800 pg/ml ->10 ml besiyeri i¢in 8000 pg’lik stoktan 50 pl I

3.4.2 Klonojenik Test Gruplar:

Etofenprox’un sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla CHO hiicreleri 24 saat
stiresince 1, 5, 10, 50, 100, 200, 400, 800 ve 1600 pg/ml konsantrasyonlarinda
etofenprox’a maruz birakilmislardir. Klonojenik test sonuglarma gore 1Csy degeri
hesaplanarak diisiik ve yiiksek sitotoksik etkiye sahip degerler segilerek genotoksisite

testleri gergeklestirilmistir.

3.4.3 Genotoksisite Test Gruplari

Genotoksisite test gruplari, klonojenik test sonuglarina gore etofenprox dozlari
Mikroniikleus testi i¢in 1, 5, 10, 50, 100, 200, 400 ve 800 pg/ml ve Komet testi igin ise
1, 5,50, 200, 400 ve 800 png/ml olarak belirlenmistir.
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3.5 Klonojenik Test

Genotoksisite testlerinde kullanilacak  konsantrasyonlarin/dozlarin  belirlenmesi
amactyla klonojenik test siklikla kullanilan bir yontemdir (Munshi ve ark. 2005). Cesitli
konsantrasyonlardaki genotoksik ajan maruziyeti sonrasi hiicrelerin proliferasyon ve
tutunma yetenekleri sinanarak ileride yapilacak diger testler i¢in % 75’den daha yiiksek

hayatta kalis oran1 veren (diisiik sitotoksik) konsantrasyonlar tercih edilir.

Caligmamizda uygulanan klonojenik test basamaklar1 su sekildedir:

1) CHO hiicreleri (~ 34 pasaj) prosediirde anlatildigi iizere tripsinleme yolu ile 15
ml’lik steril tiiplere alinmistir.

2) Toplam hiicre sayisi el sayim cihazi1 (Scepter ) ile belirlenmistir.

3) Falcon tiipiindeki hiicreler +4 °C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilmistir.

4) Siipernatant aspire edilerek pellet yeniden siispanse edilmis ve T-25 flasklara 30.000
hiicre/flask olacak sekilde ekim yapilmistir.

5) iki giin sonunda %80 ve iizeri konfluent hale gelen hiicreler dozlanarak 24 saatlik
inkiibasyona terkedilmislerdir.

6) inkiibasyon sonrasi hiicreler tripsinlenerek etiketlenmis olan tiiplere toplanmislardir.

7) Cedex XS Ananlizatéor (ROCH) yardimiyla Trypan blue yontemine dayali canli
hiicre sayimi yapildiktan sonra 60 mm’lik dort adet petriye 500 canli hiicre ekilmis
(her konsantrsyon i¢in) ve 10 giin siiresince koloni olusumlar1 i¢in inkiibe
edilmislerdir.

8) Ug giinde bir taze besiyeri ile beslenen petriler invert mikroskopta diizenli araliklarla
incelenerek koloni gelisimi kontrol edilmistir.

9) Yaklasik on giin sonunda alinan petriler PBS ile yikanip absolute etanol ile 10 dk
fiske edilmislerdir.

10) Fikse edilen hiicreler kristal viyole ile 5 dk muamele edilerek boyanmisglardir.

11) En az 40 hiicre i¢eren koloni biiyiikliikleri invert mikroskop yardimiyla belirlenmis

ve her bir petrideki koloniler sayilarak sonuglar tablo haline getirilmistir.

33



% yasayabilirlik orani (sitotoksisite) hesaplama formiilii:

Petri basima diisen ortalama koloni sayisi

Yasayabilirlik (sitotoksisite) = ----------------------- e x 100

Kontrol petrisindeki ortalama koloni sayisi

3.6 Sitokinez Bloke Mikroniikleus Testi

Sitokalasin-B ile sitokinez bloke yontemine dayali olarak gerceklestirilen mikroniikleus
testi yapisal kromozom bozukluklari tespiti amaciyla kullanilan bir yontemdir (Fenech

2007). Calismada takip edilen prosediir basamaklari su sekildedir:

1) CHO hiicreleri (~ 34 pasaj) prosediirde anlatildigi {izere tripsinleme yolu ile 15
ml’lik steril tiiplere alinmustir.

2) Toplam hiicre sayisi el sayim cihazi (Scepter ") ile belirlenmistir.

3) Falcon tiipiindeki hiicreler +4 °C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilmistir.

4) Stipernatant aspire edilerek pellet yeniden siispanse edilmis ve T-25 flasklara 30.000
hiicre/flask olacak sekilde ekim yapilmistir.

5) iki giin sonunda %80 ve iizeri konfluent hale gelen hiicreler dozlanarak 24 saatlik
inkiibasyona birakilmiglardir.

6) Bir giin boyunca etofene maruz birakilan hiicreler tekrar beslenmis ve her bir flaska
Sitokalasin-B (5 pg/ml final konsantrasyon) eklenerek 1 giin boyunca inkiibe
edilmislerdir.

7) Inkiibasyon sonrasi flasklar pasajlama prosediiriine gore tripsinlenerek hiicreler
etiketlenmis falcon tiiplerine alinmustir.

8) +4 °C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilen tiiplerde siipernatant hiicrelerin iizerinde
yaklasik 200 pl kalacak sekilde aspire edilmistir.

9) Oda sicakliginda, taze hipotonik KCI (0,075 M) ¢6zeltisinden 5 ml tiiplere eklenmis

ve ~3 dk bekletilerek hiicrelerin sigsmesi saglanmistir.
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10) +4 °C’de, 1000 rpm, 5 dk hipotonik ¢ozelti icinde santrifiijleme sonrasi,
hiicrelerden ¢ozelti uzaklastirilmis ve tiiplere dikkatlice taze hazirlanmis karnoy
fiksatifi (3:1, metanol: glasiyel asetik asit) 5 ml oluncaya kadar eklenmistir.

11) iki kez tekrarlanan fiksasyon sonrasi hiicreler alkolle silinmis temiz lamlar iizerine
yayilarak kurumaya birakilmiglardir.

12) Kuruyan lamlar salelerde % 5°’lik giemsa boyasi ile 15 dk boyanmustir.

13) Boyama sonrasi lamlar sudan gegirilmis ve analiz zamanimna kadar kurutularak

saklanmislardir.

Cekirdek béliinme indeksi (CBI) asagidaki formiile gére hesaplanir ve bulunan deger
kimyasal veya fiziksel bir etkenin sitotoksik etkisini gostermede kullanilabilir (Kirsh-
Volders ve ark. 2003).

Hazirlanan preparatlarda 1000 hiicre sayilarak, mikroniikleus tasiyan biniikleuslu hiicre
frekansinin yani sira tek (MI), iki (MII) ti¢ (MII) ve dort (MIV) niikleus tasiyan

hiicrelerin sayilar1 da kaydedilerek ¢ekirdek boliinme indeksleri hesaplanmustir.

Hesaplamada kullanilan formiil 1997 yilinda Keshava ve arkadaslar1 tarafindan

asagidaki sekilde rapor edilmistir.

N = MI + MIl + Ml + MIV

CBI = (MI + 2xMII + 3xMIII + 4xMIV) /N

CBI:  Cekirdek boliinme indeksi MIl:  Ug niikleuslu hiicre sayisi
MI:  Tek niikleuslu hiicre sayis1 MIV: Dort niikleuslu hiicre sayisi
MII:  Cift niikleuslu hiicre sayis1 N: Toplam hiicre sayisi

3.7 Alkali Komet Testi

Tek iplik DNA kiriklarini belirleyebilmek ve daha duyarli bir genotoksisite dl¢timii igin
alkali komet testi kullanilmistir. Komet resimleri “KAMERAM” adl1 bilgisayar araciligi
ile kayit altina aliarak dl¢iimler gerceklestirilmistir. Alkali komet testinde kullanilacak

olan kimyasallar deneyden 6nce asagida belirtildigi sekilde hazirlanmistir.
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Lizis Tamponu hazirlanist

2.5 M NaCl: 29.22 g NaCl, 100 mM Na2EDTA: 7.4448 g Na;EDTA, 10 mM Tris:
0,2422 g Trisma Base hasas terazide tartilmistir. Tartilan kimyasallar 1sitmadan 178 ml
distile su da ¢6ziilmiis ve NaOH veya HCI kullanilarak pH=10" a ayarlanmistir. Lizis
isleminden yarim saat Once bu c¢ozeltiye 2 ml Triton X-100 ve 20 ml DMSO

eklenmistir.

Yiiriitme tamponu hazirlanisi

0.747 Na;EDTA ve 24 g NaOH tartildi ve 2 L distile su ile manyetik karistiricida
¢oziilmiis ve pH>13 olacak sekilde tampon hazirlanarak buzdolabinda +4°C’de
saklanmistir.

Nétralizasyon tamponu hazirlanisi

Bu ¢dzelti yiiriitme islemi sonrasi taze hazirlandi. 4.8456 g Trisma Base tartilir ve 100
ml distile suda ¢ozildii. pH=7,5 olacak sekilde HCl veya NaOH kullanilarak
ayarlanmugtir.

Boyama soliisyonu

20g/ ml (dH,0) EtBr ile hazirlanmistir.

Lamlar i¢in normal agaroz (NA) jel hazirlanist

0.65 g agaroz tartilmis ve 100ml distile suda 1sitilarak ¢oziilmiistiir.

Hiicreler icin diisiik kaynama noktali agaroz(LMA) jel hazirlanist

0.065¢g diisiik kaynama noktali agaroz (LMA) tartilir ve 1sitilarak 10 ml distile suda

¢Ozlilmiistiir.

36



CHO hiicrelerinde gergeklestirilen alkali komet testine ait prosediir basamaklarini

(Anderson ve ark., 1997, Olive, 2007) s0yle siralayabiliriz:

1) Butest i¢in 6ncelikle rodajli lamlar deneyden 1 giin 6nce hazir hale getirildi. Bunun
icin 75g normal melting agaroz (% 0.65) 100ml dH,0’da ¢oziilmiis ve lamlar rodajli
kisminin yarisina kadar agaroza batirilmustir. Altlart silinerek oda sicakliginda
kurutulmustur.

2) Yaklasik 34 pasaj sayisina sahip olan CHO hiicreleri pasajlama prosediiriinde
anlatildig1 lizere tripsinleme yolu ile 15 ml’lik steril tiiplere toplanmiglardir.

3) Hiicre siispansiyonundan sayim yapilarak tiipteki toplam hiicre sayisi belirlenmistir.

4) Tiip icerisindeki hiicreler +4 °C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edildikten sonra
slipernatant aspire edilerek kalan pellet yeniden siispanse edilmis ve dozlanacak T25
flasklara 30.000 hiicre/flask olacak sekilde ekim yapilmistir.

5) Flasklara ekilen CHO hiicreleri yaklagik iki giin sonra %80 ve iizeri konfluent hale
geldigi zaman dozlanmislar ve 24 saat siiresince inkiibe edilmislerdir.

6) Muamele kiiltiirlerinden santrifiij ile (2000rpm’deldk) CHO hiicreleri ¢okeltilerek
pelet lizerine 2ml PBS eklenerek karistirilmigtir. Bu karisimdan 100ul alinarak
37°C’lik su banyosu igerisinde 250l LMA iizerine pipetajlanarak eklenmistir.

7) Buz kalib1 lizerine kurutma kagidi konularak lamlar dizilmis ve her lamin ortasina
ince serit seklinde 100ul LMA-CHO karigimi pipetlenerek iizeri uzun lamellerle
kaplanmustir.

8) Buislemden sonra +4°C’de 15dk bekletilmis, daha sonra dolaptan ¢ikarilan
preparatlarin lizerindeki lameller alinmastir.

9) Aliminyum folyo ile sarili lizis buffer bulunduran saleler igine lamlar yerlestirilerek
+4°C’de 1 gece bekletilmistir.

10) Ertesi giin lamlar elektroforez tankina yerlestirilmis ve DNA’nin agilabilmesi i¢in
gii¢ kaynagi calistirilmadan yiiriitme tamponu igerisinde 15 dk bekletilmistir.

11) 30 dakika boyunca 25 V-300A’lik akim altindaki yiiriitmenin ardindan 5 dk
karanlikta notralizasyon sivisi igerisine terk edilen lamlar soguk dH,O ile yikanip ve
kurutulmustur.

12) Etidyum bromid soliisyonu igerisinde 1 dk bekletilen lamlar floresans mikroskopu

altinda 6l¢iim ve incelenmeye alinmistir.
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13) Fotograflanarak segilen her bir ¢ekirdekteki komet parametreleri “KAMERAM”
yazilimi kullanilarak belirlenmis ve ardindan ortalama fokus/hiicre sayisi
hesaplanmustir.

14) Her bir doz grubu i¢in 50+50 olmak {izere 100 hiicre analiz edilmis ve deneyler en

az iki kez olmak tizere tekrarl olarak gergeklestirilmistir.

3.8 istatistik Analizler

Klonojenik sitotoksisite verilerinin analizinde Kruskall-Wallis testi, normal dagilim
gosterdigi belirlenen Mikroniikleus ve Alkali Komet testlerinden elde edilen verilerin
karsilastirilmast icin ise parametrik testler kullanilmistir. Varyans analizi ANOVA’y1
takiben LSD (Least significant difference) testi kullanilarak karsilastirilmiglardir. Doza
bagimli yanitlarin karsilastirilmasinda ise regresyon analizi kullanilmistir.  Tim

istatistik analizler SPSS 11 yazilimi kullanilarak bilgisayarda gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Etofenprox’un % Hayatta Kahs (Canlilik) Oranina EtKisi

Tez ¢alismamizda kullanilacak etofenprox konsantrasyonlariin belirlenmesi amaciyla
CHO hiicreleri 1, 5, 10, 50, 100, 200, 400 ve 800 pg/ml konsantrasyonlarindaki
etofenproxa maruz birakilarak klonojenik test uygulanmistir (Cizelge 3.3). Elde edilen

sonuclara gore test gruplarinin % hayatta kalis oranlart Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Cesitli konsantrasyonlarda etofenprox’a maruz birakilan CHO hiicrelerinde
klonojenik test ile belirlenen % hayata kalig oranlar1

Formiile gore etofenprox’un CHO hiicreleri tizerindeki 1Csy degeri 302 pg/ml olarak

belirlenmistir.

Genotoksisite testlerinde kullanilmak {izere 1Csp’nin (302 pg/ml) alt ve {ist degerlerine

sahip olan 1, 10, 50, 200, 400 ve 800 pug/ml’lik etofenprox konsantrsayonlari segilmistir.
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4.2 Etofenprox’un Mikroniikleus Olusumu Uzerindeki Etkisi

Tez ¢alismamizda kullanilan etofenprox konsantrasyonlarinin mikroniikleus olusumu
tizerindeki etkisini aragtirmak amaciyla CHO hiicreleri 1, 10, 50, 200, 400 ve 800
png/ml’lik etofenprox’a 24 saat siiresince maruz birakilmis ve MN testi prosediirii
uygulanmigtir. Her test grubu icin olusan %o mikroniikleus (MN) frekansi Cizelge 3.4
verilmis ve Sekil 4.2’de grafik haline getirilmistir.

Cizelge 3.4. Cesitli konsantrasyonlarda etofenproxa maruz birakilan CHO

hiicrelerindeki mikrontikleus frekans tablosu.

MN ferkanslar
Test maddesi Dozlar MN (%o) =SH
(ng/ml) .
MONO BI
Kontrol 10 1 2.52 £0.002
SK (Etanol) 50 ul 2 0 2.50 £0.007
PK (H,0,) 200 pl 119 13 17.360 +£0.006
Etofenprox 1 pg/ml 6 0 3.100 +0.066
10 pg/ml 6 0 3.850 +0.056
50 pg/ml 10 1 5.255 +0.087
200 pug/ml 53 4 12.495 +0.085
400 pg/ml 57 11 14.250 +£0.017
800 pg/ml 62 17 16.495 £0.094

Etofenprox’un mikroniikleus frekansinda kontrole oranla 1 ve 10 pg/ml dozlari harig
(p>0.05) tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli artiglara sebep oldugu tespit
edilmistir. Bu artiglar istatiksel anlamlilik olarak incelendiginde 50 pg/ml i¢in p<0.05
diizeyinde, 200 ve 400 pg/ml i¢in ise p<0.01 diizeyinde énemli sonuglara ulagiimistir.
En yiiksek farklilik ise 800 pg/ml’lik doz grubunda belirlenmistir (p<0.001). Regresyon
analizlerinde MN frekanslarinda goriilen artiglarin doza bagimli olmadig: belirlenmistir

(P>0.05).

En fazla bir mikroniikleuslu biniikleatlara rastlanmig olup dort ve daha fazla

mikroniikleus gézlenmemistir (Cizelge 3.4 ).
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Sekil 4.2. Cesitli konsantrasyonlarda etofenproxa maruz birakilan CHO hiicrelerindeki
mikroniikleus frekanslari (%o) (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

4.3. Etofenproxun Cekirdek Boliinme Indeksi (CBI) Uzerindeki Etkisi

Calismamizda kullanilan etofenprox konsantrasyonlarinin herhangi bir sitotoksik
etkisinin olup olmadigini belirlemek amaciyla, MN testi sonucunda asagidaki formiile

gore CBI degerleri hesaplanmustir.
CBI = (MI + 2xMII + 3xMIII + 4xMIV) / N

N = MI + MII + M1 + MIV

MI: Mononiikleuslu hiicrelerin sayist MII: Biniikleuslu hiicrelerin sayisi

MIII: Triniikleuslu hiicrelerin sayist MIV: Tetraniikleuslu hiicrelerin sayisi

Hesaplamada goz oniine alinan MN ¢ekirdek yapis1 Sekil 4.3.”de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Sitokalasin-B ile muamele edilmis CHO hiicrelerine ait goriitiiler. a)
Biniikleat, b) MN’li Biniikleat (Biiyiitme x1.000).

1, 10, 50, 200, 400 ve 800 pg/ml’lik etofenprox ile 24 saat siiresince muamele edilen
test gruplarinin CBI degerleri Cizelge 3.5’te Sekil 4.4°te gosterilmistir.

Cizelge 3.5. Cesitli konsantrasyonlarda etofenproxa maruz birakilan CHO

hiicrelerindeki CBI degerleri

Skorlanan Cekirdek sayilari

Test maddesi Dozlar (ug/ml) CBi +SH
2 3 4

Kontrol ---- 498 3254 180 68 1.954 +0.101

SK (Etanol) 50 ul 1378 2253 247 122 1.931 +0.097

PK (H,0;) 200 pl 1088 1953 51 8 1.213 +0.226

Etofenprox 1 pg/ml 250 1634 104 39 1.960 +0.121
10 pg/ml 287 1612 102 31  1.941+0.095
50 pg/ml 316 1553 106 20 1.910 +0.187
200 pg/ml 1222 2493 265 20 1.772 +0.105
400 pg/ml 1326 2496 164 14 1.712 +£0.167
800 pg/ml 1708 2044 231 17 1.639 +£0.117

Etofenprox’un CBI iizerine etkisi kontrole oranla 1, 10 ve 50 pg/ml dozlarinda anlamli
bir diisiise neden olmadigi tespit edilmistir (p>0.05). 200 ve 400 pg/ml dozlarinda
istatiksel olarak kontrol grubuna gore onemli (p<0.05) bir diisiis gozlenirken 800
ng/ml’da bu farkin ¢ok onemli (p<0.01) oldugu bulunmustur (Cizelge 3.5.). Regresyon
analizlerinde CBI degerlerinde gériilen azalislarm doza bagimli olmadig: belirlenmistir

(P>0.05).
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Sekil 4.4. Etofenprox’a maruz birakilan CHO hiicrelerinde Cekirdek Béliinme Indeksi
CBI degerleri (*p<0.05, **p<0.01).

4.4 Etofenproxun Komet Olusumu Uzerindeki Etkisi

Tez ¢alismamizda kullanilan etofenprox konsantrasyonlarinin  komet olusumu
tizerindeki etkilerini aragtirmak amaciyla CHO hiicreleri 1, 10, 50, 200, 400 ve 800
ug/ml’lik etofenprox’a konsantrasyonlarina 24 saat siiresince maruz birakilmis ve alkali
komet testi prosediirii uygulanmistir. Komet Olgim islemleri “KAMERAM” adh
yazilm kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 4.5). CHO hiicrelerindeki Komet

olusumlari ise Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Sekil 4.5. KAMERAM programi ile komet degerlerinin belirlenmesi.
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Sekil 4.6. CHO hiicrelerinde komet olusumlar1 a) hasarsiz DNA b) az hasarli
DNA c) orta hasarlt DNA d) ¢ok hasarlt DNA (x400).

Test sonuglarinin degerlendirilmesiyle birlikte her test grubu igin ortalama kuyruk
uzunlugu ve olive kuyruk momenti bulgular1 Cizelge 3.6 ile Sekil 4.7. ve Sekil 4.8°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Cesitli konsantrasyonlarda etofenprox’a maruz birakilan CHO

hiicrelerindeki komet testine ait Ortalama Kuyruk Uzunlugu ve Olive Kuyruk Momenti

degerleri.

Test Dozlar Ortalama Kuyruk Ortalama Olive Kuyruk
maddesi (ng/ml) Uzunlugu +SH Momenti +SH
Kontrol 0.00767 + 0.00019 0.00322 +0.00014
SK (Etanol) 50 ul 0.00756 + 0.00022 0.00291+ 0.00012
PK (H202) 200 ul 0.05763 + 0.00277 0.02550 +0.00139
Etofenprox 1 pg/ml 0.01063 + 0.00048 0.00556 + 0.00035
5 pg/ml 0.01201 + 0.00059 0.00626 % 0.00035
50 pg/ml 0.01063 + 0.00032 0.00548 +0.00022
200 pg/ml 0.02912 + 0.00211 0.01326 % 0.00107
400 pg/ml 0.04660 +0.00275 0.02135 +0.00140
800 png/ml 0.05840 +0.00304 0.02633 +0.00149
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Sekil 4.7. Etofenprox’a maruz birakilan CHO hiicrelerinde komet testi ile belirlenen
ortalama kuyruk uzunlugu degerleri (K: Kontrol, SK: Solvent Kontrol, PK: Pozitif
Kontrol)* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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Sekil 4.8. Etofenprox’a maruz birakilan CHO hiicrelerinde komet testi ile belirlenen
ortalama Olive kuyruk momenti degerleri (K: Kontrol, SK: Solvent Kontrol, PK: Pozitif
Kontrol) * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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Etofenprox insektisitine maruz birakilan izole CHO DNA’larindaki hasarin
Ol¢iilmesinde komet test tekniginden yararlanilmistir. Etofenprox tarafindan yol agilan
DNA hasar1 sonucunda ortalama kuyruk uzunlugu ve olive kuyruk momenti
degerlerinin kontrol grubuna gore artis1 200 ug/ml (P<0.05) ile 400 ve 800 pg/ml’lik
dozlarda anlamli bigimde arttig1 belirlenmistir. Regresyon analizlerinde Kuyruk
uzunlugu (R%= 0.88) ve olive kuyruk momenti (R?=0.87) degerlerinde goriilen artislarin
doza bagimli olduklar1 belirlenmistir (P<0.05).
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5. TARTISMA ve SONUC

Tarimsal alanlara, orman veya bahgelere uygulanan pestisitler havaya, su ve topraga,
oradan da bu ortamlarda yasayan diger canlilara gegmekte ve doniisiime ugramaktadir.
Bir pestisitin ¢evredeki hareketlerini onun kimyasal yapisi, fiziksel oOzellikleri,
formiilasyon tipi, uygulama sekli, iklim ve tarimsal kosullar gibi faktorler
etkilemektedir. Bu hareketlilik igerisinde pestisitlerin ya da metabolitlerinin hedef
olmayan canlilar tizerindeki etkilerinin arastirilmasi {izerinde en yogun ¢alisilan ¢evre

sorunlarindan birine 151k tutulmasi agisindan 6nem tasimaktadir (Amr 1999).

Klasik toksisite ¢calismalar1 yaninda pestisitlerin genetik materyal iizerindeki etkilerinin
calisilmsi, yani genotoksisite testlerinin kullanimi, canlinin ya da populasyonun genetik
yapisinda meydana meydana gelebilecek olasi degisimlerin tahmin edilebilmesini
saglayan bir arag olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Pestisitlerin olasi genotoksik etkilerinin
arastirilmasinda mikroniikleus testi, ¢ekirdek boliinme indeksinin yilizdelik oran tespiti
ve son donnemlerde 6ne ¢ikan alkali komet testi en sik kullanilan testlerdir (Fenech,

2000, Gokalp, 2006, Sekihashi ve ark., 2003).

Bu c¢alismada Etofenprox adli pestisitin in-vitro sitotoksik ve genotoksik etkilerinin
aragtirtlmasi planlanmistir. Calismamizda insektisit Etofenprox bir Pretroit tiirevidir.
Pretroitlerin diger insektisitlere oranla insanlar i¢in daha giivenli olmasi, diisiik
dozlarinda dahi yiiksek insektisidal etkiye sahip bulunmasi ve ¢abuk pargalanma gibi
ozelliklerinden dolayi, gittikce artan genis bir kullanim alanina sahip olmustur (WHO,
2005). Dolayisiyla pretroitler hakkindaki genotoksisite ¢aligmalar1 halk sagligimi ve

cevreyi yakindan ilgilendirmektedir.

Pretroitlerin genotoksik etkilerine dair yliriitiilen calismalar incelendiginde, cyflutrin,
cypermetrin, deltametrin, etofenprox, permetrin ve D-phenothrin tiirevleri ile yapilan in-
vitro ve in-vivo c¢alismalarda genel olarak negatif genotoksisite rapor edildigi
goriilmektedir (IPCS, 1990, 1994, 1996, 1997a-b, 2001). Yine bifentrin i¢in bir¢ok
arastirmada negatif sonu¢ elde edilmesine ragmen fare lenfomalar1 ile yapilan iki

calismadan birinde pozitif sonuca ulagilmistir (WHO, 2003). Ayrica sicanlarda yapilan
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yiilksek doza bagli programlanmamis DNA sentezi sonuglarinda da genotoksik etki

raporlanmistir (IPCS, 1993) (Cizelge 2.2).

Son yapilan ¢alismalar A-cyhalotrin tiirevinin baliklarda mikroniikleus, siganlarda kemik
iliginde kromozomal aberasyonlari ve polikromatik eritrositlerde yine mikroniikleus
olusumunu bagslattig1 rapor edilmistir (Campana ve ark., 1999; Cavas ve ark., 2003;
Celik ve ark., 2003). Bununla birlikte elde edilen veriler 1s51831nda JECFA (Joint Expert
Committee on Food Additives) cyhalotrin ve tiirevlerinin insana genotoksik bir zarari
olmadigina karar vermistir (IPCS, 2004a (Cizelge 2.2).

Calismamizda kullandigimiz etofenprox’un mutajenik ve genotoksik etkilerine dair
literatlir taramalar1 sonucunda bilimsel makaleye rastlanmamis olup yalnizca rapor
olarak sunulmus cesitli ¢alisma sonuclarina rastlanabilmistir. Bu sonuglar arasinda in-
vitro olarak bakterilerde ve memeli hiicrelerinde, in-vivo sartlarda ise sicanlarda, ayrica
planlanmamig DNA sentez (UDS- unscheduled DNA synthesis) testi i¢in insanda in-

vitro HeLa hiicreleri lizerinde rapor edilmig bulgular bulunmaktadir (Cizelge 2.4).

Etofenproxun mutajenik etkilerine ait raporlar, Foster (1985) ve Seeberg (1985)

tarafindan yapilan ¢aligmalar1 asagidaki sekilde 6zetleyebiliriz.

Salmonella typhimurium TA 98, TA 100, TA 1535, TA 1537 ve TA 1538 suslarina S9
aktivasyonu varligt ve yoklugunda, 0 (DMSO), 200, 400, 800, 1600 ve 3200 ug/petri
halinde 72 saatlik % 96,3 saflikta etofenprox uygulamasi yapilmistir. 3200 ug/petri’lik
uygulamada c¢okelme gozlemlenmistir. Pozitif kontroller fonksiyonel olup revertant

kolonilerde bir artis gozlemlenmemistir (Foster, 1985).

Cin hamsteri V79 hiicreleri, S9 sican karaciger aktivasyonu varligi ve yoklugunda, 0
(%1 dimetilsulfoksit), 9.75, 19.5, 39.0, 78.0, ve 156.0 ug/ml’lik konsantrasyonlarda ii¢
saat siiresince %96,3 saflikta etofenprox’a maruz birakilmislardir. Calisma sonunda 6-

thioguanine resiztansi mutasyon frekansinda artis tespit edilmemistir (Seeberg, 1985).
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Etofenprox’un kromozomal etkilesimlerine dair raporlar, Bootman ve arkadaslarinin
1985°te in-vivo olarak kobay farelerde ve in-vitro olarak insan erkek kani lenfosit

kiiltiirlerindeki ¢alismalarini takiben sunulmustur.

15 adet CD-1 kobay fare, 0 (% 0.5 metilseliiloz), 80, 400, ve 2000 mg/kg dozlarinda
%96,3 safliktaki etofenprox’a oral yoldan maruz birakilmiglardir. Kemik iligi
mikrontikleuis frekanslar1 analiz edildiginde pozitif kontroliin (klorambusil) fonksiyonel
olup mikroniikleuslu polikromatik eritosit sayisinda bir artis olmadigir belirlenmistir

(Bootman ve ark., 1985).

Triplike insan erkek kani lenfosit kiiltiirleri, S9 si¢an karaciger aktivasyonu varligi ve
yoklugunda, 0 (DMSO), 6.25,12.5, 25.0 ve 50.0 pg/ml oranlarinda sirasiyla 2 ve 24
sliresince %96.3 safliktaki etofenprox’a maruz birakilmig ve her bir konsantrasyondaki
triplike kiiltiirlerden 100 metafaz sayilmistir. Pozitif kontrollerin fonksiyonel oldugu
gozlemlenirken yapisal kromozom aberasyonlarinda herhangi bir bir artig tespit

edilememistir (Bootman ve ark., 1985).

Etofenprox’un olusturdugu DNA hasarimin tespiti amaciyla Seeberg (1985) insan HeLa
S3 hiicrelerinde bir ¢alisma yiiriitiilmistiir. Hiicreler iki grup halinde 3 siiresince %93
saflikta etofenprox’a maruz birakilmislardir. Triplet tek tabaka kiiltiirler [3H] timidin
eklentili iki grup olarak calisilmistir. Birinci grup sican karacigeri S9 karigimi
varliginda 0 (DMSO), 2.44, 4.88, 9.75, 19.5, ve 39.0 ug/ml ¢ozeltileri halinde, diger
grup ise S9 olmadan 0 (DMSO), 9.75, 19.5, 39.0, 78.0, ve 156 ug/ml igerikli olarak
maruziyet saglanmistir. Sonugta planlanmamig DNA sentezinde artis tespit olmadigi

rapor edilmistir (Seeberg, 1985).

Etofenprox’un karsinojenik etkileri ile ilgili olarak gegtigimzi yil yayinlanan bir
calismada, Hojo ve arkadaglar1 (2012), etofenprox’un sican karacigerlerinde tiimor
olusturma potansiyeli aragtirllmistir. Elde ettikleri sonuglara gore etofenprox’un CAR
ad1 verilen reseptorleri aktive ettigi ve mikrosomal ROS iiretimini artirarak oksidatif
strese neden oldugu bodylece hiicresel proliferasyonu hizlandirmak suretiyle timor

olusumunu tetikledigi 6ne siirmiislerdir.
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Tiim bu veriler 1518inda etofenprox, Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
(U.S. Environmental Protection Agency- EPA) tarafindan diisiik riskli ve insan i¢in
karsinojenik olmayan pestisit olarak tanimlanmustir (http://www.epa.gov/pesticides
/chem_search/cleared_reviews/csr_PC-128965 9-Jun-08_a.pdf, 2013).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (International Agency for Research on Cancer -
IARC) tarafindan yayinlanan listede ise etofenprox, Grup-4 kategorisinde belirtilmis
olup, muhtemelen karsinojenik olmayan kimyasallar arasinda kabul edilmistir (UNEP

2007).

Calismamizda hiicre siklusu kinetiklerinin belirlenmesinde bir parametre olan CBI’den
sitotoksik etkileri belirlemek iizere faydalanilmistir. Etofenprox’un CBI baglaminda
sitotoksik etkisine ancak yiiksek dozlarda rastlanmistir. Buna gore etofenprox’un hiicre
siklusu ilerlemesindeki inhibisyonu ve/veya proliferatif kapasitedeki kayip
olusturabilmesi ancak organizmalarin ¢ok yliksek seviyede bir maruziyeti ile miimkiin

olabilecegi sdylenebilir.

Calismamizda mikroniikleus testi, hiicre boliinmesi esnasinda asentrik kromozom
fragmentleri veya tiim bir kromozom kayiplart baglaminda olusan MN’lerin

skorlanmasina dayali olarak etofenprox’un genotoksik etkileri aragtirilmigtir.

Etofenprox’un kromozomal etkilesimleri, Bootman ve arkadaslarinin 1985’te yiiriitiilen
in-vivo ¢alismada olarak kobay farelerde mikroniikleuslu plikromatik eritrosit sayisinda
bir artis tespit edilemedigi belirtilmis olup s6z konusu ¢alismada etofenprox miktart en
fazla 50.0 pg/ml olarak dozlanmistir. Bizim ¢alismamizda en yiiksek deger olarak onalti
kat artirilarak 800 pg/ml olarak belirlenmistir. Skorlanan mikroniikleuslarin 50, 200,
400 ve 800 pg/ml’lik dozlarda anlamli seviyede bulundugundan, etofenprox’un ancak

cok yiiksek dozlarda genotoksik hasara yol agabilecegi sonucuna varilmistir.

Etofenprox’un olusturdugu DNA hasarinin tespiti amaciyla Seeberg (1985) insan HeLa
S3 hiicreleri ile calisarak en yiiksek doz olarak 156 pg/ml kullanmis ve tiim
denemelerde negatif sonuglar elde etmistir. Etofenprox’un olusturdugu tek iplik DNA
kiriklarini belirleyebilmek ve daha duyarl bir genotoksisite 6l¢limii igin, literatiirde ilk
defa alkali komet testi bu caligmada kullanilmistir. Bizim ¢alismamizda komet testi

parametrelerinden kuyruk uzunlugu ve olive kuyruk momenti degerleri secilerek DNA
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tek iplik kiriklarinin miktar1 arastirillmistir. Pozitif kontrol (H20,) fonksiyonel olup
Etofenprox’un 200, 400 ve 800 pg/ml’lik yiiksek dozlarda DNA hasari olusturdugu

tespit edilmistir.

Etofenprox’un genotoksik etki mekanizmasina ait olarak sinirl1 bilgiye rastlanabilmistir.
Hojo ve arkadaglarinin (2012) sicanlarla in-vivo yaptiklar1 deneylerde etofenprox’un
karacigerde tiimor olusumuna neden oldugunu bildirmislerdir. Kismi hepatektomi ile
almman karaciger orneklerinde glutatyon S-transferaz enzimine ait artiglarin yaninda
kantitatif Real-time PCR sonuglarina gére Faz-l1 ve Faz-ll enzimlerine ait mRNA
ekspresyonundaki artiglar1 tespit etmislerdir. Son olarak hepatositlerde sitoplazmada
olusan yiiksek ROS igerikli mikrozomlarin g¢ekirdege, etofenprox tarafindan transloke
edilen CAR adli zar proteinleri ile alinarak proliferatif genleri etkiledigi sonucuna

varmiglardir.

Etofenprox’un cevresel konsantrasyonlar: ile ilgili bilgiler de sinirli olmakla birlikte
iilkemizde Kizilirmak deltasinda gerceklestirdikleri calismada, Yurtkuran ve Saygi
(2013) suda 0.001-0.008 pg/L’lik bir etofenprox kalintisi tespit ederken sedimentte ise
bu miktarin 9.5 ve 385 pg/kg arasinda degistigini rapor etmislerdir. Etofenprox’un tarla
uygulamalarinda domates bitkisi lizerindeki kalintt degerleri 0.01, 0.1 ve 0.5 mg/kg
olarak bulunmustur (Malhat ve ark., 2012). Etofenprox’un pH, toprak tipi ve organik
igerige bagl olarak yarilanma omrii 13 ila 37 giin arasinda oldugu ve bu ¢ok yiiksek
biyokonsantrasyon karakterinin, diisiik konsantrasyonlarda da olsa etofenprox’un
¢evrede uzun bir periyotta kalmasina neden olacagi rapor edilmistir. (Sun ve ark., 2012).
Caligmamizda genotoksik etkiye sebep olabilecek dozlart (200, 400 ve 800 pg/ml) ile
en yiiksek su (8x10° pg/ml) , sediment (385 pg/kg) ve bitkisel (500 pg/kg) cevre
konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda, Etofenprox’un olasi ¢evresel konsantrsayonlarda

genotoksik etkiye sahip olmadig1 sonucuna varilabilir.

Sonug¢ olarak etofenprox’un ¢in hamsteri ovaryum hiicrelerinde (CHO) uygulanan
yiiksek dozlarinin ¢ekirdek boliinme indeksini diisiiriip, mikroniikleus frekanslarini ve
komet parametrlerinde istatistiksel olarak Onemli artiglara sebep oldugu ve DNA
hasarin1  artirdigr  belirlenmistir. Etofenprox, genotoksik etkisini sitoplazmada

mikrosomal ROS tiirevlerinin iiretimini destekleyip, dogrudan ¢ekirdegin igine
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tasinmasin1  saglayarak gerceklestirdigi sOylenebilir. Bir diger mekanizmada ise
etofenprox’un yiiksek konsantrsayonlarda apoptotik etki gostermek sureti ile bu
hasarlara yol agabilmesi de miimkiindiir. Elde ettigimiz bulgulara gére etofenprox’un
klastojenik, mutajenik, anojenik etkiye sahip oldugu goriilmektedir. DNA’da hasar
olarak ortaya ¢ikan bu genotoksik etkiler kanser baglatici bir mekanizma olarak kabul
edilmektedir. Bu nedenle bu pestisitin kullanimda dikkatli davranilmali, hedef
alinmayan canlilarin 06zellikle insanlarin bu kimyasal bilesiklere maruz kalmasi

miimkiin oldugunca azaltilmalhidir.

Her giin istemli veya istemsiz olarak insanlarin maruz kaldig: pestisitlerin pek ¢ogunun
toksisite testleri arastirilmayr beklemektedir. Kullanilmakta olan bu pestisitlerin asil
amact cesitli zararlilar1 6ldiirmek ve {iiretimi artirmak olsa da biiylik bir dezavantaj
olarak karsimiza hedef dis1 canlilarda sebep oldugu 6liimler, zehirlenmeler, teratojenik
ve kanserojenik etkiler ¢ikmaktadir. Son zamanlarda artan kanser vakalar1 ve sakat
dogumlar da bu sonuglar1 desteklemektedir. Ug farkli test sistemi kullanilarak
yaptigimiz ¢alismada etofenprox pestisiti i¢in sonuglarin giivenilirligi arttirilmistir. Bu
calismada yer almayan diger genotoksisite test sistemleri kullanilarak sonuglarin

desteklenebilecegi diisiincesindeyiz.
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