
 
 

ETOFENPROX’UN GENOTOKSİK ETKİLERİNİN      

ÇİN HAMSTERİ OVARYUM HÜCRELERİNDE 

MİKRONÜKLEUS VE KOMET TESTLERİ 

KULLANILARAK ARAŞTIRILMASI 

Faysal YILMAZ 



 

 
 

 

T.C. 

ULUDAĞ ÜNĠVERSĠTESĠ 

FEN BĠLĠMLERĠ ENSTĠTÜSÜ 

 

 

ETOFENPROX’UN GENOTOKSİK ETKİLERİNİN ÇİN HAMSTERİ 

OVARYUM HÜCRELERİNDE MİKRONÜKLEUS VE KOMET TESTLERİ 

KULLANILARAK ARAŞTIRILMASI 

 

Faysal YILMAZ 

 

 

Doç. Dr. Tolga ÇAVAġ 

 

(DanıĢman) 

 

 

YÜKSEK LĠSANS TEZĠ 

 

BĠYOLOJĠ / GENEL BĠYOLOJĠ ANABĠLĠM DALI 

 

BURSA – 2013 

 



 

 
 

 

TEZ ONAYI 

 

Faysal YILMAZ tarafından hazırlanan “Etofenprox‟un Genotoksik Etkilerinin Çin 

Hamsteri Ovaryum Hücrelerinde Mikronükleus ve Komet Testleri Kullanılarak 

AraĢtırılması” adlı tez çalıĢması aĢağıdaki jüri tarafından oy birliği/oy çokluğu ile 

Uludağ Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Biyoloji / Genel Biyoloji Anabilim 

Dalı‟nda YÜKSEK LİSANS TEZİ olarak kabul edilmiĢtir.  

 

Danışman     : Doç. Dr. Tolga ÇAVAġ 

 

Başkan :  Doç. Dr. Tolga ÇAVAġ 

Uludağ Ü. Fen-Edebiyat Fakültesi 

Biyoloji Anabilim Dalı  

 

 

Ġmza  

Üye :  Doç. Dr. Nilüfer ÇĠNKILIÇ 

Uludağ Ü. Fen-Edebiyat Fakültesi 

Biyoloji Anabilim Dalı  

 

 

Ġmza  

Üye :  Doç.Dr. Rahmiye AYDIN 

Uludağ Ü. Fen-Edebiyat Fakültesi 

Kimya Anabilim Dalı  

 

 

Ġmza  

   

  

 

 

 

 

Yukarıdaki sonucu onaylarım 

 

Prof. Dr. Ali Osman DEMİR 

Enstitü Müdürü 

/    / 2013 

 

 

 

 



 

 
 

U.Ü. Fen Bilimleri Enstitüsü, tez yazım kurallarına uygun olarak hazırladığım bu 

tez çalışmasında;  

 

- tez içindeki bütün bilgi ve belgeleri akademik kurallar çerçevesinde elde ettiğimi,  

- görsel, iĢitsel ve yazılı tüm bilgi ve sonuçları bilimsel ahlak kurallarına uygun olarak 

sunduğumu,  

- baĢkalarının eserlerinden yararlanılması durumunda ilgili eserlere bilimsel normlara 

uygun olarak atıfta bulunduğumu,  

- atıfta bulunduğum eserlerin tümünü kaynak olarak gösterdiğimi,  

- kullanılan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadığımı,  

- ve bu tezin herhangi bir bölümünü bu üniversite veya baĢka bir üniversitede baĢka 

bir tez çalıĢması olarak sunmadığımı  

beyan ederim.  

 

/      / 2013 

 

Faysal YILMAZ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



i 
 

ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

ETOFENPROX‟UN GENOTOKSĠK ETKĠLERĠNĠN ÇĠN HAMSTERĠ OVARYUM 

HÜCRELERĠNDE MĠKRONÜKLEUS VE KOMET TESTLERĠ KULLANILARAK 

ARAġTIRILMASI 

                                                                                 

Faysal YILMAZ 

 

Uludağ Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji / Genel Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Doç. Dr. Tolga ÇAVAġ 

 

Bu çalıĢmada pyrethroid grubu insektisitlerden etofenprox‟un in-vitro  sitotoksik ve 

genotoksik etkilerinin incelenmesi amaçlanmıĢtır.  ÇalıĢmada memeliler için model 

olarak çin hamsteri ovaryum (CHO) hücre hattı kullanılmıĢtır. Sitotoksik etkilerin 

çalıĢılmasında klonojenik test ve çekirdek bölünme indeksi değerleri kullanılmıĢtır. 

Genotoksik etkilerin belirlenmeside ise sitokinez bloke mikronükleus testi ve komet 

testi kullanılmıĢtır. Klonojenik testte hücreler 24 saat süresince çeĢitli 

konsantrsayonlarda (1-1600 mg/mL) teknik formdaki etofenprox‟a maruz 

bırakılmıĢlardır.  Elde edilen veriler ıĢığında etofenprosk‟un CHO hücreleri üzerindeki 

IC50 değeri 302 mg/mL olarak belirlenmiĢtir. Bu bulguya dayanılarak genotoksisite 

testlerinde  kullanılacak konsantrayonlar (1, 50, 100, 200, 400 800 g/mL) 

belirlenmiĢtir. 24 saatlik uygulama sonrasında CHO hücrelerinde oluĢan mikronükleus 

frekansları ile komet parametreleri (kuyruk uzunluğu ve oliv kuyruk momenti) 

hesaplanmıĢtır. ÇalıĢma sonunda, etofenprox‟un yalnızca yüksek konsantrayonlarda 

(200, 400 ve 800 g/mL) genotoksik etkiye sahip olduğu belirlenmiĢtir. Elde ettiğimiz 

bulgular etofenprox‟un olası çevresel konsantrsayonlarda genotoksik etkiye sahip 

olmadığını göstermiĢtir. 

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

2013, viii + 65 sayfa 
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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 

Uludağ University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology/General Biology 

 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr Tolga ÇAVAġ 

 

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 g/mL) for 24 h. 

The IC50 value of etofenprox was determined as 302 g/mL. Based on this finding, the 

genotoxicity test concentrations were determined (1, 50, 100, 200, 400 800 g/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 

g/mL). Our results indicated that etofenprox has no genotoxic effects at possible 

environmental concentrations.  

Key words: Etofenprox, Genotoxic Effect, CHO, Comet, Micronucleus 

2013, viii + 65 pages 
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1. GİRİŞ 

 

Biyotik çevremizi oluĢturan organizmalardan bazıları çeĢitli yollarla insanlara yarar 

sağlamakla birlikte, bir kısmı da zararlı etkilere yol açabilmektedir. Zararlı 

organizmaların kontrol altında tutulması için uygulanan en yaygın yöntemlerden birisi 

de pestisit adı verilen kimyasalların kullanımıdır. 

Aralarında piretroidlerin de bulunduğu birçok pestisitin, özellikle genetik materyal 

DNA üzerinde genotoksik etkilere yol açabileceği gösterilmiĢtir (Gonzalez, 2011).  

Genetik materyalde meydana gelebilecek hasarlar onarılamadıkları durumlarda 

üretkenlik kaybından, kansere, direkt ölümden popülasyon dinamiği bozulmalarına 

varan geniĢ etkilere yol açabilmektedirler. Bu nedenle potansiyel etkileri bilinmeyen 

ajanların genotoksisite etkilerinin tespit edilmesi doğal çevre ve sağlık açısından büyük 

önem taĢımaktadır (Li Chen ve ark., 2009)  

Bu çalıĢmada kullanılmak üzere seçilen pestisit etofenprox yaygın bir kullanım alanına 

sahip olmakla birlikte Etofenprox‟un genotoksik etkileri ile ilgili yapılan literatür 

çalıĢmaları yetersiz olup rapor halinde bildirilmiĢ yalnızca dört sunuma ve son 

dönemlerde yayınlanan bir makaleye rastlanabilmiĢtir. 1985 yılında yürütülen bu 

sunumlarda etofenprox‟un genotoksik etkileri bakteri suĢlarında ames testi, insan 

lenfositlerinde kromozom aberasyonu, fare kemik iliğinde mikronükleus ve  Hela 

hücrelerinde programlanmamıĢ DNA sentezi kullanılarak çalıĢılmıĢ ve tüm deneylerde 

negatif  sonuç elde edildiği bildirilmiĢtir  (Bootman ve ark., 1985; Foster, 1985; Seeberg 

ve ark., 1985). Ancak 27 yıl sonra yani 2012 yılına ait olan araĢtırmada ise 

etofenprox‟un karsinojenik etkileri Hojo ve arkadaĢları (2012) tarafından çalıĢılmıĢ ve 

yayınladıkları makalede etofenprox‟un sıçan karaciğerlerinde ROS‟a bağlı tümör 

oluĢturduğunu ifade etmiĢlerdir. 

Etofenprox‟un kimyasal yapısı incelendiğinde benzil eklentisi içerdiği görülmektedir. 

Benzil türevlerinin genotoksik etkileri gösterilmiĢ olup (Demir ve ark., 2008), özellikle 

bu yapının etofenprox‟a genotoksisite potansiyeli kazandırabileceği düĢünülebilir 

(Hayashi ve ark., 2010).  
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Bu çalıĢmanın amacı sentetik piretroid insektisitlerden olan Etofenprox‟un in-vitro  

genotoksik etkilerinin araĢtırılmasıdır. Bu amaçla Çin hamster ovaryum (CHO) 

hücreleri seçilmiĢtir. ÇeĢitli konsatrasyonlarda etofenprox‟a maruz bırakılacak CHO 

hücrelerindeki genetik hasarlar, ilk kez DNA hasarlarını belirlemede daha uygun bir 

teknik olan komet testi ve ayrıca sitokinez bloke mikronükleus testi ile incelenerek çok 

daha hassas biçimde belirleme hedefi, tez çalıĢmamızın özgünlüğünü oluĢturmaktadır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 
 

2. GENEL BİLGİLER VE KAYNAK ARAŞTIRMASI 
 

2.1 Pestisitlerin Tanımı ve Tarihçesi 

Pestisit, zararlı organizmaları engellemek, kontrol altına almak, ya da zararlarını 

azaltmak için kullanılan madde ya da maddelerden oluĢan karıĢımlardır. Pestisit, 

kimyasal bir madde, virüs ya da bakteri gibi biyolojik bir ajan, antimikrobik, 

dezenfektan ya da herhangi bir araç olabilir (http://www.epa.gov/pesticides/about/ 

index.htm#what_pesticide, 2013). 

Pestisitlerin insanlar tarafından kullanılmaları yüzlerce yıl öncesine dayanmaktadır. 

Mısır‟da haĢerelere karĢı kükürt ve arsenik içerikli pestisit hazırlandığına ve 

kullanıldığına dair M.Ö. 1500 yıllarına ait bir papirüste kayıtlar bulunmuĢtur (Klassen 

ve ark., 2001) . M.Ö. 1300‟de ‟Mineral yağ” develerde uyuz hastalığı için kullanılan bir 

çeĢit pestisittir.  Kutsal tuz veya zafer elde edilmiĢ savaĢ meydanı külleri M.Ö 

1200‟lerde seçici olmayan herbisitler olarak kullanıldığı, M.Ö. 1000 yıllarında 

Çinlilerin günümüzde hala kullanılan sülfürün fuminat formlarını geliĢtirdikleri de 

bilinmektedir (Ware, 1980; Dağlıoğlu, 2004).  

‟Hellabore” (Helleborus niger, Helleborus orientalis ve Veratrum album) adlı bitki 

grubunun rodentlere ve böceklere karĢı M.Ö. 100‟lere dayanan bir geçmiĢi vardır. Tütün 

ekstraklarının M.S. 1690‟da kontak insektisit olarak, dumanlarının ise M.S. 1773‟te 

fumigant olarak kullanıldığı literatürde yeralmaktadır (Ware, 1980; Worthing, 1987). 

Sanayi devrimiyle birlikte 1940‟lardan itibaren doğal yapılı bileĢikler yerini daha kararlı 

ve düĢük maliyetli sentetik bileĢiklere bırakmıĢtır (Uslu ve Türkman, 1987; Becker ve 

ark., 2010). II. Dünya SavaĢı‟nda Naziler tarafından kimyasal silah olarak kullanılan 

organik yapıdaki pestisitlerin üretimi ve kullanımı savaĢ sonrası silah endüstrisinden 

sivil endüstriye kayarak, üretim ve uygulamaları giderek yaygınlaĢmıĢtır (Klassen ve 

ark., 2001 ; Dağlıoğlu, 2004).  

Pestisitler daha sonraki yıllarda Ģehir yaĢamında da kullanılmaya baĢlanmıĢ, çeĢitli 

böceklerin uzaklaĢtırılmasında, çim alanlarındaki yabancı ot ve zararlı hayvanların 

kontrolünde, yüzme havuzlarındaki alglerin kontrolünde, fare ve sıçanların 
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öldürülmesinde, evcil hayvanlar için pire tozu olarak, kamp alanlarında sinek ve 

sivrisinek ile mücadelede kullanılmaya baĢlanmıĢtır (Sezer, 2002, Becker ve ark., 2010, 

Beseler ve ark., 2008). 

Pestisitler; kemiriciler, böcekler ve diğer pestleri yok ederler, ayrıca bu hayvanlarla 

taĢınan vektör hastalıklara karĢı savaĢta da kullanılırlar. Malarya (sıtma), veba, 

sarıhumma, tifüs bu hastalıklar arasındadır (Ağar, 1990). Tarımda kullanılmaları ile 

gittikçe artan nüfusa karĢı zaten yetersiz olan tarım ürünlerini pestlerden 

korumaktadırlar. Böylece diğer ve çok önemli bir sağlık sorununa (açlık) karĢı savaĢta 

kullanılmakla ayrıca büyük ekonomik yarar sağlamaktadırlar (EPA, 1987; Saito, 1987). 

Tarım dıĢında pestisitler kırsal alanlarda (ormanlarda); karayollarında yabani otlara 

karĢı; sivrisinek ve rodentlere karĢı resmi kuruluĢlar tarafından kullanılmaktadır (FAO, 

1985). Ayrıca kiĢisel olarak evlerde ve bahçe iĢlerinde de geniĢ ölçüde 

uygulanmaktadırlar (Bulut ve Tamer, 1996). 

2.2 Pestisitlerin Sınıflandırılması 

Pestisitler aĢağıda gösterildiği üzere çeĢitli özelliklerine göre sınıflandırılmaktadır.  

 

 Fiziksel yapı   Etkilediği canlı grubu  Kullanım tekniği 

 Formülasyon  Ġçerdiği aktif madde 

grubu 

 Zehirlilik derecesi 

 

Bunlardan en çok kullanılan sınıflandırma Ģekilleri ise kullanıldıkları zararlı gruplarına 

ve yapısındaki aktif madde grubuna göre yapılan sınıflandırmalardır (Öncüer 1995).  

Etkilediği canlı grubuna göre pestisitler  (Toros ve ark. 1999) ; 

 Ġnsektisit: Böcek, haĢerelere karĢı kullanılan ilaçlardır. 

 Fungisit: Funguslara (Mantar) karĢı kullanılan ilaçlardır. 

 Herbisit: Yabancı otlara karĢı kullanılan ilaçlardır. 

 Mollusit: YumuĢakçalara karĢı kullanılan ilaçlardır. 

 Rodentisit: Kemirgenlere karĢı kullanılan ilaçlardır. 

 Nematisit: Nematotlara karĢı kullanılan ilaçlardır. 

 Akarisit: Akarlara karĢı kullanılan ilaçlardır. 
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Ġçerdiği aktif madde grubuna göre pestisitler (Korkmaz ve ark., 2011) 

 Doğal ve sentetik pretroidlerdir  Organofosforlu bileĢikler 

 Anilin türevleri  Pridin ve Pirimidin türevleri 

 Karbamatlar  Triazinler 

 Klorofenoksi bileĢikleri  Üre içiren bileĢikler 

 Organoklorinli bileĢikler  SınıflandırılmamıĢ bileĢikler 

  

2.3 Dünya ve Türkiye’de Pestisit Kullanımı 

Sentetik kimyasalların yoğun bir Ģekilde bitki sağlığı alanında kullanılmaya 

baĢlamasıyla, bunların insan, çevre ve hayvan sağlığı açısından risklerinin de 

dolayısıyla arttığı gözlenmiĢtir. Ülkeler düzeyinde pestisit kullanımı kontrol altına 

alabilmek için yasal düzenlemeler (ruhsatlandırma sistemleri, imhaları, taĢınmaları v.b.) 

getirilirken, uluslararası düzeyde faaliyet gösteren kuruluĢlar da bu alana eğilmiĢlerdir. 

Bugün EPPO, FAO, WHO, EEC ve EPA gibi pek çok kuruluĢ pestisitlerin güvenli 

kullanımı konusunda azami gayret göstermektedirler (Sevil ve ark., 1991). 

Özellikle 1970 yılında baĢlayan çevre koruma hareketlerinden sonra bütün dünyada 

pestisit kullanımının çok kontrollü yapıldığı, mevcut ve etkili maddelerin güvenlik 

testlerine alındığı ve bu değerlendirmeler sonucunda bazı pestisitlerin çeĢitli ülkelerde 

yasaklandığı, kısıtlandığı veya kontrollü bir Ģekilde kullanımının yapıldığı bilinmektedir 

(FAO, 1989). 

Türkiye‟de de ülke menfaatleri dikkate alınarak ruhsatlı pestisitler, araĢtırma 

sonuçlarının ıĢığı altında değerlendirmeye tabi tutulmaktadır. Bu konudan yapılan 

çalıĢmalar sonucu bazı pestisitlerin kullanımlarının yasaklanması ve ruhsatlarının iptali; 

bazılarının ise kısıtlanması veya kontrollü kullanım kararı alınmıĢtır (Bulut ve Tamer, 

1996). 

AraĢtırmalar ıĢığında pestisitlerle ilgili olarak alınan bu yasaklama ve kısıtlama kararları 

ile ruhsatlandırma esaslarında o ülkenin fayda/risk analizindeki dengenin ve 

önceliklerinin etkisi büyük olmaktadır. Örneğin, ileri tarım tekniklerine sahip bir ülkede 

tehlike altında olan bir kuĢ türüne zararlı olan bir pestisite ruhsat verilmezken, daha az 

geliĢmiĢ bir ülkede aynı bileĢik izin alabilmektedir (Sevil ve ark., 1991). 
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Dünyada Pestisitlerin kullanım yüzdeleri herbisitler % 47, insektisitler % 29, fungisitler 

%19 ve diğer pestisit grupları ise % 5'lik paya sahiptirler. Kullanımın % 76‟sını 

Herbisitler ve insektisitler kapsamaktadır (ġekil 2.1) (Dağ ve ark.2000). 

 

Dünyada Pestisit Kullanımı

HERBİSİTLER

47%

İNSEKTİSİTLER

24%

FUNGUSİTLER

16%

DİĞER

13%

 

Şekil 2.1 Dünyada pestisit kullanım oranları (Dağ ve ark.2000). 

 

Türkiye‟de biyosidal tüketimi ortalama 33.000 tondur. Bu miktarın % 47‟sini 

insektisitler, %24‟ünü herbisitler, % 16‟sını fungisitler , % 13‟ ünü de diğer gruplar 

oluĢturmaktadır (ġekil 2.2) (Turabi 2007).  

AB mevzuatı uyum çalıĢmaları kapsamında olumsuz özellikleri nedeniyle, 01.01.2009 

tarihi itibariyle 75 adet, 31.08.2009 tarihi itibariyle de 49 adet pestisitin imalatı ve 

ithalatı durdurulmuĢtur  (ftp://ftp.kkgm.gov.tr/AB/Genel/, 2011). ġu anda AB‟de 

kullanımdan kaldırılan, ama Türkiye‟de hala piyasada olan 101 etkili madde kalmıĢtır 

(Tiryaki ve ark. 2010). 
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Türkiyede Pestisit Kullanımı

HERBİSİTLER; 

24%

İNSEKTİSİTLER; 

47%

FUNGUSİTLER; 

16%

DİĞER; 13%

 

Şekil 2.2 Türkiye‟de pestisit kullanım oranları (Turabi 2007). 

 

2.4 Pestisitlerin Zararları 

Stockholm Kalıcı Organik Kirleticiler Kongresine göre en tehlikeli ve kalıcı 12 

kimyasaldan 10‟u pestisitlerdir (Anonim, 2009). Bu yönüyle dünyadaki bütün canlılar 

bitkiler, hayvanlar pestisitlerden etkilenir. ABD deki bir yasada pestisitlerden 

"ekonomik zehirler" olarak tanımlanmaktadır (Robert ve ark. 1992).   

2.4.1 Pestisitlerin Ekotoksikolojik Etkileri 

Pestisitler ikincil metabolitlere parçalanmadan ortamda kalmaları ve bu miktarların 

sürekli birikimi sonucu canlılar üzerinde akut, sub-akut ve kronik zehirlenmelere neden 

olmaktadır. Bu zehirlenmelerin sonucunda mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkiler 

de gözlenebilir. Bunun yanında ileriye yönelik kestirilemeyen olumsuz sonuçların 

doğacağı beklenilmektedir (Vural, 2005). Pestisitlerin bilinçsiz olarak kullanımı 

sonucunda, ilk kullanıldığı andaki etkili sonucu alabilmek için daha sonraki 

uygulamalarda arttırılan kullanım miktarı veya daha etkin kimyasalların kullanımına 



 

8 
 

gerek duyulması beklenen faydanın tersi bir sonuç ortaya koymaktadır (Delen ve ark., 

2005).  

Ayrıca pestisitlerin kullanımı ile çeĢitli canlıların ortamdan uzaklaĢtırılmasıyla, bu 

canlılar ile beslenen diğer canlılarında olumsuz etkilenmelerine yol açarak besin 

zincirinde kırılmalara neden olmaktadır (Soykan, 2007). 

2.4.2 Pestisitlerin İnsan Sağlığı Üzerine Etkileri 

Pestisitlerin insan sağlığına olan etkileri akut veya uzun süreli olabilir. (Anonim 2007)  

 

2.4.2.1 Akut etkiler 

Akut problemler sıklıkla pestisiti hazırlayan iĢçilerde göğüs ağrısı, baĢ dönmesi, baĢ 

ağrısı, burun akıntısı, kusma gibi belirtiler yanında deri ve gözde tahriĢlenmelere neden 

olur (Klaassen ve Doull 1996). Pretrinler sıklıkla kullanılan böcek öldürücüler olup, 

solunumla alındığında ölümcül olabilmektedir (Blair ve ark., 1995). 

 

2.4.2.2 Uzun vadeli etkiler 

 

Kanser 

Bir çok çalıĢma pestisit maruziyeti ve kanser riski üzerine yapılmıĢ olup lökomia, 

lenfoma, beyin, böbrek, göğüs, prostat, karaciğer, akciğer ve deri kanserleri ile 

iliĢkiliendirilmiĢtir (Gilden ve ark. 2010). Pestisiti uygulayan tarım iĢçilerinde artan bir 

kanser oranı tespit edilmiĢtir (McCauley ve ark. 2006). Hamilelik esnasında oluĢan 

maruziyet ile çocukta lökomia, Wilm tümörü ve beyin kanseri görülme riski arasında 

bağlantı belirlenmiĢtir (Van Maele-Fabry ve ark. 2010). 

 

Nörolojik 

Pestisit maruziyetinin gittikçe kötüleĢen nörolojik süreçlere sebebiyeti üzerine güçlü 

deliller vardır (Sanborn ve ark. 2007).  Parkinson hastalığı oluĢum riski, az miktarlarda 

dahi pestisite maruz kalan kimselerde %70 daha fazladır (Ascherio ve ark. 2007). 

Parkinsonlu insanların %61‟i direk pestisit maruziyetlerini rapor etmiĢlerdir. Ġnsektisit 
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ve herbisitler Parkinson hastalığı geliĢim riskini anlamlı olarak artırmaktadır (Anonim 

2008). Ayrıca uzun süreli maruziyetlerin bunama riskini de artırdığına dair Ģüpheler 

vardır(Baldi ve ark. 2010). 

Üremeye etkiler 

Kusurlu doğum, ölü doğum ve kusurlu fetüs geliĢimi ile pestisit maruziyeti arasındaki 

iliĢkiye ait güçlü deliller mevcuttur(Sanborn ve ark. 2007). Bunun yanı sıra Garcia ve 

arkadaĢları (1998), pestisitlere maruz kalan ana-babaların çocuklarında, doğuĢtan gelen 

bozukluk (teratojenik etki) riskinin arttığını bildirmiĢlerdir. 

Diğer kalıcı etkileri 

Erkeklerde kısrlık (Sheiner ve ark. 2003). Solunum sorunları, hafıza kayıpları, 

depresyon (Beseler ve ark. 2003). Diabet (Montgomery ve ark. 2003) 

 

2.5 Çalışmada Kullanılan Pestisitin Özellikleri 

Etofenprox kullanım alanına göre bir insektisit olup, içerdiği aktif madde grubuna göre 

ise piretrinlerin sentetik formu olan pretroitlerdendir. 

2.5.1 Piretrinler ve Pretroidler  

Piretrinler daha çok Avusturalya ve Afrika‟da bulunan kasımpatı bitkisi çiçeklerinden 

elde edilen organik bir insektisittir. Nörolojik iĢlevleri etkileyerek hedefteki zararlı 

böceği felce uğratır ve bu Ģekilde öldürürler. Pretroidler sentetik kimyasal insektisitler 

olup pretrinlere benzer kimyasal taĢırlar ve organizmada aynı etkiyi gösterirler (Barbee, 

2009). Pretroidlerin gün ıĢığındaki dayanıklıkları artırılmıĢtır. Ürünün biyosidal 

özelliklerini artırmak amacıyla piretrinlerin çoğu ve bazı pretroid ürünleri sinerjitlerle 

formüle edilmiĢtir.  Bu sinerjitlerin tek baĢlarına biyosidal etkileri olmayıp diğer 

kimyasalları güçlendirmek içindir (http://www.epa.gov/ oppsrrd1/reevaluation/ 

pyrethroids-pyrethrins.html, 2012). 
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2.5.2 Pretroitlerin Etki Mekanizması 

Yağda çözünme özellikleri sayesinde insekt kütikulasından hızla emilerek toksik 

etkilerini gösterirler. Aksonik zehirlerdir ve nöral zarlara ait sodyum kanallarını açık 

tutarak felce neden olurlar ( ġekil 2.3). Pretroidlerin hedef organizmadaki enzimler 

tarafından metabolize edilmesii engellemek üzere genellikle piperonil bütoksid adlı 

mikozomal bir oksidaz enzimi inhibitörü ile kullanırlar (Soderlund ve ark., 2002). 

2.5.3 Pretroitlerin Toksikolojisi 

Tarımda kullanımlarının yanında pretroitler halk sağlığı programında da çok önemli rol 

oynamaktadır. Dünyada yıllık olarak 520 ton aktif pretroit içeriği vektör kontrol amaçlı 

olarak kullanılmaktadır (Zaim ve Jambulingam, 2004). Pretroitlerin memelilerde de 

benzer bir etki mekanizmasına sahip olduğu düĢünüldüğünde toksikolojik etkilerinin 

çalıĢılmasının önemi ortaya çıkar (Soderlund ve ark., 2002). 

Akut oral ve dermal toksisite 

Akut oral ve dermal toksisite LD50 bilgileri IPCS tarafından 2002 yılında aĢağıdaki 

Ģekilde raporlanmıĢtır (WHO, 2005). LD50 değerleri mg/kg/vücut ağırlığı (va) olarak 

belirtilmiĢtir. 

Çizelge 2.1. Pretroitlerin sıçanlardaki akut oral ve dermal LD50 değerleri (WHO, 2005). 

Bileşik 

 

Oral toksisite Sıçan LD50 

(mg/kg/va) 

 

Dermal toksisite Sıçan LD50 

(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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Kısa dönem toksisite 

Pretroitlerin kısa dönem hedefi sinir sistemidir. Kritik etki olarak felce uğratma veya 

sinir doku tahribatıdır. AĢağıda sıçanlarla yapılan testler sonucu elde edilen veriler, bazı 

örnekler çerçevesinde, WHO (2005) raporundan derlenerek özetlenmiĢtir. 

Deltamethrin: 

Oral en düĢük etkisizlik seviyesi (NOAEL) 

 

2000 mg/kg (vücut ağırlığı) günlük    

Dermal en düĢük etkisizlik seviyesi (NOAEL) 1000 mg/kg (vücut ağırlığı) günlük    

Cyfluthrin: 

Solukta en düĢük etkisizlik konsantrasyonu 

(NOAEC) 

 

47 mg/m
3
 

Üreme toksisite 

Pretroitler çiftleĢme kapasitesi ve fertilite üzerinde tam bir etkiye sahip olduğu 

söylenemez. Sadece çok yüksek konsantrasyonlarda bu toksik etkiler 

gözlemlenebilmiĢtir. 250 mg/kg/gün olarak belirlenen dozlarla beslenen diĢi sıçanlarda 

fertilite problemleri belirlenmiĢtir. Deltamethrin (4 mg/kg/va/gün) ile yapılan tavĢan, 

fare ve sıçanlarda bile herhangi bir teratojenik, gamet kalite bozukluğu ve fertilite 

problemi tetspit edilememiĢtir (WHO, 2005). 

 

Nörotoksisite 

Pretroitlerin hedef yapısı nöronlar olduğundan bu konu ile alakalı birçok pretroitin 

nörotoksisitesi çalıĢılmıĢtır. Genel olarak elde edilen verilere göre akut ve subakut 

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

 

Akut nörotoksisite 4 hafta sonunda 10 mg/kg ile 300 mg/kg arasında 

baĢlangıç belirtileri gözlemlenmiĢtir. 

 

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

arasında baĢlangıç belirtileri gözlemlenmiĢtir. 
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Genotoksisite  

D-Phenothrin, Cyfluthrin, Cypermethrin ve Deltamethrin ile yapılan çeĢitli 

araĢtrımalarda genotoksik bir etkiye rastlanmamıĢtır. Bifenthrin ve λ-Cypermethrin ile 

yapılan testlerde pozitif genotoksik etkiler saptanmıĢtır. 

Pretroitlerin genotoksisitesine ait yapılmıĢ çalıĢmalar ve sonuçları Çizelge 2.2‟de 

özetlenmiĢtir. 

 

Çizelge 2.2. Pretroitlerin genotoksisitesine ait yapılmıĢ çalıĢmalar ve sonuçları. 

Pretroid türevi İn vivo İn vitro Deney tipi Sonuç Kaynak 

D-Phenothrin 

Sıçan 

Bakteri, 

maya ve 

memeli 

hücreleri 

ProgramlanmamıĢ 

DNA testi, Ames, 

MN 

Negatif 

IPCS 1990 

Cyfluthrin IPCS 1996 

α-Cyfluthrin IPCS 1997a 

Cypermethrin IPCS 1997b 

Deltamethrin IPCS 2001 

 

Bifenthrin 

- 
Fare 

lenfoma 
MN 

Pozitif/

Negatif 

IPCS 1993 

Sıçan - 

Doza bağlı 

ProgramlanmamıĢ 

DNA testi 

 

Pozitif 

λ 

Cypermethrin 

Balık, 

sıçan 
- 

MN, Kromozom 

aberasyon 
Pozitif 

Campana ve 

ark., 1999; 

Cavas ve ark., 

2003; Celik ve 

ark., 2003 
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Şekil 2.3. Pretroidlerin etki mekanizması 

 

2.5.4 Etofenprox 

 

Etofenprox piretroid kaynaklı yağda çözünür bir insektisittir (ġekil 2.4) (Becker ve ark. 

2010). Dolayısıyla böcek sinir sistemine ait iyon kanallarına etki eder. Doğrudan temas 

veya vücuda alınımı halinde böceğin sinir sistemini bozarak paralizise yani felce neden 

olur. 

 

 

Şekil 2.4. Etofenprox‟un kimyasal yapı formülü (http://www.who.int/whopes/quality 

/en/ Etofenprox_eval_ WHO_july_2007.pdf, 2013).  
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Benzen yapılı olan etofenprox, Thysanoptera, Hymenoptera Lepidoptera, Hemiptera, 

Coleoptera ve Diptera sınıflarına ait türlere karĢı tarım, bahçecilik, bağcılık, orman, 

hayvan sağlığı ve halk sağlığı alanlarında kullanılmaktadır (Çizelge 2.3). 

Çizelge 2.3. Etofenprox‟un uluslararası tanımlama verileri ve kullanım alanları 

(Montgomery, 1995) 

 

 

Kimyasal adı: 

 

2-(4-ethoxyphenyl)-2-methylpropyl 3-phenoxybenzyl ether 

(IUPAC). 

1-[[2-(4-ethoxyphenyl)-2-methylpropoxy]methyl]-3-

phenoxybenzene (CA) 

 

CAS No: 80844-07-1 

 

Sinonimleri: MTI-500; "Trebon" 

 

Moleküler formülü: C25H28O3 

 

Moleküler ağırlığı: 376.49 

 

Kullanım alanları: Lepidoptera, Hemiptera, Coleoptera, Diptera, Thysanoptera ve 

Hymenoptera 

Pirinç, çeĢitli meyve ve sebzeler, mısır, soya fasülyesi ve çay. 

 

 

Tarımda etofenprox, pirinç, meyve, sebze, mısır, soya fasulyesi ve çay gibi ürünlerde 

sıklıkla tercih edilmektedir. Bitki kökleri tarafından zayıf bir emilime sahip olan 

pestisitin bitki içindeki translokasyonu da düĢüktür (De Lorenzo, 2010). Halk sağlığı 

sektör uygulamalarında, örneğin sivrisinek tüllerinde, vektör kontrol amaçlı 

faydalanılmaktadır (http://www.fao.org/fileadmin/templates/agphome/ documents/ 

Pests_ Pesticides/JMPR/Report11/Etofenprox.pdf., 2013).  
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Etofenprox‟un toksikolojisine ait çalıĢmaların sonuçları aĢağıda özetlenmiĢtir 

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

2013). 1985 yılına ait etofenprox genotoksisite test sonuçları ise Çizelge 2.4‟de 

özetlenmiĢtir. 

Akut toksisite  

Sıçan, LD50, oral > 2000 mg/kg (vücut ağırlığı)    

Sıçan, LD50, dermal > 2000 mg/kg (vücut ağırlığı)    

Sıçan, LC50, soluk alma > 5.88 mg/L   

TavĢan, deri tahriĢi TahriĢ edici değil 

TavĢan, göz tahriĢi TahriĢ edici değil 

Kısa dönem toksisite 

Hedef/kritik etki Karaciğer/ vücut ağırlık kaybı 

Oral en düĢük etkisizlik seviyesi (NOAEL) 20 mg/kg (vücut ağırlığı) günlük    

Dermal en düĢük etkisizlik seviyesi (NOAEL) 1000 mg/kg (vücut ağırlığı) günlük    

Solukta en düĢük etkisizlik konsantrasyonu 

(NOAEC) 

0.21 mg/L 

Üreme toksisite 

Hedef/kritik etki Böbrek/böbrek büyümesi 

Üreme en düĢük etkisizlik seviyesi (NOAEL) 246 mg/kg (vücut ağırlığı) günlük    

GeliĢim en düĢük etkisizlik seviyesi (NOAEL) 100 mg/kg (vücut ağırlığı) günlük    

 

Nörotoksisite 

Akut nörotoksisite Negatif  

Subakut nörotoksisite Negatif 

Ekotoksisite 

KuĢlar (mallard ördekleri) LD50, akut oral >2000 mg/kg 

Balıklar (sazan) LC50 (48 sat) >5.0 ppm 

http://www.fao.org/ag/AGP/AGPP/Pesticid/Specs/docs/Pdf/new/Etofenprox07.pdf
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Planktonik (Daphnia) LC50 (3 saat) >40 mg/l 

Toprak solucanı  LC50 (7 gün) 43.1 ppm 

LC50 (14 gün) 24.6 ppm 

 

 

Çizelge 2.4. Etofenprox ile yapılan genotoksisite test sonuçları 

 

 

Test sistemi 

 

Test objesi 

Etofenprox 

Konsantrasyonu 

 

Saflık 

 

Sonuçlar 

 

Referanslar 

İn vitro 

Ames testi 

S. typhimurium        

TA100, TA98, 

TA1535, 

TA1537, TA1538 

200-3200 

µg/petri;    

Solvent DMSO 

96,3 Negatif Foster, 1985 

HGPRT                                          

(gen 

mutasyonları) 

 

Chinese hamster               

V79 hücreleri 

9,75-156 µg/ml; 

Solvent DMSO 
96,3 Negatif 

Seeberg, 

1985 

Kromozom 

aberasyon testi 
Ġnsan lenfositleri 

 

12,5-50 µg/ml; 

Solvent DMSO 

 

97,3 Negatif 
Bootman ve 

ark., 1985 

PlanlanmamıĢ 

DNA sentezi 

Ġnsan HeLa S3 

hücreleri 

 

9,75-156 µg/ml 

ve 2.44-39 µg/ml 

Solvent DMSO 

96,3 Negatif 
Seeberg, 

1985 

İn vivo 
     

Kemik iliği 

mikronükleus 

testi 

CD-1 fare 

80, 400 ve 2000 

mg/kg. 24, 48 ve 

72 saatte tek doz 

96,3 Negatif 
Bootman ve 

ark., 1985 
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2.6 Toksisitenin Değerlendirilmesinde Kullanılan Bazı Test Yöntemleri  

Genetik toksisite ya da genotoksisite; çekirdek, kromozom ve DNA yapısında meydana 

gelen DNA eklentileri, DNA kırıkları, gen mutasyonları, kromozom anormallikleri, 

klastojenite ve anöploidi gibi hasarları kapsayan genel bir terimdir (Choy, 2001; Young 

2002). DNA veya genomun kopyasının çıkarılmasını sağlayan enzimlerle etkileĢime 

giren ve mutasyona neden olan genotoksik maddelerin DNA‟da hasar meydana 

getirmesi veya bazı değiĢimlere yol açması ise genotoksik etki olarak tanımlanmaktadır 

(Zeiger, 2004).  

DNA molekülünde mutasyonlara yol açan ajanlar ya da mutajenler, DNA üzerindeki 

etkilerini ya doğrudan, ya da genomik bilgilere göre sentezlenen proteinlere bağlanarak 

dolaylı yolla gösterirler (Kirsch-Volders ve ark., 2003). DNA hasarında rol alan kilit 

moleküllerde ve yollardaki bozukluklar ise doku hasarı, yaĢlanma, kanser, infertilite ve 

bazı genetik ve multifaktoryal hastalıklara yol açmaktadır (ġekil 2.5) (Mateuca ve ark., 

2006). 

 

Şekil 2.5 Genotoksinlerin DNA üzerindeki etki mekanizması ve sonuçları (ġekerlioğlu 

ve ġekerlioğlu, 2011). 
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Genetik sistemler ile genotoksisitesi test edilmek istenen maddelerin karsinojenik ve 

mutajenik potansiyelleri arasında iliĢki kurulmasını sağlayan ve en yaygın olarak 

kullanılan standart in-vitro  ve in-vivo  mutajenite testleri; Klonojenik test, Ames testi, 

Komet testi, Kromozom anormallikleri (KA) testi, KardeĢ kromatit değiĢimi (KKD) 

testi ve Mikronükleus (MN) testidir (ġekerlioğlu ve ġekerlioğlu, 2011) .  

Bu bölümde çalıĢmada kullanılan Klonojenik, Mikronükleus ve Komet testleri 

tanıtılacaktır. 

 

2.6.1 Klonojenik Test 

 

Klonojenik veya koloni oluĢum testi in-vitro koĢullarda tek bir hücrenin bir koloni 

oluĢturma potansiyeline dayalı, hücresel hayatta kalım ölçüsüdür. Böyle bir ölçümde 

koloni tek bir hücrenin bölünmesiyle oluĢmuĢ en az 50 hücrelik bir kitledir. Klonojenik 

test popülasyondaki her bir hücrenin bölünebilme yeteneğini test etmek için kullanılır 

(Franken ve Rodermond, 2006). Ġyonize radyasyon veya çeĢitli sitotoksik ajanların 

etkilerini belirlemek amacıyla bu ajanlara ait çeĢitli konsantrasyon uygulamaları sonrası 

oluĢan hücresel yıkımın tölare derecesinin tespiti temel hedeftir (Muller ve ark., 2011) 

Klonojenik test, bir hücrenin geniĢ bir koloni ya da klon oluĢturacak Ģekilde üreme 

kabiliyetini korumasına ve süresiz olarak prolifere olabilmesine dayanmaktadır. Bu 

Ģekilde üreyen hücrelere klonojenik hücreler denilmektedir (Fabre ve ark., 2011). Ekilen 

hücrelerden sadece bir fraksiyonu koloni oluĢturabilme yeteneğini koruyabilecektir. 

Hücrelerin uygun miktarlardaki ekimleri sonrası istenilen ajan ile dozlama yapılarak 

inkübasyon gerçekleĢtirilir. Petride oluĢan koloniler fikse edilerek kristal viyole ile 

boyanır. Boyanan koloniler sterio mikroskop veya çıplak gözle sayılır (ġekil 2.6). 

Hayatta kalım eğrisi çizilerek incelenen veriler yorumlanır. 

 

Klonojenik hücrelerden hayatta kalmıĢ DNA ve protein sentezi gibi canlılık 

faaliyetlerini koruyabilen hatta bölünebilen hücrelerden bazıları belirlenen sürede yeterli 

proliferasyon gerçekleĢtiremediğinden koloni oluĢturamazlar ve ölü olarak 

nitelendirilirler. Bu nedenle koloni sayımı yapılırken en az 50 hücre içeren koloniler 
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sayılmaktadır (Prasad ve ark., 2011). Potansiyel olarak uygun koĢullarda belirli sayıda 

ekilen her bir hücreden bir koloni oluĢması idealdir. Fakat büyüme ortamının optimal 

olarak hazırlanamaması ve hatalı hücre sayımı gibi bazı nedenlerden dolayı çoğu zaman 

bu ideal sayıya ulaĢılamaz.  

 

Klonojenik teste ait olan terimlerden Kaplama Etkinliği (Plating Efficiency), ekilen 

hücrelerden koloni oluĢturabilenlerinin yüzdelik ifadesidir. Belirli sitotoksik ajan 

konsantrasyonlarına maruz bırakılan hücrelerin hayatta kalma ve koloni oluĢturma 

sayıları ile konsantrasyonlar arasındaki matematiksel iliĢkiye Hücre Sağkalım 

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

Radyasyonun hücreler üzerindeki etkisinin değerlendirilmesi amacıyla geliĢtirilen 

klonojenik test protokolü, günümüzde çeĢitli ajanların sitotoksik etkilerinin incelenmesi 

amacıyla da sıklıkla kullanılmaktadır. Örneğin çeĢitli kemoterapi ajanları ve bunların 

radyasyon ile kombine uygulamaları kanser biyolojisinin çalıĢma alanlarındandır 

(Munshi ve ark. 2005). 

 

 

 

Şekil 2.6 Klonojenik testin genel basamakları 
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2.6.2 Mikronükleus Testi 

 

MN‟ler genellikle hücre siklusunu kontrol eden genlerdeki eksiklerden, iğ ipliğindeki 

hatalardan, kinetokordan veya mitotik aygıtın diğer parçalarından ve kromozomal 

hasarlardan kaynaklanan, hücrenin mitoz bölünmesi sırasında ortaya çıkan, esas 

çekirdeğe dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarından 

köken alan oluĢumlardır (ġekil 2.7). MN sayısındaki artıĢ, çeĢitli ajanların hücrelerde 

oluĢturduğu kromozom düzensizliklerinin ve somatik hücrelerdeki genomik 

kararsızlığın indirekt göstergesi olarak değerlendirilmektedir. Yapılan çalıĢmalarda, 

çeĢitli fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz kalan insanlarda, kanser ve genomik 

düzensizlik ile karakterize edilen çeĢitli hastalıklarda MN frekansının önemli ölçüde 

yüksek olduğu bulunmuĢtur (Vanparys ve ark. 1990, Duffaud ve ark., 1997; Kirsch-

Volders ve ark., 1997; Stopper ve Müler 1997; Choy 2001; Demirel ve Zamani 2002).  

 

 

Şekil 2.7 Mikronükleus ve nükleoplazmik köprü oluĢumları (Fenech, 2007). 

 

MN testi, mitoz ile oluĢan tüm hücre tipleri üzerinde in-vitro ve in-vivo  olarak 

uygulanabilmesi nedeniyle genetik toksikoloji araĢtırmalarında kullanılan yaygın bir 

test haline gelmiĢtir (Kirsch-Volders ve ark., 1997; Stopper ve Müler 1997).   

Ġn-vitro MN testinde, uygun ortamlarda inkübasyona bırakılan hücre kültürlerine, ilk 

mitozdan önce kültürün yaklaĢık 44. saatinde sitokalasin-B maddesi ilave edilmektedir. 

Bu madde sitokinezi inhibe etmekte ve bir hücre siklusunu tamamlayan binükleat (çift 
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nükleuslu) hücrelerin oluĢumunu sağlamaktadır (ġekil 2.8). Ġnkübasyon süresi sonunda 

kültürler protokollere uygun Ģekilde hasat edilmekte ve preparatlarda MN bulunduran 

binükleat hücrelerin oranı tespit edilmektedir (ġekil 2.9) (Choy, 2001; Krishna ve 

Hayashi 2000). 

 

Şekil 2.8 Sitokalasin-B ilavesi ve MN oluĢumları. 

 

 

Şekil 2.9 Genotoksik ajan muamelesi akabinde, sitokinezi bloklanmıĢ hücre 

kültürlerinde ortaya çıkabilecek çeĢitli sonuçlar  (Fenech, 2007). 
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Ġn-vivo MN testinde ise, sitokinezi bloke edilmemiĢ memeli eritrosit hücrelerindeki MN 

sıklığı belirlenmektedir (ġekil 2.10). Bu test ile genellikle kemik iliğinde ve/veya 

periferal kan hücrelerindeki olgunlaĢmamıĢ (polikromatik) eritrositlerin MN oluĢumu 

bakımından analizi yapılmakta ve test edilen bileĢiğin genetik bir hasar oluĢturup 

oluĢturmadığı saptanmaktadır (Heddle, 1973; Krishna ve Hayashi 2000; Schmid, 1975; 

Hayashi ve ark., 2000). 

 

Şekil 2.10 Sitokalasin-B ile bloklanmıĢ MN testi ile sayılmıĢ hücrelere ait mikrograflar. 

(a) Mononükleuslu hücre, (b) Binükleuslu hücre, (c) Multinükleuslu hücre, (d) Genç 

nekrotik hücre, (e) Geç apoptotik hücre, (f) Birden çok MN taĢıyan binükleuslu hücre, 

(g) Binükleuslu MN ve nükleoplazmik köprü (NPK) taĢıyan hücre, (h) Binükleuslu 

nüklear tomurcuklar (NT) taĢıyan hücre. (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 yayımladığı makalede, binükleat hücrelerde 

ve MN sayımında aĢağıdaki kriterleri belirtmiĢtir. 

Sitokinezi bloklanmıĢ hücrelerde, binükleat hücrelerde ve MN sayımında Ģu kriterler 

kullanılmaktadır: 

1) Hücreler çift nükleusa sahip olmalıdır ve belirgin sitoplazmasıyla yuvarlak veya 

oval görünümlü olmalıdır (ġekil 2.10). 

2) Nükleuslar belirgin nükleus zarıyla çevrili yuvarlak veya oval olmalıdır. 

3) MN çapı ana nükleusun 1/3‟ü kadar veya daha küçük olmalıdır. 

4) MN‟ler yuvarlak ve oval Ģekillerde olmalıdır. 

5) MN‟ler ana nükleustan açık bir Ģekilde ayrılmıĢ olmalıdır veya mikronüklear 

sınırlar nüklear sınırlardan ayırt edilebilir olmalıdır (ġekil 2.10). 

6) Boya alma yoğunluğu ana nükleus ile aynı olmalıdır. 

7) Sadece sitokinezi bloke edilmiĢ çift çekirdekli hücrelerdeki MN‟lerin sayılması 

esas alınmalıdır. 

Sitokalasin-B varlığında mononükleuslu hücreler 24 saat içinde, binükleuslu hücreler 

ise 72 saatlik bir periyot sonrası hasat edilmelidir. Ayrıca apoptotik ve nekrotik 

hücrelerin belirlenmesinde 24 saatlik bir inkübasyon yeterli olacaktır (Titenko-Holland 

ve ark. 1997, Fenech 2000). 

 

2.6.3.  Tek Hücre Jel Elektroforez “KOMET” Testi 

Genlerde DNA molekülleri ile toksik ajanların (genotoksin) etkileĢmesi sonucu oluĢan 

genotoksisiteyi belirlemede kullanılan diğer bir yöntem Komet tekniğidir. Tek hücre jel 

elektroforezi (Single cell gel electrophoresis, SCGE) veya Komet tekniği, memeli 

hücrelerindeki DNA hasarını ölçmek ve analiz etmek amacıyla kullanılan hızlı, basit ve 

duyarlı bir tekniktir. Komet tekniği, genetik toksikolojide birçok alanda 

kullanılmaktadır (McKelvey-Martin ve ark., 1993). DNA kırıklarının belirlenmesi ilk 

olarak 1978 yılında hücrelerin lam üzerinde agara gömülmesi ve DNA açılımını 

sağlamak için hafif alkali Ģartlarda liziz edilmesi ile olmuĢtur. Daha sonra 1984‟te 

Ostling ve Johnson agarozda gömülen hücreleri lam üzerine yayarak yüksek tuz ve 

deterjanla liziz etmiĢler ve ardından elektroforeze tabi tutmuĢlardır. Akridin oranj gibi 
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DNA bağlayıcı floresan boyasıyla boyamıĢlardır. Elektroforez iĢlemi sonunda hasarlı 

DNA çekirdekten anoda doğru göç ederek kuyruklu yıldız (komet) görüntüsünün 

oluĢmasına neden olmuĢtur. Bu nedenle hasarlı hücrelere “komet” adı verilmiĢtir 

(Ostling ve Johnson, 1984; Kassie ve ark., 2000). Ostling ve Johanson tarafından 

geliĢtirilen bu yöntem nötral pH‟daki lizis Ģartları uygulanarak DNA çift sarmal 

kırıklarını tayin edilebilmekteydi (ġekil 2.11) (Kassie ve ark., 2000). Bu nedenle bu 

teknik daha sonra 1988‟de Singh ve arkadaĢları tarafından alkali koĢullarda yapılarak 

değiĢtirilmiĢ ve sadece DNA tek sarmal kırıklarının belirlenmesini sağlayan teknik 

geliĢtirilmiĢtir. Bu teknik ayrıca DNA çapraz bağlarının ve tamamlanamamıĢ ekzisyon 

tamir bölgelerinin tespitinde de kullanılmaktadır (Singh ve ark., 1988). 

 

 

Şekil 2.11 KOMET testi aĢamaları  (Tice ve ark. 2000). 

 

Toksik ajanların meydana getirdiği DNA tek sarmal kırıklarının belirlenmesi için çift 

sarmalın açılması gerekmektedir. Bunun için de denatürasyon, çift sarmalın çözülmesi, 

ve tek sarmal kırıklarının yanında sadece alkali ortamda açığa çıkan kırıkların (alkali 
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labile sites) tespiti için yüksek pH‟dan yararlanılmaktadır (Fairbairn ve ark., 1995). 

Nötral Ģartlarda kuyruk kısmında sadece gevĢek iplikçikler varken DNA parçacıklarının 

alkali ortamda gözlendiği belirtilmiĢtir (Lima ve ark., 1991; Klaude ve ark., 1996; 

Collins ve ark., 1997; Marrs ve Dewhurst, 2000). Singh ve arkadaĢlarının modifiye 

ettikleri komet tekniğinde de hücreler agara gömülür ve DNA‟nın denatüre olması ve 

hücrelerin lize edilmesi için en az bir saat kadar alkali çözeltide bekletilir. Daha 

sonradan DNA‟nın negatif yüklü olan kırık uçları pozitif yüke doğru elektroforez iĢlemi 

boyunca göç ederler. Bunun sonucunda da kuyruklu yıldız görünümü gözlenir. DNA‟da 

oluĢan düĢük hasarlar seviyesinde göçten çok yayılma gözlenirken, hasar artması ile 

DNA parçaları kuyruğa doğru göç etmeye baĢlar ve çok hasarlı hücrelerde (apoptotik) 

baĢ ve kuyruk tamamen ayrı gözlenir (Fairbairn ve ark. 1995). Komet tekniğinde hasarlı 

hücrelerde çekirdek parlaktır ve floresan Ģiddeti baĢ tarafta yoğundur ancak DNA‟da 

kırıklar meydana geldiğinde floresan Ģiddeti çekirdekten kuyruğa doğru Ģiddetlenir. Bu 

test sisteminde hasarlı hücrelerde baĢ kısmından kuyruğa geçiĢ olduğundan dolayı, 

DNA hasarının kantitatif olarak tayin edilmesinde kuyruk yoğunluğu ve kuyruk 

uzunluğu önemli parametrelerdir (McKelvey-Martin ve ark., 1993). 

DNA hasarlı olan apoptotik hücrelerde baĢ ve kuyruk tamamen dağılmıĢtır. Komet 

tekniği sonuçlarının değerlendirilmesinde geliĢmiĢ laboratuvarlarda görüntü analiz 

programları uygulanmaktadır. Ayrıca komet; göz ile hasarlı, orta dereceli hasarlı, az 

hasarlı ve hasarsız olarak değerlendirilebilmektedir (Liu ve ark., 2011). Görüntü analizi 

yapılan laboratuvarlarda kuyruk momenti (kuyruk uzunluğunun kuyruk içindeki toplam 

DNA miktarına oranı), kuyruk uzunluğu ve kuyruk yoğunluğu dikkate alınarak sonuçlar 

değerlendirilmektedir (ġekil 2.12 ) (Yılmaz, 2008). 

Komet tekniğinin hassasiyetini elektroforez Ģartları (voltaj, süre), lising solüsyonu 

Ģartları (pH, tuz konsantrasyonu, süre) etkileyebilmektedir. Bunun için deneyde Ģartlar 

sabit tutulmalıdır (Yılmaz ve ark., 2008). 

Komet tekniği diğer sitogenetik analiz yöntemlerine göre bir takım avantajlara sahiptir: 

1. DeğiĢik hücre ve doku gruplarına uygulanabilir (Çizelge 2.5) 

2. Hassas ve güvenilir bir yöntemdir. 
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3. Hızlı sonuç elde edilebilen bir tekniktir. 

4. Her türlü ökaryotik hücreye uyguanabilmektedir. 

5. Hücrelerdeki DNA kırıklarının görsel olarak belirlenmesini sağlamaktadır  (Olive ve 

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

 

 

Şekil 2.12 Komet hücre parametreleri 

KOMET testinin genetik toksikoloji de kullanım alanları Ģunlardır: 

  

1. Potansiyel yüksek oranda sonuç içeren tarama çalıĢmaları  

2. Genotoksisite ile indüklenen kromozom hasarını, sitotoksisite ile indüklenen 

kromozom hasarından ayırt etmek  

3. Ġn vivo çalıĢmalarda genotoksik ve genotoksik olmayan karsinojenleri ayırt etmek  

4. Ġnsan mutajenlerini ve karsinojenlerini tayin etmek  
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Çizelge 2.5. Komet tekniği kullanılarak incelenebilecek hücre tipleri (Ünal, 1998) 

 

 

 

Ġnsan Dokuları  

 

Hayvan Dokuları 

 

- Adenokarsinoma 

 

- Akciğer 

  

-Splenositler 

- Epitelyum (Lens, mukoza) - Beyin  -Testis 

- Fibroblast (Deri) - Ġdrar kesesi  -Timositler 

- Kan (Lenfositler, Granülositler, T Hücreleri) - Embriyo -Pankreas 

- Lenfoma - Böbrek -Mukoza epiteli 

- Spermatositler -Karaciğer -Mide 

  -Kemik iliği -Kolon 

   -Lenfositler  
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3. MATERYAL ve METOT 

 

3.1. Kullanılan Ekipman ve Sarf Malzemeler 

Tez çalıĢmalarımız Uludağ Üniversitesi Biyoloji Bölümü bünyesinde bulunan hücre 

kültürü ve genetik toksikoloji laboratuvarında yürütülmüĢtür. Deney çalıĢmalarımızda 

kullanılan cihazlar Çizelge 3.1‟de, sarf malzemelerin adları, markaları ve katalog 

numaraları ise Çizelge 3.2‟de gösterilmiĢtir.  

Çizelge 3.1. ÇalıĢmalarda kullanılan ekipman  

Ekipman Marka / Model 

 

Floresan/IĢık mikroskop 

 

NIKON – ECLIPSE 80i  

Komet Bilgisayarlı Görüntüleme 

Sistemi 

KAMERAM 

Elektroforez  Biometra Analitik 

Elektroforez Güç Kaynağı  Power Pack P 25 

-80
o
C derin dondurucu ELCOLD 

Distile su cihazı MP MINI PURE – DEST UP 

Su banyosu NÜVEBATH NBS 

Isıtmalı manyetik karıĢtırıcı MTOPS – MS300HS 

Hassas terazi (Max: 220/82 g) SHIMADZU – AUW220D 

Azot tankı INT. CRYOGENICS – IC 20R  

pH metre HANNA – HI 221 

-20
o
C derin dondurucu ALASKA – ADF 06 V 

+4
o
C cam kapaklı buzdolabı HORECA – HRS 375 CHL 

Soğutmalı santrifüj SIGMA – 2-16PK 

Etüv (37
o
C ve %5 CO2 takviyeli) BINDER – CB 150 

Class II steril kabin (laminar flow) THERMO 
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Inverted mikroskop SOIF 

+4
o
C Standard Buzdolabı BEKO 

Hücre sayım cihazı ROCHE 

Lamel (24x60mm)  Marienfeld 

Lam (26x76mm)  Marienfeld 

 

Çizelge 3.2. ÇalıĢmalarda kullanılan sarf malzemeler 

Sarf Malzeme Firma / Katalog No 

 

Steril pipetler (5,10 ve 25 ml‟lik) 

 

COSTAR STRIPETTE 

Serolojik pipet tabancası BIOHIT MIDI PLUS 

Steril 15 ml lik tüpler FALCON 

Steril flasklar (T-12,5, T-25 ve T-75) FALCON 

Steril petriler  (60 ve 100 mm‟lik) FALCON 

Etil alkol AY-KĠM 

Etofenprox SHENZEN CO. LTD 

Metanol MERCK 1060082500 

Asetik asit   MERCK 1000632511 

Potasyum   MERCK 1049361000 

Sitokalasin-B SIGMA C6762 

Giemsa MERCK 1092040500 

Kristal viyole MERCK 1159400100 

Paraformaldehit SIGMA – ALDRICH P6148 

Triton X-100 GERBU 2000 

Bovine Serum Albumin SIGMA- ALDRICH A9418 

RPMI-1640 (500 ml) LONZA 12-702F 

DPBS (500 ml) SIGMA 08537 



 

30 
 

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 Çözeltisinin Hazırlanması 

 

ÇalıĢmalarımızda kullandığımız alkolde çözülebilir etofenprox (C25H28O3) SHENZEN 

CO. LTD firmasından kristal formunda temin edilmiĢtir. Stokun 50 µl‟sinde 

(maksimum doz için çekilecek miktar) 8000 µg Etofenprox olması amacıyla 80 mg 

kristal etofenprox 5 ml absolute etanol içerisinde çözüldükten sonra oda sıcaklığında 

saklanmıĢ ve deneylerden önce istenilen konsantrasyonları elde etmek üzere RPMI 

besiyeri ile seyreltilmiĢtir (Vasquez 2011).  

3.3. Kullanılan Hücre Hattı (CHO) ve Kültür İşlemleri 

Çin Hamsteri Ovaryum (Chinese Hamster Ovary-CHO) hücre kültürü T.C. Tarım ve 

Köy ĠĢleri Bakanlığı, ġap Enstitüsü Ankara‟dan temin edilmiĢtir. CHO hücreleri filtre 

kapaklı T-75 flasklarda, RPMI-1640 besiyerinde,   % 5 CO2 takviyeli 37
o
C‟lik etüvlerde 

kültüre alınmıĢlarıdır. Hücreler rutin olarak 2 günde bir beslenmiĢ ve % 85 doluluğa 

ulaĢtıklarında pasajlanmıĢlardır.  

CHO hücrelerinin pasajlanma prosedürü: 

Gerekli Sarf Malzemeler Gerekli Kimyasallar 

15 ml steril tüpler Steril PBS Çözeltisi 

Steril serolojik ve pastör pipetleri Tripsin-EDTA  (% 0,25‟lik) 

T-75 Flasklar RPMI-1640 Besiyeri 
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1) Pasaj doluluğuna ulaĢan T-75 flaskındaki besiyeri aspire edilerek uzaklaĢtırılmıĢtır. 

2) Hücreler 5 ml PBS ile yıkandıktan sonra PBS uzaklaĢtırılmıĢtır. 

3) Flasklara daha sonra 3 ml tripsin eklenerek 1 – 2 dakika beklenmiĢtir.  

4) Ġnvert mikroskop altında hücrelerin zeminden ayrıldığı kontrol edilmiĢ ve tripsin 

reaksiyonunu durdurmak için flasklara aynı miktarda besiyeri eklenmiĢtir. 

5) Flasktaki hücre süspansiyonu steril serolojik pipet ile toplanarak önceden 

etiketlenmiĢ olan15 ml‟lik falcon tüplerine aktarılmıĢtır.   

6) Tüp içerisindeki hücreler +4
 o
C‟de, 1000 rpm‟de, 5 dk santrifüj edilmiĢtir. 

7) Daha sonra süpernatant hücrelerin üzerinde yaklaĢık 100 µl kalacak Ģekilde aspire 

edildikten sonra kalan pellet 5 ml besiyeri içinde yeniden süspanse edilmiĢtir. 

8) Hücre sayım cihazı ile süspansiyondaki toplam hücre sayısı belirlendikten sonra yeni 

flasklara ekilecek hücre miktarını elde etmek için gerekli olan süspansiyon miktarı 

belirlenmiĢ ve taze besiyeri içeren flasklara aktarılmıĢtır.  

9) Yeni ekim yapılan flasklardaki hücreler 37 
o
C‟lik etüvde inkübe edilmiĢlerdir. 

3.4 Deney Grupları 

Etofenprox‟a maruz bırakılan CHO hücreleri ile yapılan klonojenik, mikronükleus ve 

komet testlerimize ait dozlama grupları Çizelge 3.3‟de verilmiĢtir.  

3.4.1 Kontrol Grupları  

Deneylerimizde negatif, pozitif ve solvent olmak üzere üç tip kontrol grubu 

kullanılmıĢtır.  

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

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

0,05‟i geçmeyecek Ģekilde absolut etanol kullanılmıĢtır.  

Pozitif Kontrol (PK): Genotoksisite karĢılaĢtırmalarında ve test sistemlerinin doğru 

çalıĢıp çalıĢmadığını kontrol amacıyla 0,05 M‟lık H2O2 kullanılmıĢtır. 
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Çizelge 3.3. Doz deney grupları 

Kontrol 

Solvent Kontrol  50 µl etanol 

Pozitif Kontrol    H2O2 (10µg/ml stok çözelti) 200µl aktarıldı 

1 µg/ml   -> 10 ml besiyeri için   100 µg‟lık  stoktan  0.0625 µl aktarıldı 

5 µg/ml   -> 10 ml besiyeri için   100 µg‟lık  stoktan  0.315 µl // 

10 µg/ml   -> 10 ml besiyeri için   100 µg‟lık  stoktan  0.625 µl // 

50 µg/ml   -> 10 ml besiyeri için   500 µg‟lık  stoktan 3.125 µl // 

100 µg/ml   -> 10 ml besiyeri için 1000 µg‟lık  stoktan 6.25 µl  // 

200 µg/ml   -> 10 ml besiyeri için 2000 µg‟lık stoktan 12.5  µl // 

400 µg/ml   -> 10 ml besiyeri için 4000 µg‟lık  stoktan 25 µl  // 

800 µg/ml   -> 10 ml besiyeri için 8000 µg‟lık  stoktan 50 µl  // 

 

 

3.4.2 Klonojenik Test Grupları 

 

Etofenprox‟un sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amacıyla CHO hücreleri 24 saat 

süresince 1, 5, 10, 50, 100, 200, 400, 800 ve 1600 µg/ml konsantrasyonlarında 

etofenprox‟a maruz bırakılmıĢlardır. Klonojenik test sonuçlarına göre IC50 değeri 

hesaplanarak düĢük ve yüksek sitotoksik etkiye sahip değerler seçilerek genotoksisite 

testleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.4.3 Genotoksisite Test Grupları 

 

Genotoksisite test grupları, klonojenik test sonuçlarına göre etofenprox dozları 

Mikronükleus testi için 1, 5, 10, 50, 100, 200, 400 ve 800 µg/ml ve Komet testi için ise 

1, 5, 50, 200, 400 ve 800 µg/ml olarak belirlenmiĢtir. 
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3.5 Klonojenik Test 

 

Genotoksisite testlerinde kullanılacak konsantrasyonların/dozların belirlenmesi 

amacıyla klonojenik test sıklıkla kullanılan bir yöntemdir (Munshi ve ark. 2005). ÇeĢitli 

konsantrasyonlardaki genotoksik ajan maruziyeti sonrası hücrelerin proliferasyon ve 

tutunma yetenekleri sınanarak ileride yapılacak diğer testler için % 75‟den daha yüksek 

hayatta kalıĢ oranı veren (düĢük sitotoksik) konsantrasyonlar tercih edilir. 

 

ÇalıĢmamızda uygulanan klonojenik test basamakları Ģu Ģekildedir:  

 

1) CHO hücreleri (~ 34 pasaj) prosedürde anlatıldığı üzere tripsinleme yolu ile 15 

ml‟lik steril tüplere alınmıĢtır. 

2) Toplam hücre sayısı el sayım cihazı (Scepter 
TM

) ile belirlenmiĢtir.  

3) Falcon tüpündeki hücreler +4 
o
C‟de, 1000 rpm‟de, 5 dk santrifüj edilmiĢtir.  

4) Süpernatant aspire edilerek pellet yeniden süspanse edilmiĢ ve T-25 flasklara 30.000 

hücre/flask olacak Ģekilde ekim yapılmıĢtır. 

5) Ġki gün sonunda %80 ve üzeri konfluent hale gelen hücreler dozlanarak 24 saatlik 

inkübasyona terkedilmiĢlerdir. 

6) Ġnkübasyon sonrası hücreler tripsinlenerek etiketlenmiĢ olan tüplere toplanmıĢlardır.  

7) Cedex XS Ananlizatör (ROCH) yardımıyla Trypan blue yöntemine dayalı canlı 

hücre sayımı yapıldıktan sonra 60 mm‟lik dört adet petriye 500 canlı hücre ekilmiĢ 

(her konsantrsyon için) ve 10 gün süresince koloni oluĢumları için inkübe 

edilmiĢlerdir.  

8) Üç günde bir taze besiyeri ile beslenen petriler invert mikroskopta düzenli aralıklarla 

incelenerek koloni geliĢimi kontrol edilmiĢtir. 

9) YaklaĢık on gün sonunda alınan petriler PBS ile yıkanıp absolute etanol ile 10 dk 

fiske edilmiĢlerdir.  

10) Fikse edilen hücreler kristal viyole ile 5 dk muamele edilerek boyanmıĢlardır. 

11) En az 40 hücre içeren koloni büyüklükleri invert mikroskop yardımıyla belirlenmiĢ 

ve her bir petrideki koloniler sayılarak sonuçlar tablo haline getirilmiĢtir. 

 

 



 

34 
 

 

% yaşayabilirlik oranı (sitotoksisite)  hesaplama formülü: 

 

         Petri başıma düşen ortalama koloni sayısı 

Yaşayabilirlik (sitotoksisite) = --------------------------------------------------- x 100  

         Kontrol petrisindeki ortalama koloni sayısı 

 

 

3.6 Sitokinez Bloke Mikronükleus Testi 

 

Sitokalasin-B ile sitokinez bloke yöntemine dayalı olarak gerçekleĢtirilen mikronükleus 

testi yapısal kromozom bozuklukları tespiti amacıyla kullanılan bir yöntemdir (Fenech 

2007). ÇalıĢmada takip edilen prosedür basamakları Ģu Ģekildedir: 

 

1) CHO hücreleri (~ 34 pasaj) prosedürde anlatıldığı üzere tripsinleme yolu ile 15 

ml‟lik steril tüplere alınmıĢtır. 

2)  Toplam hücre sayısı el sayım cihazı (Scepter 
TM

) ile belirlenmiĢtir.  

3) Falcon tüpündeki hücreler +4 
o
C‟de, 1000 rpm‟de, 5 dk santrifüj edilmiĢtir.  

4) Süpernatant aspire edilerek pellet yeniden süspanse edilmiĢ ve T-25 flasklara 30.000 

hücre/flask olacak Ģekilde ekim yapılmıĢtır. 

5) Ġki gün sonunda %80 ve üzeri konfluent hale gelen hücreler dozlanarak 24 saatlik 

inkübasyona bırakılmıĢlardır. 

6) Bir gün boyunca etofene maruz bırakılan hücreler tekrar beslenmiĢ ve her bir flaska 

Sitokalasin-B (5 µg/ml final konsantrasyon) eklenerek 1 gün boyunca inkübe 

edilmiĢlerdir.  

7) Ġnkübasyon sonrası flasklar pasajlama prosedürüne göre tripsinlenerek hücreler 

etiketlenmiĢ falcon tüplerine alınmıĢtır.  

8) +4 
o
C‟de, 1000 rpm‟de, 5 dk santrifüj edilen tüplerde süpernatant hücrelerin üzerinde 

yaklaĢık 200 µl kalacak Ģekilde aspire edilmiĢtir. 

9) Oda sıcaklığında, taze hipotonik KCl (0,075 M) çözeltisinden 5 ml tüplere eklenmiĢ 

ve ~3 dk bekletilerek hücrelerin ĢiĢmesi sağlanmıĢtır. 
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10) +4 
o
C‟de, 1000 rpm, 5 dk hipotonik çözelti içinde santrifüjleme sonrası, 

hücrelerden çözelti uzaklaĢtırılmıĢ ve tüplere dikkatlice taze hazırlanmıĢ karnoy 

fiksatifi (3:1, metanol: glasiyel asetik asit) 5 ml oluncaya kadar eklenmiĢtir.  

11) Ġki kez tekrarlanan fiksasyon sonrası hücreler alkolle silinmiĢ temiz lamlar üzerine 

yayılarak kurumaya bırakılmıĢlardır.  

12) Kuruyan lamlar Ģalelerde % 5‟lik giemsa boyası ile 15 dk boyanmıĢtır.  

13) Boyama sonrası lamlar sudan geçirilmiĢ ve analiz zamanına kadar kurutularak 

saklanmıĢlardır. 

Çekirdek bölünme indeksi (ÇBĠ) aĢağıdaki formüle göre hesaplanır ve bulunan değer 

kimyasal veya fiziksel bir etkenin sitotoksik etkisini göstermede kullanılabilir (Kirsh-

Volders ve ark. 2003).  

Hazırlanan preparatlarda 1000 hücre sayılarak, mikronükleus taĢıyan binükleuslu hücre 

frekansının yanı sıra tek (MI), iki (MII) üç (MIII) ve dört (MIV) nükleus taĢıyan 

hücrelerin sayıları da kaydedilerek çekirdek bölünme indeksleri hesaplanmıĢtır. 

Hesaplamada kullanılan formül 1997 yılında Keshava ve arkadaĢları tarafından 

aĢağıdaki Ģekilde rapor edilmiĢtir. 

 

N = MI + MII + MIII + MIV 

 

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

 

ÇBĠ:  Çekirdek bölünme indeksi MII:  Üç nükleuslu hücre sayısı 

MI:  Tek nükleuslu hücre sayısı MIV:  Dört nükleuslu hücre sayısı 

MII:  Çift nükleuslu hücre sayısı N:  Toplam hücre sayısı 

 

3.7 Alkali Komet Testi  

 

Tek iplik DNA kırıklarını belirleyebilmek ve daha duyarlı bir genotoksisite ölçümü için 

alkali komet testi kullanılmıĢtır. Komet resimleri “KAMERAM” adlı bilgisayar aracılığı 

ile kayıt altına alınarak ölçümler gerçekleĢtirilmiĢtir. Alkali komet testinde kullanılacak 

olan kimyasallar deneyden önce aĢağıda belirtildiği Ģekilde hazırlanmıĢtır. 
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Lizis Tamponu hazırlanışı 

 

2.5 M NaCl: 29.22 g NaCl, 100 mM Na2EDTA: 7.4448 g Na2EDTA, 10 mM Tris: 

0,2422 g Trisma Base hasas terazide tartılmıĢtır. Tartılan kimyasallar ısıtmadan 178 ml 

distile su da çözülmüĢ ve NaOH veya HCl kullanılarak pH=10‟ a ayarlanmıĢtır. Lizis 

iĢleminden yarım saat önce bu çözeltiye 2 ml Triton X–100 ve 20 ml DMSO 

eklenmiĢtir.  

 

Yürütme tamponu hazırlanışı 

 

0.747 Na2EDTA ve 24 g NaOH tartıldı ve 2 L distile su ile manyetik karıĢtırıcıda 

çözülmüĢ ve pH>13 olacak Ģekilde tampon hazırlanarak buzdolabında +4
o
C‟de 

saklanmıĢtır.  

 

Nötralizasyon tamponu hazırlanışı 

 

Bu çözelti yürütme iĢlemi sonrası taze hazırlandı. 4.8456 g Trisma Base tartılır ve 100 

ml distile suda çözüldü. pH=7,5 olacak Ģekilde HCl veya NaOH kullanılarak 

ayarlanmıĢtır.  

 

Boyama solüsyonu 

 

20g/ ml (dH2O) EtBr ile hazırlanmıĢtır. 

 

Lamlar için normal agaroz (NA) jel hazırlanışı 

 

0.65 g agaroz tartılmıĢ ve 100ml distile suda ısıtılarak çözülmüĢtür.  

 

Hücreler için düşük kaynama noktalı agaroz(LMA) jel hazırlanışı 

 

0.065g düĢük kaynama noktalı agaroz (LMA) tartılır ve ısıtılarak 10 ml distile suda 

çözülmüĢtür. 
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CHO hücrelerinde gerçekleĢtirilen alkali komet testine ait prosedür basamaklarını 

(Anderson ve ark., 1997, Olive, 2007) Ģöyle sıralayabiliriz: 

 

1) Bu test için öncelikle rodajlı lamlar deneyden 1 gün önce hazır hale getirildi. Bunun 

için 75g normal melting agaroz (% 0.65) 100ml dH2O‟da çözülmüĢ ve lamlar rodajlı 

kısmının yarısına kadar agaroza batırılmıĢtır. Altları silinerek oda sıcaklığında 

kurutulmuĢtur. 

2) YaklaĢık 34 pasaj sayısına sahip olan CHO hücreleri pasajlama prosedüründe 

anlatıldığı üzere tripsinleme yolu ile 15 ml‟lik steril tüplere toplanmıĢlardır. 

3) Hücre süspansiyonundan sayım yapılarak tüpteki toplam hücre sayısı belirlenmiĢtir.  

4) Tüp içerisindeki hücreler +4 
o
C‟de, 1000 rpm‟de, 5 dk santrifüj edildikten sonra 

süpernatant aspire edilerek kalan pellet yeniden süspanse edilmiĢ ve dozlanacak T25 

flasklara 30.000 hücre/flask olacak Ģekilde ekim yapılmıĢtır. 

5) Flasklara ekilen CHO hücreleri yaklaĢık iki gün sonra %80 ve üzeri konfluent hale 

geldiği zaman dozlanmıĢlar ve 24 saat süresince inkübe edilmiĢlerdir.  

6) Muamele kültürlerinden santrifüj ile (2000rpm‟de1dk) CHO hücreleri çökeltilerek 

pelet üzerine 2ml PBS eklenerek karıĢtırılmıĢtır. Bu karıĢımdan 100µl alınarak 

37
o
C‟lik su banyosu içerisinde 250µl LMA üzerine pipetajlanarak eklenmiĢtir. 

7) Buz kalıbı üzerine kurutma kağıdı konularak lamlar dizilmiĢ ve her lamın ortasına 

ince Ģerit Ģeklinde 100µl LMA-CHO karıĢımı pipetlenerek üzeri uzun lamellerle 

kaplanmıĢtır. 

8) Bu iĢlemden sonra +4
o
C‟de 15dk bekletilmiĢ, daha sonra dolaptan çıkarılan 

preparatların üzerindeki lameller alınmıĢtır. 

9) Alüminyum folyo ile sarılı lizis buffer bulunduran Ģaleler içine lamlar yerleĢtirilerek 

+4
o
C‟de 1 gece bekletilmiĢtir. 

10) Ertesi gün lamlar elektroforez tankına yerleĢtirilmiĢ ve DNA‟nın açılabilmesi için 

güç kaynağı çalıĢtırılmadan yürütme tamponu içerisinde 15 dk bekletilmiĢtir. 

11) 30 dakika boyunca 25 V-300A‟lik akım altındaki yürütmenin ardından 5 dk 

karanlıkta nötralizasyon sıvısı içerisine terk edilen lamlar soğuk dH2O ile yıkanıp ve 

kurutulmuĢtur. 

12) Etidyum bromid solüsyonu içerisinde 1 dk bekletilen lamlar floresans mikroskopu 

altında ölçüm ve incelenmeye alınmıĢtır.  
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13) Fotoğraflanarak seçilen her bir çekirdekteki komet parametreleri “KAMERAM” 

yazılımı kullanılarak belirlenmiĢ ve ardından ortalama fokus/hücre sayısı 

hesaplanmıĢtır.  

14) Her bir doz grubu için 50+50 olmak üzere 100 hücre analiz edilmiĢ ve deneyler en 

az iki kez olmak üzere tekrarlı olarak gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

3.8 İstatistik Analizler 

 

Klonojenik sitotoksisite verilerinin analizinde Kruskall-Wallis testi, normal dağılım 

gösterdiği belirlenen Mikronükleus ve Alkali Komet testlerinden elde edilen verilerin 

karĢılaĢtırılması için ise parametrik testler kullanılmıĢtır. Varyans analizi ANOVA‟yı 

takiben LSD (Least significant difference) testi kullanılarak karĢılaĢtırılmıĢlardır. Doza 

bağımlı yanıtların karĢılaĢtırılmasında ise regresyon analizi kullanılmıĢtır.  Tüm 

istatistik analizler SPSS 11 yazılımı kullanılarak bilgisayarda gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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4. BULGULAR 

 

4.1 Etofenprox’un % Hayatta Kalış (Canlılık) Oranına Etkisi  

 

Tez çalıĢmamızda kullanılacak etofenprox konsantrasyonlarının belirlenmesi amacıyla 

CHO hücreleri 1, 5, 10, 50, 100, 200, 400 ve 800 µg/ml konsantrasyonlarındaki 

etofenproxa maruz bırakılarak klonojenik test uygulanmıĢtır (Çizelge 3.3). Elde edilen 

sonuçlara göre test gruplarının % hayatta kalıĢ oranları ġekil 4.1‟de gösterilmiĢtir. 

 

 
 

Şekil 4.1. ÇeĢitli konsantrasyonlarda etofenprox‟a maruz bırakılan CHO hücrelerinde 

klonojenik test ile belirlenen %  hayata kalıĢ oranları 

 

 

Formüle göre etofenprox‟un CHO hücreleri üzerindeki IC50 değeri 302 µg/ml olarak 

belirlenmiĢtir. 

Genotoksisite testlerinde kullanılmak üzere IC50‟nin (302 µg/ml) alt ve üst değerlerine 

sahip olan 1, 10, 50, 200, 400 ve 800 µg/ml‟lik etofenprox konsantrsayonları seçilmiĢtir.  
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4.2 Etofenprox’un Mikronükleus Oluşumu Üzerindeki Etkisi 

Tez çalıĢmamızda kullanılan etofenprox konsantrasyonlarının mikronükleus oluĢumu 

üzerindeki etkisini araĢtırmak amacıyla CHO hücreleri 1, 10, 50, 200, 400 ve 800 

µg/ml‟lik etofenprox‟a 24 saat süresince maruz bırakılmıĢ ve MN testi prosedürü 

uygulanmıĢtır. Her test grubu için oluĢan ‰ mikronükleus (MN) frekansı Çizelge 3.4 

verilmiĢ ve ġekil 4.2‟de grafik haline getirilmiĢtir. 

Çizelge 3.4. ÇeĢitli konsantrasyonlarda etofenproxa maruz bırakılan CHO 

hücrelerindeki mikronükleus frekans tablosu. 

Test maddesi 
Dozlar 

(µg/ml) 

MN ferkansları 

MN (‰) ±SH 

MONO Bİ 

Kontrol --- 10 1 2.52 ±0.002 

SK (Etanol) 50 µl  2 0 2.50 ±0.007 

PK (H2O2)  200 µl 119 13 17.360 ±0.006 

Etofenprox 1 µg/ml 6 0 3.100 ±0.066 

  10 µg/ml 6 0 3.850 ±0.056 

  50 µg/ml 10 1 5.255 ±0.087 

  200 µg/ml 53 4 12.495 ±0.085 

  400 µg/ml 57 11 14.250 ±0.017 

  800 µg/ml 62 17 16.495 ±0.094 

 

Etofenprox‟un mikronükleus frekansında kontrole oranla 1 ve 10 µg/ml dozları hariç  

(p>0.05) tüm dozlarda istatistiksel olarak anlamlı artıĢlara sebep olduğu tespit 

edilmiĢtir. Bu artıĢlar istatiksel anlamlılık olarak incelendiğinde 50 µg/ml için p<0.05 

düzeyinde, 200 ve 400 µg/ml için ise p<0.01 düzeyinde önemli sonuçlara ulaĢılmıĢtır. 

En yüksek farklılık ise 800 µg/ml‟lik doz grubunda belirlenmiĢtir (p<0.001). Regresyon 

analizlerinde MN frekanslarında görülen artıĢların doza bağımlı olmadığı belirlenmiĢtir 

(P>0.05). 

En fazla bir mikronükleuslu binükleatlara rastlanmıĢ olup dört ve daha fazla 

mikronükleus gözlenmemiĢtir (Çizelge 3.4 ). 
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Şekil 4.2. ÇeĢitli konsantrasyonlarda etofenproxa maruz bırakılan CHO hücrelerindeki 

mikronükleus frekansları (‰) (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 

 

 

4.3. Etofenproxun Çekirdek Bölünme İndeksi (ÇBİ) Üzerindeki Etkisi  

ÇalıĢmamızda kullanılan etofenprox konsantrasyonlarının herhangi bir sitotoksik 

etkisinin olup olmadığını belirlemek amacıyla, MN testi sonucunda aĢağıdaki formüle 

göre ÇBĠ değerleri hesaplanmıĢtır.  

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

N = MI + MII + MIII + MIV 

MI: Mononükleuslu hücrelerin sayısı MII: Binükleuslu hücrelerin sayısı 

MIII: Trinükleuslu hücrelerin sayısı MIV: Tetranükleuslu hücrelerin sayısı 

 

Hesaplamada göz önüne alınan MN çekirdek yapısı ġekil 4.3.‟de gösterilmiĢtir. 

 

 

SK 

2.50 ±0.007 
 

• 

PK 
 

17.360 ±0.006 

• 
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Şekil 4.3. Sitokalasin-B ile muamele edilmiĢ CHO hücrelerine ait görütüler. a) 

Binükleat, b) MN‟li Binükleat (Büyütme x1.000). 

 

1, 10, 50, 200, 400 ve 800 µg/ml‟lik etofenprox ile 24 saat süresince muamele edilen 

test gruplarının ÇBĠ değerleri Çizelge 3.5‟te ġekil 4.4‟te gösterilmiĢtir.  

Çizelge 3.5. ÇeĢitli konsantrasyonlarda etofenproxa maruz bırakılan CHO 

hücrelerindeki ÇBĠ değerleri 

Test maddesi Dozlar (µg/ml) 
Skorlanan Çekirdek sayıları 

ÇBİ ±SH 
1 2 3 4 

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

SK (Etanol) 50 µl  1378 2253 247 122 1.931 ±0.097 

PK (H2O2)  200 µl 1988 1953 51 8 1.213 ±0.226 

Etofenprox 1 µg/ml 250 1634 104 39 1.960 ±0.121 

  10 µg/ml 287 1612 102 31 1.941 ±0.095 

  50 µg/ml 316 1553 106 20 1.910 ±0.187 

  200 µg/ml 1222 2493 265 20 1.772 ±0.105 

  400 µg/ml 1326 2496 164 14 1.712 ±0.167 

  800 µg/ml 1708 2044 231 17 1.639 ±0.117 

 

Etofenprox‟un ÇBĠ üzerine etkisi kontrole oranla 1, 10 ve 50 µg/ml dozlarında anlamlı 

bir düĢüĢe neden olmadığı tespit edilmiĢtir (p>0.05). 200 ve 400 µg/ml dozlarında 

istatiksel olarak kontrol grubuna göre önemli (p<0.05) bir düĢüĢ gözlenirken 800 

µg/ml‟da bu farkın çok önemli (p<0.01) olduğu bulunmuĢtur (Çizelge 3.5.). Regresyon 

analizlerinde ÇBĠ değerlerinde görülen azalıĢların doza bağımlı olmadığı belirlenmiĢtir 

(P>0.05). 
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Şekil 4.4. Etofenprox‟a maruz bırakılan CHO hücrelerinde Çekirdek Bölünme Ġndeksi 

ÇBĠ değerleri (*p<0.05, **p<0.01). 

 

4.4 Etofenproxun Komet Oluşumu Üzerindeki Etkisi 

Tez çalıĢmamızda kullanılan etofenprox konsantrasyonlarının komet oluĢumu 

üzerindeki etkilerini araĢtırmak amacıyla CHO hücreleri 1, 10, 50, 200, 400 ve 800 

µg/ml‟lik etofenprox‟a konsantrasyonlarına 24 saat süresince maruz bırakılmıĢ ve alkali 

komet testi prosedürü uygulanmıĢtır. Komet ölçüm iĢlemleri “KAMERAM” adlı 

yazılım kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 4.5). CHO hücrelerindeki Komet 

oluĢumları ise ġekil 4.6‟da gösterilmiĢtir. 

  

 

Şekil 4.5. KAMERAM programı ile komet değerlerinin belirlenmesi. 

PK

• 

SK

• 
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Şekil 4.6. CHO hücrelerinde komet oluĢumları a)  hasarsız DNA b)  az hasarlı 

DNA c) orta hasarlı DNA d) çok hasarlı DNA  (x400).    

 

Test sonuçlarının değerlendirilmesiyle birlikte her test grubu için ortalama kuyruk 

uzunluğu ve olive kuyruk momenti bulguları Çizelge 3.6 ile ġekil 4.7. ve ġekil 4.8‟de 

gösterilmiĢtir.   

Çizelge 3.6. ÇeĢitli konsantrasyonlarda etofenprox‟a maruz bırakılan CHO 

hücrelerindeki komet testine ait Ortalama Kuyruk Uzunluğu ve Olive Kuyruk Momenti 

değerleri. 

Test 

maddesi 

Dozlar 

(µg/ml) 

Ortalama Kuyruk 

Uzunluğu ±SH 

Ortalama Olive Kuyruk 

Momenti ±SH 

Kontrol ---- 0.00767 ± 0.00019 0.00322 ± 0.00014 

SK (Etanol) 50 µl  0.00756 ± 0.00022 0.00291± 0.00012 

PK (H2O2)  200 µl 0.05763 ± 0.00277 0.02550 ± 0.00139 

Etofenprox 1 µg/ml 0.01063 ± 0.00048 0.00556 ± 0.00035 

  5 µg/ml 0.01201 ± 0.00059 0.00626 ± 0.00035 

  50 µg/ml 0.01063 ± 0.00032 0.00548 ± 0.00022 

  200 µg/ml 0.02912 ± 0.00211 0.01326 ± 0.00107 

  400 µg/ml 0.04660  ± 0.00275 0.02135 ± 0.00140 

  800 µg/ml 0.05840  ± 0.00304 0.02633 ± 0.00149 

a 
b 

c d 
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Şekil 4.7. Etofenprox‟a maruz bırakılan CHO hücrelerinde komet testi ile belirlenen 

ortalama kuyruk uzunluğu değerleri (K: Kontrol, SK: Solvent Kontrol, PK: Pozitif 

Kontrol)* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 

 
Şekil 4.8. Etofenprox‟a maruz bırakılan CHO hücrelerinde komet testi ile belirlenen 

ortalama Olive kuyruk momenti değerleri (K: Kontrol, SK: Solvent Kontrol, PK: Pozitif 

Kontrol) * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 



 

46 
 

Etofenprox insektisitine maruz bırakılan izole CHO DNA‟larındaki hasarın 

ölçülmesinde komet test tekniğinden yararlanılmıĢtır. Etofenprox tarafından yol açılan 

DNA hasarı sonucunda ortalama kuyruk uzunluğu ve olive kuyruk momenti 

değerlerinin kontrol grubuna göre artıĢı 200 µg/ml (P<0.05) ile 400 ve 800 µg/ml‟lik 

dozlarda anlamlı biçimde arttığı belirlenmiĢtir. Regresyon analizlerinde Kuyruk 

uzunluğu (R
2
= 0.88) ve olive kuyruk momenti (R

2
=0.87) değerlerinde görülen artıĢların 

doza bağımlı oldukları belirlenmiĢtir (P<0.05). 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Tarımsal alanlara, orman veya bahçelere uygulanan pestisitler havaya, su ve toprağa, 

oradan da bu ortamlarda yaĢayan diğer canlılara geçmekte ve dönüĢüme uğramaktadır. 

Bir pestisitin çevredeki hareketlerini onun kimyasal yapısı, fiziksel özellikleri, 

formülasyon tipi, uygulama Ģekli, iklim ve tarımsal koĢullar gibi faktörler 

etkilemektedir. Bu hareketlilik içerisinde pestisitlerin ya da metabolitlerinin hedef 

olmayan canlılar üzerindeki etkilerinin araĢtırılması üzerinde en yoğun çalıĢılan çevre 

sorunlarından birine ıĢık tutulması açısından önem taĢımaktadır (Amr 1999). 

 

Klasik toksisite çalıĢmaları yanında pestisitlerin genetik materyal üzerindeki etkilerinin 

çalıĢılmsı, yani genotoksisite testlerinin kullanımı, canlının ya da populasyonun genetik 

yapısında meydana meydana gelebilecek olası değiĢimlerin tahmin edilebilmesini 

sağlayan bir araç olarak karĢımıza çıkmaktadır.  Pestisitlerin olası genotoksik etkilerinin 

araĢtırılmasında mikronükleus testi, çekirdek bölünme indeksinin yüzdelik oran tespiti 

ve son dönnemlerde öne çıkan alkali komet testi en sık kullanılan testlerdir (Fenech, 

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

 

Bu çalıĢmada Etofenprox adlı pestisitin in-vitro sitotoksik ve genotoksik etkilerinin 

araĢtırılması planlanmıĢtır. ÇalıĢmamızda insektisit Etofenprox bir Pretroit türevidir. 

Pretroitlerin diğer insektisitlere oranla insanlar için daha güvenli olması, düĢük 

dozlarında dahi yüksek insektisidal etkiye sahip bulunması ve çabuk parçalanma gibi 

özelliklerinden dolayı, gittikçe artan geniĢ bir kullanım alanına sahip olmuĢtur (WHO, 

2005). Dolayısıyla pretroitler hakkındaki genotoksisite çalıĢmaları halk sağlığını ve 

çevreyi yakından ilgilendirmektedir. 

 

Pretroitlerin genotoksik etkilerine dair yürütülen çalıĢmalar incelendiğinde, cyflutrin, 

cypermetrin, deltametrin, etofenprox, permetrin ve D-phenothrin türevleri ile yapılan in-

vitro ve in-vivo çalıĢmalarda genel olarak negatif genotoksisite rapor edildiği 

görülmektedir (IPCS, 1990, 1994, 1996, 1997a–b, 2001). Yine bifentrin için birçok 

araĢtırmada negatif sonuç elde edilmesine rağmen fare lenfomaları ile yapılan iki 

çalıĢmadan birinde pozitif sonuca ulaĢılmıĢtır (WHO, 2003). Ayrıca sıçanlarda yapılan 
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yüksek doza bağlı programlanmamıĢ DNA sentezi sonuçlarında da genotoksik etki 

raporlanmıĢtır (IPCS, 1993) (Çizelge 2.2). 

Son yapılan çalıĢmalar λ-cyhalotrin türevinin balıklarda mikronükleus, sıçanlarda kemik 

iliğinde kromozomal aberasyonları ve polikromatik eritrositlerde yine mikronükleus 

oluĢumunu baĢlattığı rapor edilmiĢtir (Campana ve ark., 1999; Cavas ve ark., 2003; 

Celik ve ark., 2003). Bununla birlikte elde edilen veriler ıĢığında JECFA (Joint Expert 

Committee on Food Additives) cyhalotrin ve türevlerinin insana genotoksik bir zararı 

olmadığına karar vermiĢtir (IPCS, 2004a (Çizelge 2.2). 

ÇalıĢmamızda kullandığımız etofenprox‟un mutajenik ve genotoksik etkilerine dair 

literatür taramaları sonucunda bilimsel makaleye rastlanmamıĢ olup yalnızca rapor 

olarak sunulmuĢ çeĢitli çalıĢma sonuçlarına rastlanabilmiĢtir. Bu sonuçlar arasında in-

vitro olarak bakterilerde ve memeli hücrelerinde, in-vivo Ģartlarda ise sıçanlarda, ayrıca 

planlanmamıĢ DNA sentez (UDS- unscheduled DNA synthesis) testi için insanda in-

vitro HeLa hücreleri üzerinde rapor edilmiĢ bulgular bulunmaktadır (Çizelge 2.4). 

 

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

tarafından yapılan çalıĢmaları aĢağıdaki Ģekilde özetleyebiliriz.   

 

Salmonella typhimurium TA 98, TA 100, TA 1535, TA 1537 ve TA 1538 suĢlarına S9 

aktivasyonu varlığı ve yokluğunda, 0 (DMSO), 200, 400, 800, 1600 ve 3200 μg/petri 

halinde 72 saatlik % 96,3 saflıkta etofenprox uygulaması yapılmıĢtır.  3200 μg/petri‟lik 

uygulamada çökelme gözlemlenmiĢtir. Pozitif kontroller fonksiyonel olup revertant 

kolonilerde bir artıĢ gözlemlenmemiĢtir (Foster, 1985). 

 

Çin hamsteri V79 hücreleri, S9 sıçan karaciğer aktivasyonu varlığı ve yokluğunda, 0 

(%1 dimetilsulfoksit), 9.75, 19.5, 39.0, 78.0, ve 156.0 μg/ml‟lik konsantrasyonlarda üç 

saat süresince %96,3 saflıkta etofenprox‟a maruz bırakılmıĢlardır. ÇalıĢma sonunda 6-

thioguanine resiztansı mutasyon frekansında artıĢ tespit edilmemiĢtir (Seeberg, 1985). 
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Etofenprox‟un kromozomal etkileĢimlerine dair raporlar, Bootman ve arkadaĢlarının 

1985‟te in-vivo olarak kobay farelerde ve in-vitro olarak insan erkek kanı lenfosit 

kültürlerindeki çalıĢmalarını takiben sunulmuĢtur. 

 

15 adet CD-1 kobay fare, 0 (% 0.5 metilselüloz), 80, 400, ve 2000 mg/kg dozlarında 

%96,3 saflıktaki etofenprox‟a oral yoldan maruz bırakılmıĢlardır. Kemik iliği 

mikronükleuıs frekansları analiz edildiğinde pozitif kontrolün (klorambusil) fonksiyonel 

olup mikronükleuslu polikromatik eritosit sayısında bir artıĢ olmadığı belirlenmiĢtir 

(Bootman ve ark., 1985). 

Triplike insan erkek kanı lenfosit kültürleri, S9 sıçan karaciğer aktivasyonu varlığı ve 

yokluğunda, 0 (DMSO), 6.25,12.5, 25.0 ve 50.0 μg/ml oranlarında sırasıyla 2 ve 24 

süresince %96.3 saflıktaki etofenprox‟a maruz bırakılmıĢ ve her bir konsantrasyondaki 

triplike kültürlerden 100 metafaz sayılmıĢtır. Pozitif kontrollerin fonksiyonel olduğu 

gözlemlenirken yapısal kromozom aberasyonlarında herhangi bir bir artıĢ tespit 

edilememiĢtir (Bootman ve ark., 1985). 

 

Etofenprox‟un oluĢturduğu DNA hasarının tespiti amacıyla Seeberg (1985) insan HeLa 

S3 hücrelerinde bir çalıĢma yürütülmüĢtür. Hücreler iki grup halinde 3 süresince %93 

saflıkta etofenprox‟a maruz bırakılmıĢlardır. Triplet tek tabaka kültürler [3H] timidin 

eklentili iki grup olarak çalıĢılmıĢtır. Birinci grup sıçan karaciğeri S9 karıĢımı 

varlığında 0 (DMSO), 2.44, 4.88, 9.75, 19.5, ve 39.0 μg/ml çözeltileri halinde, diğer 

grup ise S9 olmadan 0 (DMSO), 9.75, 19.5, 39.0, 78.0, ve 156 μg/ml içerikli olarak 

maruziyet sağlanmıĢtır. Sonuçta planlanmamıĢ DNA sentezinde artıĢ tespit olmadığı 

rapor edilmiĢtir (Seeberg, 1985). 

 

Etofenprox‟un karsinojenik etkileri ile ilgili olarak geçtiğimzi yıl yayınlanan bir 

çalıĢmada, Hojo ve arkadaĢları (2012),  etofenprox‟un sıçan karaciğerlerinde tümör 

oluĢturma potansiyeli araĢtırılmıĢtır. Elde ettikleri sonuçlara göre etofenprox‟un CAR 

adı verilen reseptörleri aktive ettiği ve mikrosomal ROS üretimini artırarak oksidatif 

strese neden olduğu böylece hücresel proliferasyonu hızlandırmak suretiyle tümör 

oluĢumunu tetiklediği öne sürmüĢlerdir. 
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Tüm bu veriler ıĢığında etofenprox, Amerika BirleĢik Devletleri Çevre Koruma Ajansı 

(U.S. Environmental Protection Agency- EPA) tarafından düĢük riskli ve insan için 

karsinojenik olmayan pestisit olarak tanımlanmıĢtır (http://www.epa.gov/pesticides 

/chem_search/cleared_reviews/csr_PC-128965_9-Jun-08_a.pdf, 2013).  

Uluslararası Kanser AraĢtırma Ajansı (International Agency for Research on Cancer -

IARC) tarafından yayınlanan listede ise etofenprox,  Grup-4 kategorisinde belirtilmiĢ 

olup, muhtemelen karsinojenik olmayan kimyasallar arasında kabul edilmiĢtir (UNEP 

2007).  

ÇalıĢmamızda hücre siklusu kinetiklerinin belirlenmesinde bir parametre olan ÇBĠ‟den 

sitotoksik etkileri belirlemek üzere faydalanılmıĢtır. Etofenprox‟un ÇBĠ bağlamında 

sitotoksik etkisine ancak yüksek dozlarda rastlanmıĢtır. Buna göre etofenprox‟un hücre 

siklusu ilerlemesindeki inhibisyonu ve/veya proliferatif kapasitedeki kayıp 

oluĢturabilmesi ancak organizmaların çok yüksek seviyede bir maruziyeti ile mümkün 

olabileceği söylenebilir. 

ÇalıĢmamızda mikronükleus testi, hücre bölünmesi esnasında asentrik kromozom 

fragmentleri veya tüm bir kromozom kayıpları bağlamında oluĢan MN‟lerin 

skorlanmasına dayalı olarak etofenprox‟un genotoksik etkileri araĢtırılmıĢtır. 

Etofenprox‟un kromozomal etkileĢimleri, Bootman ve arkadaĢlarının 1985‟te yürütülen 

in-vivo çalıĢmada olarak kobay farelerde mikronükleuslu plikromatik eritrosit sayısında 

bir artıĢ tespit edilemediği belirtilmiĢ olup söz konusu çalıĢmada etofenprox miktarı en 

fazla 50.0 μg/ml olarak dozlanmıĢtır. Bizim çalıĢmamızda en yüksek değer olarak onaltı 

kat artırılarak 800 μg/ml olarak belirlenmiĢtir. Skorlanan mikronükleusların 50, 200, 

400 ve 800 μg/ml‟lik dozlarda anlamlı seviyede bulunduğundan, etofenprox‟un ancak 

çok yüksek dozlarda genotoksik hasara yol açabileceği sonucuna varılmıĢtır. 

Etofenprox‟un oluĢturduğu DNA hasarının tespiti amacıyla Seeberg (1985) insan HeLa 

S3 hücreleri ile çalıĢarak en yüksek doz olarak 156 μg/ml kullanmıĢ ve tüm 

denemelerde negatif sonuçlar elde etmiĢtir. Etofenprox‟un oluĢturduğu tek iplik DNA 

kırıklarını belirleyebilmek ve daha duyarlı bir genotoksisite ölçümü için, literatürde ilk 

defa alkali komet testi bu çalıĢmada kullanılmıĢtır. Bizim çalıĢmamızda komet testi 

parametrelerinden kuyruk uzunluğu ve olive kuyruk momenti değerleri seçilerek DNA 
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tek iplik kırıklarının miktarı araĢtırılmıĢtır. Pozitif kontrol (H2O2) fonksiyonel olup 

Etofenprox‟un 200, 400 ve 800 μg/ml‟lik yüksek dozlarda DNA hasarı oluĢturduğu 

tespit edilmiĢtir. 

Etofenprox‟un genotoksik etki mekanizmasına ait olarak sınırlı bilgiye rastlanabilmiĢtir. 

Hojo ve arkadaĢlarının (2012) sıçanlarla in-vivo yaptıkları deneylerde etofenprox‟un 

karaciğerde tümör oluĢumuna neden olduğunu bildirmiĢlerdir. Kısmi hepatektomi ile 

alınan karaciğer örneklerinde glutatyon S-transferaz enzimine ait artıĢların yanında 

kantitatif Real-time PCR sonuçlarına göre Faz-I ve Faz-II enzimlerine ait mRNA 

ekspresyonundaki artıĢları tespit etmiĢlerdir. Son olarak hepatositlerde sitoplazmada 

oluĢan yüksek ROS içerikli mikrozomların çekirdeğe, etofenprox tarafından transloke 

edilen CAR adlı zar proteinleri ile alınarak proliferatif genleri etkilediği sonucuna 

varmıĢlardır.  

Etofenprox‟un çevresel konsantrasyonları ile ilgili bilgiler de sınırlı olmakla birlikte 

ülkemizde Kızılırmak deltasında gerçekleĢtirdikleri çalıĢmada, Yurtkuran ve Saygı 

(2013) suda 0.001–0.008 µg/L‟lik bir etofenprox kalıntısı tespit ederken sedimentte ise 

bu miktarın 9.5 ve 385 µg/kg arasında değiĢtiğini rapor etmiĢlerdir. Etofenprox‟un tarla 

uygulamalarında domates bitkisi üzerindeki kalıntı değerleri 0.01, 0.1 ve 0.5 mg/kg 

olarak bulunmuĢtur (Malhat ve ark., 2012). Etofenprox‟un pH, toprak tipi ve organik 

içeriğe bağlı olarak yarılanma ömrü 13 ila 37 gün arasında olduğu ve bu çok yüksek 

biyokonsantrasyon karakterinin, düĢük konsantrasyonlarda da olsa etofenprox‟un 

çevrede uzun bir periyotta kalmasına neden olacağı rapor edilmiĢtir. (Sun ve ark., 2012). 

ÇalıĢmamızda genotoksik etkiye sebep olabilecek dozları  (200, 400 ve 800 µg/ml) ile 

en yüksek su (8x10
-6

 µg/ml) , sediment (385 µg/kg) ve bitkisel (500 µg/kg) çevre 

konsantrasyonları karĢılaĢtırıldığında, Etofenprox‟un olası çevresel konsantrsayonlarda 

genotoksik etkiye sahip olmadığı sonucuna varılabilir. 

 

Sonuç olarak etofenprox‟un çin hamsteri ovaryum hücrelerinde (CHO) uygulanan 

yüksek dozlarının çekirdek bölünme indeksini düĢürüp, mikronükleus frekanslarını ve 

komet parametrlerinde istatistiksel olarak önemli artıĢlara sebep olduğu ve DNA 

hasarını artırdığı belirlenmiĢtir. Etofenprox, genotoksik etkisini sitoplazmada 

mikrosomal ROS türevlerinin üretimini destekleyip, doğrudan çekirdeğin içine 
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taĢınmasını sağlayarak gerçekleĢtirdiği söylenebilir. Bir diğer mekanizmada ise 

etofenprox‟un yüksek konsantrsayonlarda apoptotik etki göstermek sureti ile bu 

hasarlara yol açabilmesi de mümkündür. Elde ettiğimiz bulgulara göre etofenprox‟un 

klastojenik, mutajenik, anojenik etkiye sahip olduğu görülmektedir. DNA‟da hasar 

olarak ortaya çıkan bu genotoksik etkiler kanser baĢlatıcı bir mekanizma olarak kabul 

edilmektedir. Bu nedenle bu pestisitin kullanımda dikkatli davranılmalı, hedef 

alınmayan canlıların özellikle insanların bu kimyasal bileĢiklere maruz kalması 

mümkün olduğunca azaltılmalıdır. 

 

Her gün istemli veya istemsiz olarak insanların maruz kaldığı pestisitlerin pek çoğunun 

toksisite testleri araĢtırılmayı beklemektedir. Kullanılmakta olan bu pestisitlerin asıl 

amacı çeĢitli zararlıları öldürmek ve üretimi artırmak olsa da büyük bir dezavantaj 

olarak karĢımıza hedef dıĢı canlılarda sebep olduğu ölümler,  zehirlenmeler,  teratojenik 

ve kanserojenik etkiler çıkmaktadır.  Son zamanlarda artan kanser vakaları ve sakat 

doğumlar da bu sonuçları desteklemektedir. Üç farklı test sistemi kullanılarak 

yaptığımız çalıĢmada etofenprox pestisiti için sonuçların güvenilirliği arttırılmıĢtır.  Bu 

çalıĢmada yer almayan diğer genotoksisite test sistemleri kullanılarak sonuçların 

desteklenebileceği düĢüncesindeyiz.   
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