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1. OZET

Pestisitler tarimda yaygin olarak kullanilan kimyasallardir. Halk saglig1 ve zirai
programlarda pestisitlerin yaygin kullanimlar1 ¢evre kirliligine, ciddi akut ve kronik
zehirlenmeler sonucu saglik sorunlarina yol agmaktadir. Bu bilesiklerden bazilari
biyolojik olarak parcalanamaz, ¢evrede birikir ve yiiksek konsantrasyonlarda toksik
etkiler gosterirler. Pestisitlere diisiik dozlarda uzun dénem maruziyet sonucunda da

kanser ve diger genotoksik etkiler meydana gelebilir.

Comet teknigi (tek hiicre jel elektroforez=single cell gel electrophoresis=SCGE)
hiicrelerde DNA’da zincir kiriklar1 ve alkali labil bolgelerdeki hasar1 belirlemek igin
kullanilan hizli ve hassas bir yontemdir. Bu calismada, saglikli insanlardan alinan
periferal kan orneklerinden lenfositler kullanilarak in vitro olarak bazi pestisitlerin,
karbamat smifindan aldicarb sulfon, ethiofencarb ve organofosfat grubundan
azinphos ethyl, chlorpyriphos methyl ve EPN’nin olasi genotoksik etkileri arastirildi.
Hiicreler 10, 50 ve 100 pg/mL standart pestisitler ile 30 dak. ve 2 saat 37 °C’de
inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak 10 puL dimetil siilfoksit ile pozitif kontrol olarak
400 mmol hidrojen peroksit kullanildi. Hiicreler diisiik erime dereceli agaroz ile
stispanse edilip normal erime dereceli agaroz ile kaplanmig lamlara yayildi. Lamlar
lizis tamponunda +4 °C’de 2 saat bekletildi. Elektroforez islemi, taze ve soguk
hazirlanmis, elektroforez tampon ¢ozeltisinde 30 dak. 300 mA’de gercgeklestirildi.
Ornekler etidyum bromiir ile boyandi1 ve fluoresans mikroskobunda analiz edildi.
Calismada, aldicarb sulfon, ethiofencarb, azinphos ethyl, chlorpyriphos methyl ve

EPN’nin inkiibasyon siiresine ve doza bagli olarak DNA hasarin1 artirdig1 gozlendi.

Portakal sularinda pestisitlerin kalinti analizleri, ekstraksiyon ve temizleme
islemlerinden sonra diode array detektorlii yiiksek basingli sivi kromatografisi ile

gerceklestirildi. Incelenen 16 portakal suyu drneginde pestisitlere rastlanmadi.

Anahtar Kelimeler: Comet teknigi; karbamat pestisitleri; organofosforiu

pestisitler; portakal suyu; yiiksek basinch sivi kromatografisi (YBSK)



2. SUMMARY

ANALYSIS OF THE GENOTOXIC EFFECTS OF SOME PESTICIDES
WITH USING COMET ASSAY

Pesticides are extensively used chemicals in agriculture. The widespread use of
pesticides in public health and agricultural programs has led to environmental
pollution and health hazards, including cases of severe acute and chronic human
poisoning. Some of these compounds are not biodegradable and thus accumulate in
the environment and tend to be toxic at higher concentrations. Low level long term

exposure to pesticides can lead to cancer and other genotoxic disorders.

The Comet assay (single cell gel electrophoresis=SCGE) is a rapid and sensitive
method for detection of strand breaks and alkali-labile sites in DNA. In the study, the
genotoxic potential of some pesticides, aldicarb sulfon, ethiofencarb from carbamate
class and azinphos ethyl, chlorpyriphos methyl and EPN from organophosphate
class, have been evaluated in vitro using lymphocytes from peripheral blood samples
of healthy human donors. The cells were incubated with 10, 50 and 100 pg/mL of the
test substances for 30 min. and 2 hours at 37 °C. 10 pL dimethylsulphoxide used as
negative control and 400 mmol hydrogen peroxide as positive control. Cells were
suspended in low melting point agarose and deposited on a fully frosted microscope
slide coated with normal melting point agarose. The slides were sunk into the lysis
buffer for 2 h at +4 °C temperature. Electrophoresis was carried out in fresh, chilled
electrophoresis buffer for 30 min. at 300 mA. The samples were stained with
ethidium bromide and analyzed with a fluorescence microscope. In the present study,
aldicarb sulfone, ethiofencarb, azinphos ethyl, chlorpyriphos methyl and EPN

increased DNA damage in relation to their dose and incubation time.

Pesticides analyses in orange juices were performed using high performance
liquid chromatography with diode array detector, after extraction and sample clean-

up procedure. Pesticides were not detected in 16 samples of orange juice.

Keywords: Carbamate pesticides; Comet assay, organophosphorus pesticide;

orange juice; high performance liquid chromatography (HPLC)



3. GIRIS ve AMAC

Pestisitler, istenmeyen bocek, mikroorganizma, yabani ot ve zararlilari
oldiirmek, ortadan kaldirmak, ¢ogalmalarint 6nlemek, ortamdan uzaklastirmak ve
azaltmak i¢in kullanilan fiziksel, kimyasal veya biyolojik aktif maddelerdir.

Pestisitler, pestlerin kontroliinde yiizyillardan beri kullanilmaktadir.

II. Diinya savasindan sonra diinya yiyecek tiikketiminin artis1 sonucunda tarimda
pestisitlerin kullanimi artis goOstermistir. Pestisitlerin kullanim1 ve endiistriyel
tirlinlerin yayginlasmasindan dolayr artan ¢evre kirliligi, besinlerin, suyun ve
topragin bu kimyasallarin ve metabolitlerinin kalintilar1 ile kirlenmesine neden

olmustur (1).

Gilinlimiizde organoklorlu pestisitlerin yerine ©onemli bir simf olan N-
metilkarbamatlar ve organofosforlu pestisitler tarimda yaygin olarak kullanilir.
Pestisitlerin faydali olmalarinin yaninda bu kimyasallardan bazilar1 insanlara ve
cevreye zarar verebilir. Pestisitlere diisiik dozlarda uzun siire maruziyet sonucu
kanser ve genotoksik etkiler meydana gelebilir ve genotoksik hasarin, karsinojenik
risk i¢in uygun bir biyogosterge olabilecegi diisiiniilebilir. Bu yiizden pestisitlerin
yaygin kullanimlar1 sonucu halk sagligi iizerine verecekleri zararlar endise
yaratmaktadir. Genotoksik hasarin izlenmesi, mesleki toksikoloji agisindan pestisit
uygulayicilarinin kargilagabilecekleri muhtemel maruziyeti, pestisit imalati sirasinda
pestisitlerin inhalasyonu nedeniyle ve olusabilecek deri kontaminasyonu sonucu
gelisebilecek risk agisindan iscilerin giivenligi hakkinda bilgi edinme Onem
kazanmaktadir. Pestisitlerin insan ve ¢evre iizerine olumsuz etkileri nedeniyle

pestisitlerle yapilan ¢alismalarin sayis1 gliniimiizde artmaktadir (60).

Halk saglig1 yoniinden problem olan pestisitlerin gidalarda 6zellikle meyva ve
meyva sularinda (29, 50, 57, 61, 63, 82) ve sularda (4, 55) analizleri konusunda ve
giinlimiizde tarimda kullanilan pestisitlerin sayisinin fazlali§i géz Oniine alinirsa
DNA hasarmin belirlenmesi ve pestisitlerin kalint1 analizleri konularinda daha fazla

caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.



Comet teknigi bircok hiicre tipinde in vitro ve in vivo olarak genetik hasari
belirlemede kullanilan hizli, kolay uygulanabilen ve hassas bir tekniktir. Bu
calismada:

v" Tarimda yaygin olarak kullanilan organofosfat grubundan azinphos ethyl,
chlorpyriphos methyl ve EPN, karbamat grubundan aldicarb sulfon ve
ethiofencarb’in insan kan lenfositlerinde olasi genotoksik etkileri in vitro kosullarda
alkali Comet testi ile arastirilmasi

v Piyasadaki farkli marka portakal sularinda pestisit kalintilarinin diode array
detektorlii yiiksek basingli sivi kromatografisi (DAD/YBSK) ile analizlerinin

yapilmasi amag¢lanmaistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Pestisitler

Pestisitler, istenmeyen bocek, mikroorganizma, yabani ot ve zararlilar
Oldiirmek, ortadan kaldirmak, cogalmalarini 6nlemek, ortamdan uzaklastirmak ve
azaltmak icin kullanilan fiziksel, kimyasal veya biyolojik aktif maddelerdir. Bocek,
fare ve diger hayvanlar ile istenmeyen bitki ve yabani otlar, mantar ve kiifler, bakteri
ve virlis gibi mikroorganizmalara pest denir. Pestisitler, pestlerin kontroliinde
yiizyillardan beri kullanilmaktadir. Pestlerin kontroliinde ilk defa kiikiirt, M.O. 1000
yillarinda Cinliler tarafindan fumigant olarak kullanilmistir. 17. yy’da tiitiin
yapraklarinin sulu ekstresi sprey seklinde insektisit olarak ve Nux vomica (Strychnos
nuxvomica) tohumlari kemiricilere karst kullanmilmistir. 19. yy’da Derris eliptica
koklerinden elde edilen rotenon ve Chrysanthemum c¢iceklerinden ekstre edilen

piretroidler bitkisel kaynakli insektisitler olarak kullanilmaktadir (98).

Pestisitlerin hedef organizmalar iizerinde spesifik toksisite gostermeleri
istenirken ayni zamanda hedef olmayan, zararsiz organizmalar {izerinde de
toksisitelerinin minimum olmas1 istenmektedir. Bu amagla ilk sentez edilen
maddelerin ikinci ve lglincii jenerasyonlart olarak isimlendirilen daha giivenilir
maddelerin sentezi yapilmistir. Ancak, her pestisitin belli bir toksisitesi vardir ve

saglik agisindan tam giivenceli bir pestisit yoktur (89).

Pestisitler, kullaniom amaglarina, kimyasal yapilarina ve toksisite derecelerine

(Tablo 1.) gore farkli sekillerde siniflandirilabilir (89, 95).

a) Kullanim amaglarina gore; insektisitler (boceklere karsi), fungisitler (mantar
ve kiiflere karsi), herbisitler (istenmeyen bitki ve yabani otlara karsi), rodentisitler
(sican, fare ve diger kemirgenlere kars1), akarisitler (uyuz boceklerine ve parazitlere
kars1), mollusisitler (yumusakgalara kars1), larvasitler (larvalara karsi), nematisitler

(kurtlara kars1) olarak siniflandirilirlar.



b) Pestisitlerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi
1) Organoklorlu pestisitler: DDT, aldrin, dieldrin, endosulfan vb.
2) Organofosforlu pestisitler: Chlorpyriphos methyl, azinphos ethyl vb.
3) Karbamat grubu pestisitler: Aldicarb, ethiofencarb, carbaryl vb.

4) Piretroid pestisitleri: Deltamethrin, cypermethrin, permethrin vb.

c) Pestisitlerin toksisite derecelerine gore siniflandirilmast

Tablo 1. Toksisite derecelerine gore siniflandirilmasi

Sicanlar icin LDs, degerleri

Simif (mg/kg viicut agirhgr)
Oral Dermal
Kati Sivi Kati Sivi
la Asir1 derecede zararl <5 <20 <10 <40
Ib Yiiksek derecede zararli 5-50 20-200 10-100 40-400
11 Orta derecede zararli 50-500  200-2000  100-1000  400-4000
1] Az derecede zararli >500 >2000 >1000 >4000

4.2. Organofosforlu Pestisitler
4.2.1. Genel bilgiler

Organofosforlu pestisitler en 6nemli pestisit grubudur. Tarimda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Genel olarak insektisit 6zellikte olmalarina ragmen herbisit olarak
da kullanilmaktadir. Endiistriyel kimyasallar olarak genis dagilimlari genel niifusu

etkilemelerine neden olmaktadir (6).

Organofosfat grubu insektisitler ilk defa Gerhard Schrader’in baskanliginda bir
grup Alman kimyaci tarafindan 1937 yilinda sentez edilmistir. Uretilen birgok test
bilesiginin son derece toksik oldugu ispatlanmis ve Nazilerin denetimi altina
alimmustir. II. Diinya savasinda bazilar1 kimyasal savas ajani olarak gelistirilmistir.
Soman, sarin, tabun gibi organofosforlu bilesikler ¢ok toksiktir. Soman, su ana kadar
sentez edilen en toksik bilesiktir (6, 96). Yaygin olarak kullanilan ilk organofosforlu
insektisit tetraethylpyrophosphate (TEPP), son derece toksik bir madde olmakla
birlikte yiiksek nemde kolayca hidroliz oldugundan kimyasal stabilitesi oldukga
sorunludur. Sonrasinda daha stabil kimyasallar sentez etmek amaciyla galigmalar

yapilmis ve 1944 yilinda parathion (O,0-diethyl-O-p-nitrophenyl phosphorothioate)



ve oksijen analogu paraoxon (O,O-diethyl-O-p-nitrophenyl-phosphate) sentez
edilmistir. Ilerleyen zamanda ¢esitli formiilasyonlarda yiizlerce organofosforlu

bilesik tiretilmis ve diinya ticaretine sunulmustur (21).

4.2.1.1. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
Organofosforlu pestisitlerin biiyiik bir kism1 fosforik ve tiyofosforik asit
tiirevleridir. Oksijen veya kiikiirt atomunun konfigiirasyonuna gore 6 ana grupta

toplanmaktadir ( Sekil 1.) (45).

O S @)
R10—I|’|—O—X R10—|I|’—O—X R10—I|’|—S—X
. . .

Fosfat O-fosforotiyoat S-fosforotiyoat
S O(S) O
RiO—P—S—X Rl—ll)l—O—X R10—IH—N—X
b b, b
Fosforoditiyoat Fosfonat Fosforamidat

Sekil 1. Organofosforlu pestisitlerin ana gruplarinin genel formiilleri (R;=R,=¢til
veya metil grubu)

Bu bilesiklerin ¢ogu viskoz veya kati halde bulunur. Suda az ¢oziiniir veya hig
c¢oziinmemektedir. Diisiilk buhar basincina sahip olan maddelerdir. Bu bilesiklerin

etkili olabilmeleri i¢in nétral pH’da oldukga stabil olmalar1 gerekir.

Organofosforlu insektisitlerin formiilasyonunda kullanilan ¢oziiciiler insektisit
ile hedef organizma arasindaki temasi ve stabilitelerini artirir. Fosfatlar ¢ok ugucudur

ve direkt etkili toksik ajanlardir (6, 83).



4.2.1.2. Cevresel tasinma ve dagilim

Hava ve Suya Dagilim: Organofosforlu pestisitlerin (dichlorvos harig)
ucuculuklar1 azdir. Sprey seklinde kullanildiklarinda kii¢iik miktarlarda riizgar ile
dagilirlar. Endiistriyel atiklarin veya atik sularin direkt suya bosaltilmasi ile toksik
atiklardaki sizintilarin suya karismasi ve akan suyun direkt kirlenme veya spreyleme

islemleri sirasinda yiizey ve yeralti sularina girisim yaparlar (83).

Besinlere Dagilim: Besin maddelerinin organofosforlu pestisitlerle maruziyeti
baglica ekinin biiylime asamasinda olmaktadir. Pestisit uygulamasimin olgegi ve
siklig1 bolgelere gore degisebilmektedir. Iliman bdlgelerde pest kontrolii igin bir
veya iki uygulama yeterliyken, sicak ve nemli bdlgeler icin 50 kadar uygulama
yapilabilmektedir. Hasatta, ekinin {izerinde kalan miktar, uygulamaya, iki hasat
arasindaki zamana ve yagisin etkilerine baglidir. Hasattan sonraki asamalarda
besinlerde goriilen organofosforlu pestisitlerin miktarlarinin  giderek azaldig

goriilmektedir. Bu azalmanin 6zellikle hidrolizden kaynaklandigi diisliniilmektedir

(83).

Cevrede Biyobirikim ve Pargalanma: Cevredeki pargalanmalari esas olarak
hidroliz ile ger¢eklesmektedir. Isik siddeti ve pH, pestisitlerin toprak ve suda kalma
zamanini, suda yayilmalarini etkileyebilir. Cogu organofosforlu insektisit pH 3-6
arasinda stabildir. Bu insektisitlerin toprakta ve suda pargalanmalarinda mikrobiyal
faktorler etkili olabilir. Farkli iklim sartlari, 6zellikle sicaklik ve nem, pestisitlerin

cevredeki kalig zamanini etkileyebilir (83).

4.2.1.3. Kinetik ve metabolizma
Absorpsiyon: Organofosforlu pestisitler deri, solunum ve gastrointestinal

yollardan absorbe olabilir (83).

Dagihim: Organofosforlu pestisitler viicuda alindiktan sonra aninda metabolize
olmaya egilim gosterdiklerinden, radyoaktif isaretlenmis maddelerle yapilan
caligmalarda da ana bilesikle ilgili herhangi bir ipucu elde edilememektedir.

Dayaniksiz bilesikler olduklarindan dolayr insan dokularinda ¢ok uzun siire



kalmalart miimkiin degildir. Cogu organofosforlu bilesigin ve metabolitlerinin

yarilanma Omiirleri genellikle kisadir (83).

Metabolizma: Organofosforlu pestisitlerin metabolizmalar1 karma fonksiyonlu
oksidazlar, hidrolazlar ve transferazlar araciligiyla gergeklesmektedir. Oksidasyon
reaksiyonlart sonucu daha toksik veya daha az toksik iiriinler meydana gelebilir.
Oksidasyon reaksiyonu,  karma  fonksiyonlu  oksidazlar  araciligiyla
gerceklesmektedir. Baslica oksidatif desiilfiirasyon, oksidatif N-dealkilasyon,
oksidatif O-dealkilasyon, oksidatif dearilasyon, tiyoeter oksidasyonu ve yan zincir
oksidasyonlar1 ile gergeklesmektedir. Hidroksilasyon reaksiyonlari da hidrolazlar
araciligiyla gerceklesmektedir. Transferazlar araciligiyla goriilen metabolizma

reaksiyonlar1 ise genellikle glukuronik asit veya glutatyonla konjugasyondur (83).

Atilm: Organofosforlu pestisitlerin ¢ogu metabolik reaksiyonlar vasitasiyla
cabuk parcalanir. Pargalanma {iriinlerinin eliminasyonu genellikle idrar ile

olmaktadir ancak feges ve solunum ile de eliminasyon goriilebilmektedir (83).

4.2.1.4. Toksik etki mekanizmasi

Asetilkolinin eliminasyonu sinaps ve kavsak araliginda bol miktarda bulunan
asetilkolinesteraz enzimi (AChE) tarafindan hidroliz edilerek kolin ve asetik asite
dontistirmek suretiyle olur (40). AChE, cogunlukla eritrosit, plazma, kemik iligi,
karaciger, dalak ve akcigerde bulunmaktadir. Psddokolinesteraz (plazma

kolinesteraz1) plazmada, karaciger, pankreas ve kalp dokularinda bulunmaktadir
(45).

AChHE enziminin anyonik bolgeleriyle ester bag1 yapan asetilkolin (Ach), inaktif

bilesiklerine hidroliz olur. Enzim daha sonra reaktive olmaktadir.

Ach + AChE ———————— Ach—AChE kompleksi
Ach—AChE kompleksi ————== Kolin + Asetil—AChE
Asetil—AChE + H,O t————= Asetik asit + AChE

Organofosforlu pestisitler sinir sisteminde AChE enzimini irreversibl

olarak inhibe eder. Asetilkolinin  hidrolizi gergeklesemediginden otonomik ve



somatik sinir sisteminde asetilkolin birikir ve reseptdrleri uzun siire uyarir. Once
toksik madde ve enzim reversibl bir kompleks yapar. Olusan kompleks enzimin aktif
bolgesiyle ikinci kez kovalan bagli irreversibl bir kompleks yapar. Bu kompleks ¢ok
dayanikli olup, enzim ¢ok yavas rejenere olur. Toksik madde-enzim kompleksinden
nonenzimatik olarak bir alkil grubunun kopmasi sonucu enzim yaslanmasi (aging)
gergeklesir. Bu durum enzim inhibisyonunu daha kalici hale getirir. Toksisite
enzimin toksik maddeye olan ilgisine ve fosforillenmis enzimin hidroliz olma

oranina baghdir (6, 45, 83, 89).

4.2.1.5. Toksisite belirtileri

Organofosforlu  pestisitler siddetli akut toksisiteye sahiptir. Bir¢ogunun
(azinphos methyl ve parathion disinda) akut dermal toksisiteleri yiiksektir (6).
Organofosforlu pestisitlerin ana hedefi AChE enzimidir. AChE enziminin
organofosforlu pestisitler tarafindan inhibisyonu sonucu asetilkolin birikir. Nikotinik
ve muskarinik belirtiler ortaya ¢ikar, ayrica norotoksik etkiler de meydana
gelebilmektedir (6, 83, 89).

Organofosforlu pestisitlerle zehirlenme akut veya subakut tipte olabilir.
Zehirlenmenin siddeti AChE enziminin inhibisyon derecesine ve mevcut AChE

enziminin aktivitesinin kalan yiizdesine gore degismektedir (83, 89).

Muskarinik etkiler: Artmis bronsiyal sekresyon, tiikiiriik salgilanmasinda ve
terlemede artis, lakrimasyon, miyozis, bronkokonstriiksiyon, abdominal kramplar,

diyare, istek dis1 defekasyon, kusma, bradikardi.

Nikotinik etkiler: Goz kapaklari, dil yiiz, ekstremite kaslar1 ve diger kaslarda
seyirme (fasikiilasyon), istem dis1 hareketler, giicsiizlik, daha ciddi olgularda

diyafram ve solunum kaslarinin paralizi.

Santral sinir sistemi belirtileri: Ataksi, konfiizyon, konusma gii¢ligi,

reflekslerin bozulmasi, konviilsiyonlar ve koma.

Primer 6liim sebebi genellikle solunum felcidir. Oliim 5 dak. 24 saate kadar

degisen bir siirede gergeklesir (89).
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Gecikmis noropati: Florlu alkil tipi bilesiklerin (mipafoks, leptofos, trichlorfon,
trichloronat, methamidophos gibi), EPN (O-etil-O-p-nitrophenyl benzen
thiophosphonat), ve triarilfosfat tipi bilesiklerin (triortokrezilfosfat gibi) deney
hayvanlarina uygulanmasi ve sinir sistemlerinde yapilan histolojik incelemeler
sonrasinda genis ¢apl aksonlarda, periferal sinirlerin distal kisimlarindaki miyelin
kiliflarinda ve omurilik yollarinda dejenerasyon saptandigir belirtilmektedir.
Biyokimyasal incelemelerde, bu maddelerin AChE enziminden farkli noronal,
nonspesifik bir karboksilesteraz olan noéropatik target (hedef) esterazi (NTE) inhibe
ettigini gostemistir. NTE sinir dokusu membranina bagli ve fonksiyonu belli
olmayan bir enzimdir. Noropati yapan organofosforlu esterlere akut maruziyette
NTE 6nemli oranda (%70’ten fazla) inhibe olur. Bu etkiler zehirlenmeden 2-4 hafta
sonra baslamaktadir (40, 89).

Deney hayvanlarinda organofosforlu bilesiklerden bazilarinin yiiksek dozda
cizgili kas hiicrelerinde nekroz yaptiklar1 belirtilmistir (40). Organofosforlu
pestisitlerle zehirlenmede ‘ara sendrom’ denilen bir donem vardir. Bu donem akut
kolinerjik krizden 24-96 saat sonra fakat gecikmis noropatiden Once ortaya gikar.
Baslica belirtileri kranial sinirlerinin bulundugu boyun fleksorlari (biikiicii kaslar) ve
solunum sistemi kaslart basta olmak {izere adale zayifligi ve ekstremitelerde
zayifliktir. Bu dénemde solunum depresyonu nedeni ile 6liim riski yiiksektir. Bu tip
etkiler, fenthion, dimethoat, metamidophos gibi insektisitlere akut maruziyet sonucu
goriiliir (89).

Baz1 organofosforlu pestisitlerin hayvan ¢alismalarinda karsinojenik potansiyeli
olmadig1 gosterilmistir. Ancak bazi kimyasallar dichlorvos, tetrachlorvinphos gibi
siganlarda ve farelerde tiimorlere neden oldugu, dichlorofon’un ise domuzlarda
teratojenik etkilere sahip oldugu belirtilmistir. Bircok organofosforlu pestisit
mutajenik aktivitelerinin Sl¢iilmesi i¢in test edilmistir ancak mutajenik aktivitelerine

ait herhangi bir genelleme yapilamamaktadir (83).
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4.2.1.6. Tam

Kiikiirt iceren bilesiklere maruz kalindiginda nefes, digki, kusmuk ve
kiyafetlerde sarimsaga benzer bir koku bulunmaktadir. Atropine olumlu yanit ¢ok
kullanilan diyagnostik bir destektir. Ayrica, tam kan hiicre sayimi, serum-elektrolit
seviyesi tespiti, arteriyal pH ve kan gazlar analizi, kan glukoz seviyesi tespiti,
karaciger fonksiyon testleri ve idrar analizleri yapilabilir. Ayrica bu bilesiklerin
AChE enziminin inhibisyonuna neden olmalar1 sebebiyle, eritrosit ve plazmada
kolinesteraz aktivitesinin tayini organofosforlu insektisitlere maruziyetin tespit

edilmesinde giivenilir olan ve yaygin olarak kullanilan biyolojik endikatordiir (45).

4.2.1.7. Tedavi

Absorpsiyonun engellenmesi igin pestisit bulasmis kiyafetler ve kontakt
lensler miimkiin oldugu kadar ¢abuk ¢ikarilmalidir. Cilde temas saglanmissa viicut
sabun veya sodyum bikarbonat ¢ozeltisiyle iyice yikanmalidir. Géze temasta gozler
15-20 dak. su ile yikanmalidir. Oral yolla maruziyette kusturma saglanir ve/veya
mide yikanir. Kusturma islemi yapilirken kusmuklarin hava yoluna kagmasini
onlemek icin hava yolu acik tutulmalidir. Gerekirse oksijen takviyesi yapilir. Akut
solunum problemleri olusabileceginden gerekirse solunum destegi baslatilmalidir.
Hastalar tedavinin baglangicindan itibaren dikkatlice izlenmelidir. Ciink{i en 6nemli
konu ciddi solunum depresyonudur. Hasta sicak ve sakin tutulmalidir. Zehirlenme
sebebi anlasilir anlagilmaz hemen atropin verilmelidir. Her 5-10 dak. atropinizasyon
belirtileri goriilene kadar (agiz kurulugu, midriyazis, viicutta kizarma, nabiz artmasi,
bronsiyal hipersekresyon, dilate olmus pupiller, salgilarin azalmasi gibi) 1-2 mg
intravendz (i.v.) olarak atropin verilmelidir. i.v. terapi miimkiin degilse intramiiskiiler
(1.m.) yoldan atropin verilebilir. Cok ciddi olgularda 10 mg/kg ve daha yiiksek
miktarlarda bolus enjeksiyonlar gerekli olabilir. Organofosforlu pestisitlerle
zehirlenmelerde kurtulma sansi AChE enzim inhibisyon derecesine baglidir.
Atropinle beraber kolinesteraz aktivatérii de miimkiin oldugu kadar ¢abuk
verilmelidir. Bu amagla en ¢ok kullanilan pralidoksim (2-piridin aldoksim metil
iyodiir=2-PAM) ’dir. 2-PAM, her 4-6 saatte bir 30 mg/kg veya yavas i.v. inflizyon 8-
10 mg/kg/saat olarak iyilesme saglanana kadar tekrarlanir. Ayrica obidoksim de

kullanilabilir. Obidoksimin yetiskin dozu genellikle 3 mg/kg’dir. Konviilziyonlar
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gidermek amaciyla diazepam uygulamasi yapilir. Diazepam 10-15 dak. 5-10 mg
(0.2-0.3 mg/kg) yavas i.v. olarak semptomlar kaybolana kadar tekrarlanmalidir (89).

4.2.2. Azinphos ethyl
Azinphos ethyl, genis spektrumlu, birikim yapmayan ve sistemik etkili

olmayan bir organofosforlu insektisit ve akarisittir (94).

4.2.2.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

5. O—CH,—CH,
Y,
g VAN

\ N—CH,—S  O—CH,—CH,

Y

O

Sekil 2. Azinphos ethyl’in molekiil yapisi

Kimyasal adi ve formiilii: S-(3.4-dihydro-4-oxobenzo (d)- (1,2,3)- triazin- 3 yl
methyl) O,O-diethyl phosphorothioate, C1,H16N303PS; (Sekil 2.)

Molekiil algirligt: 345.4 g/mol

Erime derecesi: 50 °C

Kaynama derecesi: 147 °C

Yogunlugu: 1.284

Coziniirliik: Renksiz kristaller olup suda hemen hemen hi¢ ¢oziinmez (2OOC’de 4-5

mg/L). Cogu organik ¢o6ziiclide iyi ¢0ziiniir.

4.2.2.2. Metabolik yolaklar1

Kimyasal parcalanma: Azinphos ethyl alkali ve asit ortamda kolayca hidroliz
olurken nétral ortamda oldukga stabildir. DTsq (topraktaki yarilanma omrii) degerleri
pH 4, 7 ve 9’da sirasiyla 3 saat, 270 ve 11 gilindiir. Isik ile bozunma sonucu dort

farkli metabolit meydana gelir. Bunlar; 3-methylbenzazimide=2 (ph), benzazimide=3
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(ph,p,a), N-methylantranilic acid=4 (ph) ve O,0-diethyl O-(3-methylbenzo(d-1,2,3)-
triazine-4-yl) phosphate=5 (ph) dir (Sekil 3.) (67).

Toprakta parcalanma: Azinphos ethyl’in topraktaki yarilanma omrii birkag
haftadir. Aerobik ve anaerobik sartlar altinda azinphos ethyl desethylazinphos
ethyl=6 (s,a), benzazimide-3-methanesulfonic acid=7 (s), bis-3-methylbenzazimide
ether=8 (s), 3-(methylsulfinylmethyl) benzazimide=9 (s) wve 3-
(methylsulfonylmethyl) benzazimide=10 (s) metabolitlerine doniismektedir (Sekil 3.)
(67).

Hayvanlarda metabolizma: Oral uygulamay1 takiben memelilerde azinphos
ethyl 48 saat icinde %90 dan fazla oranda idrarda ve diskida elimine olur. Ana

metabolitleri desethylazinphos ethyl=6 (s,a) ve benzazimide=3 (ph,p,a) dir (Sekil 3.)

(67).
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Sekil 3. Azinphos ethyl’in ph=1s1k ile bozunmasi1 ve s=topraktaki, p=bitkilerdeki ve
a=hayvanlarda tespit edilen metabolitleri (67).
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4.2.2.3. Toksik etkileri

Memeliler tizerinde ¢ok toksik oldugundan WHO siniflandirmasinda Ib sinifina
(yiiksek derecede zararli) girmektedir (95). Oral LDsy degerleri sicanda 12 mg/kg,
disi sicanda 7.2 mg/kg, erkek siganda 15.2 mg/kg ve dermal LDsy degerleri siganda
72-280 mg/kg, disi siganda 402 mg/kg (24 saat maruziyet), erkek siganda 545 mg/kg
(24 saat maruziyet)’dir (94).

Erkek siganlara 28 giin boyunca oral yoldan 1.0 mg/kg azinphos ethyl verilmis,
ancak toksisitesi ile ilgili herhangi bir klinik belirti gézlemlenmedigi ve viicut
agirhginda ise bir degisim olmadig: bildirilmistir. 2 giin sonra eritrosit kolinesteraz
aktivitesi %50 azalmis, 3 gilin sonra %82 ve 28 giiniin sonunda %90 azaldig1
belirlenmigtir. Kolinesteraz aktivitesi, uygulamadan 35 giin sonra normal seviyelere
cikmistir. Azinphos ethyl, erkek ve disi tavsanlara 3 hafta boyunca 7 saatte bir 15 kez
0.1-0.05 mg/kg dozda dermal olarak uygulanmis ve higbir etkinin goriilmedigi doz
0.05 mg/kg olarak bildirilmistir. Erkek ve disi sicanlar 3 hafta boyunca 6 saatte bir
15 kere 0, 0.3, 1.8 veya 12.7 mg/m3 azinphos ethyl ile hazirlanmis hava ile muamele
edilmis, higbir etkinin goriilmedigi doz 0.3 mg/m3 olarak bildirilmistir. Bir grup disi
sigana 0.5, 1, 2 ve 3 mg/kg azinphos ethyl 60 giin boyunca intraperitonal (i.p.)
yoldan verilmistir. Sadece en yiiksek iki dozun, viicut agirliginda degisimlere neden
oldugu ve 6liim oranim artirdig1r gozlenmistir. Azinphos ethyl’in viicut dokularinda
diisiik dozlarda birikim yapmadigi, fakat yiiksek dozlarda birikim yaptig
bildirilmistir (94).

Karsinojenite: Uzun donem ¢alismada fare ve sicanlarda sirasiyla 11.3 ve 32

mg/kg dozlarda karsinojenik etkilere rastlanmadigi bildirilmistir (94).

Teratojenite: Sican ve tavsanlarda yapilan c¢alismalarda embriyonik ve

teratojenik bir etkiye rastlanmadigi bildirilmistir (94).

Mutajenite: Azinphos ethyl’in Ames testi (Salmonella/Microsome Test),

mikroniikleus ile yapilan ¢alismalarda mutajenik olmadig: bildirilmistir (94).
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Norotoksisite: Tavuklara 30 giin boyunca 75, 150, 300 ve 600 mg/kg azinphos
ethyl uygulandig1 ve uygulama esnasinda veya uygulamadan 4 hafta sonra klinik ve

histolojik bir bulguya rastlanmadig bildirilmistir (94).

4.2.3. Chlorpyriphos methyl

Chlorpyriphos methyl, yaprak bitleri, kirkayak, bitki ve yaprak pireleri,
cekirge ve Ozellikle depolanmis hububat pestlerinin kontrolii gibi ¢ok c¢esitli
alanlarda insektisit olarak kullanilan genis spektrumlu organofosfat grubu bir
pestisittir (67, 93).

4.2.3.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

1 5 O—0CH
S ’

— P
.;j;.’/ N

Cl O—CH
N/ 3

Cl
Sekil 4. Chlorpyriphos methyl’in molekiil yapis1

Sinonimleri: Croneton, HOX 1901

Kimyasal adi ve formili: O,0-dimethyl  O-(3,5,6-trichloro-2-pyridyl)
phosphorothioate, C;H;CIsNO3PS (Sekil 4.)

Molekiil agirligi: 322.5 g/mol

Yogunlugu: 20 °C’de 1.147

Erime derecesi: 45.5- 46.5 °C

Coziiniirliigii: Beyaz kristaller, suda 20 °C ‘de 2.6 mg/L, hekzan ve alkolde orta

derecede, aseton, benzen ve kloroform gibi organik ¢oziiciilerde iyi ¢6ziinir.

4.2.3.2. Metabolik yolaklar:

Kimyasal par¢alanma: Sudaki yarilanma émrii pH 8’de 25 °C’de 9 giinden az
iken 35 °C’de 3 giindiir (93). Yiiksek pH larda daha hizli metabolize olur ve UV
1sikta hizli pargalanir (35). Chlorpyriphos methyl’in hidroliz tirtinleri 3,5,6-trichloro-
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2-pyridol=2  (h,s,p,i,a), desmethylchlorpyriphos-methyl=3  (h,i,a) ve di-
desmethylchlorpyriphos methyl=4 (h)’dir (Sekil 5.) (67).

Toprakta parcalanma: Chlorpyriphos methyl, toprakta mikrobiyal olarak
parcalanir ve DTsp degeri 1.5-33 giin arasindadir. Toprakta, 3,5,6- trichloro-2-
pyridinol=2 (h,s,p,i,a) olusur ve sonunda CO;’¢e pargalanir (Sekil 5. ) (67).

Hayvanlarda metabolizma: Koyun ve si¢anlara oral olarak radyoaktif
chlorpyriphos methyl uygulanmis ve idrarda 3,5,6-trichloro-2-pyridinol=2 (h,s,p,i,a)
ve desmethylchlorpyriphos methyl=3 (h, i, a), diskida ise degismemis chlorpyriphos
methyl=1, desmethylchlorpyriphos methyl=3 (h,i,a) ve 3,5,6-trichloro-2-pyridinol=2
(h,s,p,i,a) metabolitlerine rastlanmustir (Sekil 5.) (67).

Cl Cl cl

i S N
WMel— ’ | ———— | (MeQ) ’

6H — — —

cl 3hia) ci 1 ci 5(1)

s J Cl l Ci Cl
M N M
(Hopgu—a—g—m HD—$;§—¢1 —_— uub—s_j—g|
ci 4(h) cf l 2{h,s.p.i.a) el 6(a)

COs; (s)

Sekil 5. Chlorpyriphos methyl’in h=hidrolizi ve s=toprakta, p=bitkilerde,
i=boceklerde ve a=hayvanlarda tespit edilen metabolitleri (67).

4.2.3.3. Toksik etkileri

Oral LDsp degeri erkek siganlarda 2000 mg/kg, disi siganlarda 3000 mg/kg ve
erkek farelerde 1000 mg/kg’dan fazladir. Dermal LDsy degeri tavsanlarda 2000
mg/kg’dan fazla, erkek ve disi siganlarda 3700 mg/kg’dan fazladir. Hizli metabolize
oldugundan kiimiilatif degildir. Ancak tekrarlayan maruziyetlerde kolinesteraz

enzimi iizerinde kiimiilatif inhibitor etkiler olusturabilir (93).

Sicanlara giinliik 100 ve 500 mg/kg chlorpyriphos methyl 14 giin boyunca gavaj
yoluyla uygulandiginda karacigerde hipertrofi ve kardiyak hipertrofi egilimi
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gosterdigi bildirilmistir. Diger bir ¢calismada siganlara giinliik 0.2, 1.0 ve 5.0 mg/kg 6
hafta boyunca uygulanmis, 1.0 mg/kg/giin dozunda plazma ve eritrosit kolinesteraz
aktivitesinde herhangi bir degisim goriilmedigi ancak yiiksek dozda eritrosit

kolinesteraz aktivitesinin azaldig: bildirilmistir (93).

Chlorpyriphos methyl’in olgunlasmamis disi sicanlarda Ostrojenik ve anti-
Ostrojenik aktivite gostermedigi bununla birlikte yardimci seks organlarinin

agirliklarindaki artisa neden oldugu bildirilmistir (39).

Karsinojenite: Sicanlara 2 yil boyunca 0.1 ve 1.0 mg/kg/giin chlorpyriphos
methyl uygulanmis, karsinojenik herhangi bir etki gériilmedigi bildirilmistir (93).

Teratojenite: Gebeligin 6 ile 15. gilinleri arasinda siganlara 50, 100 ve 200

mg/kg/giin chlorpyriphos methyl uygulanmis, teratojenik bir etki gézlenmemistir
(93).

4.2.4. EPN

EPN, organofosforlu bir kolinesteraz inhibitdriidiir. Insektisit ve akarisit olarak

kullanilmaktadir.

4.2.4.1. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

b O—CH,—CH
\\%P/, 2 2
\\D

%
4

Sekil 6. EPN’nin molekiil yapis1

Kimyasal adi ve formiili: O-Ethyl O-(4-nitrophenyl) phenylphosphonothioate,
C14H1aNO4PS, (Sekil 6.)

Molekiil agirhigi: 323.3

Coziintirliik: Acik sar1 kristal toz, sudaki ¢oziintirligii 20 %C’de 6.6 mg/L dir. Aseton,

alkol, eter ve toluende ¢oziiniir.
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4.2.4.2. Metabolik yolaklar:
EPN toprakta bitkilerde ve hayvanlarda hidrolitik dealkilasyon ve oksidatif

desiilfiirasyon reaksiyonlar1 araciligiyla inaktive olur (67).

Kimyasal parcalanma: EPN alkali ortamda hidroliz olur ve 4-nitrofenol=2
(h,s,mi) metaboliti meydana gelir. pH 4 ve 7 deki yar1 omiirleri sirasiyla 70 ve 22
gindir. Isitildiginda ana bilesigin izomerik formu olan S-ethyl O-4-nitrophenyl

phenylphosphonothioate=3 (A) metabolitine dontsiir (Sekil 7.) (67).

Toprakta parcalanma: Serada yapilan bir calismaya gore EPN’nin serada
yarilanma Omriiniin 5-6 hafta oldugu, esas olarak phenylphosphonic acid=4 (s,mi,p)
ve daha az miktarda O-ethyl phenylphosphonothioate=5 (s,mi,r,c) ve O-ethyl
phenylphosphonate=6 (s,mi,p,r,c) metabolitlerine doniistigii bildirilmistir. Ayni
caligma tarlada yapilmis ve iki farkli toprak tipinde EPN’nin yarilanma &mriiniin 9
ve 15 hafta oldugu bildirilmistir. Her iki ¢alismada da EPN-oxon=7 (s,c) ve amino-
EPN=8 (s,mi,c,a) tespit edilememistir. Bagska bir calismada laboratuvar kosullari
altinda ¢alisilmis ve buna gore, aerobik ortamda farkli toprak tiplerine gore EPN’nin
yarilanma Omriiniin 3 ile 13 hafta arasinda degistigi belirtilmistir. Ayrica bir onceki
caligmaya goOre daha fazla metabolit bulunmustur. Bunlar, EPN-oxon=7 (s,c),
desethyl EPN-oxon=9 (s,mi), 4-nitrophenol=2 (h,s,mi), O-ethyl S-methyl
phenylphosphonothioate=10 (s,mi), O-ethyl O-methyl phenylphosphonothioate=11
(s,mi), O-ethyl phenylphosphonothioate=6 (s,mi,p,r,c) ve phenylphosphonic acid=4
(s,mi,p)’tir (Sekil 7.) (67).

Hayvanlarda metabolizma: Radyoaktif isaretlenmis EPN siganlara ve
tavuklara tek doz olarak verildiginde EPN’nin bilyiik bir kisminin 72 saat sonra
elimine edildigi bildirilmistir. Tavuklarin digskisinda bir miktar metabolize olmamis
EPN tespit edilirken, sicanlarin diskisinda bulunamamustir. Iki tiirde de cok miktarda
O-ethyl phenylphosphonothioate=5 (s,mi,r,c) ve daha diisiik miktarlarda ise O-ethyl
phenylphosphonate=6  (s,mi,p,r,c) ve phenylphosphonothioic acid=12 (r,c)
bulunmustur. Ayrica aromatik hidroksilasyona ugramis iki metabolit bulunmustur.
Bunlarda birincisi O-ethyl 4-hydroxyphenylphosphonate=13 (r,c) digeri ise O-ethyl
3-hydroxyphenylphosphonate=14 (r,c)’tir (Sekil 7.) (67).
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Sekil 7. EPN’nin h=hidrolizi, termal A=izomerizasyonu ve s=toprakta,
mi=mikroorganizmalarda, p=bitkilerde, r=sicanlarda, c=tavuklarda ve a=hayvanlarda
tespit edilen metabolitleri (67).

4.2.4.3. Toksik Etkileri

WHO’ya gore EPN, Ia sinifina alinmis, asirt derecede zararli olarak
gruplandirilmistir. EPN yiiksek oral toksisiteye sahiptir. Oral LDsg degeri siganlarda
14.5-91 mg/kg'dir. Oral ve i.p. LDso degeri fareler i¢in 12.2 mg/kg ve kdpekler igin
20 mg/kg'dir. Dermal LDsg degeri siganlar igin 25-230 mg/kg'dir (80, 95).

Beyin, plazma ve eritrosit kolinesteraz aktivitesinin inhibisyonu ve geri

kazanimi siganlarda arastirilmistir. Maksimum beyin kolinesteraz inhibisyonunun
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maruziyetten 4-24 saat sonra gerceklestigi, 2 hafta sonra enzimin normal seviyelere
geldigi, plazma kolinesteraz inhibisyonunun maruziyetten 4 saat sonra gergeklestigi
ve 72 saat sonra enzimin normal seviyelere geldigi, maksimum eritrosit kolinesteraz
inhibisyonunun 24 saat sonra gerceklestigi ve 4 hafta sonra enzimin normal

seviyelere geldigi bildirilmistir (80).

Ureme sistemi iizerine etkileri: Gebe farelere hamileligin 6-16. giin arasi 1, 3,
6 ve 12 mg/kg EPN gavaj yoluyla verilmistir. Uygulanan dozlarda fetiis {izerine

toksisite gostermedigi ve teratojenik bir etkiye rastlanmadigi bildirilmistir (80).

Karsinojenite: Erkek siganlara 50, 150 ve 450 ppm ve disi siganlara 0, 25, 75
ve 255 ppm EPN uygulanmasi sonucu karsinojenik bir etkiye ratlanmamistir. Artan

EPN dozlarinda mortalite artis1 gézlenmemis, deney 2 yil siirdiiriilmiis ve mortalite

oraninin yiiksek oldugu (%86-98) bildirilmistir (80).

Gecikmis norotoksisite: Yetiskin tavuklara 90 giin boyunca 0.01, 0.1, 0.5, 1.0,
2.5, ve 5.0 mg/kg EPN uygulanmis 2.5 ve 5.0 mg/kg dozlarda organofosfat tipi
gecikmis toksisite (ataksi) goriilmiis ancak diisiik dozlarda goriilmemistir (80).

Tavuklarin boyunlarima 90 giin boyunca dermal olarak 0.01 mg/kg’dan 10
mg/kg’a kadar EPN uygulanmis, 2.5 ile 10 mg/kg doz araliginda atropin tedavisi
yapilmis olmasina ragmen kolinerjik zehirlenme belirtilerinin  gdzlendigi
bildirilmistir. 0.01 mg/kg disinda tiim dozlarda gecikmis norotoksisite belirtilerine
(ataksi, paraliz ve 6liim) ve omuriligindeki akson ve miyelinlerde dejenerasyona

rastlanmistir (80).

Kopeklere 1 yil boyunca 2.8 ve 5.0 mg/kg EPN oral olarak uygulandiginda ilk
semptomlar kusma ve diyare, daha sonra kilo kayb1 ve sinir sisteminde histopatolojik

degisiklikler gozlenmistir (80).
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4.3. Karbamat Grubu Pestisitler

4.3.1. Genel bilgiler

N-metil karbamatlar, ekinlerin korunmasinda insektisit, akarisit, nematosit ve
mollusisit olarak organoklorlu pestisitlerin yerine tarimda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica endiistride ve evlerde biyosit olarak kullanilmaktadir.
Karbamat grubu pestisitler 1950’lerde {iretilmis ve kullanilmaya baslanmustir.
Sentetik pestisitlerin biiyilik bir kismin1 olusturan bu bilesikler son 50 yilda oldukca
genis bir dlgekte gelistirilmis, liretilmis ve kullanilmistir. 50°den fazla karbamatin

varligi bilinmektedir (46, 92).

@)

I
RiNH - C - OR;

Sekil 8. Karbamatlarin genel formiilii

Karbamatlar, karbamik asidin N siibstitiie esterleridir. R; ve R, alkil veya aril
grup tasir. Karbamat herbisitlerinde R; ve R, aromatik veya alifatik grup tasir (Sekil
8.).

Karbamatlar 3 sinifa ayrilir.

e Karbamat insektisitleri: R; metil grubudur. (Aldicarb sulfon, aminocarb,
metihiocarb, propoxur, promecarb, ethiofencarb)

e Karbamat herbisitleri: R; aromatik gruptur. (Carbetamid, asulam)

e Karbamat fungisitleri: R; benzimidazol grubudur. (Benomyl, carbendazime)

4.3.1.1. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

0] 0]

I I
CH3-NH - C - O — N - alkil CH3-NH - C - O - aril

Sekil 9. N-metil karbamat grubu insektisitlerin genel formiilii
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Karbamik asidin N-siibstitiie tlirevleri veya esterleri alkali ortamda genellikle
stabil olmayan bilesiklerdir (Sekil 9.). Siibstitiie karbamik asidin ester ve tuzlari
karbamik asitten daha stabildir. Herbisit aktivitesi olan karbamat tiirevleri, insektisit

aktivitesi olan metil karbamat tiirevlerine gore alkali kosullarda daha stabildir.

Karbamik asit esterleri diisiik buhar basincina sahiptir ve sudaki ¢oziiniirliikleri
azdir. Nonpolar organik c¢oziiciilerde az, polar organik c¢oziiclilerde yiliksek
¢Oziiniirliige sahiptir. Istya dayaniksiz olmalari ve polaritelerinden dolayr gaz
kromatografisi ile analizleri zordur bu yiizden karbamat pestisitlerinin analizleri
genellikle floresan, UV-Vis, diode-array ve kiitle sprektrofotometre detektorlii

yiiksek basingli sivi kromatografi cihazlari ile yapilir (46, 49).

4.3.1.2. Cevresel tasinma ve dagilim

Karbamat grubu insektisitlerin buhar basinglart genellikle diisiiktiir ancak
normal sicakliklarda yavasca buharlasip siiblimlesirler. Bu 6zellikleri karbamatlarin
topraktan ve sudan buharlagsmasina neden olur, ancak havaya dagilim oldukg¢a azdir.
Yiiksek coziiniirliikteki karbamatlar i¢in akuatik ¢evre onemli bir ulasim yoludur
(92).

Cevrede  biyobirikim ve  parcalanma:  Karbamatlarin  toprakta
biyoparcalanmalarini etkileyen birgok faktor vardir. Bunlar: ucuculuk, toprak tipi,
suda ¢Oziliniirliik, toprak nemi, adsorpsiyonlari, pH, sicaklik ve 1sik. Bunlarin
icerisinde en Onemlileri toprak tipi ve suda ¢oziliniirliiktliir. Karbamatlarin toprakta
metabolik ayrismalarmin  ilk  basamagi hidrolizdir. Bitkiler karbamatlari
arilhidroksilasyon, konjugasyon veya hidrolitik par¢alamayla detoksifiye ederler.
Toprakta ve suda, mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar tarafindan metabolize
edilir (92).

4.3.1.3. Kinetik ve metabolizma

Absorbsiyon: Karbamatlarin metabolik yolaklari, bitkilerde, boceklerde ve
memelilerde temelde benzerdir. Karbamatlar genellikle deri, mukoza, solunum ve
gastrointestinal  yollardan kolayca absorbe olurlar. Gastrointestinal yoldan
absopsiyonlar1 yaklasik % 100’diir (92).
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Dagihm: Karbamatlarin absorbsiyonu ve dagilimi1 {izerine ¢aligmalar
yapilmistir. Farede, karbamatlarin organ ve dokulara hizli dagildigi, yar1 émiirlerinin
8 ile 17 dak. arasinda oldugunu bildirilmistir. Karbamat kalintisina rastlanan organlar

karaciger, bobrekler, beyin, yag dokusu ve kas olarak bildirilmistir (92).

Metabolizma: Karbamatlarin metabolizmasindaki ilk adim karbamik aside
hidrolizdir, karbamik asit daha sonra karbon dioksit, alkol veya fenol ve ilgili amine
pargalanir (Sekil 10.). Karbamatlarin hidrolizi A-esterazlar ve arilesterazlar olarak

bilinen bir grup enzim tarafindan katalizlenmektedir.

RlHN'C(O)ORZ + H,O0 - R;NH, + CO, + R,0OH

Sekil 10. Karbamatlarin hidroliz reaksiyonu

Hidroliz mekanizmas: N-metil ve N—dimetil grubu karbamatlarda farklidir. N—
metil karbamatlarin ara iriinii isosiyanat iken, N—dimetilkarbamatlarin hidrolizi
sonucunda ilave hidroksil iyonu ve N—dimetil substitiie asit olusur. Esterazlarla

hidrolizi bitki ve boceklere oranla memelilerde daha hizli gergeklesir (92).

Hidroliz ile birlikte oksidasyon reaksiyonlar1 da gerceklesebilmektedir.
Oksidasyonda, bir¢ok dokuda varolan karma fonksiyonlu oksidaz enzimleri katalizor
gorevini alir. Molekiiliin tagidig1 fonksiyonel gruplara bagli olarak ¢esitli metabolik
gruplar katalizlenebilir. Oksidasyon mekanizmalari baslica; aromatik halkalarin
hidroksilasyonu veya epoksidasyonu, O-dealkilasyon, N-metil hidroksilasyon, N-
dealkilasyon, alifatik yan zincir oksidasyonu ve hidroksilasyonu ve tiyoeter
oksidasyonudur. Karbamatlarin konjugasyon reaksiyonlar1 sonucunda O-glukuronid,

N-glukuronid, siilfat konjugatlar1 ve merkaptiirik asit olusmaktadir (92).

Atilm: Karbamatlar suda ¢oziinlir metabolitleri seklinde baslica idrar, safra ve
digkr ile atilirlar. Karbamatlarin insanda idrar yoluyla eliminasyonu hizlidir ve

insandaki metabolik yolaklar, si¢anlar ile benzerlik gostermektedir (92).
4.3.1.4. Toksik etki mekanizmasi

Karbamatlar sinir sisteminde AChE enzimini reversibl olarak inhibe ederler.

AChE enziminin esteratik bolgesinin karbamilasyonu sonucu inhibisyon goriiliir.
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Karbamat-enzim kompleksi kisa siirede kendiliginden ayrilmaktadir. AChE
rejenerasyonu fosforlanmis enzime kiyasla hizlidir. Bu da karbamat pestisitlerini,
organofosforlu pestisitlere oranla insanlar i¢in daha az toksik hale getirir. Karbamat
grubu pestisitlerin 6liime sebep olan dozlar1 ile minimum zehirlenme belirtileri
olusturan dozlar1 arasindaki oran, organofosforlu bilesiklere gore ¢cok genistir. Ayrica
kimyasal yapilarindan dolay1 karbamatlar gecikmis ndropatiye neden olmazlar (6,

92).

4.3.1.5. Toksisite belirtileri

Substrat-enzim kompleksinin reversibl olmasindan dolayr karbamatlarin
toksisitesi organofosfatlara gore daha kisa siirede ve daha diisiik siddette
goriilmektedir. Karbamatlar hizli metabolize edildigi ve metabolitleri de cabuk
elimine edildiginden saatler icerisinde belirtiler kaybolur, eritrositlerdeki ve
plazmadaki kolinesteraz aktivitesi normale doner. Bu yiizden nikotinik ve
muskarinik bdlgelerin aktivasyonuna etkileri sinirlidir. Bu metabolitlerin idrarda
ortaya ¢ikmasi, biyolojik izleme agisindan Onemlidir. Karbamatlarin kan-beyin
bariyerine penetrasyonlar1 zayif oldugundan dolay:1 santral sinir sistemi toksisiteleri

azdir (6, 92).

Muskarinik etkiler; bronsiyal salgilarda artma, terleme, salivasyon, lakrimasyon,
miyozis, bronkokonstriiksiyon, abdominal kramplar ve bradikardi. Nikotinik etkiler;
kaslarda seyirme ve tasikardi. Santral sinir sistemine etkileri; bas agrisi, bas donmesi,
anksiyete, mental konflizyon, konviilziyon, solunum depresyonu ve koma.
Kolinesteraz zehirlenmesi ile ortaya ¢ikan belirtilerin disinda, baz1 karbamatlar deri
ve g0z iritasyonu, hiperpigmentasyon ve sperm anomalisinde artig gibi farkl etkiler

gosterebilir (6, 92, 98).

Mutajenite: Genel olarak, N-metil karbamatlar memeli testlerinde negatifken,
carbendazim, benomyl ve 2-thiofanat tiirevi bilesikler, yiiksek dozlarda bazi test
sistemlerinde pozitif mutajenik etki gosterirler. Benzimidazol grubu, DNA baz
anologu ve ig ipligine toksik etkili olabilir. Bunlar antimitotik ajanlardir ve mitozu
durdurma, mitotik gecikme ve diisiik oranda kromozomal hasara neden olabilir. Bazi

sonuglar geliskilidir ve tekrar edilememistir, fakat nokta mutasyonu ve kromozom
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aberasyonu ile elde edilen pozitif sonuglar iyi agiklanmigtir. Sonug¢ olarak,

benzimidazol tiirevleri zayif mutajenik bilesikler olarak kabul edilebilir (92).

Karsinojenite: Etil karbamat (iiretan) kimyasal yapist nedeniyle, iyi bilinen bir
karsinojendir. Molekiilde goriilen herhangi bir degisiklik, 6zellikle etil gruplarinin
daha biiylik yan zincirlerle yer degistirmesi sonucu karsinojenik potansiyeli azalir.
Ayrica nitrojene bagl alkil gruplar1 da bu etkiye neden olur. Bununla birlikte, farkli
karbamatlarla uzun donem karsinojenik etki caligmalarinda kesin bir sonuca

varilamamistir (92).

Karbamat pestisitleri N-nitrozo bilesiklerine doniisebilirler. N-nitrozo bilesikleri
mutajenik ve karsinojenik olarak kabul edilirler. Bununla birlikte, karbamat pestisit
kalintilarinin besinlerle alinmasi ile ortaya ¢ikan nitrozo bilesiklerinin miktari, dogal
olarak besinlerle ve igme suyu ile alinan nitrozo-prekiirsorlerinin yaninda ihmal

edilebilir diizeydedir (92).

4.3.1.6. Tedavi

Karbamatlarin  tedavisi  semptomatiktir. ~ Dekontaminasyon,  havayolu
stimiilasyonu ve aktif komiir ilk destekleyici tedavidir. Dermal maruziyet
olustugunda pestisit bulasmis kiyafetler ¢ikarilir ve deri yumusak bir sabunla yikanir.
Goze maruziyet oldugunda gozler bol suyla ve %3’liik sodyum bikarbonat ¢ozeltisi
ile yikanir. Agiz yoluyla maruziyet olustugunda kusturma saglanir. Eger hasta
bilingliyse 10-30 mL ipeka surubu ve bunu takiben 200 mL su uygulanir. Bilesigi
uzaklastirmak i¢in gastrik lavaj veya mishil uygulamasi yapilabilir. Solunum
bozuklugu goriildiigii taktirde trakeal tiip ile yapay solunum uygulanmali ve solunum

diizelinceye kadar devam edilmelidir. Gerekiyorsa sivi takviyesi yapilmalidir (6).

Antidot olarak atropin kullanilmaktadir. Atropin, asetilkolini kompetitif olarak
bloke eder ve zehirlenme belirtilerini ortadan kaldirir. Atropin agiz ve bronsiyal
salgilama kuruyuncaya kadar verilmektedir. Cocuklarda; 0.02 mg/kg i.v. 5-10 dak.
bir, eriskinlerde; 1-5 mg/kg i.v. 5-10 dak. bir tekrarlanabilir. Karbamoillenmis
komplekste ‘enzim eskimesi’ goriilmediginden 2-PAM kullanilmamaktadir. Aksine

kullanildig1 taktirde toksisiteyi artirma riski vardir. Ancak, eger karbamat ve
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organofosfat zehirlenmeleri birbirinden ayirt edilemiyorsa 2-PAM uygulamasi
kesilmemelidir. Anksiyete ve atropinin etki gostermedigi merkezi sinir sistemi
kaynakli belirtilere karsi diazepam kullanilmaktadir. 10 mg subkiitan (s.cC). veya i.v.

dozu yeterlidir ve gerekirse uygulama tekrar edilebilir (6).

4.3.2. Aldicarb sulfon

Aldicarb sulfon, topraga uygulanan sistemik etkili bir oksim karbamat
insektisiti, ayrica nematosit ve akarisit 6zelliktedir. Ozellikle pamuk, misir ve sebze
yetistirmede bdcek, nematod ve bitlerin kontroliinde kullanilir. Aldicarb sulfon,

aldicarb’in kimyasal ve okside olmus metabolitidir (14, 67).

4.3.2.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri
H;C O
.,

&
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H O—MN=CH—C—CH,
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CH,

Sekil 11. Aldicarb sulfon’un molekiil yapisi

Sinonimleri: Standak®, Aldoxycarb

Kimyasal adi ve formiilii: 2-Methyl-2-(methylsulfonyl)propanal O-methyl
carbamoyloxime; C7H14N20,4S (Sekil 11.)

Molekiil agirligi: 222.3 g/mol

Erime derecesi: 140-142 °C

Sudaki ¢dziiniirliigii: Hafif siilfiir kokusu olan beyaz kristal tozdur, 25°C suda 10 g/L

¢ozunr.

4.3.2.2. Metabolik yolaklar:

Kimyasal parcalanma: Aldicarb sulfon, alkali hidrolize duyarlidir. Asidik
kosullarda (pH 5) dayanikli, nétral kosullarda (pH 7) yavas parcalanirken alkali
kosullarda (pH 9) hizli sekilde par¢alanmaktadir (67).
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Aldoxycarb oxime, aldoxycarb nitrile ve methanesulfonic asit ana hidroliz
tiriinleridir. Aldicarb sulfon suda, fotolitik sartlar altinda (Xenon lambasi) yavas

pargalanir (Sekil 12.) (67).

Toprakta parcalanmasi: Aldicarb sulfon’un topraktaki metabolizmas1 kumda,
kumlu kilde ve camurlu kilde arastirilmistir. DTsq degeri toprak tipine gore 7 giinden
28 giine kadar degisebilmektedir. Primer yolak hidroliz ve eliminasyon reaksiyonlar1
sonucunda aldicarb sulfon’un ilgili oksim=2 (c,s,p,a) ve nitril=3 (c,s,p,a) ve
sonrasinda alkol=5 (s,p,a), amid=7 (s,p,a) ve asit=8 (s,p,a) ve en sonunda
karbondiokside pargalanmasidir. Methanesulfonic asit=4 (c,s,p,a) mindr pargalanma
tirtinlerindendir (Sekil 12.) (67).

Yiksek kum ve organik madde igeren toprak tiplerinin, anamadde ve
kendisinden daha az toksik olan pargalanma iiriinlerini daha iyi filtreleme 6zelligine
sahip oldugu bildirilmistir

(http://pmep.cce.cornell.edu/profiles/insect-mite/abamectin-

bufencarb/aldoxycarb/insect-prof-aldoxycarb.html, Erisim tarihi: 9 Temmuz 2009).

Hayvanlardaki metabolizmasi: Radyoaktif olarak isaretlenmis aldicarb sulfon,
sigan, kopek, inek ve tavuklarda bir giin igerisinde hizli metabolize olup elimine olur.
Uygulanmis dozun biiyiik bir kismi sican, kopek ve ineklerin idrarinda, tavuklarin ise
diskisinda elimine oldugu bildirilmistir. iki ana reaksiyonun gerceklestigi tespit
edilmistir. Birinci metabolik yolak hidroliz/oksidasyon reaksiyonu sonucu ilgili
oksim=2 (c,s,p,a), alkol=5 (s,p,a), aldehit=6 (s,p,a) ve asite=8 (s,p,a) pargalanmasi,
ikinci metabolik yolak ise nitril=3 (c,s,p,a) ve daha sonra amid=7 (s,p,a) ve asit=8
(s,p,a) pargalanmasidir (Sekil 12.) (67).

Arilarin yumurta ve larvalart aldicarb ve major metabolitleri olan siilfoksit ve
sulfon analoglarina oldukg¢a toleranshdir. Yonca ¢iceklerine hektar basina 3.4 kg
aldicarb uygulanmis ve kontaminasyonun 3 ile 4 hafta arasinda zararsiz seviyelere
ulagtigt gdzlenmistir. Uygulamadan bir veya daha fazla yil sonra aldicarb ve
metabolitlerinin kalintilarinin toprakta minimal oldugu, sadece diisiik toksik etkili
aldicarb sulfon’un bulundugu ve arilarda herhangi bir advers etki goriilmedigi
bildirilmistir (36).
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Sekil 12. Aldicarb sulfonun c= hidrolitik par¢alanmasi ve s= toprakta, p= bitkilerde
ve a= hayvanlarda tespit edilen metabolitleri (67).

4.3.2.3. Toksik etkileri
WHO’ya gore aldicarb sulfon’un ana bilesigi olan aldicarb, Ia smnifina alinmus,
asir1 derecede zararli olarak gruplandirilmistir. Aldicarb sulfon’un siganlarda LDsg

degeri 26.8 mg/kg (oral), tavsanlarda 1000 mg/kg (dermal)’dir (30, 95).

Insanlarin aldicarb ve metabolitlerine (sulfon ve siilfoksit) maruz kalmas:
inhalasyon, dermal yol ile veya yiyecek ve igme sularmim tiiketilmesi sonucu
goriilebilir (43).

Aldicarb sulfon’un 250 mg/kg dozuna kadar akut gecikmis norotoksisite
gostermedigi bildirilmistir. 9.6 mg/kg/giin dozunda karsinojenik ve teratojenik
etkinin de goriilmedigi bildirilmistir. Aldicarb sulfon’un mutajenik olmadigina dair
yeterli calisma mevcut oldugu bildirilmistir

(http://pmep.cce.cornell.edu/profiles/insect-mite/abamectin-

bufencarb/aldoxycarb/insect-prof-aldoxycarb.html, Erisim tarihi: 9 Temmuz 2009.).

Toksisite belirtileri: Kisa siireli maruziyette; goéz bebeklerinin kiiciilmesi,
bulanik gérme, gz sulanmasi, burun akmasi, nefes darligi, tiikriikk artisi, oksiiriik,
ishal ve kusma, kan basincinin yiikselmesi, mide krampi, halusinasyon, ajitasyon,

ciltte karincalanma, kalp atisinda diisme, konvulsiyon, biling kaybi, solunum
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durmasi, Oliim goriilebilmektedir.  Uzun siireli maruziyette; kiimiilatif etkisi
mimkiindiir. Tekrarlayan maruziyette konvulsiyon ve solunum problemleri

gelisebilir. Karaciger hasarina neden olabilmektedir (33).

4.3.3. Ethiofencarb
Ethiofencarb, meyveler, sebzeler, siis bitkileri ve seker pancari tizerindeki
boceklere karsi kullanilan sistemik etkili bir karbamat insektisitidir. %10 graniiler,

%10-50 emiilsiyon seklinde formiilasyonlari mevcuttur (37, 67).

4.3.3.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

e 0
’ #
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Sekil 13. Ethiofencarb’in molekiil yapisi

Sinonimleri: Croneton, HOX 1901

Kimyasal ad1 ve formiilii: 2-(Ethyl thiomethyl) phenyl methylcarbamate; C1;HsNO,S
(Sekil 13.)

Molekiil agirhigi: 225.3 g/mol

Yogunlugu: 20 °C’de 1.147

Erime derecesi: 33.4 °C

Sudaki ¢dziiniirliigii: Renksiz kristallerdir. 20 °C ‘de suda 1800 mg /L ¢oziiniir.

4.3.3.2. Metabolik yolaklar1
Ethiofencarb, oral yoldan kolayca absorbe olur ve hizli bir sekilde elimine olur
(37).

Metabolizmasi: Ethiofencarb, nétral ve asidik ortamda stabil, alkali ortamda ise

hidroliz olmaktadir. pH 7°de 450 saat sonra hidroliz olurken pH 11.4’te 5 dak. sonra
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hidroliz olur. Saf su ve sivi ¢ozeltilerdeki hidrolizinin kinetigi pH 2, 6, 9 ve 12°de 4
ile 50 °C sicaklik aralifinda calisilmis, asit hidrolizinin gézlenmedigi ve pH 9 ve
12°de ise hizli bir sekilde metabolize oldugu bildirilmistir. Saf suda, oda sicakliginda
% 80 oraninda pargalanmamis ethiofencarb ile metabolitlerinin dengeye ulastigi
bildirilmistir (3).

Ethiofencarbin toprakta ve bitkilerde oksidasyonu sonucu siilfoksit=4 (ph,s,p,a)
ve sulfon=5 (ph,s,p,a) metabolitleri olusur ve sonrasinda fenolik metabolitlerine=8
(ph,s,p,a), 9 (ph,s,p,a) hidroliz olur (Sekil 14.) (67).

Hayvanlarda ise siilfoksit=4 (ph,s,p,a) ve sulfon=5 (ph,s,p,a) metabolitleriyle
birlikte fenolik metabolitlerine=8 (ph,s,p,a), 9 (ph,s,p,a) dontismektedir. Ethiofencarb
ayrica N-hidroksi metil=12 (a) metabolitine de okside olmaktadir. Ana triinlerin

stilfat ve glukuronidlerle konjuge oldugu bildirilmistir (Sekil 14.) (67).

Atitlmi: Ethiofencarbin karbon atomu (**C) isaretlenerek tek doz ve 7 giinliik
doz seklinde siganlara uygulanmis, tek dozluk uygulamadan 72 saat sonrasinda
isaretli bilesigin % 95’ten fazlasinin idrarda ve %2-7 oraninda digkida tespit edildigi,
bununla birlikte 7 glin ayn1 dozlarin verilmesi ile benzer bir atilim Grneginin
gerceklestigi bildirilmis, ana {riner metabolitler %?23-28 oraninda ethiofencarb
sulfoksit, % 20-23 oraninda fenol siilfoksit, %9-25 orainda fenol sulfon ve %3-11

oraninda ethiofencarb sulfon olarak bulunmustur (51).
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Sekil 14. Ethiofencarb’in ph=fotodegradasyon iiriinleri s=toprakta, p=bitkilerde
a=hayvanlarda tespit edilen metabolitleri (67).

4.3.3.3. Toksik etkileri

Ethiofencarb, WHO tarafindan ¢ok toksik olarak degerlendirilmis ve Ib grubuna
almmustir (95). Ethiofencarb’in memelilerde LDsg degeri 200 mg/kg (oral) ve 1000
mg/kg (dermal) olarak bildirilmistir. Toksik etki gostermedigi deger, siganlarda 10
mg/kg/giin, kdpeklerde 1000 mg/kg diyete esdeger, 25 mg/kg viicut agirhgidir (37).
Insanlar icin kabul edilebilir giinliik alim1 0-0.1 mg/kg viicut agirhigidir (34).

Ethiofencarb’in plazma, eritrosit ve beyin asetilkolinesteraz inhibisyonu
sicanlarda aragtirllmistir. Buna gore disi siganlara 0, 2.5, 10 ve 50 mg/kg, erkek
siganlara 0, 2.5, 10, 40, 125, 210, 330 mg/kg ethiofencarb tek doz olarak oral yolla
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uygulanmigtir. Uygulama sonrasinda 30 dak. ile 5 saat arasinda dlglimler yapilmis ve
50 mg/kg uygulanmis disilerde maksimum asetilkolinesteraz inhibisyonu %60 olarak
bulunurken, 330 mg/kg uygulanmis erkek siganlarda %80-100 oraninda
asetilkolinesteraz inhibisyonunun goriildiigii ve 3 saat sonrasinda enzim aktivitesinin
arttiginin tespit edilmistir. Uygulamadan 1 saat sonra ise 330 mg/kg uygulanmis
erkek siganlardan iki tanesinin 6ldiigi bildirilmistir. Maksimum enzim inhibisyon
seviyesinin eritrositlerde uygulamadan 2 saat, beyinde 1 saat sonra ortaya ¢iktigi ve

kolinesteraz aktivitesinin plazmadan daha diisiik oldugu bildirilmistir (37).

Teratojenik Etkiler: Disi siganlara gebeligin 6-15. giinlerinde 0, 5, 15, 40
mg/kg/giin arasi ¢esitli dozlarda oral olarak uygulanan ethiofencarb’in tireme ve
saglik durumu {iizerinde herhangi bir advers etki gostermedigi bildirilmistir. 40
mg/kg uygulanmis siganlarin yavrularinin ise normal agirligin altinda oldugu
bildirilmistir. Iki fetiiste kendiliginden olusan malformasyonlarin olustugu tespit
edilmis ancak calisma tekrarlandiginda bu malformasyonlarin goriilmedigi,

dolayisiyla ethiofencarb’in embriyotoksik ve teratojenik olmadigi bildirilmistir (37).

Disi tavsanlara gebeligin 6-18. giinlerinde 0, 5, 15, 40 mg/kg/giin arasi gesitli
dozlarda oral olarak uygulanmis ethiofencarb’in herhangi bir advers etki
gostermedigi, kontrol grup ile ethiofencarb ile muamele edilmis grup arasinda
embriyonik ve fetiis gelisimi agisindan belirgin bir fark bulunmamistir. Sadece 40
mg/kg uygulanmis hayvanin yavrusunda kendiliginden gelisen malformasyonlar
olustugu tespit edilmistir. Bununla birlikte ethiofencarb’in 40 mg/kg‘a kadar
teratojenik etki gostermedigi bildirilmistir (37).

4.4. Pestisitlerin Genotoksik Etkileri

Pestisitler, pest, yabani ot ve bitki hastaliklarinin kontrolii amaciyla tasarlanmis
kimyasallardir. Pestisitlerin, bitkileri pestlerden korumak amaciyla uygulanmasi
tarim ve mahsiil verimliligi agisindan ¢ok 6nemlidir. Tiim insanlar ¢evresel kirlenme
ve mesleki kullanimlarindan dolay1 pestisitlere maruz kalabilirler. Pestisitlerin hava,
su ve besin maddelerindeki fiziksel ve biyolojik parcalanma {irtinlerinin kalintilarina
maruz kalimmast bir halk sagligi sorunudur. Ayrica, pestisitlerin formiilasyonu,

tiretimi ve bitkilere uygulanmasi sonucu farkl tipteki kimyasal karigimlara ve etken
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maddelere mesleki maruziyet goriilebilmektedir. Insanlarda genotoksisitenin
biyoizlenmesi, pestisitlere maruziyet sonucu olusabilecek genetik riskin belirlenmesi

acisindan onemli bir aragtir (9).

Genotoksisite genel olarak hiicrelerin genetik materyalleri iizerinde olusabilecek
zararl etkiler olarak tanimlanabilir. Hiicrelerde DNA ile etkilesime girerek olumsuz
etki gosteren maddeler genotoksik maddeler olarak adlandirilirlar. Genotoksisitenin
belirlenmesinde bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Genotoksisite testleri in vitro ve in
Vivo olmak {iizere kimyasallarin farkli mekanizmalarla genetik hasara neden olup
olmadiginin belirlenmesinde kullanilan testlerdir. Genotoksisite testleri; molekiiler,

gen ve kromozom diizeyinde olabilir.

4.4.1. Genotoksisitenin belirlenmesinde kullamilan mutajenesite testlerine
ornekler

Comet  teknigi (Tek  hiicre jel elektroforezi=Single cell  gel
electrophoresis=SCGE): DNA hasarin1 ve onarimmi 6l¢gmek amaciyla kullanilan
hizli, kolay uygulanabilen, hassas bir tekniktir ve az sayida hiicreye ihtiyag olmasi,
maliyetinin az ve diisiik seviyedeki DNA hasarinin gostergesi olmasi avantajlardir.
Bu teknik birgok hiicre tipinde in vitro ve in vivo olarak genetik hasar1 belirlemede
kullanilmaktadir (7, 9, 11, 15, 16, 17, 26, 27, 79). Omegin, DNA hasari/onarimi
caligmalarinda (38), antioksidan etkinin arastiritlmasinda (75) genetik toksikolojide
(73), biyoizleme arastirmalarinda (74) ve radyasyon ile sterilize edilen etlerin
kontroliinde (24, 44, 47) Comet teknigi kullanilmaktadir.

Tek hiicre diizeyinde DNA hasarin1 belirlemek amaciyla 1984’te ilk defa
mikrojel elektroforez teknigi gelistirilmistir (52). Notral pH’da gergeklestirilen bu
teknik DNA’nin ¢ift zincirindeki hasari belirlemek amaciyla kullanilmistir (81).
Daha sonra 1988’de daha hassas bir mikrojel elektroforez teknigi gelistirilmistir (78).
Bu teknikte elektroforez islemi alkali pH’da (pH>13) gerceklestirilmistir ve
DNA’nin tek zincirindeki ve alkali-labil bolgelerdeki hasari belirlemek miimkiin hale
gelmigtir (48, 85). Calismamizda pestisitlerin genotoksik etkilerini belirlemek

amaciyla alkali Comet teknigi kullanilmigtir.
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Kromozomal aberasyon (CA) testi: Kromozom sayisinda degisiklikler, gen ya da
kromozom pargalarinda delesyonlar, duplikasyonlar ve ayni kromozom i¢inde ya da
kromozomlar arasinda genetik materyalin diizenlenmesi seklinde modifikasyonlar
gorilebilir. Gen mutasyonlarindan ayirmak i¢in bunlara kromozomal mutasyonlar ya
da kromozomal bozukluklar denir. Andéploidi, diploidi, delesyon, duplikasyon,
inversiyon ve translokasyon seklinde goriilebilir (42).

Mikroniikleus (MN) Testi: MN hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya
cikarlar. Esas cekirdege dahil olmayan tam kromozom veya asentrik kromozom
fragmanlarindan olusurlar. MN sayisindaki artis, c¢esitli ajanlarin hiicrelerde
olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayli gostergesi olarak
degerlendirilir. Organizmay1 etkileyen cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin

sitogenetik etkilerini belirlemek amaci ile kullanilan bir yontemdir (23).

Kardes Kromatid Degisimi (Sister chromatid exchange=SCE): DNA
replikasyonu sirasinda kromozomun her iki kromatidinin homolog bdlgelerinde
bromodeoksi iiridin varliginda DNA’da kirik olusmasi ve kirilan bolgelerin yer
degistirip yeniden birlesmesi sonucunda olusmaktadir. SCE analizi kastojenik ve
mutajenik  belirteg¢ olarak kabul edilmekle birlikte kardes kromatidlerin
segmentlerindeki degisimin artisina neden olan esas mekanizma halen tam

bilinmemektedir (9, 90).

4.4.1.1. Comet Teknigi ile yapilan baz1 pestisit calismalar:

Kronik olarak pestisitlere maruz kalmis cicek yetistiricilerinde olasi DNA
hasarmi belirlemek amaciyla Comet teknigi kullanilmis ve 52 ¢igek yetistiricisinin,
46 c¢evresel maruz kalmis c¢icek yetistiricilerinin ve 38 kontrol grubunun
lenfositlerinde yapilan analiz sonucu, pestisitlere maruz kalmis is¢ilerin DNA
hasarmin diger iki gruba oranla istatistiksel olarak anlamli bulundugu bildirilmistir
(p<0.001). Cevresel maruz kalan kisilerle kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak

fark bulunmadig bildirilmistir (13).

Oregon Eyaleti’nde yapilan bir ¢alismada meyve bahgesinde calisan isgilerin

organofosforlu pestisitlere maruz kalmalar1 sonucu oksidatif stres ve DNA hasari
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arastirtlmis, idrar orneklerinde organofosforlu pestisit metabolitleri ve 8-hidroksi 2-
deoksiguanozin (8-OH-dG) analizi yapilmustir. Uriner organofosforlu pestisit
metabolitleri is¢ilerde ve pestisit uygulayanlarda yiiksek bulunmustur (p<0.001). 8-
OH-dG seviyeleri iscilerde ve pestisit uygulayanlarda kontrol grubuna gore sirasiyla
8.5 ve 2.3 kat fazla bulunmustur. DNA hasar1 ve oksidatif DNA onarimlarinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek bulundugu bildirilmistir (41).

Tayvan’da pestisitlere maruz kalan 135 meyve Vyetistiricisinin periferal
lenfositlerinde DNA hasarmni belirlemek amaciyla Comet teknigi uygulanmis ve

Comet parametrelerinin kontrol grubuna gore yiiksek bulundugu bildirilmistir (91).

Brezilya’da ciftlikte ¢alisan ve pestisit karigimlart kullanan 37 erkek iscideki
DNA hasarini tespit etmek amaciyla periferal kan lenfositlerinde Comet teknigi ve
oral mukoza hiicrelerinde mikroniikleus (MN) teknigi calisilmigtir. Bu calismada
Comet parametrelerinin kontrol grubuna gore yiiksek bulundugu ancak MN

sikliginda kontrol grubuna gére anlamli bir fark bulunmadig bildirilmistir (64).

Carbofuran iiretiminde c¢alisan 30 Hirvat asilli iscide genotoksik etkileri
aragtirmak amaciyla Comet teknigi ve MN teknigi kullanilmistir. Bu ¢aligmada
Comet parametrelerinin kontrol grubuna gore g¢ok fazla farkli olmadigi ancak
istatistiksel olarak anlamli oldugu bununla beraber MN parametrelerinin kontrol

grubuna gore anlamli bulundugu bildirilmistir (99).

Ekvator’da 45 pestisit pliskiirten is¢inin periferal kan orneklerinde alkali Comet
teknigi ve CA testi ile DNA hasar1 olgiilmistiir. Sonuglar kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda DNA hasarinin anlamli olarak arttig1 ayrica CA sikligiin kontrol
grubuna gore anlamli olarak farkli oldugu bildirilmistir (56).

Yapilan bir ¢alismada bir organofosfat insektisiti ve akarisiti olan profenofos’un
genotoksik etkilerini aragtirmak amaciyla in vitro olarak Comet testi kullanilmistir.

Comet kuyruk wuzunluklart istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001,

ANOVA) (59).

36



Bir diger caligmada, Ankara belediyesinde acik alan ilaglama isinde ¢alisan ve
en az bir yil i¢inde pestisitlere maruz kalan 33 belediye iscisinde Comet teknigi ile
genotoksik etki arastirtlmis ve Kontrol grubuna gére DNA hasari anlamli olarak

yiiksek bulunmus ayrica sigara igmenin DNA hasarini artirmadigi bildirilmistir (84).

Mesleki olarak pestisitlerle maruz kalan 84 isci ve ayni bolgede ¢alisan 65
kontrol grubunda pestisitlerin etkileri Comet teknigi ile arastirilmistir. Pestisitlere
maruz kalan is¢iler ile kontrol grubu arasinda istatistiksel acidan fark goriilmedigi

bildirilmistir (58).

Pestisitlerin liretiminde ¢alisan ve organofosfat, karbamat ve piretroitlerin farkli
karisimlarina maruz kalan 29 Pakistanli is¢inin lenfositlerinde DNA hasarinin
belirlenmesi amaciyla Comet teknigi kullanilmustir. Iscilerle ayn1 yas ve sigara icme
Oykiisiine sahip 35 kisi kontrol grubu olarak alinmistir. Lenfosit DNA kuyruk
uzunluklar1 6l¢iildiigiinde, is¢ilerin DNA kuyruk uzunluklarinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli oldugu bildirilmistir (p<0.001). Sigara igen is¢ilerin
lenfosit DNA kuyruk uzunluklarinin ise eskiden sigara i¢cen veya igmeyen kisilere ve
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu (p<0.001), DNA hasar1

tizerinde yasin etkisinin ise ¢ok az oldugu bildirilmistir (8).

Cypermethrin (Tip II piretroit), dichlorvos (organofosfat) ve pendimethalin’in
(dinitroanilin herbisiti) sitotoksik ve genotoksik etkileri CHO (Chinese hamster
ovary) hiicrelerinde arastirilmistir. CHO hiicreleri 1, 10, 100, 1000 ve 10000 puM
cypermetrin, dichlorvos ve pendimethalin ile 3 saat muamele edilmis ve MTT teknigi
ile analiz edilmistir. Genotoksik etkileri ise ayrica Comet teknigi ile
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak dichlorvos ve pendimethalin’in cypermethrin’e
gore daha yiiksek sitotoksisite gdsterdigi, dichlorvos i¢in 0.01 uM ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda, pendimethalin’in ise 0.1 uM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda
Comet parametrelerini artirdigi bildirilmistir. Bununla beraber cypermethrin’in ancak
yiiksek konsantrasyonlarda (1000 ve 5000 uM) DNA hasart olusturdugu
bildirilmistir (54).

Swiss albino farelere oral olarak 0.28 ve 8.96 mg/kg chlorpyriphos ethyl, 12.25
ve 392.00 mg/kg acephate uygulanmistir. Uygulamadan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra
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Comet teknigi ile DNA hasari incelenmistir. Uygulamadan 24 ve 48 saat sonra
kontrol grubuna gére Comet kuyruk uzunlugunda anlamli bir artisin gozlendigi ve
DNA hasarmin doza bagli oldugu bildirilmistir. Uygulamadan 48 saat sonra DNA
hasarmin kademeli olarak azaldigi ve 96 saat sonra Comet kuyruk uzunlugunun

kontrol grubunun seviyelerine indigi bildirilmistir (62).

Bir c¢alismada isoproturon (herbisit), carbendazime ve chlorothelonil’in
(fungisit) sitotoksik ve genotoksik etkileri CHO hiicreleri Comet ve CA testi
kullanilarak arastirilmistir. 0.2-1 uM konsantrasyon aralifindaki chlorothalonil’in
DNA hasarmi artirdigi, ayrica CA testinde de kromozom kiriklarini artirdigi
bildirilmistir. Buna karsin carbendazim ve isoproturonun DNA hasarina yol agmadigi
gozlenmigtir. CA testinde ise 25-100 uM konsantrasyon araligindaki carbendazim’in
sayisal kromozom aberasyonuna neden oldugu ve isoproturonun ise CA artisina

neden olmadig bildirilmistir (87).

Yapilan bir ¢aligmada atrazin herbisitinin farkli konsantrasyonlarmin bir balik
tirli olan Oreochromis niloticus tiirlerinden alinan eritrositlerde genotoksik etkiler
Comet teknigi ve MN testi ile arastirilmistir. Akvaryumlarda 5 balik bulunmaktadir
ve 6.25, 12.5, 25 pg/L konsantrasyonlarda atrazin ilave edilip ve 72 saat sonra
baliklarin kanlar1 alinmistir. MN, c¢ekirdek anomallikleri ve DNA hasarinin kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek bulundugu bildirilmistir (86).

Diger bir ¢aligmada ise organofosforlu pestisitlerin iiretiminde ortalama 97 ay
calisgan 21 is¢i ve 21 kontrol grubunda genotoksik etkiler, oksidatif stres
parametreleri ve AChE aktiviteleri arastirllmistir. Eritrositlerde oksidatif stres
biyogostergesi olarak lipit peroksidasyon seviyeleri, katalaz, siiperoksit dismutaz ve
glutatyon peroksidaz aktiviteleri, toksisite biyogdstergesi olarak ise AChE aktivitesi
Ol¢iilmiistiir. DNA hasarini belirlemek i¢in ise 16kositlerde Comet kuyruk uzunlugu
Olclilmiistiir. Organofosforlu pestisitlere kronik maruziyet sonucunda katalaz,
stiperoksit dismutaz ve glutatyon seviyelerinde artis gézlenirken, lipid peroksidasyon
seviyeleri ve AChE aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmedigi,

buna karsilik DNA hasarinin ise istatistiksel olarak arttigi bildirilmistir (76).
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Piretroit pestisitlerinden deltamethrin’in periferal kan lenfositlerinde 0-400
pg/mL konsantrasyon araliginda metabolik biyoaktivasyon kaynagi S9 karisimi
varliginda ve yoklugunda genotoksik etkilerinin arastirilmasi amaciyla in vitro olarak
Comet teknigi, MN ve SCE analizleri yapilmistir. Deltamethrin’in S9 karisimi
varliginda artan dozlarla orantili olarak Comet kuyruk uzunlugunu artirdigi, SCE ve
MN sikliginda ise S9 varliginda veya yoklugunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak fark goriilmedigi bildirilmistir (88).

4.4.1.2. Diger genotoksisite testleri ile yapilan bazi pestisit calismalari

Mesleki olarak pestisitlere maruz kalmis Portekiz halkinda yapilan bir ¢galismada
DNA hasar1 MN yontemiyle arastirilmis ve kontrol grubuna gore pestisitlere maruz
kalms is¢ilerin MN sikliginda istatistiksel olarak bir artis tespit edildigi bildirilmistir
(p<0,001) (19).

Portekiz’de 33 ciftginin lenfositlerindeki sitogenetik hasar1 belirlemek amaciyla
MN, SCE ve CA testleri kullanilmistir. Ayn1 bolgede yasayan ancak pestisitlere
maruz kalmayan kisiler ise kontrol grubu olarak alinmistir. Buna goére bolgede
calisan ciftcilerin MN ve SCE sikliginin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
yiksek ¢iktigi  (p<0.005), CA sonuglarinda, anlamli bir fark bulunmadig
bildirilmistir (20).

Pestisit tiretiminde calisan, pestisitlere maruz kalan 54 is¢i ve 54 kontrol
grubunda genotoksik etkileri aragtirmak amaciyla CA ve MN analizleri yapilmis ve
is¢ilerde CA ve MN sikliginda istatistiksel agidan artis gozlendigi bildirilmistir
(p<0.005) (71).

Goksu deltasinda pestisitler ile kirlenmis bolgede yasayan 16 sigara igen ve 16
sigara igcmeyen kisilerde olast DNA hasarin1 belirlemek amaciyla CA, periferal
lenfositlerde SCE ve bukkal epitel hiicrelerinde MN analizi yapilmistir. Sigaranin
MN, SCE ve CA sikligmi artirdigi, ayrica kontrol grubuna gére MN sikliginda
anlamli bir artis gozlendigi bildirilmistir (25). Tarim ilaglarinin yiiksek oranda
kullanildig1 Cukurova bolgesinde yasayan ve insektisitlere (organofosfatli, karbamat

grubu ve piretroit grubu pestisitler) maruz kalan 45 ve kaza ile zehirlenen 21 hastada
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SCE analizi yapilmis ve SCE ortalamasi kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur

().

Polonya’da pestisitlere maruz kalan 49 erkek is¢inin periferal kan lenfositlerinde
ve bukkal hiicrelerinde MN testi kullamlmistir. iki hiicre tipinde de kontrol grubuna
gore anlamli bir fark bulunmadig bildirilmistir (53).

Herbisit olarak kullanilan dicamba’nin sitogenetik etkileri insan lenfosit
kiiltiirlerinde SCE testi ile in vitro analiz edilmistir. 100-500 pg/mL doz araliginda
calisilmig, kontrol grubuna gore sadece 200 ug/mL konsantrasyonunda dicamba’nin
anlamli olarak SCE sikligini artirdig: bildirilmistir (31).

Trifluralin’in insan periferal kan lenfositlerinde genotoksisitesinin arastiriimasi
icin SCE, MN ve CA testleri kullanmilmistir. Trifluralin’in zayif sitogenetik
ozelliklere sahip oldugu, SCE sikliginin istatistiksel a¢idan anlamli olarak arttigi, CA
ve MN testleriyle herhangi bir genotoksik etkinin saptanmadigi bildirilmistir (66).

Pamuk tarlasinda ¢alisan ve diizenli olarak DDT, BHC (benzene hexa chloride),
endosulfan, malathion, methyl parathion, phosphamidon, dimetoat, monocrotophos,
quinalphos, fenvelrate ve cypermethrin’e maruz kalan 61 is¢inin periferal
lenfositlerinde SCE, mitotik indeks (MI) ve hiicre dongiisii kinetigi (CK) analizleri
yapilmigtir. Istatistiksel olarak SCE sikliginin kontrol grubuna gére yiiksek oldugu,
ayrica mitotik indekste azalma ve gecikmis hiicre dongiisti gézlendigi bildirilmistir

(70).

Vietnam savasinda savasmis olan ve defolyantlara maruz kalmis 24 Yeni
Zellandali gazinin lenfositlerinde SCE siklig1 arastirilmis ve kontrol grubuna gore

SCE sikliklarinin istatistiksel agidan yiiksek bulundugu bildirilmistir (p<0.001) (68).

Pestisitlere maruz kalan ve sigara kullanan 50 kisiden alinan kanda SCE, CK ve
MI analizleri yapilmistir. Kontrol grubunu ise pestisitlere maruz kalmayan 20 sigara
igmeyen ve 27 sigara igen kisiler olusturmustur. MI sigara igen kontrol grubunda ve
pestisitlere maruz kalan kisilerde artarken pestisitlere 11-25 yillik maruziyet sonucu

MI’te azalma gozlendigi bildirilmistir (69).
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4.5. Pestisit Kalintilarinin Meyva Sularinda Analizleri

Tarim

ilaglarinin  fazla kullanilmasi

nedeniyle genellikle organoklorlu ve

organofosforlu pestisitlerin analizleri gaz kromatografisi (4, 10, 18) ile, karbamat
pestisitlerinin analizleri ise UV-Vis. veya floresan detektorlic YBSK (29, 32, 55, 61,

72, 82) ile yapilmaktadir. Calismamiza benzer ¢alismalar elma, seftali, portakal,

frambuaz, liziim ve visne sularinda kalinti analizleri farkli arastiricilar tarafindan

yapilmistir (Tablo 2.) (29, 61, 82).

Tablo 2. Calismalarimiz ile kaynaklarda bulunan bazi ¢alismalarin karsilastiriimasi

SPE Analiz
Pestisit Materyal  Prosediirii metodu % Geri kazanim Kaynak
Aldicarb sulfon Portakal suyu SPE (Cys) HPLC-DAD 13.17-14.62 Calismamiz
Azinphos ethyl 77.91-84.25
Chlorpyriphos methyl 76.12-83.72
SPE
Chlorpyriphos methyl ~ Elma suyu (MWCNTSs) GC-NPD 77-101 (63)
Uziim suyu 75-103
Portakal suyu 73-103
Ananas suyu 73-91
Aldicarb sulfon Uziim suyu SPE (Cyg) HPLC-MS/MS 80-84 (57)
Aldicarb sulfon Su SPE (PRP-1)  HPLC-DAD 0-6 (55)
Azinphos ethyl 95-105
Chlorpyriphos methyl 90-97
Aldicarb sulfon HPLC-FD 4-5
Aldicarb sulfon Patates SPE (CN) HPLC-FD 85 (50)
Portakal 91
Domates 92
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerec

5.1.1. Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeleri

Sodyum hidroksit (NaOH)
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)
Hidroklorik asit (HCI)
Etidyum bromiir

Sodyum klortir (NaCl)
Trizma base

Dimetilsiilfoksit (DMSO)
Triton-X 100

Agaroz

Disiik erime dereceli agaroz
Hidrojen peroksit (%30)
Heparinli tiip

Thoma lam1

Fosfat tampon tabletleri
Histopaque-1077

Asetonitril

Diklormetan

Metanol

Fosforik asit

Aldicarb sulfon

Azinphos ethyl

Chlorpyriphos methyl
Ethiofencarb

EPN

Mikroskop lami (26x76mm)
Mikroskop lameli (24x60mm)
Kati faz ekstraksiyon (SPE) kolonu

Riedel-de Héen 06203
Sigma Aldrich E5134

Carlo Erba Reagenti 7647-01-0

Sigma Aldrich E7637

Fluka Biochemica 71376

Sigma Aldrich T1503
Merck 802912.2500
Sigma Aldrich T8787
Sigma Aldrich A5093
Sigma Aldrich A9414
Riedel-de Héen 18312
Insepack

Marienfeld 0610110
Sigma Aldrich P4417
Sigma Aldrich 1077-1
Riedel-de Hden 34888
Riedel-de Hden 24233
Merck 1.06007.2500
Merck 159382
Riedel-de Héaen 36670
Riedel-de Héaen 35820
Riedel-de Héaen 35519
Riedel-de Héen 35647
Riedel-de Hden 36503
Citoglas, 10217105P
Citoglas, 10212460C

Discovery DSC-18 3 mL tubes Lot No:

SP3382E, Supelco
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5.1.2. Cihazlar
Elektroforez
Elektroforez gii¢ kaynagi
Floresan mikroskop

Isik mikroskobu
Magnetik karistirict, 1sitict
Otomatik pipetler
Santrifiij (sogutmali)

pH metre

Analitik terazi

Terazi

Etiv
Yiiksek basinglt s1vi kromatografi
(YBSK) cihaz1

Vakum pompasi

5.1.3. Cozeltiler

ThermoEC MidiCell Primo, ABD
BioRad Power Pac, Ingiltere
Olympus BX50, Japonya
Olympus CK2, Japonya

Heidolph MR3001, Almanya
Thermo Finnpipette, ABD

Sigma 3K30, Almanya

Mettler Toledo Seven Easy, ABD
Shimadzu AEX-200G, Japonya
Shimadzu ELB300, Japonya
Heto Holten CellHouse 170,
Danimarka

Agilent 1100 series, Agilent
Technologies,Waldbronn, Almanya
KF LAB, Laboport, Almanya

5 M NaOH ¢ozeltisi: 100 g NaOH, distile su ile 500 mL’ye tamamlanr.
0.2 M EDTA ¢ozeltisi: 37.2 g EDTA, distile su ile 500 mL’ye tamamlanr.
5 N HCI ¢ozeltisi: 91.25 mL HCI (%37°1ik) distile su ile 500 mL’ye tamamlanir.

PBS (Phosphate Buffer Saline) ¢ozeltisi: 1 tablet 200 mL distile suda ¢oziiliir
(pH=7.4, 25 °C).

Etidyum bromiir ¢ozeltisi: 5 mg etidyum bromiir 50 mL distile su ile ¢oziiliir, 100
pg/mL’lik stok ¢ozelti 25 mL’lik kisimlar halinde + 4°C°de saklanir. Calisma
¢Ozeltisi olarak stok etidyum bromiir ¢ozeltisi, distile su ile 1/5 oraninda seyreltilir ve

20 pg/mL konsantrasyonda kullanilir.

Lizis ¢ozeltisi: 146.1 g NaCl (2.5 M), 37.2 g EDTA (100 mM), 1.2 g Tris (10 mM)
800 mL distile suda ¢oziilir. 5 M NaOH ¢ozeltisi ile ¢ozeltinin pH’s1 10’a getirilir ve
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stok ¢ozeltinin hacmi distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir. Calisma ¢ozeltisi olarak
her sale i¢in 62.3 mL stok lizis ¢ozeltisi, 7 mL DMSO, 0.7 mL Triton-X ilave edilir

ve + 4 ° C’de muhafaza edilir.

% 7’lik Normal Erime Dereceli Agaroz (NEDA) c¢ozeltisi: 0.7 g NEDA, 100 mL
distile suda kaynatilarak ¢oziliir.

% 0.7’lik Diisiik Erime Dereceli Agaroz (DEDA) ¢ozeltisi: 0.7 g DEDA, 100 mL
PBS’de kaynatilarak ¢oziiliir.

Elektroforez Tampon Cozeltisi: 90 mL 5 M NaOH ¢ozeltisi, 7.5 mL 0.2 M EDTA

¢ozeltisi distile suyla 1500 mL’ye tamamlanir. Cozelti taze hazirlanir.

Notralizasyon Tampon Cozeltisi: 0.8 M tris (97 g tris distile suyla 1000 mL’ye
tamamlanir) hazirlanir. Cozelti 5 N HCl ile pH 7.5’a getirilir. Notralizasyon ¢ozeltisi
olarak 1:1 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanilir (0.4 M Tris). Kullanilma

sirasinda +4°C°de muhafaza edilir.

Hidrojen peroksit ¢ozeltisi (1mmol): %30’luk H,O; ¢ozeltisinden 11.5 pL alinarak
distile su ile 1 mL’ye tamamlanir. Bu ¢6zeltil/100 oraninda distile su ile seyreltilir.

5.2. Yontem
5.2.1. Lenfositlerde DNA hasarimin Comet teknigi ile in vitro tayini
5.2.1.1. Kan érneklerinin alinmasi
Kan oOrnekleri calisma grubundaki saglikli ve sigara igmeyen kisilerden

heparinli tiiplere yaklagik 10 mL olacak sekilde alindi.

5.2.1.2. Lenfosit 6rneklerinin hazirlanmasi

Alman kan 6rnekleri PBS ile 1:1 oraninda seyreltildi, 1’er mL ependorflara
boliindii ve tizerine 400 pulL Hystopaque-1077 ¢ozeltisi eklenerek +4 °C de 400 g’de
10 dak. santrifiij edildi. Lenfosit tabakasimin 400 pl si ependorf tiiplere otomatik
pipetle alindi ve PBS ile 1 mL’ye tamamlanarak +4 °C’de 200 g’de 10 dak. tekrar
santrifiij edildi ve st kisim atildi. Ayr1 ayr1 ependorf tiiplerde ¢oktiiriilen hiicrelere

990, 950, 900 uL PBS ile siispanse edildi ve sirasiyla 10, 50 ve 100 pL pestisit
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standartlar1 (kons. 1 mg/ mL) ilave edildi. 990 uLL PBS’teki hiicre siispansiyonuna 10
uL DMSO ve 600 puLL PBS’teki hiicre siispansiyonuna ise 400 pLL H,O; ilave edildi.

5.2.1.3. Pestisit standartlarinin hazirlanmasi ve lenfositler ile muamele

Pestisit standartlarinin  hazirlanmasi:  Aldicarb  sulfon, azinphos ethyl,
chlorpyriphos methyl, ethiofencarb ve EPN 10 mg tartildi ve 1 mL DMSO’da
¢Oziildii. Hazirlanan stok pestisit standart ¢ozeltilerinden ¢alisma standart ¢ozeltisi
olarak 1mg/mL olacak sekilde distile su ile seyreltildi ve lenfosit siispansiyonuna

ilave edildi.

Lenfositler ile muamele: 10, 50 ve 100 pg/mL pestisit ilave edilen lenfositler 37
%C’de 30 dak. ve 2 saat siire ile inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak DMSO ilave
edilerek ayni islem yapildi. Pozitif kontrol i¢in ise uygun lenfosit siispansiyonuna 1

mmol’liik 400 uL H,O, ¢ozeltisi ilave edilerek 37 °C°de 5 dak. inkiibe edildi.

5.2.1.4. Hiicre sayimmi
Lenfosit canlilik oranlar1 tripan blue yontemi ile belirlendi. Hiicreler 1:1
oraninda tripan blue ile boyand1 ve Thoma lamma yayilarak 151k mikroskobunda

sayildi. Hiicre canliligt %90’1n iizerinde olan lenfositlerle Comet testi ¢alisildi.

5.2.1.5. Comet teknigi

Lamlar % 0.7°lik NEDA ile kapland1 ve oda sicakliginda kurutuldu. 50 pL
hiicre siispansiyonu (yaklasik 5x10 hiicre), 37 °C’deki 50 uL % 0.7’lik DEDA ile
karistirildi ve kaplanmig lamlara yayildi. Lamel kapatilarak buzdolabinda agaroz
katilagincaya kadar 15 dak. beklendi. Lameller, agaroz zedelenmeden alindi. Lamlara
ticlincii tabaka olarak 100 uL. DEDA yayild1 ve lamel ile kapatilarak buzdolabinda
agaroz katilagincaya kadar 20 dak. beklendi. Lameller agaroz zedelenmeden alindi.
Lamlar, lizis ¢ozeltisi (62.3 mL stok lizis ¢ozeltisi, 7 mL DMSO, 0.7 mL Triton X)
iginde 2 saat buzdolabinda bekletildi. Daha sonra taze hazirlanmis soguk elektroforez
cozeltisinde (90 mL 5 M NaOH, 7.5 mL 0.2 M EDTA) 20 dak. bekletildi.
Elektroforez tanki elektroforez ¢ozeltisi ile dolduruldu. Elektroforez tanki buz ile
sogutularak sicaklik +4 °C’de tutuldu. Lamlar, agaroz yayilan kisimlar iiste gelecek

sekilde tanka yerlestirildi ve sabit 15 V ve 300 mA akimda 30 dak. elektroforez
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islemi gerceklestirildi. Olusturulan elektrik akimi sayesinde negatif yiikli DNA
sarmal kiriklarinin anoda dogru go¢ etmesi saglandi. Lamlar cam saleye yerlestirilip

nétralizasyon tamponu (0.4 M Tris) ile 3 kere + 4 °C’de 5 dak. notralize edildi.

5.2.1.6. Boyama
Her lam, floresan renk vermesi i¢in 50 pL etidium bromiir (20 pL/mL) ile
boyandi. Lamel ile kapatild1 ve 15 dak. bekletildi.

5.2.1.7. Degerlendirme

Lamlar bekletilmeden floresan mikroskobunda x200, x400 biiyiitme ile gozle
degerlendirildi. Degerlendirme DNA kuyruk uzunluklari géz Oniine alinarak, 0.
derece; hasarsiz DNA, 1. derece; az hasarli DNA, 2. derece; orta derecede hasarli
DNA, 3. derece; ¢ok hasarlit DNA ve 4. derece; ileri derecede hasarli DNA olarak 5
kategoride yapildi (Sekil 15.) (16). Toplam 100 hiicre (n=3) sayilarak total comet
skoru (TCS) hesaplandi. Istatistiksel degerlendirme SPSS 10 ver. ile Man Whitney U
test kullanilarak yapildi.

TCS= (0. derece hasarli DNA sayisi x 0) + (1. derece hasarlt DNA sayisi x 1)
+ (2. derece hasarli DNA sayisi x 2) + (3. derece hasarli DNA sayisi x 3) + (4. derece
hasarli DNA sayis1 x 4)

Hasarsiz Az hasarl Orta derece hasarli
DNA DNA DNA

Cok hasarli Ileri derece
DNA DNA

Sekil 15. Comet teknigi ile DNA hasar derecelerinin degerlendirilmesi
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5.2.2. DAD/YBSK ile pestisitlerin analizi
5.2.2.1. Orneklerin alinmasi

Calisma kapsaminda pestisitlerin analizleri i¢in Istanbul’un degisik
semtlerindeki marketlerden farkli markalarda 12 adet portakal suyu nektar1 (meyve
suyu orani %50) ve 4 adet %100 portakal suyu, toplam 16 6rnek ¢alisma materyalini

olusturdu.

5.2.2.2. Pestisit standartlarinin hazirlanmasi

Aldicarb sulfon, azinphos ethyl, chlorpyriphos methyl, ethiofencarb ve EPN
standartlar1 10 mg/mL olacak sekilde metanolde c¢oziilerek hazirlandi. Calisma
standart ¢ozeltileri, 1 ng/uL ve 10 ng/uL olacak sekilde metanol ile seyreltildi ve tiim

¢ozeltiler +4 0C’de muhafaza edildi.

5.2.2.3. Orneklerin ekstraksiyonu

Portakal suyu orneklerinin ekstraksiyonlari i¢in SPE kolonu (Solid phase
extraction=kat1 faz ekstraksiyon) kullanildi. SPE kolonun kosullandirilmasi
amactyla kolondan 10 mL asetonitril ve 10 mL distile su gecirildi. 15 mL portakal
suyu distile su ile 1:1 oraninda seyreltildi. 1M NaOH ile pH s1 6’ya ayarlandi. 2500
rpm de 10 dak. santrifiij edildi. 20 mL seyreltilmis 6rnek, kolondan 3-4 mL/dak.
gecirildi. Kolon 5 mL su ile yikand1 ve kuruluga kadar vakum altinda 10 dak.
kurutuldu. 10 mL diklormetan ile pestisitler kolondan eliie edilerek organik ¢oziicii
azot akimi altinda kuruluga kadar uguruldu. Artik, 500 pL asetonitril ile ¢oziilerek
2500 rpm de 10 dak. santrifiij edildi ve YBSK cihazina 20 ve 50 pL enjekte edildi
(Sekil 16.).
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Ornek Hazirlanmasi

15 mL portakal suyu
+
15 mL distile su
pH=6"ya 1 M NaOH ile ayarland1
2500 rpm 10 dak. santrifiij edildi —

10 mL diklormetan ile

pestisitler kolondan eliie edildi ——

/

Azot akimi altinda organik ¢6ziiciisii uguruldu

|

Kalint1 500 pL asetonitril ile ¢oziildii ve
2500 rpm’de 10 dak. santrifiij edildi

|

YBSK cihazina enjekte edildi

Kolon Kosullandirmasi

10 mL asetonitril
+

10 mL distile su

|

Ornegin kolona
uygulanmasi

20 mL 6rnek kolondan 3-4
mL/dak gegirildi
+
Kolon 5 mL distile su ile
yikandi

|

Kolon kuruluga kadar vakum

altinda 10 dak. kurutuldu

Sekil 16. Portakal suyu 6rneklerinin SPE kolondan ekstraksiyonu
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5.2.2.4. Yiiksek basinch sivi kromatografisi

Pestisit analizleri i¢in Agilent 1100 series sistem kullanildi.
Pompa: Gradient, G1211A
Detektor: Diode-Array detektor G1315A
Enjektor: Rheodyne 7725 1, 100 pL looplu
Data station: Agilent Chem Station
Analitik kolon: Kromasil Cis 150A° 15 cm x 4,6 mm ID (Part no: OKR100-Cs-
150A), Hichrom, Ingiltere
Koruyucu kolon: Kromasil Cig 5 um (Katalog no: KR100-5C;5-150A), Hichrom,
Ingiltere
Gaz giderici sistem: G1322A
Isitic1: G1316A
Calisma kosullan
Coziicii sistemi: Coziicii A=0.01 M fosforik asit (pH 3)

Coziicii B= Asetonitril/distile su (90:10)

Gradient:
Zaman (dak.) Coziicii A % Coziicii B %
0.00 95 5
30.00 0 100
35.00 95 5

Coziict akis hizi: 1.0 mL/dak.
Kolon 1s1st: 30°C
Detektor dalga boyu: 220 nm (4nm)

Coziicti sisteminde kullanilan saf su Milli-Q RG su sisteminden saglandi.

5.2.2.5. Geri kazamim ¢calismalari

Portakal suyu orneklerine ilave edilen pestisit miktarlar1 2008/41 numaral
29.07.2008 tarihli 26951 sayili Tiirk Gida Kodeksi gida maddelerinde bulunmasina
izin verilen pestisitlerin maksimum kalint1 limitleri (MRL) esas alinmistir (Tablo 3.)
(65). Pestisit konsantrasyonlar1 40 ve 500 ng/mL olacak sekilde aldicarb sulfon,
azinphos ethyl ve chlorpyriphos methyl standart ¢6zeltileri ilave edildi ve 5.2.2.3.’de
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orneklerin ekstraksiyonu bolimiinde oldugu gibi calisildt (Sekil 16.). Her
konsantrasyon icin 4 paralel ¢alisma yapildi.

Tablo 3. Tirk Gida Kodeksi Gida Maddelerinde Bulunmasma Izin Verilen
Pestisitlerin Maksimum Kalint1 Limitleri (65).

MRL'nin uygulanacagi Maksimum kalinti
Pestisit kalintilar iiriin ve iiriin gruplari limitleri (mg/kg)

Aldicarb (Aldicarb,
aldicarb sulfoxide, aldicarb  Taze veya Dondurulmus

sulfon; aldicarb cinsinden) Meyveler 0.02
Taze veya Dondurulmusg

Azinphos ethyl Meyveler 0.02

Chlorpyriphos methyl Portakal 0.5
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6. BULGULAR

ewe

6.1. DNA Hasarmmin Comet Teknigi Arastirilmasi

6.1.1. Aldicarb sulfon

Tablo 4. Aldicarb sulfon ile lenfositlerde 30 dak. inkiibasyonu sonucu gézlenen
DNA hasar dereceleri ve total Comet skorlar1 (TCS)

Aldicarb sulfon (10 pg/mL)

GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarli  Cok hasarli  Ileri derece hasarl
1. grup 59 31 4 4 2 59
2. grup 74 21 1 4 0 35
3. grup 72 25 0 2 1 35
ORTALAMA 68.32 25.66 1.66 3.32 1 43*
Aldicarb sulfon (50 pg/mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarli  Cok hasarli Tleri derece hasarli
1. grup 66 22 9 2 1 50
2. grup 81 14 2 2 1 28
3. grup 86 8 3 2 1 24
ORTALAMA 77.66 14.66 4.66 2 1 34**
Aldicarb sulfon (100pg/mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarl Cok hasarlt ileri derece hasarli
1. grup 53 32 9 5 1 69
2. grup 77 13 6 1 3 40
3. grup 71 18 7 4 0 44
ORTALAMA 67 21 7.32 3.16 1.32 51*
Kontrol
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarli  Cok hasarli  Tleri derece hasarh
1. grup 86 12 2 0 0 16
2. grup 77 19 2 1 1 30
3. grup 83 13 2 2 0 23
ORTALAMA 82 14.66 2 1 0.32 23
Negatif kontrol DMSO (10 pL/mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarl Cok hasarli ileri derece hasarli
1. grup 90 9 0 1 0 12
2. grup 81 14 1 2 2 30
ORTALAMA 85.5 115 0.5 1.5 1 21
Pozitif kontrol H,0, (400 pL/mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri ' TCS
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarl Cok hasarli Ileri derece hasarli
1. grup 0 0 0 0 100 400
2. grup 0 0 0 0 100 400
ORTALAMA 0 0 0 0 100 400

*p=0.023; **p>0.05, DNA hasarinin istatistiksel anlami1
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Tablo 5. Aldicarb sulfon ile lenfositlerde 2 saat inkiibasyonu sonucu gézlenen DNA

hasar dereceleri ve total Comet skorlar1 (TCS)

Aldicarb sulfon

(10 pg/mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarli Cok hasarli hasarli
1. grup 73 26 1 0 0 28
2. grup 83 16 0 1 0 19
3. grup 79 19 2 0 0 23
ORTALAMA 78.32 20.32 1 0.32 0 23.32*
Aldicarb sulfon
(50 pg/mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Ileri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarli Cok hasarlt hasarli
1. grup 57 36 4 1 2 55
2. grup 69 24 5 1 1 41
3. grup 76 18 4 1 1 33
ORTALAMA 67.32 26.32 4.32 1 1.32 43**
Aldicarb sulfon
(100 pg/mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Ileri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarl Cok hasarli hasarli
1. grup 38 38 14 6 4 100
2. grup 64 27 5 4 0 49
3. grup 63 24 3 4 6 66
ORTALAMA 55 29.66 7.32 4.66 3.32 71.66**
Kontrol
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
ileri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarli Cok hasarli hasarli
1. grup 86 10 2 2 0 20
2. grup 84 12 3 1 0 21
3. grup 83 10 4 2 1 28
ORTALAMA 84.33 10.67 3 1.67 0.33 23
Negatif DMSO
kontrol (10 pL/mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarlt Cok hasarli hasarli
1. grup 84 10 3 2 1 26
2. grup 83 14 2 0 1 22
ORTALAMA 83.5 12 25 1 1 24
H>0,
Pozitif kontrol (400 pL./mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarli Cok hasarli hasarli
1. grup 0 0 0 0 100 400
2. grup 0 0 0 0 100 400
ORTALAMA 0 0 0 0 100 400

*p>0.05 **p=0.05, DNA hasarinin istatistiksel anlami
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(A)

100 - ® 10 pg/ml
50 pg/ml
= 80 - 100 pg/ml
g m Kontrol
§ %0 ® Negatif kontrol
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<
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g 20 -
) b dow
O T T T T 1
Hasarsiz Az hasarli Orta Cok Mleri
derece hasarli derece
hasarli hasarli
B
(B) B 10 pg/ml
100 - 550 pg/ml
® 100 pg/ml

i 80 - ug

§ m Kontrol

S 60 - ® Negatif kontrol

©

b B Pozitif kontrol

@ 40 -

=

Z

a 20 -

= A, P

0 T T T 1

Hasarsiz Az hasarli

Orta Cok  Tleri derece
derece hasarli hasarli
hasarli

Sekil 17. Aldicarb sulfon ile lenfositlerde (A) 30 dak.; (B) 2 saat inkiibasyonu

sonucu gozlenen % DNA hasar1
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400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -

100 -

Total Comet Skoru

50 -

10 pg/ml

50 pg/ml
100 pg/ml

m Kontrol

m Negatif kontrol

m Pozitif kontrol

30 dak.

2 saat

Sekil 18. Aldicarb sulfon ile lenfositlerde 30 dak. ve 2 saat inkiibasyonu sonucu

gozlenen total Comet skorlar1 (TCS)
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6.1.2. Ethiofencarb

Tablo 6. Ethiofencarb ile lenfositlerde 30 dak. inkiibasyonu sonucu gézlenen DNA
hasar dereceleri ve total Comet skorlar1 (TCS)

Ethiofencarb

(10 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli  Orta derece hasarli  Cok hasarli  ileri derece hasarli
1. grup 93 4 1 1 1 13
2.grup 96 3 1 0 0 5
3.grup 97 2 1 0 0 4
ORTALAMA 95.32 3 1 0.32 0.32 7.32*
Ethiofencarb
(50 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli  Orta derece hasarli  Cok hasarli  Tleri derece hasarli
1. grup 92 5 1 1 1 14
2. grup 94 3 0 0 3 15
3. grup 92 3 3 1 1 16
ORTALAMA 92.66 3.66 1.32 0.66 1.66 15%*
Ethiofencarb
(100 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli  Orta derece hasarli  Cok hasarli  ileri derece hasarli
1. grup 87 11 2 0 0 15
2.grup 92 6 2 0 0 10
3.grup 85 11 3 0 1 21
ORTALAMA 88 9.32 2.32 0 0.32 15.32**
Kontrol
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli  Orta derece hasarli  Cok hasarli  ileri derece hasarli
1. grup 98 2 0 0 0 2
2.grup 98 1 1 0 0 3
3.grup 100 0 0 0 0 0
ORTALAMA 98.66 1 0.32 0 0 1.66
Negatif DMSO
kontrol (10 pL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli  Orta derece hasarli  Cok hasarli  ileri derece hasarli
1. grup 98 1 1 0 0
2.grup 100 0 0 0 0
ORTALAMA 99 0.5 0.5 0 0 15
Pozitif H0,
kontrol (400pL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli  Orta derece hasarli  Cok hasarli  [leri derece hasarli
1. grup 0 0 0 0 100 400
2.grup 0 0 0 0 100 400
ORTALAMA 0 0 0 0 100 400

*p=0.012; **p=0.004, DNA hasarinin istatistiksel anlami1
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Tablo 7. Ethiofencarb ile lenfositlerde 2 saat inkiibasyonu sonucu gézlenen DNA
hasar dereceleri ve total Comet skorlar1 (TCS)

Ethiofencarb

(10 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli  Orta derece hasarli  Cok hasarli  Tleri derece hasarli
1. grup 94 4 1 1 0 9
2. grup 90 6 2 1 1 17
3. grup 95 2 2 1 0 9
ORTALAMA 93 4 1.66 1 0.32 11.66*
Ethiofencarb
(50 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli  Orta derece hasarli  Cok hasarli  Tleri derece hasarli
1. grup 95 4 0 0 1 8
2. grup 89 9 1 0 1 15
3. grup 92 5 0 1 2 16
ORTALAMA 92 6 0.32 0.32 1.32 13*
Ethiofencarb
(100 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli  Orta derece hasarli  Cok hasarli  Tleri derece hasarli
1. grup 87 10 3 0 0 16
2. grup 85 11 3 0 1 21
3. grup 86 9 3 2 0 21
ORTALAMA 86 10 3 0.66 0.32 19.33**
Kontrol
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli  Orta derece hasarll  Cok hasarli  Ileri derece hasarli
1. grup 90 9 1 0 0 11
2. grup 94 2 3 1 0 11
3. grup 95 2 2 0 1 10
ORTALAMA 93 4.32 2 0.32 0.32 10.66
Negatif DMSO
kontrol (10 pL./ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli  Orta derece hasarli  Cok hasarli  {leri derece hasarl
1. grup 97 2 1 0 0 4
2. grup 95 1 3 1 0 10
ORTALAMA 96 1.5 2 0.5 0 7
Pozitif H20;
kontrol (400pL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Hasarsiz Az Hasarli  Orta derece hasarli  Cok hasarli  {leri derece hasarl
1. grup 0 0 0 0 100 400
2. grup 0 0 0 0 100 400
ORTALAMA 0 0 0 0 100 400

*p>0.05; **p=0.010, DNA hasarinin istatistiksel anlami1
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Sekil 19. Ethiofencarb ile lenfositlerde (A) 30 dak.; (B) 2 saat inkiibasyonu sonucu
gbzlenen % DNA hasari
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Sekil 20. Ethiofencarb ile lenfositlerde 30 dak. ve 2 saat inkiibasyonu sonucu

gozlenen total Comet skorlar1 (TCS)
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6.1.3. Azinphos ethyl

Tablo 8. Azinphos ethyl ile lenfositlerde 30 dak. inkiibasyonu sonucu gézlenen

DNA hasar dereceleri ve total Comet skorlar1 (TCS)

Azinphos ethyl

(10 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Orta derece Cok Tleri derece
Hasarsiz Az Hasarli hasarli hasarlt hasarlt
1. grup 96 3 1 0 0 5
2.grup 96 3 0 1 0 6
3.grup 94 5 0 0 1 9
ORTALAMA 95.32 3.66 0.32 0.32 0.32 6.66*
Azinphos ethyl
(50 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Cok Tleri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarli hasarli hasarli
1. grup 93 4 0 2 1 14
2.grup 93 5 0 1 1 12
3. grup 89 11 1 0 0 13
ORTALAMA 91.66 7.32 0.32 1 0.66 13**
Azinphos ethyl
(100 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Cok fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarl hasarlt hasarli
1. grup 88 7 1 1 3 24
2. grup 89 9 0 0 2 17
3.grup 88 8 2 1 1 19
ORTALAMA 88.32 8 1 0.66 2 20%**
Kontrol
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Cok fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarl hasarlt hasarli
1. grup 97 3 0 0 0 3
2.grup 94 6 0 0 0 6
3.grup 98 2 0 0 0 2
ORTALAMA 96.32 3.66 0 0 0 3.66
Negatif DMSO
kontrol (10 pL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Cok fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarl hasarlt hasarlt
1. grup 99 1 0 0 0 1
2.grup 98 2 0 0 0 2
ORTALAMA 98.5 15 0 0 0 15
Pozitif H,0,
kontrol (400pL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Cok fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarlt hasarlt hasarlt
1. grup 0 0 0 0 100 400
2. grup 0 0 0 0 100 400
ORTALAMA 0 0 0 0 100 400

*p>0.05; **p=0.003; ***p=0.004, DNA hasarinin istatistiksel anlam1
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Tablo 9. Azinphos ethyl ile lenfositlerde 2 saat inkiibasyonu sonucu gézlenen DNA
hasar dereceleri ve total Comet skorlar1 (TCS)

Azinphos ethyl
(10 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Orta derece Cok fleri derece
Hasarsiz Az Hasarl hasarli hasarli hasarli
1. grup 77 13 6 2 2 39
2. grup 83 10 2 3 2 31
3. grup 86 5 2 2 5 35
ORTALAMA 82 9.32 3.32 2.32 3 35*
Azinphos ethyl
(50 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Orta derece Cok fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli hasarl hasarli hasarlt
1. grup 42 41 2 7 8 98
2. grup 39 33 8 8 12 121
3. grup 38 42 6 4 10 108
ORTALAMA 39.67 38.67 5.33 6.33 10 108.32*
Azinphos ethyl
(100 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Orta derece Cok fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli hasarl hasarli hasarlt
1. grup 37 21 13 16 13 147
2. grup 37 31 13 8 11 125
3. grup 38 17 15 14 16 153
ORTALAMA 37.32 23 13.66 12.66 13.32 141.66**
Kontrol
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Orta derece Cok ileri derece
Hasarsiz Az Hasarli hasarli hasarlt hasarli
1. grup 94 6 0 0 0 6
2. grup 95 5 0 0 0 5
3. grup 94 6 0 0 0 6
ORTALAMA 94.32 5.66 0 0 0 5.66
Negatif DMSO
kontrol (10 pL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Orta derece Cok ileri derece
Hasarsiz Az Hasarli hasarl hasarl hasarl
1. grup 96 4 0 0 0 4
2. grup 96 4 0 0 0 4
ORTALAMA 96 4 0 0 0 4
Pozitif H>0,
kontrol (400 pL/ mL
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Orta derece Cok fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli hasarli hasarlt hasarlt
1. grup 0 0 0 0 100 400
2. grup 0 0 0 0 100 400
ORTALAMA 0 0 0 0 100 400

*p=0.003; **p=0.004, DNA hasarinin istatistiksel anlami1
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Sekil 21. Azinphos ethyl ile lenfositlerde (A) 30 dak.; (B) 2 saat inkiibasyonu sonucu

gbzlenen % DNA hasari

61



10 pg/ml

400 A
50 pg/ml
3507 100 pg/ml
2 300 1 m Kontrol
o
5‘) 250 - m Negatif kontrol
© m Pozitif kontrol
€ 200 -
(@]
O
Tg 150 -
= 100 -
50 -
0 1

30 dak.

2 saat

Sekil 22. Azinphos ethyl ile lenfositlerde 30 dak. ve 2 saat inkiibasyonu sonucu

gozlenen total Comet skorlar1 (TCS)
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6.1.4. Chlorpyriphos methyl

Tablo 10. Chlorpyriphos methyl ile lenfositlerde 30 dak. inkiibasyonu sonucu
gozlenen DNA hasar dereceleri ve total Comet skorlari (TCS)
Chlorpyriphos methyl
(10 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Orta derece
Hasarsiz Az Hasarli hasarli Cok hasarli Tleri derece hasarli
1. grup 93 6 0 0 0 9
2. grup 88 11 0 0 0 14
3. grup 92 2 5 0 0 12
ORTALAMA 91 6.33 1.66 0 0 11.66*
Chlorpyriphos methyl
(50 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Orta derece
Hasarsiz Az Hasarl hasarli Cok hasarli ileri derece hasarli
1. grup 30 63 7 0 0 7
2. grup 74 22 3 0 1 32
3. grup 58 33 9 0 0 51
ORTALAMA 54 39.33 6.33 0 0.33 53.33**
Chlorpyriphos methyl
(100 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Orta derece
Hasarsiz Az Hasarli hasarli Cok hasarli fleri derece hasarli
1. grup 15 53 18 10 4 135
2. grup 57 36 5 0 52
3. grup 30 36 22 3 119
ORTALAMA 34 41.66 15 2.33 102%***
Kontrol
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Orta derece
Hasarsiz Az Hasarl hasarli Cok hasarli ileri derece hasarli
1. grup 90 8 2 0 0 12
2. grup 88 9 2 1 0 14
3. grup 88 9 2 1 0 16
ORTALAMA 88.66 8.66 2 0.66 0 14
Negatif kontrol  DMSO (10 pL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Orta derece
Hasarsiz Az Hasarli hasarli Cok hasarl ileri derece hasarli
1. grup 90 7 0 2 1 17
2. grup 88 9 3 0 0 15
ORTALAMA 89 8 1.5 1 0.5 16
Pozitif H0,
kontrol (400 pL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Orta derece
Hasarsiz Az Hasarli hasarli Cok hasarli fleri derece hasarli
1. grup 0 0 0 0 100 400
2. grup 0 0 0 0 100 400
ORTALAMA 0 0 0 0 100 400

*p>0.05; **p=0.005; ***p=0.004, DNA hasarimnin istatistiksel anlam1
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Tablo 11. Chlorpyriphos methyl ile lenfositlerde 2 saat inkiibasyonu sonucu
gozlenen DNA hasar dereceleri ve total Comet skorlari (TCS)

Chlorpyriphos methyl
(10 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
ileri derece
Hasarsiz Az Hasarl Orta derece hasarli  Cok hasarli hasarli
1. grup 55 26 15 2 2 70
2. grup 46 41 10 1 2 72
3. grup 59 27 9 3 2 62
ORTALAMA 53.33 31.33 11.33 2 2 68*
Chlorpyriphos methyl
(50 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Ileri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarli  Cok hasarli hasarli
1. grup 2 6 19 35 38 301
2. grup 0 0 6 26 68 362
3. grup 2 9 14 33 42 304
ORTALAMA 1.32 5 13 31.32 49.32 322.32**
Chlorpyriphos methyl
(100 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Tleri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarli  Cok hasarli hasarli
1. grup 7 3 14 29 47 306
2. grup 1 0 3 27 69 363
3. grup 0 3 16 28 60 331
ORTALAMA 2.66 2 11 28 58.66 333.33**
Kontrol
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
ileri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarl Cok hasarli hasarli
1. grup 75 21 4 0 0 29
2.grup 87 8 4 1 0 19
3. grup 80 15 5 0 0 25
ORTALAMA 80.66 14.66 4.33 0.32 0 24.32
Negatif DMSO
kontrol (10 pL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarl Cok hasarli hasarlt
1. grup 92 8 0 0 0 8
2.grup 93 3 0 2 2 17
ORTALAMA 92.5 55 0 1 1 12.5
Pozitif H.0,
kontrol (400pL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarlt Cok hasarli hasarlt
1. grup 0 0 0 0 100 400
2.grup 0 0 0 0 100 400
ORTALAMA 0 0 0 0 100 400

*p=0.008; **p=0.004, DNA hasarinin istatistiksel anlami1
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(A)

90 - 550 pg/ml
3 B 100 pg/ml
© 80 - = Kontrol
g 70 - ® Negatif kontrol
g 60 - ® Pozitif kontrol
£ 50 -
Z 40 -
a
S 30 -
20 -
10 1 " B
O T T T T 1
Hasarsiz Az hasarli Orta derece Cok hasarli ileri derece
hasarli hasarli
(B)
100 - B 10 pg/ml
" 50 pg/ml
907 m 100 pg/ml
g 80 1 = Kontrol
S 70 - ® Negatif kontrol
2 60 - ® Pozitif kontrol
5
S 50 -
S 40 -
og 30 -
20 -
13 s o

Hasarsiz Az hasarli Orta derece Cok hasarli ileri derece
hasarli hasarli

Sekil 23. Chlorpyriphos methyl ile lenfositlerde (A) 30 dak.; (B) 2 saat inkiibasyonu
sonucu gozlenen % DNA hasar1
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Sekil 24. Chlorpyriphos methyl ile lenfositlerde 30 dak. ve 2 saat inkiibasyonu

sonucu gozlenen total Comet skorlar1 (TCS)
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6.1.5. EPN

Tablo 12. EPN ile lenfositlerde 30 dak. inkiibasyonu sonucu gozlenen DNA hasar
dereceleri ve total Comet skorlar1 (TCS)

EPN
(10 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Az Cok fleri derece
Hasarsiz Hasarli Orta derece hasarli hasarli hasarl
1. grup 93 5 2 0 0 9
2. grup 93 7 0 0 0 7
3. grup 98 2 0 0 0 2
ORTALAMA 94.66 4.66 0.66 0 0 6*
EPN
(50 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Az Cok fleri derece
Hasarsiz Hasarli Orta derece hasarli hasarli hasarli
1. grup 81 34 5 4 0 56
2. grup 88 20 6 1 0 35
3. grup 89 32 3 2 0 44
ORTALAMA 86 11 1.32 1 0.66 19.32**
EPN
(100 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Az Cok fleri derece
Hasarsiz Hasarli Orta derece hasarli hasarli hasarl
1. grup 84 12 3 0 2 34
2. grup 94 5 0 0 1 32
3. grup 93 3 1 1 2 29
ORTALAMA 90.2 6.32 1.32 0.32 1.66 17.32**
Kontrol
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Az Cok ileri derece
Hasarsiz Hasarli Orta derece hasarl hasarli hasarl
1. grup 97 2 1 0 0 29
2. grup 98 0 1 0 1 34
3. grup 99 1 0 0 0 30
ORTALAMA 98 1 0.66 0 0.32 3.66
DMSO
Negatif kontrol (10 pL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Az Cok ileri derece
Hasarsiz Hasarli Orta derece hasarli hasarl hasarli
1. grup 99 1 0 0 0
2. grup 100 0 0 0 0
ORTALAMA 99.5 0.5 0 0 0 0.5
Pozitif HzOz
kontrol (400pL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar Dereceleri TCS
Az Cok fleri derece
Hasarsiz Hasarli Orta derece hasarli hasarl hasarli
1. grup 0 0 0 0 100 400
2. grup 0 0 0 0 100 400
ORTALAMA 0 0 0 0 100 400

*p>0.05; **p=0.010, DNA hasarinin istatistiksel anlami1
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Tablo 13. EPN ile lenfositlerde 2 saat inkiibasyonu sonucu gozlenen DNA hasar

dereceleri ve total Comet skorlar1 (TCS)

EPN
(10pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar1 TCS
Orta derece fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli hasarli Cok hasarli hasarli
1. grup 90 9 1 0 0 11
2. grup 95 5 0 0 0 5
3. grup 95 5 0 0 0 5
ORTALAMA 93.33 6.32 0.32 0 0 7*
EPN
(50 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar1 TCS
Orta derece ileri derece
Hasarsiz Az Hasarl hasarli Cok hasarli hasarli
1. grup 90 5 4 1 0 16
2. grup 89 7 2 2 0 17
3. grup 91 9 0 0 0 9
ORTALAMA 90 7 2 1 0 14%*
EPN
(100 pg/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar1 ) TCS
Orta derece Tleri derece
Hasarsiz Az Hasarl hasarli Cok hasarli hasarli
1. grup 38 22 5 8 5 76
2. grup 64 19 3 8 7 77
3. grup 63 17 2 8 5 65
ORTALAMA 63.66 19.32 3.32 8 5.66 72.66**
Kontrol
GRUP Lenfositlerde DNA Hasari TCS
Orta derece fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli hasarlt Cok hasarli hasarli
1. grup 97 3 0 0 0 3
2. grup 99 1 0 0 0 1
3. grup 95 5 0 0 0 5
ORTALAMA 97 3 0 0 0 3
Negatif DMSO
kontrol (10 pL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar1 TCS
fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarlt Cok hasarli hasarlt
1. grup 98 2 0 0 0 2
2. grup 96 4 0 0 0 4
ORTALAMA 97 3 0 0 0 3
H,0,
Pozitif kontrol  (400uL/ mL)
GRUP Lenfositlerde DNA Hasar1 TCS
fleri derece
Hasarsiz Az Hasarli Orta derece hasarli Cok hasarli hasarli
1. grup 0 0 0 0 100 400
2. grup 0 0 0 0 100 400
ORTALAMA 0 0 0 0 100 400

*p=0.032; **p=0.004, DNA hasarinin istatistiksel anlam1
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Sekil 25. EPN ile lenfositlerde (A) 30 dak.; (B) 2 saat inkiibasyonu sonucu gozlenen
% DNA hasar1
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O
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Sekil 26. EPN ile lenfositlerde 30 dak. ve 2 saat inkiibasyonu sonucu gbzlenen total
Comet skorlar1 (TCS)

Aldicarb sulfon’un lenfositlerle 30 dak. inkiibasyonu sonucu 10 ve 100 ug/mL
konsantrasyonda DNA hasar1 anlamli bulundu. 2 saat inkiibasyon sonunda 50 ve 100
pg/mL konsantrasyonda ise DNA hasar1 zayif olarak gozlenmis ve bu olusan hasarda

inkiibasyon siiresinin etkisi anlamli bulunmamustir (Tablo 4., 5.; Sekil 17., 18.).

Ethiofencarb’in lenfositlerle 30 dak. inkiibasyonu sonucu 10 pg/mL
konsantrasyonda istatistiksel olarak DNA hasar1 anlamli ancak diisiik bulundu. 50 ve
100 pg/mL konsantrasyonlarda ise DNA hasar1 kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli ve yiiksek bulundu (Tablo 6.; Sekil 19., 20.). Ayrica lenfositlerle 2
saat inkiibasyonu sonucu ise sadece 100 ug/mL konsantrasyonda DNA hasari

anlamli bulundu (Tablo 7.; Sekil 19., 20.).

Azinphos ethyl’in lenfositlerle 30 dak. inkiibasyonu sonucu 50 ve 100 pug/mL
konsantrasyonlarda DNA hasar1 kontrol grubuna gdre anlamli olarak yiiksek bulundu
(Tablo 8.; Sekil 21., 22.). Pestisitin 2 saat inkiibasyonu sonucu ise 10, 50 ve 100
ug/mL konsantrasyonda DNA hasart istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 9.;
Sekil 21., 22.).
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Chlorpyriphos methyl’in lenfositlerle 30 dak. inkiibasyonu sonucu 50 ve 100
pug/mL konsantrasyonlarda DNA hasar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bulundu (Tablo 10.; Sekil 23., 24.). Ayrica lenfositlerle 2 saat inkiibasyonu
sonucu ise 10, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonda DNA hasar istatistiksel olarak
anlamli bulundu (Tablo 11.; Sekil 23., 24.).

EPN’nin lenfositlerle 30 dak. inkiibasyonu sonucu 50 ve 100 upg/mL
konsantrasyonlarda DNA hasar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
fakat diigiik bulundu (Tablo 12.; Sekil 25., 26.). Pestisitin 2 saatlik inkiibasyonu
sonucu ise 10, 50 ve 100 ug/mL konsantrasyonda DNA hasar1 anlamli olarak yiiksek
bulundu (Tablo 13.; Sekil 25., 26.).

6.2. Pestisitlerin DAD/YBSK ile Analizleri
Istanbul’'un degisik semtlerindeki marketlerden farkli markalarda 12 adet
portakal suyu nektar1 (meyve suyu orant %50) ve 4 adet %100 portakal suyu, toplam
16 o6rnegin DAD/YBSK ile yapilan analizleri sonucunda pestisitlere rastlanmadi

(Sekil 27.).
DADL A, Sig=220,4 Ref=off (PE\PE000025.D)

— N ) ™~
mAU | N o
1 ¥ R
N D
b o LOHH o
80 - b
] 3
[o9]
] «
60 -
7 @)
~
| S
o
40 + «

Sekil 27. Pestisit igermeyen portakal suyu 6rnegine ait kromatogram
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Pestisit standart maddelerinin 6l¢ii egrileri, teshis ve tayin limitlerine iliskin

parametreler Tablo 14.’te verilmistir (Sekil 28. ve 29.). DAD’den elde edilen pestisit

standart kromatogramindaki piklerin spektrumlar1 Sekil 30.’da verilmistir. Portakal

suyu Orneklerinde pestisitlere rastlansaydi detektorden elde edilen spektrumlarla

karsilastirma imkan1 saglanacakti.

Tablo 14. Pestisit standartlarinin 6l¢ii egrisi dogru denklemi, korelasyon katsayisi
(), teshis (deteksiyon) sinir1 (LOD), tayin limiti (LOQ)

LOD LOQ
Pestisit Dogru denklemi Korelasyon katsayisi (r) (ng) (ng)
Aldicarb sulfon y = 0.661x + 4.504 0.9999 8,3 29,05
Azinphos ethyl y =4.959x + 27.828 1.0000 3,66 12,8
Chlorpyriphos methyl y =1.411x + 4.692 1.0000 7,3 25,55
Ethiofencarb y =1.414x - 34.100 0.9990 2,89 10,1
EPN y = 3.150x + 12.053 1.0000 9,8 34,3
DAD1 A, Sig=220,4 Ref=off (PE\PE000017.D)
mAU i
1 &3
80 s
7 [a\}
o = E N
40 - é g 2 o % é 8
B = c < S ©
(<2} n Q © @ 2
1 o e L 5 = 2
20+ N o S =] o £ o z
* - EJ 2 5 5 G
o < w © _r—J
N N
\ ] T 1 \ L
5 10 15 20 min

Sekil 28. Aldicarb sulfon (300 ng), ethiofencarb (150 ng), chlorpyriphos methyl (150
ng), EPN (100 ng) ve azinphos ethyl (100 ng) standart karisimlarina ait
kromatogram

72



(a)

(b)

(©)

r=0.9999

1 y=0.661x +4.504
250
200 —
150 —
100 —
50
0
0 200
r=0.9990
é y = 1.414x - 34.100
250 —
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r =1.0000
] y =4.959x + 27.828
d 1
(d) 600 —
400 —
200 {
0 —
0 100
) r = 1.0000
E y =3.150x + 12.053
400 —
) 300 —
200 —
100 -
0 ‘
0 100

Sekil 29. Pestisitlerin 6l¢ii egrileri (a) aldicarb sulfon (150, 300 ve 450 ng), (b)
ethiofencarb (75, 150 ve 225 ng) , (c) chlorpyriphos methyl (75, 150 ve 225 ng), (d)
azinphos ethyl (50, 100 ve 150 ng), (e) EPN (50, 100 ve 150 ng)

DAD1, 7.428 (129 mAU, -) of PE000017.D DAD1, 17.848 (317 mAU,Apx) of PE0O00017.D
mAU A mAU B
100 ( ) 250 ( )
80 200
60 150
40 100
20 50
0 0
L T T T T T T T L L B B B A
200 225 250 275 300 325 350 375 ni 200 225 250 275 300 325 350 375 n
DAD1, 23.835 (337 mAU, -) of PEO00017.D DAD1, 26.881 (423 mAU, -) of PE000017.D
mAU C mAU D
(9 (D)
200
200
100 100
0 T T T T T T T T 03 T T T T T T T T
200 225 250 275 300 325 350 375 nm 200 225 250 275 300 325 350 375 nnt
DAD1, 27.341 (511 mAU, - ) of PE000017.D
mAU (E)
400
300
200
100
0\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\
200 225 250 275 300 325 350 375 n

Sekil 30. Aldicarb sulfon (A), ethiofencarb (B), azinphos ethyl (C), chlorpyriphos
methyl (D) ve EPN (E)’nin DAD/YBSK’den elde edilen kromatogramdaki piklerin
(Sekil 27.) spektrumlari
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6.2.1. Geri kazanim ¢alismalari

Onceden analiz edilen ve pestisit igermeyen portakal suyuna pestisitler ilave edilerek
geri kazanim oranlar1 hesaplandi (Tablo 15.; Sekil 31.).

Tablo 15. Calisilan pestisitlerin alikonma zamanlari (tg), portakal suyundan
% geri kazanim oranlar1 ve bagil standart sapma degerleri (% RSD)

Ortalama geri kazanim £+ % RSD

Pestisit tr Tlave edilen miktar (ng/mL)
500 40
Aldicarb sulfon 7,42 13.81 £5.35 Tespit edilemedi
Azinphos ethyl 23,835 81.17+3.91 32.14+£23.96
Chlorpyriphos methyl 26,755 80.12 £4.76 165.03 £22.77
n=4
DAD1 A, Sig=220,4 Ref=off (PE\PE000042.D)
mAU | n TS @
< [(v] N
i N » D o
7 Ln N N
80
607 - £S
o \ 2 0%
] c < I\ b o©
40 e o i o LN
1 > 9 I g3 €
: p ol I 28| L&
= [e0) | IN= Q5
20 S sl Il NR| S
1 S - < 0 O
| < N
0 —
\ ] ] ] ] N
0 5 10 15 20 25 min

Sekil 31. Aldicarb sulfon, chlorpyriphos methyl ve azinphos ethyl (500 ng) ilave
edilmis portakal suyu 6rnegine ait kromatogram

75



7. TARTISMA ve SONUC

Pestisitler tarimda yaygin olarak kullanilan, zararlilarin kontroliinii saglamak
icin ¢evreye uygulanan bilesiklerdir. Cevrede kalict olmalar1 nedeniyle

toksisitelerinin bilinmesi ve risk degerlendirmelerinin mutlaka yapilmasi gerekir.

Pestisitlerin kullanimu ile ilgili sinirlamalar getirilmesine ragmen kimyasal yapi,
biyolojik aktivite ve yanlis kullanilmalar1 nedeniyle insan sagligima zarar
verebilecekleri unutulmamalidir. Bu nedenle son yillarda en fazla c¢alismalar
mutajenik etkilerinin aragtirllmasi yoniindedir ve bu amagla Bacillus subtilis ve
Salmonella typhimurium test suslar1 ile caligmalar (77) yapilmakta olup DNA fiizerine

direkt etkileri tizerine daha az ¢alisma bulunmaktadir.

DNA hasarinin belirlenmesi ¢aligmalari son yillarda in vivo ve in vitro olarak ve
Ozellikle insan lenfosit hiicrelerinde Comet teknigi (8, 13, 41, 55, 58, 62, 64, 85, 91)
ile arastirilmaktadir. Comet teknigi genotoksik etkinin degerlendirilmesinde hassas,
ekonomik, kolay ve kisa siirede yapilmasi nedeniyle tercih edilmektedir ve tek
hiicrede DNA hasarin1 saptamak miimkiindiir. Insan ve deney hayvanlarmin
lenfositlerinde kimyasallarin genotoksik etkileri bu yoOntemle izlenebilir. Bu
calismada, organofosforlu pestisitlerden azinphos ethyl, chlorpyriphos methyl ve
EPN ve karbamat grubu pestisitlerde aldicarb sulfon ve ethiofencarb pestisitlerin
DNA iizerine direkt etkileri in vitro olarak Comet teknigi ile arastirilmis ve anlamli

sonuglar elde edilmistir.

Calismada Comet teknigi ile pestisitlerin olas1 genotoksik etkilerini saptamadan
once lenfositlere toksik dozlari belirlendi. Elde edilen sonuglar 100 pg/mL
konsantrasyonda pestisitlerin ileri derecede toksik oldugunu, hiicrelerin 6liimiine yol
actigini, hiicre canliligi trypan blue ile kontrol edilerek tespit edildi. Buna bagh
olarak 10, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda pestisitlerin etkileri, inkiibasyon
stireleri g6z Oniinde bulundurularak DNA hasarlar1 belirlendi. Ayrica ¢alismada daha
once Comet teknigi ile genotoksik etkileri arastirilmamis olan pestisitlerin LDsg
degerleri gozoniine alinarak kullanilacak olan madde konsantrasyonlarinin
hesaplanmasi yapildi. Chlorpyriphos methyl’in oral LDsy degeri 2000-3000 mg/kg

oldugu halde ve c¢ok toksik bir madde olmadig1 diisiiniilmesine ragmen 50 ve 100
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pug/mL konsantrasyonda DNA hasar1 ¢ok yliksek olarak bulundu (Tablo 10. ve 11.;
Sekil 23. ve 24.). Diger bir anlamli sonug, aldicarb sulfon’un genotoksik etkisi
arastirildiginda goriilmiistiir. Aldicarb sulfon’un siganlarda LDsy degeri 26.8 mg/kg
(oral) olarak belirlenmistir. Genotoksik etkisini arastirdifimizda 2 saat inkiibasyon
sonucu sadece 50 ve 100 pg/mL dozlarda zayif DNA hasar1 gézlenmistir (Tablo 4.
ve 5.; Sekil 17. ve 18.). Bu durum genotoksik etkinin LDsy degerleri ile dogru

orantili olmadigini gostermistir.

Calismada pestisit standartlarinin ¢dziiciisii olarak kullanilan DMSO ve DNA
tizerinde hasara yol actigi bilinen H,O, kontrol olarak kullanildi. Tek basina
DMSO’nun pestisitler kadar hasara yol agmadig1 buna karsin H,O,’in tiim hiicrelerde

genomik DNA’nin ileri diizeyde kirilmasina neden oldugu goriildii.

Ethiofencarb’in lenfositlerle 30 dak. inkiibasyonu sonucu 10 pg/mL
konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli, ancak diisiik bulundu. 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarda ise DNA hasar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
ve yiiksek bulundu (Tablo 6.; Sekil 19. ve 20.). Ayrica lenfositlerle 2 saat
inkiibasyonu sonucu ise sadece 100 pg/mL konsantrasyonda DNA hasar1 anlamh

bulundu (Tablo 7.; Sekil 19. ve 20.).

Azinphos ethyl (Tablo 8. ve 9.; Sekil 21. ve 22.), chlorpyriphos methyl (Tablo
10. ve 11.; Sekil 23. ve 24.) ve EPN (Tablo 12. ve 13.; Sekil 25. ve 26.) pestisitleri
lenfositlerle 30 dak. inkiibasyonu sonucu 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda DNA
hasar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak bulundu. Pestisitlerin 2 saat inkiibasyonu
sonucu ise 10, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda DNA hasari istatistiksel olarak

anlamli bulundu.

Tarim  calisanlarinin  pestisitlere  maruz  kalmasiyla toksik  etkilerin
belirlenmesinde DNA hasarinin izlenmesi bir¢ok arastirici tarafindan ¢alisilmistir.
Oregon’da meyva bahgelerinde calisan pestisit uygulayicilar ile ciftlik ¢alisanlar
tizerinde yapilan ¢alismada DNA hasar1 ve oksidatif stres kontrol grubuna gore

pestisit uygulayici ve ¢iftlik ¢alisanlarinda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (41).
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Cicek yetistiricilerinin pestisitlere kronik olarak maruz kalmasi ile DNA
hasarmin meydana geldigi bildirilmistir. istatistiksel olarak DNA hasarinin seks, yas,
icki igme, sigara igme ve maruziyet yili arasinda anlamli istatistiksel sonug elde

edilememistir (13).

Pestisitlere maruz kalma ile ¢esitli kanser, 6zellikle immun sistem zayiflig1; orn.
I6semi, Hodgkin lenfoma, mide ve prostat kanserlerinin iliskili oldugu
bildirilmektedir (13). Pestisitlere maruziyet ile DNA ve kromozomal hasar olustugu

bilinmektedir.

Pestisit iiretim fabrikasinda ¢alisan Pakistanli 29 is¢i ve 35 kontrol grubunun
lokositlerinde DNA hasar1 incelenmis, mesleki maruziyetin DNA hasarina sebep

oldugu bildirilmistir (8),.

Pestisitlere maruz kalan 135 meyva yetistiricisi ile 106 kontrol grubu arasinda
DNA hasar1 degerlendirilmis, yiiksek derecede pestisitlere maruz kalma ile DNA
hasarinin anlamli arttig1 ve bunun nedenleri olarak GSTP1 ve DNA-onarim XRCCl1

genotiplerinin etkili olabilecegi ¢alismada gosterilmistir (91).

Bir calismada enzimatik, hematolojik ve lipit parametrelerinin yaninda
kompleks pestisit karisimlarina mesleki olarak maruz kalan ¢iftlik is¢ilerinde DNA
hasar1 incelenmistir. Comet teknigi kullanilarak yapilan ¢alismada DNA hasariin

arttig1, diger analiz parametrelerin ise distiigii tespit edilmistir (64).

Diger bir ¢alismada bir karbamat pestisiti olan carbofuran iiretiminde ¢alisan 30
is¢i (en az 4 ay ile ortalama 15 yil ¢alisan) ve 30 kontrol grubu ile genotoksik etki
arastirilmis, DNA hasar1 kontrol grubuna goére ¢ok az anlamli bulunmustur. Ancak

alkol alinmasi ve sigara i¢ilmesinin etkiyi anlamli hale getirdigi bildirilmistir (99).

Ekvator’da pestisit piiskiirtiiciisi 45 1is¢i genotoksik etkinin arastirilmasi
amaciyla Comet teknigi ve CA testleri kullanilmis ve her iki test ile DNA hasari
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (56).

78



Bir calismada chlorpyriphos ve acephate’in genotoksik etkisi in vivo olarak
Swiss albino farelerde arasgtirmistir. Oral yol ile 0.28-8.96 mg/kg viicut agirlig
dozlar1 arasinda 6 doz secilmis ve 24, 48, 72 ve 96 saat sonra Comet teknigi ile
analizler yapilmistir. Chlorpyriphos ve acephate’in 24 ve 48 saatte anlamli olarak
DNA hasarina neden oldugu, daha ileri saatlerde ise DNA hasarmin azaldig
gozlenmistir (62). Organofosforlu pestisitler alkilleyici ajanlardir ve DNA’nin
alkillenmesine neden olur. Toksik etkinin goriilmesinde dozun Onemi ¢alismada

vurgulanmigtir (62).

Calismamiz ile benzer bir proje ¢alismasinda (97), karbamat pestisitlerinden
aminocarb, carbaryl, methiocarb, promecarb ve propoxur’un lenfositler ve MDCK
(Maden-Darby Canine Kidney) hiicrelerine 3, 10, 30 ve 100 pg/mL ilave edilerek
DNA hasar1 incelenmistir. 100 pg/mL konsantrasyonda pestisitlerin MDCK
hiicrelerinde ileri derecede toksik oldugu, 6zellikle carbaryl ve methiocarb’in bu
konsantrasyonda hemen hemen tiim hiicrelerin 6liimiine yol actig1 gézlenmistir. 10
ve 30 pg/mL konsantrasyonlarda pestisitlerin lenfosit ve MDCK hiicrelerinde DNA
hasar1 incelenmis, 30 pg/mL konsantrasyonda ve 16 saat siire ile methiocarb ve
carbaryl’in 4. Derecede DNA hasarina neden oldugu goriilmiistiir. Karbamat
pestisitleri lenfositlerde anlamli DNA hasarina neden olurken MDCK hiicrelerinde
daha diisiik hasara neden olmustur (30 pg/mL konsantrasyon ve 48 saatte carbaryl,
methiocarb ve promecarb’da 1. derece hasar). MDCK hiicrelerinde genotoksisitenin
diisiik olmasi, aktif boliinme sonucu DNA hasar1 onarim mekanizmalarin etkili

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Diger bir ¢alismada ise, dimethoate, methylparathion, propoxur, pirimicarb,
cypermethrin ve permethrin’in 10, 50, 100 ve 200 pg/mL insan periferal
lenfositlerine ilave edilip Comet teknigi ile in vitro olarak DNA hasari incelenmis ve

doza bagli olarak ¢alismamizda oldugu gibi DNA hasar1 yiiksek bulunmustur (85).

Yukaridaki c¢alismalarda goriildiigii gibi DNA hasarinin doza ve inkiibasyon
stiresine gore anlamli sonuglar vermesi ile ilgili calismalar fazla olmasima ragmen,
bir tek calismada ise tarim is¢ilerinde Comet teknigi kullanilarak DNA hasar1 kontrol

grubuna gore anlamli bulunmamuistir (58).
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Sonug¢ olarak calismamizda, bazi pestisitlerin lenfositler iizerine genotoksik
etkilerinin arastirllmasinda Comet testi kullanildi ve doz ile inkiibasyon siiresine

bagli olarak artan diizeylerde DNA kirilmalarinin olustugu saptandi.

Karbamat grubu pestisitler 1stya dayaniksiz olmalar1 ve polaritelerinden dolay1
gaz kromatografisi ile analizleri zordur bu yiizden analizleri genellikle floresan, UV-
Vis, diode-array ve kiitle spektrofotometre detektorlii yiiksek basingli  sivi
kromatografi cihazlar1 ile yapilmaktadir (46, 49). Karbamatlar kuvvetli floresan
Ozellik gosterdigi icin kolon sonrasi tiirevlendirme yontemi ile 5-50 pg/L
seviyelerinde (22), FD-YBSK ile 12.3-16 pg/mL (29) gibi disiik seviyelerde

analizlerini yapmak miimkiindiir.

Calismamizin ikinci asamasinda, DNA hasarlar1 incelenen aldicarb sulfon,
ethiofencarb, azinphos ethyl, chlorpyriphos methyl ve EPN’nin, 2008/41 numarali
26951 sayili 29.07.2009 tarihli Tirk Gida Kodeksi gida maddelerinde bulunmasina
izin verilen pestisitlerin maksimum kalinti limitleri (MRL) tebligi’ne gore (65)
portakalda bulunmasia izin verilen (MRL=Maximum residue limit) miktarlari
gb6zoOniine almmarak portakal sularinin SPE  kolondan gegirilerek temizlenen
ekstrelerinin DAD/YBSK ile analizleri yapildi (Tablo 14. ve 15.; Sekil 27., 28.,
29.,30. ve 31.) ve pestisitlere rastlanmadi (Sekil 27.).

Bir calismada elma, seftali, portakal ve frambuaz meyva sularinda 12 farkli grup
pestisit analizi yapilmis ve portakal sularinda 0.58-8.21 ng/mL arasinda carbendazim

kalintisina rastlanmistir (61).

Diger bir ¢alismada, carbaryl ve organofosforlu bir bilesik olan triazophos
pestisit kalintisinin su ve meyva suyu (elma, iizim ve seftali) 6rneklerinde analiz

yapilmis, sadece {iziim suyunda triazophos 76 pg/mL olarak rastlanmistir (29).

Folpet, chlorthalonil, quinomethion, tetradifon ve trifluralin pestisitlerinin elma
konservesi, visne suyu ve seftali nektar1 6rneklerinde analizleri yapilmis ve pestisit

kalintisina rastlanmamustir (82).

80



Halk saglig1 yoniinden problem olan pestisit kalintilarinin gidalarda (5, 12, 28),
icme sularinda (4, 55), meyva sularinda (29, 61, 63, 82) analizleri ile ilgili calismalar
bulunmaktadir. Giintimiizde tarimda kullanilan pestisitlerin sayisinin fazlaligi ve
yogun kullanilmas1 gézoniine alinirsa DNA hasarinin belirlenmesi konusunda daha
fazla c¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag bulunmaktadir. Pestisitlere meslekleri
nedeniyle maruz kalan isgilerin, pestisitlerin olasi genotoksik etkilerinden korunmak

icin maske ve kiyafet giymeleri ¢ok énemlidir.
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