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OZET

LUNA EXPERIENCE SC-400 FUNGUSITININ SICAN KARACIGER VE KAN DOKULARINDA
GENOTOKSIK ETKISININ VE OKSIDATIF HASAR POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Bu calismada, fluopyram ve tebukonazol kombinasyonlu Luna Experience SC 400
fungusitinin sican karaciger ve kan dokularinda genotoksik etkileri ve oksidatif hasar potansiyeli
arastirilmistir. Calismada; genotoksik etkiyi belirlemek icin Mikronukleus yontemi ve oksidatif
hasara bagli DNA hasarini belirlemek icin tek hiicre jel elektroforez yontemi kullanilmistir.
Oksidatif hasar potansiyelini belirlemek icin antioksidan enzimlerden biri olan katalaz (CAT)
diizeyi olciilmiistiir. Lipit peroksidasyonunu belirlemek icin ise malondialdehit (MDA) diizeyi
Olclilmiistiir. Sicanlara verilecek olan dozlar, 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 20 mg/kg olarak
belirlenmistir. Komet ve MN test yonteminde pozitif kontrol gruplarina 2 mg/kg Mitomycin-C
(MMC) uygulanmistir. Komet testi sonucunda elde edilen hasarli hiicre ylizdesi (HHY) ve genetik
hasar indeksi (GHI) ve MN sonuglari istatiksel agidan doz artisina bagh olarak anlamli bir artis
gostermektedir. CAT ve MDA degerlerinde istatiksel agidan anlaml bir degisim g6zlenmemistir.
Yapilan bu ¢alismada elde edilen veriler Luna Experience SC 400 fungusitinin si¢can karaciger ve
kan dokularinda genotoksik etkiye sebep oldugunu, CAT’a bagh oksidatif hasar potansiyeli
lizerinde bir etkisi oldugu, ancak MDA’ya bagh oksidatif hasar potansiyeli iizerinde bir etkisi
olmadigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Fluopyram, Tebukonazol, komet, mikroniikleus, katalaz, malondialdehit
Danisman: Prof.Dr. Ayla CELIK, Mersin Universitesi, Biyoloji Anabilim Dali, Mersin.

ikinci Damisman: Prof.Dr. Serap YALIN, Mersin Universitesi, Biyokimya Anabilim Dal, Mersin.



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF GENOTOXIC EFFECTS AND OXIDATIVE STRESS POTENTIAL OF
LUNA EXPERIENCE SC 400 FUNGUCIDE IN RAT LIVER AND BLOOD TISSUES

In this study, potential genotoxic effects and oxidative damage of Luna Experience SC 400
fungicide which is combinated Fluopyram and Tebuconazole in rat liver and blood tissues was
investigated. In this study; to determine the genotoxic effect, micronucleus assay was used, to
determine DNA damage due to oxidative stress, single cell gel electrophoresis (comet assay) was
used. To determine the oxidative stress potential of the Luna Experience SC 400, catalase level
(CAT) which is one of the antioxidant enzymes were measured. To determine the lipid
peroxidation, malondialdehyde (MDA) levels were measured. Doses of Luna Experience SC 400
which were given to rats were determined as 5 mg/kg, 10 mg/kg and 20 mg/kg. In the positive
control groups for comet and MN assay, 2 mg/kg MMC was used. As a result of comet and MN
assay, percentage of damage cells and arbitary unit was statistically increased depend on doses.
CAT and MDA levels were not changed statistically. The results of this study show that Luna
Experience SC 400 fungicide has genotoxic effect and on CAT-dependent oxidative stress
potential, but doesn’t have MDA-dependent oxidative stress potential in rat liver and blood
tissues

Keywords: Fluopyram, tebuconazole, comet, micronucleus, catalase, malondialdehyde.
Advisor: Prof.Dr. Ayla CELIK, Department of Biology, University of Mersin, Mersin.

Second Advisor: Prof.Dr. Serap YALIN, Department of Biochemistry University of Mersin,
Mersin.
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1. GIRIS

Pestisitler, insanoglunun giinliik olarak maruz kaldiklar1 6énemli bir ¢evre Kkirleticisi
grubunu temsil etmektedir. Bunlar basta tarimda yaygin olarak kullanilmasi nedeniyle

muhtemelen yakin gelecekte de devam edecek ve artacaktir [1].

Pestisitler, MO 2000’den beri insanlar tarafindan mahsiillerini korumak icin
kullanilmistir. {lk bilinen pestisit, Antik Mezopotamya’da 4.500 yil énce Antik Siimerler
tarafindan kullanilan kiikiirttiir. 4.000 yillik yazitlar, zararlilara karsi kullanilan zehirli

bitkilerden bahseder [2].

15. ylizyila dogru, arsenik, civa ve kursun gibi zararli kimyasallar zararlilar1 yok etmek
icin mahsiillere uygulanmistir. 17. Yiizyilda, nikotin ve siilfat, insektisit olarak kullanilmak {izere
tiitlin yapraklarindan elde edilmistir. 19. Yiizyilda, Kasimpati’dan elde edilen pyrethrum ve
tropikal sebzelerin koklerinden elde edilen rotenone, dogal olarak elde edilen diger iki pestisit

olarak kullanilmistir [3].

I[I. Diinya Savasindan sonra diinya yiyecek tliketiminin artis1 sonucunda tarimda
pestisitlerin kullanimi artis gostermistir. Pestisitlerin kullanim1 ve endiistriyel {iriinlerin
yayginlasmasindan dolay1 artan cevre kirliligi, besinlerin, suyun ve topragin bu kimyasallarin ve

metabolitlerinin kalintilari ile kirlenmesine neden olmustur [4].

1950’lere kadar, arsenik bazli pestisitlerin kullanimi1 daha yayginken, Paul Miiller'in ¢cok
etkili bir insektisit olan DDT’yi kesfetmesi pazar1 hakimiyeti altina almistir [5]. 1975’li yillarda
Birlesmis milletlerde organofosfath ve karbamath pestisitlerin yerini almasina kadar, DDT gibi
organoklorinli tiriinler pazarda hakimiyet sagliyordu. Daha sonra, Pyrethrin bilesikleri baskin
insektisitler oldu. Herbisitler triazin ve diger nitrojen bazli bilesikler, 2,4-

diklorofenoksiasetikasit gibi karboksilik asitler liderliginde 1960’larda yayginlasmistir [6].

Gerek insan saglig1 gerek besinlerin korunmasi bakimindan ekonomik faydalari bulunan
pestisitler, dogal parcalanmaya dayanikli olmalar1 nedeniyle su, toprak ve hava kirlenmesine
neden olmakta ve ekolojik sistemin dengesini bozmaktadirlar. Pestisitlerin cogu hedef
organizma i¢in etkili olurken, hedef olmayan insan ve diger canlilara da zarar vermektedir.
Ozellikle dogal parcalanmaya karsi direncli olan ve yag dokularda ¢éziinebilen organoklorlu

pestisitler biyo ekosistemde birikerek tiim canlilar i¢cin zararh seviyelere ulasabilmektedir [7,8].



Cuma Aktas, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

Pestisitlerin toksisite calismalar1 sirasinda farkli diizeylerde zararli etkileri ortaya
kondugundan bu etkileri ortaya ¢ikaran diizeyleri, Diinya Saghk Orgiitii (DSO) tarafindan alinma
miktarina gore siniflandirilmistir. Bu siniflandirmada, bir toksinin (zehir) deney hayvanlarinin
%50’sini 6ldiirmek icin gerekli olan miktar1 LDso (Lethal Dose 50 - Oldiiriicii Doz) ve LCso
(Lethal Concentration 50- Oldiiriicii Yogunluk) olarak ifade edilmektedir. Bunlarla birlikte LDso-
LCso degerleri tek bir doza dayanir ve test hayvanin viicut agirliginin her bir kilosuna karsilik
gelen pestisit miligrami olarak kaydedilir (mg/kg). LDso-LCso degerleri, farkli etken maddelerin
ve ayn1 etken maddeyi iceren farkl formiilasyonlarin toksisitesini karsilastirmak agisindan ¢ok
faydalidir. Bir pestisitin LDso-LCso degerleri ne kadar diistiikse insanlar ve hayvanlar icin
toksisitesi ve tehlikesi o kadar yiiksektir. Ayni1 miktarda kullanildiginda LDso degeri en yliksek

olan pestisit en az tehlikeli olanidir [9-11].

Pestisitlerin dusiik dozlarda uzun siire maruziyeti sonucu kanser ve genotoksik etkiler
meydana gelebilir ve genotoksik hasarin, karsinojenik risk icin uygun bir biyogosterge
olabilecegi diisiiniilebilir. Bu ylizden pestisitlerin yaygin kullanimlari sonucu halk saghig:
lizerine verecekleri zararlar endise yaratmaktadir. Genotoksik hasarin izlenmesi, mesleki
toksikoloji acisindan pestisit uygulayicilarinin karsilasabilecekleri muhtemel maruziyeti,
pestisit imalati sirasinda pestisitlerin solunmasi nedeniyle ve olusabilecek deri kontaminasyonu
sonucu gelisebilecek risk acisindan iscilerin giivenligi hakkinda bilgilendirilmesi 6nem
kazanmaktadir. Pestisitlerin insan ve c¢evre lizerine olumsuz etkileri nedeniyle pestisitlerle

yapilan ¢alismalarin sayisi giiniimiizde artmaktadir [12].

Pestistlerin hedef organizmalar iizerinde spesifik toksisite gostermeleri istenirken ayni
zamanda hedef olmayan, zararsiz organizmalar lizerinde de toksisitelerinin minimum olmasi
istenmektedir. Bu amagla ilk sentez edilen maddelerin ikinci ve iiciincii jenerasyonlar: olarak
isimlendirilen daha giivenilir maddelerin sentezi yapilmistir. Ancak, her pestisitin belli bir

toksisitesi vardir ve saglik acisindan tam giivenceli bir pestisit yoktur [13].

Ulkemizde denetimden yoksun, bilingsizce ve higcbir koruyucu onlem alinmadan
kullanilan pestisitlerin, viicutta serbest radikallerin olusumu ve uzaklastirilmasi arasindaki
dengeyi saglayan antioksidan sistemi, katalaz aktivitesini azaltarak ve hiicrelerde
peroksidasyona yol agarak olumsuz etkiledigi diisiiniilebilir. Bu durum meslek yasamlar1 daha
uzun yillar devam edecek ve buna baglh olarak daha uzun yillar pestisitlerin toksik etkisine
maruz kalacak olan tarim iscilerinde kanser, cesitli kalp hastaliklari, erken yaslanma, artrit,
katarakt gibi reaktif oksijen tiirevlerinin de rol oynadigi hastaliklarin olusma riskinin artmasina

yol agmaktadir [14].
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Pestisitlerle ilgili ilk ciddi elestiri biyolog Rachel Carson’un 1962 yilinda yayimladigi
“Silent Spring” (Sessiz Ilkbahar) adl eseriyle olmustur. DDT ve klorlu hidrokarbonlarin
kaliciligini, insan ve hayvanlarin yag dokularinda birikimini, hedef olmayan veya olmamasi
gereken tiirler iizerindeki toksik etkilerini, ekoloji ve insan sagligiyla ilgili olumsuz etkilerini

dile getirmistir [15].

Amerika’da DDT kullanimi 1972 yilinda yasaklanmistir. Tiirkiye’de ise 1982’den sonra
organoklorlu pestisit etken maddelerinden sadece DDT, HCH, endostilfan, heptaklor, quintozen
ve taksofenin kisith kullanimina izin verilmistir. 1985 yilinda endosiilfan, quintozen ve toksafen
disindaki pestisit kullanimi yasaklanirken, 1989 yilinda taksofen de kullanimi yasak olan

organoklorlu pestisitler icinde yer almistir [13].

Pestisitlerin diizenlenmesi icin federal otoriteyi saglayan ilk yasal dizenleme 1910
yilinda yirirlige girmistir [16]. ABD Cevre Koruma Kurumu 1970 yilinda pestisit yasasini
yayinlamasina ve 1972’de degisiklikler yapmis olmasina ragmen, 1950°den beri pestisit

kullanimi 50 kat artmistir ve giiniimiizde her yil 2,3 milyon ton pestisit kullanilmaktadir [3].

Pestisitlerin %75’i gelismis iilkelerde kullanilmakta fakat gelismekte olan tilkelerde de
kullanimi artmaktadir [17].
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Pestisitler

Pestisitler, herhangi bir zararliy1 kendine ¢ceken, bastan ¢ikaran ve daha sonra da tahrip
eden maddelerdir. Biyositlerin bir sinifidir. Pestisitler bitkiyi genel olarak yabani otlar,

mantarlar ve boceklerden korumak amaciyla kullanilan bitki koruma tirtinleridirler [18].

Tarim ilaci teriminin bu sekilde kullaniminin béylesine yaygin olmasi pestisit teriminin
genellikle bitki koruma iirtinii ile es anlamli olarak degerlendirmesine neden olur ancak pestisit
terimi, pestisitlerin tarim dis1 amaglar icin de kullanilmasindan dolay1 daha genis bir terimdir.
Pestisit terimi, herbisit, insektisit, bocek biiylime diizenleyici, nematosit, termitisit, mollusit,
piskisit (balik 6ldiiriicii), avisit (kus oldiiriicii), rodentisit, bakterisit, bocek savar, hayvansavar,

fungusit, dezenfektan tiirlerini icerir [19].

Genellikle pestisitler, zararlilar1 caydiran, etkisizlestiren, o6ldiiren veya zararlinin
zararint yok eden kimyasal veya biyolojik bir ajandir (viriis, bakteri, antimikrobiyal veya
dezenfektan). Hedef zararlilar, liriine veya miilke zarar veren, rahatsizliga neden olan, hastalik
yayan veya hastaliga sebep olan bocekler, bitki patojenleri, yabani otlar, yumusakgalar, kuslar,
memeliler, baliklar, nematodlar ve mikroplardir. Pestisitlerin yararlar1 olmalarina ragmen,
insanlara ve diger canl tiirlerine karsi toksik etkileri gibi zararlar1 da vardir. Stockholm
Sozlesmesindeki Kalic1 Organik Kirleticiler maddesine gore, en tehlikeli ve kalic1 12 organik

kimyasalin (Tablo 2.1.) 9'u organoklorin pestisitlerdir [20,21].
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Tablo 2.1. En tehlikeli ve Kalic1 12 KOK (Kalict Organik Kirletici) [21,22]

Aldrin

Termitleri, ¢ekirgeleri, misir kurtlarim1 ve diger bocekleri kontrol almak
icin topraga uygulanan bir pestisittir.

Chlordane

Termitleri kontrol etmek icin genis bir yelpazede ve bir dizi tarimsal iirtin
lizerinde kullanilan genis spektrumlu bir bécek éldiirticiidiir.

DDT

En iyi bilinen kaltsal organik kirleticidir. DDT, Ikinci Diinya Savasinda
askerleri ve sivilleri sitma, tifiis ve diger hastaliklardan korumak amacgh
kullanilan bir insektisittir. Halen bazi iilkelerde sitmayi dnleme amach
sivrisinekleri 6ldiirmek i¢in kullanilmaktadir [23,24].

Dieldrin

Termitleri ve tekstil zararlilarini kontrol altina almada kullanilan bir
pestisit. Dieldrin ayrica bocek kaynakli hastaliklari kontrol altina almada
ve tarimsal alanlardaki bocekleri kontrol altina almada kullanilir.

Dioksinler

Bu kimyasallar, eksik yanma ve bazi zirai ilaglar ve kimyasallarin imalati
sirasinda istenmeden tretilir. Metal geri doniisiimi ve kagit agartma isleri
de dioksinleri serbest birakabilir. Dioksinler ayrica otomobil egsozlarinda,
tlitiin, tahta ve komiir dumanlarinda da bulunur.

Endrin

Arpa ve pamuk yapraklarina spreyleme ile uygulanan bir insektisittir.
Ayrica kemiricileri de kontrol altina almada kullanilir.

Furanlar

Bu bilesikler de dioksinlere benzer sekilde meydana gelirler. Ayrica ticari
formda bulunan poliklorlu bifenil karisimlarinda da bulunur.

Heptaklor

Toprakta bocek ve termitleri kontrol altina almada kullanilirlar. Yaygin bir
sekilde, pamuk zararlhlarini, cekirgeleri ve diger tarim {riinii zararhlarini
kontrol altina almada kullanilir. Sitma tasiyan sivrisineklere karsi da
kullanim1 mevcuttur.

HCB

Tarim trinlerine bulasan mantarlar1 kontrol altina almada kullanilirlar.
Dioksin ve furanlar gibi bazi kimyasallarin {iretimi esnasinda agiga
cikarlar.

Mirex

Ozellikle ates karincalar1 olmak iizere karincalara ve termitlere uygulanan
bir insektisittir. Ayrica plastik, kaucuk ve elektrik malzemelerinde
yanmay1 onleyici olarak kullanilirlar.

PCB

Bu bilesikler, endiistride 1s1 degisim sivisi, elektrik transformatorii ve
kapasitor olarak ve boya katki maddesi, sizdirmazlik maddeleri ve
plastikler olarak kullanilmaktadir.

Toxaphene

Pamuk, tahil iriinleri, meyve, fistik ve sebzelerde kullanilan bir
insektisittir. Ayrica biiyiikbas hayvanlarda kene ve akarlarin kontroliinde
kullanilirlar.

Tarimsal ekosistemler, dogal ekosistemlerin aksine insanlarin tretimi artirma ¢abalari

nedeniyle cesitli bigimlerde giibre, pestisit gibi bircok ek enerji katkisi ile bir anlamda

yapaylastirilmis ekosistemlerdir. Ekolojik agidan bakildiginda tarimsal ekosistemler cogunlukla

tek bir bitki tiiriiyle sinirlanmis yapilarn yiiziinden genellikle istikrarsiz ve zayif olarak kabul

5
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edilmektedir. iste bdyle bir ekosistemde iiriin kaybina neden olan zararli, hastalik ve yabanci
otlara karsi olan ilaglamalarda atilan ilacin ¢ok az kismi hedef olan organizma i¢in etkili olmakta
geri kalan biiylik kismi ise hedef olmayan organizmalara ve topraga ulasmakta ya da cevredeki
dogal ekosistemlere siiriiklenmekte ve kalinti nedeniyle kimyasal kirleticiler olarak

degerlendirilmektedir [25].

Diinya genelinde pestisitler 1940’ yillardan beridir kullanilmaktadirlar. Uriinlerin ve
cesitli besin maddelerinin korunmasinda topluma ekonomik yararlar saglamaktadir. Ancak
pestisitler besin maddelerimizi hastaliklardan korumakla birlikte ¢esitli yollardan
sofralarimizdaki besin maddeleri ile bizlere ulasabilmektedir. Besin halkasinin sonunda kalinti
konsantrasyonu fazla birikeceginden predator tiirler en fazla etkilenenlerdir. Biyolojik birikimle
canlilarin viicudunda yogunlasabilir. Pestisitler topraktan su kiitleleri araciligi ile sucul canllara
ve diger organizmalara tasinabilmektedir. Pestisitler, %75-80 arasindaki bir oranda tarimda
kullanilirken tarmmin disinda ahsap koruyucu olarak, boyalarda, yapistiricilarda, ¢adir
yapiminda kullanilan kumaslarda, kemiriciler ve vektorlerle savasta ve endiistride kullanimi yer

almaktadir [21,26,27].

Gida ve Tarim Orgiitii (GTO), pestisitleri, insanlara veya hayvanlara hastalik tagiyanlar
da dahil olmak iizere, yiyeceklerin iiretim, islenme, depolama, tasima ve pazarlamasina engel
olan her tiirlii bocegin; tarim iirtinleri, aga¢ ve agag tiriinleri ya da hayvan yemlerine zarar veren
istenmeyen bitki ve hayvanlarin 6niine ge¢cmeyi, onlar1 yok etmeyi ya da kontrol etmeyi
hedefleyen ya da viicutlarindaki hasareleri, eklembacaklilar1 veya diger bocekleri kontrol etmek
icin hayvanlara verilen madde ya da karisim olarak tanimlamistir. Bu terim, bitki biiytime
diizenleyicisi, yaprak dokiicii ilag, kurutucu, meyve inceltici veya erken diismesini 6nleme
maddesi olarak kullanilmak {izere tasarlanan maddeleri igerir. Ayrica, lriiniin depolanmasi ve
tasinmasi esnasinda bozulmadan korunmasi i¢in hasat dncesi veya hasat sonrasi mahsullere

uygulanan maddeler olarak da bilinmektedir [28].

Birc¢ok tilkede, pestisitlerin satisi ve kullanimi bir devlet kurumunun onayin gerektirir.
Pestisit yonetmelikleri iilkeden iilkeye farklilik gosterse de pestisitlerin ve kullanildigi triinlerin
ticareti uluslararasi sinirlar icinde yapilir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (GTO)
konferansinda delegeler, iilkeler arasindaki diizenlemelerdeki tutarsizliklarla basa ¢ikmak ve
farkli tlkelere yonelik pestisit diizenlemesinin goniillii standartlarini olusturmak igin
Pestisitlerin Dagitimi ve Kullanimi hakkinda Uluslararasi Davranis Kurallarini 1985 yilinda

kabul etmislerdir [29]. GTO, yasanin pestisit tehlikeleriyle ilgili farkindaligi artardigimi ve
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pestisit kullanimini  kisitlamadan bilingsiz kullanan ilke sayisim azalttigini  iddia

etmektedir.[30]

Pestisit glivenlik egitimi ve pestisit uygulayici yonetmeligi, halki pestisitin yanls
kullanimindan korumak icin tasarlanmistir, ancak tiim yanlis kullanimlar ortadan kaldirmaz.
Pestisit kullaniminin azaltilmasi ve daha az toksik pestisit secilmesi pestisit kullanimindan
toplum ve c¢evre lizerindeki riskleri azaltabilir [30]. Zararlilar1 kontrol etmek i¢in ¢oklu
yaklasimlari kullanan entegre zararh yonetimi (EZY) yayginlastig1 rapor edilmis ve Endonezya,
Cin, Banglades, ABD, Avustralya ve Meksika gibi iilkelerde basari ile kullanildig bildirilmistir
[17]. EZY'nin, bir eylemin bir ekosistem iizerinde daha yaygin etkilerini tanimaya calistigy,

boylece dogal dengelerin bozulmadigi bildirilmistir [30].

Saglik ve c¢evre risklerini azalttigi disiiniilen biyolojik ve botanik tiirevleri ve
alternatifleri de iceren yeni pestisitler gelistirilmekte ve ayrica, uygulayicilar alternatif
kontrolleri disiinmeye ve kimyasal pestisit kullanimini azaltacak yontemleri benimsemeye
tesvik edilmektedir. Pestisitler, belirli zararlilarin yasam dongtisiinii hedef alir, cevreye duyarh

olabilecek sekilde olusturulabilir [31].

2.2. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitler genellikle kontrol ettigi zararlilarin tirtine gore adlandirilirlar. Pestisitler
ayni zamanda, mikroplar ve diger canlilar tarafindan zararsiz bilesiklere parcalanacak olan
biyolojik olarak bozunabilir hasere ilaglar1 veya pargalanmadan aylar veya yillarca kalici
olabilen hasere ilaglar olarak da diisiiniilebilir.Pestisitlerin ayni zamanda kimyasal bocek ilaci

oldugu veya ortak bir kaynaktan veya liretim yonteminden tiretildigi de bir gergektir [32].

Kimyasal tiplerine gore bazi pestisitler sunlardir;

2.2.1. Organofosfath Pestisitler

Organofosfatlar, bir norotransmitter madde olan asetilkolini diizenleyen
asetilkolinesteraz enziminin aktivitesini bozarak sinir sistemini etkilerler. Organofosfatlarin
cogu inseksittir. 19. yy baslarinda gelistirilmelerine ragmen etkileri 1932 yilinda kesfedilmistir.
Etkileri, boceklerin yani sira insanlarda da gortilen organofosfath pestisitler oldukea zehirlidir

ancak kalic1 degillerdir [33].
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2.2.2. Karbamath Pestisitler

Karbamatli pestisitler asetilkolini diizenleyen bir enzimin aktivitesini bozarak sinir
sistemini etkilerler. Etkileri genellikle diizeltilebilir. Karbamatli pestisitlerin bir kac¢ alt grubu

vardir [34].

2.2.3. Organoklorinli insektisitler

Daha onceki yillarda ¢ok yaygin bir sekilde kullanilan organoklorinli insektisitlerin bir
cogunun (DDT, chrordane, toxaphene), saglik ve c¢evreye olan zararhh etkilerinden ve

kaliciliklarindan dolay1 kullanimi ve satisi yasaklanmistir [35-37].

2.2.4. Siilfoniliire Herbisitler

Nikosulfuron, triflustilfiiron metil, ve klorsiilfiiron, asetolaktat sentaz enzimini inhibe
ederek bitkileri oldiiren genis spektrumlu herbisitlerdir. Ayni etkiyi elde edebilmek i¢in 10
gr/ha’dan daha az siilfoniltirat kullanilmasi yetiyorken 1960l yillarda 1 kg/ha’dan fazla bitki

koruma kimyasali kullanilmistir [38].

2.2.5. Biyopestisitler

Biyo-pestisitler, hayvanlar, bitkiler, bakteriler ve bazi mineraller gibi dogal
malzemelerden tiiremis belirli pestisitlerdir. Ornegin, kanola yag1 ve kabartma tozu pestisit
uygulamalarina sahiptir ve biyolojik pestisit olarak kabul edilir. Biyo-pestisitler ii¢ ana sinifa

ayrilir:

Mikrobial pestisitler, bakterilerden, entomopatojen mantarlardan veya viriislerden (ve
bazen bakterilerin veya mantarlarin {irettigi metabolitleri icerir) olusurlar. Entomopatojenik
nematodlar ¢ok hiicreli olmalarina ragmen genellikle mikrobiyal pestisitler olarak siniflandirilir

[39,40].

Biyokimyasal pestisitler veya bitkisel pestisitler zararllar1 ve mikrobiyal hastaliklari

kontrol eden (veya feromonlar agisindan monitorize eden) dogal maddelerdir [41].
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Tablo 2.2. Etki Ettikleri Tiirlere Gére Bazi Pestisitler [11]

Tipler

Algisit

Antifouling Ajanlar

Antimikrobiyal

Ajanlar
Cekici Ajanlar

Biyositler
Dezenfektanlar

Fungusitler

Fumigantlar

Herbisitler

Insektisitler

Mitisitler
Mikrobiyal Pestisit
Mollusitler
Nematositler

Ovisitler
Feromonlar
Kovucular

Rodentisitler

Etkiler

Gollerde, kanallarda, ylizme havuzlarinda, su tanklarinda ve diger
alanlardaki algleri 61diirmek icin kullanilir.

Tekne tabanlari gibi su altindaki yiizeylere tutunan organizmalari

6ldiirmek icin kullanilir.
Viris ve bakteri gibi mikroorganizmalar1 éldiiriir.

Bocek veya kemiriciler gibi zararhilari ¢eken ajanlardir. Zararhlarin
yemeKk icin tercih ettigi gidalar bu sinifa girmez.

Mikroorganizmalari 6ldiiriir.

Cansiz nesneler tizerindeki hastalik yapici mikroorganizmalari dldiiriir.
Mantarlar 6ldurtr.

Binalardaki veya topraktaki zararlilari 6ldiirmek icin gazli veya buharh
olarak tasarlanmis pestistlerdir.

Yabani otlar1 veya istenmeyen bitkileri 6ldiirmek i¢cin tasarlanmis
pestisitlerdir.

Bocekleri oldiirtir.

Bitkiler ve hayvanlar iizerinden beslenen akarlari éldiiriir.

Bocekler veya diger mikroorganizmalar da dahil olmak {izere zararlilari
6ldiiren veya inhibe eden pestistlerdir.

Salyangoz ve siiliikleri oldiiriir.

Nematodlari 6ldiiriir. (Bitki kokleriyle beslenen kurt benzeri
mikroskobik organizmalardir)

Bocek ve akarlarin yumurtalarini yok eder.

Boceklerin ¢iftlesme davranisini bozan biyokimyasal maddelerdir.
Sivrisinek gibi bocekleri ve kuslar1 uzaklastiran kimyasallardir.

Fare ve diger kemirgenleri kontrol eder.
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2.3. Fungusitler

Fungusitler, mantarlar1 veya mantar sporlarini 6ldiirmek i¢in kullanilan biyosidal

kimyasal bilesikler veya biyolojik organizmalardir [42].

Mantarlar tarimda ciddi zarara neden olabilir, bu da verimin, kalitenin ve karin kritik
kayiplarina neden olmaktadir. Fungusitler, hem tarimda hem de hayvanlardaki fungal
hastaliklarla savasmakta kullanilmaktadir. Mantarlar grubuna girmedigi halde mantarlarin
mekanizmasina benzer bir mekanizma ile bitkilere hastalik bulastiran oomisetlerin kontroliinde

de fungusitler kullanilmaktadir [43].

Fungusitler, koruyucu, translaminar ve sistemik olabilirler. Koruyucu fungusitler, bitki
dokusuna alinmaz, sadece spreyin toplandigi yeri korur. Translaminar fungusitler, fungusitin
list puskurtilen yaprak yiizeyinden, alttaki piiskiirtilmemis ylizeye yeniden dagitilmasini
saglar. Sistemik fungusitler alinir ve ksilem kanallar1 vasitasiyla yeniden dagitilir. Bazi
fungusitler, bir bitkinin tiim boéliimlerine tasinir. Bazilar1 lokal sistemiktir ve bazilar1 yukari

dogru hareket etmektedir [44].

Siilfiir, yaygin bir etken maddedir [45]. En diisiik dozu %0,08 iken en yiiksek dozu
%0,5’tir. Toz halde olan fungusitler genellikle %90 oraninda siilfiir icerir ve bu doz oldukca
zehirlidir. Fungusitlerdeki diger aktif etken maddeler, neem yagi, biberiye yagi, jojoba yagy,

Bacillus subtilis bakterisi ve yararli bir mantar olan Ulocladium oudemansii 'dir.

Fungusit kalintilar, insanlarin tiiketimi icin ayrilan yiyeceklerde en ¢ok da hasat sonrasi
trtnlerde bulunmustur [46]. Kullanim1 yasaklanmis olan vinclozolin gibi bazi fungusitler insan

saglig icin zararlidir. Ziram da siirekli kullanimda insanlar i¢in zararhdir [47].

2.4. Luna Experience SC 400 Fungusit

Luna Experience-SC 400 Fluopyram/Tebakonazol Kombinasyonlu yeni nesil bir
fungusittir. Luna Experience-SC 400 Bayer Crop Science tarafindan iiretilen en yeni teknolojik
trlnlerinden fluopyram ile etkisi defalarca kanitlanmis tebukonazol'un karisimi ile farkh
mekanizmalarin bir araya getirildigi genis spektrumlu, koruyucu ve tedavi edici yeni bir

fungusit standardidir [48].

Luna Experience SC 400 Fungusitine ait bazi 6zellikler soyledir;

10
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LDso Degeri: 2000 mg/kg
Formulasyonu: SC (Akic1 Konsantre/Siispansiyon Konsantre)

Aktif Madde: 200 g/L Fluopyram + 200 g/L Tebukonazol

2.4.1. Fluopyram

Fluopyram, Bayer Crop Science firmasi tarafindan 2010 yilinda gelistirilen bir pyridinyl-
etil-benzamid fungusitidir. 70’den fazla iirtiniin patojenlerini kontrol altina almada etkili olan
fluopyram, siiksinat dehidrojenaz enzimini ve fungal solunum zincir kompleksini inhibe eden
bir yapiya sahiptir. Bircok iilkede kayitlara gecen Fluopyram, Cin’de de kiiflerin kontroliinde
kullanilmaktadir [49,50].
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Sekil 2.1. Fluopyram’in Kimyasal Yapisi1 [51]

Kimyasal Formiilii: C16H11CIFsN20 [51]

Molekiil Agirligi: 396.72 g-mol-1[51]

pH = 6.6 (Distile suda %1’lik ¢ozeltide) [51]

IUPAC Name:

N-(2-(3-Chloro-5-(trifluoromethyl)-2-pyridinyl)ethyl)-2 (trifluoromethyl)benzamide
[51]

Fluopyram’in kinetik davranisi ve metabolizmasi si¢canlarda incelenmistir. Fluopyram,
oral uygulamay1 takiben gastrointestinal sistemden hizla emilir. Emilme orani %93 ile %97,7
arasindadir. Gastrointestinal sistem tarafindan emilimi takiben fluopyram genis 6lciide dagitilir.
En yiiksek kalintiya sahip organlar karaciger, bobrekler, bazi ¢calismalarda ve daha az oranda
eritrosit, adrenal, tiroid ve yumurtaliklardir. Toksikokinetikte cinsiyete 6zgii farkliliklar
gozlemlenmistir; Sistemik maruz kalma daha yiiksek ve disi bireylerde enterohepatik dolasim
daha belirgin olarak rapor edilmistir. Uygulanan fenil fluopyramin % 90.6 -% 99.3'i
uygulamadan 168 saat sonra atilirken, uygulamadan 72 saat sonra verilen pridil etiketli
fluopiramidin % 98'i idrar ve digkilar yoluyla atilmistir. Ancak, viicutta halen devam etmekte
olan, bébrek atilminda olduk¢a ylksek radyoaktif kalintilar nedeniyle bosaltim

tamamlanmamistir. Radyoaktif isaretlenmis molekiiliin par¢asina bagh olarak toksikokinetik
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verilerde dikkate deger farkliliklar vardir. Bu sonuglar, fluopyramin molekiiler béliinmesi ve iki
etiketin oOzellikle idrar bosaltimi agisindan farkli biyokinetik davraniglari ile aciklanmistir

[51,52].

Subkronik ¢alismalarda, agirlik kaybi ve beslenme sorunlari1 kaydedilmistir. Képeklerde
tad alma sorunlart kaydedilmistir. Karacigerin hedef organ oldugu tespit edilmistir.
Hepatoksisite doz artisina bagh olarak belirginlesmistir. Diger bir hedef organin da kan
hiicreleri oldugu tespit edilmistir. Yapilan c¢alismalarda kirmizi kan hiicrelerinin

parametrelerinde degisiklik ve trombosit sayisinda artis goriilmuistiir [52].

2 yillik calismada belirli bir sebep yokken 24 ayin sonunda 6zellikle erkek bireylerde
Olimler meydana geldigi rapor edilmistir. Disi ve erkek bireylerin ortalama agirliklarinda
diistisler kaydedilmis, karaciger agirhgindaki artis calismanin hedef organinin karaciger

oldugunu gosterdigi rapor edilmistir [52].
2.4.2. Tebukonazol

Tebukonazol, meyve, sebze, piring, arpa ve bugdayda mantar kaynakh kiif ve pasi

kontrol altina almada kullanilan, triazol grubuna ait ¢ok etkili bir fungusittir [53-56].
2.4.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

Molekiil Formtilii: C16H22CIN30 [57]

Molekiil Agirligi :307,83 gr/mol [56]

Renk: Renksiz kristal [56]
Erime Noktasi: 105 °C [56]
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Sekil 2.2. Tebukonazol‘iin Kimyasal Yapisi
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2.4.2.2. Kimyasal Giivenlik ve Kullanim

Tebukonazoliin steril kosullar altinda yiiksek sicakliklara ve saf suda fotoliz ve hidrolize

kararli oldugu rapor edilmistir [58,59].

Tahillarda, kara lekeye ve Septoria tiirlerine karsi etkili oldugu ve tohum korumasinda
etkili oldugu rapor edilmistir. Pas, kiif, yaprak hastaliklarina karsi etkili oldugu rapor edilmistir
[60].

Tanimlanan metabolitler arasinda pentan zincirinin 5. karbonunun bir alkol ve daha
sonra bir karboksil grubuna oksidasyonu birincil yol olmustur. Bu metabolitler daha sonra
stilfat veya glukuronit ile konjuge edilmistir. Metabolik profil, metabolit ihtiva eden karboksil ile
karsilastirildiginda alkoliin daha biiyiik ylizdesine kayma ile daha yiiksek doz seviyesinde
degistirilmistir [58,59].

2.4.2.3. insan Saghgna Etkileri

Tebukonazoliin Grup C Muhtemel Insan Kanserojeni oldugu rapor edilmistir [61].

2.4.2.4. Muhtemel insan Maruziyet Yollar

Tebukonazoliin mesleki maruziyeti, tebukonazoliin tretildigi veya kullanildig1 yerlerde
dermal temaslarda goriilebilir. Genel populasyon tebukonazole, tebukonazol uygulanmis tarim
Uriinlerinden dermal yolla veya bu iiriinlerin gida olarak tiiketilmesiyle maruz kalinabildigi

rapor edilmistir [61].

2.4.2.5. Emilim Dagilim ve Bosaltim

Hayvan calismalarinda, tebukonazoliin 3 giinde viicuttan idrar ve diski yoluyla %99

oraninda atildig1 rapor edilmistir [58,59].

Sicanlarda yapilan calismada kullanilan tebukonazoliin 72 saat sonra %91 ile 98
arasinda viicuttan, idrar ve diski yoluyla atildig1 rapor edilmistir. Cinsiyet gruplariyla yapilan bu
calismada erkek bireylerde idrar diski orani 16/78 iken disi bireylerde bu oran 30/62 olarak
rapor edilmistir. Safra atilim1 yalnizca erkek bireylerde 6lciilmiistiir. Karacigerden tek gecisten

sonra yapilan bu él¢iimde %90 oraninda radyoaktif isaretli tebukonazole rastlanmistir [58,59].
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Sicanlarda yapilan oral tebukonazol uygulamasi ¢alismasinda, tebukonazoliin %65-80’i
safra ve diski yoluyla atilirken, %16-35’i idrar yoluya atildig1 rapor edilmistir. Erkek bireylerin
disi bireylerden daha yiiksek oranda safra ve diski attig1 rapor edilmistir [58,59,62].

2.4.2.6. Cevresel Akibet ve Maruziyet

Tebukonazol {iretimi, cesitli atiklarin atilimi yoluyla ¢evreye yayilabilir. Fungusit olarak
kullanimi1 c¢evreye dogrudan yayillmasina neden olur. Tebukonazol eger havaya salinirsa,
atmosferde yalnizca partikiil fazinda bulunur. Partikiil fazindaki tebukonazol atmosferden kuru
veya 1slak ¢cokme yoluyla atilir. Tebukonazol 290 nm’den biiyiik dalga boylarin1 absorbe eden
kromoforlar icermez ve direkt giines 1si8indan kaynakli fotolize karsi kararli oldugu
gosterilmistir. Tebukonazoliin, buhar basincindan dolay1 topraktan direkt olarak buharlasmasi
beklenmez. Cevresel kosullar altinda hidroliz olabilen fonksiyonel gruplara sahip olmadigindan
hidroliz, tebukonazoliin ¢evresel akibet siirecinde degildir. Tebukonazoliin saf suda hidrolize

karsi da kararli oldugu rapor edilmistir [58,59,62].

2.4.2.7. Gida Arastirma Degerleri

ABD ve yabanci kaynaklardan elde edilen tahil, siit, balik, meyve, sebze ve hayvan yemi
kalintilari, 1995, 2000, 2002 ve 2003 yillarinda yapilan FDA (Food Drug Administration) izleme
calismalarinda analiz edilmis, tebukonazoliin varlig1 tespit edilmis fakat miktan

belirlenememistir [58,59,62].

2.4.2.8 Klinik Etkiler

Kimyasalin kokusuna karsi akut maruziyetlerde genellikle ¢cok giiclii olmayan basagrisi,

bas donmesi, zayiflik, mide bulantisi belirtileri rapor edilmistir [59].

2.4.2.9. Calismalar

Sicanlarda yapilan akut ¢alismalarda, uyusukluk, lokomotor koordinasyon bozukluguy,

ylriyis bozuklugu ve zayiflama rapor edilmistir [58,59,62].

Sicanlarda yapilan subkronik bir ¢alismada, 4 farkl gruba (0, 100, 400 ve 1600 ppm) 13

hafta boyunca %93,4 saflikta tebukonazol uygulanmis ve sonuclar rapor edilmistir. Bir erkek ve

14



Cuma Aktas, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

1 disi bireyin ¢alisma sirasinda oldigi, yliksek doz grubunda gida tiiketiminin artmasina
ragmen ortalama viicut agirhiginda disiis goriilmiis, karaciger N-demetyhylase aktivitesi ve

sitokrom P450 iceriginde artis goriilmiistiir [58,59].

Farelerde yapilan kronik bir ¢alismada, 4 farkli gruba (0, 20, 60 ve 180 ppm) 21 ay
boyunca %94,7 saflikta tebukonazol uygulanmistir ve sonuglar rapor edilmistir. Tiim dozlarda

karacigerde yag birikimi nedeniyle hedef organin karaciger oldugu rapor edilmistir [58,59].

Tebukonazol'lin sigir lenfosit kiiltiirlerinde yapilan in vitro bir ¢calismada, sitotoksik ve
genotoksik etkileri ¢alisilmis ve elde edilen sonuclar sitotoksisite ve genotoksisitenin arttigini

gostermistir [54].

Siit veren kegilerle yapilan bir ¢alismada, metabolik yolun sicanlarda bulunan yolla ayni
oldugu rapor edilmistir. En dnemli metabolitler tert-biitil alkol tiirevleri olarak saptanmistir

[58,59].

%96,2 saflikta tebukonazoliin kullanildig: si¢anlarda yapilan bir ¢alismada, karacigerin
hedef organ oldugu, Kkaraciger agirh@inin arttifi ve serum enzim seviyelerinin arttig
belirtilmistir. Karacigerde lezyonlar gortldiigii rapor edilmistir. En yiiksek doz grubunda (1500

ppm) adenom ve karsinomlarin gorildiigi rapor edilmistir [58,59].

Rhamdia quelen karacigerinde yapilan Tebukonazol maruziyet ¢alismasi sonucunda elde
edilen veriler; Tebukonazol’iin oksidatif hasar potansiyelini arttirdif1 yonde etkisi oldugunu

gostermistir [63].

Cyprinus carpio’'nun beyin ve karaciger dokularinda ve beyaz kas hiicrelerinde yapilan
Tebukonazol maruziyet ¢alismasinda TBA (Tiyobarbutirik Asit) miktariyla beraber oksidatif
hasar potansiyelinde de artis oldugu gosterilmistir [64].

2.5. Komet Yontemi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)
Gen diizeyinde DNA (Deoksiribo Nikleik Asit) kiriklarinin tayini prensibine dayanan

Komet yontemi, pek cok DNA hasarinin ve onariminin tayininde, biyoizleme ¢alismalarinda ve

genetik toksikolojide yaygin kullanim alani bulmustur [65,66].
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Tek hiicre jel elektroforezi adiyla da bilinen komet yontemi, genotoksik ve sitotoksik
hasarlari belirlemek amaciyla son yillarda yaygin olarak kullanilan bir test yontemidir. Komet,
basit, hassas ve hizli bir yontem oldugundan genetik toksikoloji calismalarinda oldukca

kullanish ve tercih edilen bir yontem olmustur [67].

Komet yontemi kromozom aberasyonu (KA), kardes kromatid degisimi (SCE),
mikronukleus (MN) gibi DNA hasar belirlemede kullanilan sitogenetik test yontemlerine gore

bir dizi avantaja sahiptir;

. Calismanin yapilabilmesi icin az sayida hiicre elde edilmesi yeterlidir.
. Test edilen hiicrenin mitotik aktivitesi géz 6niinde bulundurulmaz.
. Oldukc¢a fazla canli grubunda kullanilabilir, ¢linkii hemen hemen herhangi bir tek

cekirdekli bir hiicre i¢in kullanilabilir [68].

Genetik toksikoloji calismalarinda ana amag¢ genetik hasarlarin belirlenmesi
oldugundan, bu amaca hizmet edecek test yontemlerinin gelistirilmesine dair calismalar
streklilik kazanmistir. Bu amagla gelistirilen ¢ok cesitli test yontemleri mevcut olmakla birlikte
son yillarda lizerinde en ¢ok calisilan ve yaygin olarak kullanilanlardan birisinin komet teknigi
oldugu goriilmektedir. Komet Testi, DNA hasarini 6l¢mek ve analiz etmek amaciyla kullanilan,

hizly, basit, duyarl ve yaygin kullanim alanina sahip bir ydontemdir [65,66].

Hasara ugramamis olan DNA niikleus sinirlari igerisinde kompakt bir yapi halinde
bulunmaktadir. DNA’da bir hasar meydana geldiginde bu yapida bozulma meydana gelmektedir.
Bu durumda bireysel DNA zincirleri yogunlasmis yapilarim1 kaybeder ve ana niikleus
bolgesinden disari dogru uzanirlar. Bu yapiya bir elektrik akimi uygulandiginda yapisi itibariyle
negatif yiiklii olan DNA katoda (+ u¢) dogru hareket etmektedir. Ana niikleusu olusturan ve
hasarli olmayan DNA zinciri ¢ok biiylik oldugu icin elektrik akimi ile hareket edip ntkleus
bolgesini terk edemeyip yerinde kalmaktadir. Diger taraftan kii¢iik fragmentler akim uygulama
slirecine bagli olarak ana DNA’dan ayrilarak hareket/goc edebilmektedir. Boylece ana niikleus
bolgesini terk eden DNA'nin miktar1 hiicrede meydana gelen DNA hasarinin miktarinin

gostergesi olarak kabul edilir [65,66].

Lam tizerinde agara gomiilii haldeki hiicrelerde DNA'nin negatif yiiklii olan kirik uclari
elektroforez islemi esnasinda pozitif elektrot tarafina dogru hareket ederler. Bunun sonucunda
da floresan boyama ile gozlenebilen kuyruklu yildiz (KOMET/COMET) benzeri goriintiiler
meydana gelir [65,66].
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Komet testinin 6zelliklerine bakildiginda;

J Pratiktir.

. Giigludtr.

. Cok yonliiddr.

° Giivenilir, hizli ve duyarhdir.

. Analiz icin az sayida hiicre yeterlidir.

. Goreceli olarak ucuz ve uygulamasi kolaydir.

. Tek bir hiicre diizeyinde elde edilen veriler olusturur.

. Testin, yonetmeliklerde yer alabilirligi kabul edilmistir.

. Hem boéliinen hem de boéliinmeyen hiicrelere uygulanabilir.

. DNA onarim ve onarim kinetiginin ¢alisiimasinda da kullanilabilir.

. Sadece DNA hasarlarinin varligini belirlemekle kalmaz tipini de belirler.

. Kiiltlire alinmis hiicreler ve direkt olarak canlidan alinan hiicrelere uygulanabilir.
. Prokaryotlardan ve 6karyotik organizmalardan bir ¢ok hiicre tipine uygulanabilir.

Komet testinin asamalari [65,66] Sekil 2.5. te gortilmektedir.
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Sekil 2.3. Komet testinin asamalari [69].

1. Preparasyon asamasi; Bu asama, hiicrelerin agar ile karistirilarak lam tizerine
yaylmasini iceren safhalardan olusmaktadir.
2. Liziz; Bu asama agara gomilii halde lam tlizerine yayilmis olan hiicrelerin hiicre

zar1 ve proteinlerin yikimini icermektedir. Boylece ciplak DNA elde edilir. Bu islem icin 6nceden
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hazirlanan ve +4°C’de sogutularak saklanan lizis soliisyonu kullanilmaktadir. Lizis
¢Ozeltisindeki tuz; proteinler ve hiicre ile olan baglarin1 ve RNA (Ribo Niikleik Asit) yapisini
bozmaktadir. Deterjanlar ise hiicre membran yapisimi bozar. Boylece lizis uygulamasi
sonucunda hiicre yapisindaki membran, proteinler, RNA ile sitoplazmik ve ¢cekirdek bilesenleri
parcalanmaktadir. Bunun sonucunda da niikleoid olarak adlandirilan ve komet olusumunun
gozlenecegi DNA yumaginin kalmasi saglanmaktadir.

3. DNA sarmalinin acilmasi1 (Unwinding); Bu asamada lizis isleminden gegirilen
preparatlar elektroforez tankina yerlestirilir ve tank soguk elektroforez ¢ozeltisi (pH: 13) ile
doldurulur. Bu esnada DNA zincirleri ayrilarak tek iplik haline gelmektedirler. Boylece alkali
sartlar altinda yiiriitiilen bu test alkali komet testi olarak adlandirilmaktadir.

4, Elektroforez asamasi; Bu asamada unwinding islemi tamamlanan preparatlara
aynt tank ve soliisyon igerisinde elektrik akimi uygulanarak elektroforez islemi
gerceklestirilmektedir. Bu esnada; tek iplik DNA tzerindeki kirik fragmentler ve kirilma ile
olusan DNA ilmekleri eksi (-) yiiklii olmalar1 nedeniyle boyutlarina bagh olarak degisen hizlarda
art1 (+) uca dogru hareket etmektedir.

5. Notralizasyon; Elektroforez islemini takiben tanktan c¢ikarilan preparatlar
notralizasyon islemine alinmaktadir. Buradaki amag¢ pH ayarlamasini saglamaktir. Bunun igin
preparatlar soguk noétralizasyon tamponu igeren salelere alinmak ya da tamponu direkt olarak
lizerlerine damlatmak suretiyle notralize edilmektedir.

6. Inceleme: Notralizasyon isleminden sonra preparatlar soguk distile sudan
gecirilir ve boyamaya alinmaktadir. Boyamadan hemen sonra elektron mikroskobu altinda

inceleme islemi gergeklestirilir.

Bu islem icin en yaygin kullanilan floresan boya Etidyum bromiir'diir. Olduk¢a net
goriintli saglamasi yaninda yiiksek oranda kanserojen oldugu ic¢in dikkatli bir bicimde
kullanilmalidir. Cok iyi sonu¢ vermesine ragmen yiiksek oranda genotoksik etkiye sahip olan bu
boya yerine kullanilabilecek alternatif boya tipleri (Akridin oranj, DAPI, YOYO-1, Propidyum
iyodit) de bulunmaktadir. Bu alternatifler arasindan en c¢ok kullanilanlardan biri glimiis
boyamadir. Floresan mikroskop goreceli olarak pahali sayilabilecek bir ekipman oldugundan
dolayi, giimiis boyama; kometleri 151k mikroskobu altinda da goriiniir hale getirebilen bir

yontem olarak gelistirilmistir [65,66].

Komet yonteminin analizi ise su sekilde yapilir; Tipik bir komet bas ve kuyruk olmak
lizere iki temel kisimdan olusmaktadir. Komet 6lgiimlerinde, kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti
ve kuyruktaki DNA yiizdesi en yaygin kullanilan parametrelerdir. Komet teknigi ile DNA

hasarinin kantitatif olarak tayin edilmesinde gozle degerlendirmeye dayanan oOlgiimler ve
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bilgisayarli komet goriintii analiz programlarinin kullanimi olmak iizere iki esas analiz yontemi

bulunmaktadir.

Kometin gozle (manuel) analizinde ise; Gozle degerlendirmede hiicreler hasarsiz ve
farkli diizeylerde hasarli olarak gozle kategorize edilmektedir. Anderson ve Kobayashi
tarafindan gelistirilen ve uygulanan bu yontemin hassasiyeti sonraki yiiriitiilen ¢alismalarla da
desteklenmistir. Ayrica mikroskopta okiilere yerlestirilen mikron seviyesinde élciim yapabilen
bir cetvelden de yararlanarak ol¢glim yapmak suretiyle gerekli parametreler

hesaplanabilmektedir. Gozle degerlendirme, hizhi ve bilgisayar programi gerektirmediginden

ucuz ve kolay ve benzer hassasiyete sahip bir yontemdir [65,66].

Tip 0: Hasar Gormemis DNA

Tip 1: Cok Az Hasar Gormiis DNA

Tip 2: Az Hasar Gormiis DNA

Tip 3: Orta Hasar Gormiis DNA

Tip 4: Cok Hasar Gormiis DNA

Sekil 2.4. Hasara ugramis DNA goriintiileri [70].

Gozle sayim, Tip 0 (kuyruk yok)’dan Tip 4 (hemen tiim DNA kuyruk bélgesindedir)’e
kadar bes farkli kategoride incelenmektedir. Her 6rnek icin 100 komet sayilir ve sayilirken her

bir komet 0-4 arasinda deger alir. Sonucta toplam skor 0-400 arasinda bir deger olarak

19



Cuma Aktas, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

karsimiza c¢ikmaktadir. Gozle yapilan analize gore 5 siifa ayrilan kometlerin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan parametrelerden iki tanesi hasarh hiicre ylizdesi

ve genetik hasar indeksidir.

e Hasarli Hiicre Yiizdesi (HHY)= Tip 2 + Tip3 + Tip4
« Genetik Hasar indeksi (GHI)= [Tip 1+ (2xTip2)+(3xTip3)+(4xTip4)]

Bu tez ¢calismasinda komet hesaplamasinda iki parametre degerlendirilmistir.

Komet testinin esaslar1 pek ¢ok arastirmaci tarafindan ayrintilariyla ortaya konmus ve
DNA’daki oksidatif hasarin belirlenmesinde gecerli bir belirte¢ oldugu bir¢ok calismada
kanitlanmistir [65,66].

Sudheer tarafindan sicanlarda nikotinin sebep oldugu lipid peroksidasyonu ve DNA
hasarina kars1 ferulik asitin koruyucu etkisi arastirilmistir. Nikotinin sebep oldugu tek zincir
kiriklar1 komet testi ile arastirilmis ayrica mikronukleus testi yapilmistir. Nikotinin genotoksik

etkisine karsi ferulik asitin anlamli seviyede koruyucu etkiye sahip oldugu bulunmustur [71].

2.6. Mikroniikleus Yontemi (MN)

Mikronukleus (MN) ana kromozomdan kopmus olan parcaciklardan ya da anafaz
esnasindaki hatalara baglh olarak ana nukleusa dahil olamayan tam kromozomlardan olusan ve
sitoplazma icerisinde ana nukleusa ilaveten goriilebilen kiiciik niikleustur. Mikronukleus
olusumunu indiikleyen her ajan klastojen olmayabilir. ig ipliklerinin inhibisyonu ve apoptozis
gibi diger etkenler de mikronukleus olusumuna yol acabilmektedir. Eger olusuma
kromozomlardan kopan bir parca neden olmussa (asentrik bir kromozom parcasi), bu
klastojenik bir olayin sonucu iken eger olusuma neden olan olgu anafazda geri kalma ya da ig
ipliklerinin hasarindan dolay1 olusmussa, bu duruma anojenik bir ajanin neden oldugu

belirtilmektedir (Sekil 2.5.)
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Metathz

Genotoksik
Etkiler

am - &P

Normal Hicre Aberasyonlu Hilcre

Norr

Normal Normal nal roniikleuslu
Hicre Hilcre Hiicre Hilcre

Sekil 2.5. Hiicrede mikronukleus olusumu [72].

MN sayisindaki artis, cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal
kromozom diizensizliklerinin dolayli gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi
uyaran ajanlar, sentromer boliinme hatalarina ve ig iplikciklerinde fonksiyon bozukluklarina yol
acarak; klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna katkida
bulunmaktadirlar. Glintimiizde, hizli endiistrilesmeye bagh olarak cevresel kirliligin giderek
artmasiyla, canlilar daha fazla fiziksel ve kimyasal ajana maruz kalmakta dolayisiyla gtglii
toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik faktorlerin olumsuz etkilerini tespit etme ve
onlemler alma ihtiyaci kacinilmaz olmaktadir. Bu nedenle, MN testi sitogenetik harabiyetin
tespitinde, kromozom analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi
ve istatistiksel yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi avantaji saglamasiyla yaygin

kullanim alani bulan bir teknik olmustur.

Kollar aras: Kollar aras:
i i

izokromatia
Delesyonlar

Kollar iginde
ic degigimler

nnnnnnnnnnn

interstsiyal

- delesyon
‘7 (single minute)

interstsiyal
a‘_. delesyon
(double minute)

Disentrik
Triradyal

- —
degisimler .

(s1)

>
Kromozomlar
aras: degisimler
(Alp, Ald)

delesyon

Karsilikl
Eksik Resiprokal
(a:gl)'lmlcr Translokasyon

Disentrik
Olusumu

- Her zaman olusan iki yeni hiicre de etkilenmektedir.

I:] Yeni hiicrelerden biri ya da ikisi birden etkilenebilir.

A owsan Iz i bir

M Anafaz s a

Sekil 2.6. Mikronukleus olusumuna sebep olan kromozomal hasarlar[72].
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Yukaridaki sekilde de goruldigli iizere genotoksik etkiler sonucunda metafazda
gozlenen kromozomal fragmentler ya da tam kromozomlar, hiicre béliinmesi bitiminde olusan
kardes hiicrelerden birinde tekrar kromatin halde kondanse olarak ana nukleus yaninda kiiciik
bir nukleus olarak kendilerini gostermektedir. Metafaz kromozomlarindaki kirilmalar
sonucunda olusan fragmentler ve deforme kromozomlar mitoz béliinme sonunda olusan

hiicrelerde mikronukleus olusumlarina yol agmaktadirlar [72,73].

MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin 6l¢tilmesinde, 1970’lerde
hayvan hiicrelerinde [74,75] ve daha sonra Haddle ve arkadaslar tarafindan kiltiire edilmis
[76] insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye yo6nelik bir test olarak

kullanilmaya baslanmistir.

Bazi arastirmacilar gelistirdikleri modifiye metotlarla andploidiye yol agan ajanlar ile
klastojenleri birbirinden ayirmada MN biyiiklik farkindan yararlanmislar; Klastojenlerce
uyarilan MN'lerin asentrik kromozomal fragmentler iceren kiiciik, anojenler tarafindan uyarilan

MN’lerin tam kromozomlar iceren daha biiyiik ebatl oldugunu gostermislerdir[77-79].

Fenech ve Morley tarafindan gelistirilen Sitokinez-Blok (Cytokinesis-Blocked) Metodu,
bazi kinetik problemlerin ortadan kalkmasini ve teknigin uygulanmasindaki giivenilirligin
artmasint saglamistir [80,81]. Bu metot, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan
Cytochalasin-B (Cyt-B) ile mitoz geciren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina
dayanmaktadir. Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle, ¢ekirdek
boliinmesini tamamlamis, ancak sitoplazmik béliinmesini gergeklestirememis cift cekirdekli
hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin orani

saptanabilmektedir.

1980’den sonra 6zellikle deney hayvanlariyla gergeklestirilen kontrollii calismalarda,
kimyasal ve fiziksel ajanlarin sebep oldugu sitogenetik bozulmanin giivenilir bir gostergesi
olarak kullanilan MN calismalarinin sayisi ¢ok hizli bir sekilde artmistir. Mavournin ve
arkadaslar1 1990 yilina kadar kimyasallarin canlilar tizerindeki etkilerini belirleyebilmek i¢in
yapilan MN test sonuglarini toplayarak, ABD Cevre Koruma Grubunun Gen-toks Programi
dahilinde degerlendirmeye almislardir [82]. Memelilerin kan ve kemik iliginde in vivo ¢alisiimis
olan 414 bilesigin sadece 220’sinin kriterlere uygun test edilebildigi ortaya ¢cikmistir. Ayrica bu
calismalarda esas alinan ve yillar 6nce Schmid tarafindan tanimlanan MN test protokoliiniin
modifikasyonuna ihtiya¢c duyuldugu ve daha fazla ¢alismanin gerekli oldugu vurgulanmistir

[83].
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Fiziksel ajanlarin etkileri deneysel MN calismalar1 yaninda, 13 Eyliil 1987’de Goidnia’da
(Brezilya) meydana gelen radyolojik kazanin genetik materyalde olusturdugu hasari belirlemek
icin kullanilmistir. MN sikliginda iyonizan radyasyonun dozuna bagh ¢ok anlaml bir artis
gozlenmis ve MN testinin biyolojik dozimetre olarak kullanilmasi dnerilmistir. Ayrica Goiania
kazasina maruz kalan insanlardaki sitogenetik degisiklikler iyonizan radyasyon ile yas ve hayat
tarzi1 (alkol tliketimi, sigara kullanimi) gibi faktorlerin etkisi birlikte ele alinarak
degerlendirilmistir [84]. Daha sonra bu konuda yapilan c¢esitli arastirmalar iyonize radyasyonun
ve mikro dalga 1sinlarin klastojenik etkisini agikca ortaya koymus ve ayrica mikro dalga
1sinlarin, andploidi uyaran bazi kimyasallarin, karakteristik mutajen o6zelliklerine de sahip

oldugunu gostermistir [85].

S.K. Roy ve ark. tarafindan etkin bir hepatokarsinojen olan 1-4 Dioxin’in etkileri sican
karaciger ve kemik iligi dokularinda arastirilmistir. MN frekansindaki artis degerlendirilmis ve

anlamli seviyede artis saptanmistir [86].

Hiroshi ve ark. tarafindan sigan karaciger ve kan dokularinda hepatokarsinojen—
4,4metilendianilin, kuinolin, o-toludin, 4-kloro-oEke, fenilendiamin(CPDA), dimetilnitrozamin
(DMN), p-dimetilaminobenzen (DAB) ve 2-etileksplat (DEHP) kimyasallarinin mikronukleus
olusturma frekanslar1 arastirilmis kuinolin, DMN ve DAB karaciger testinde, o-toluidine, kojic
asit, DAB ve MMS peripheral kan da pozitif etki gdstermistir. Sonuclar arasindaki korelasyon bu

teknigin gecerliligini kanitlamistir [87].

2.7.0ksidatif DNA Hasar1

2.7.1. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Metabolitleri

Hiicrelerde normal metabolik yollarda meydana gelen reaksiyonlarda ara tirtinler olarak
serbest radikaller meydana gelmektedir. Meydana gelen bu ara iirlinler enzimlerin aktif
bolgelerinden sizarlar ve kazara oksijen molekiilleri ile birlesirler, boylece serbest oksijen
radikalleri meydana gelir. Meydana gelen oksijen radikalleri viicudun savunma mekanizmasi
olan antioksidan savunma sistemi ile ortamdan uzaklastirilir. Ancak bazen hiicrede antioksidan
savunma sisteminin ortadan kaldirdigindan daha fazla ROT (Reaktif Oksijen Tiirevleri)
meydana gelir, bu dengenin bozulmasi durumunda hiicrelerde oksidatif stres meydana gelir
[88]. Serbest radikaller molekiil yapilarinda bir ya da daha fazla eslesmemis elektron

bulundururlar. Bu eslesmemis elektronlardan dolay1 serbest radikaller yiiksek derecede
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reaktiviteye sahiptirler. Stperoksit anyonu (O2°-), birincil reaktif oksijen tiirevidir, diger

molekiillerle etkilesime girebilir ve boylece baska ROT'lar iiretebilir [89].
2.7.1.1. Siiperoksit Radikali (0;*-)

Siiperoksit radikali, birincil ROT olarak da adlandirilir. Molekiiler oksijenin yapisinda
bulunan paylasilmamis tek elektronun reaktivitesi araciligi ile bir elektron almasi sonucunda
meydana gelir. Bu durum hiicre iginde ve hiicre disinda ROT olusumu ve yayilmasi icin ilk

adimdir. Oz*-, ROT dncilisiidiir ve oksidatif zincir reaksiyonlari i¢in arabulucu olabilir [90].
- + i
02 +1e —_— H + 02

Memeli hiicrelerinde, oksijen fraksiyonu ile sliperoksit radikali Uretilir. Siiperoksit
radikalinin iiretilmesinde en 6nemli yol mitokondriyal solunum zinciridir. Mitokondriyal ATP
(Adenozin Tri-Fosfat) iiretimi, elektron tasima zincirinde bulunan enzim komplekslerinde
meydana gelir. Bu enerjinin doniisimii sirasinda disariya elektron sizar ve siliperoksit

radikalinin olusumu gerceklesir [91].
2.7.1.2. Hidrojen peroksit (H:0:)

Biyolojik sistemlerde H202'nin olusumu siiperoksit radikalinin dismutasyonu sonucunda

gerceklesir. Dismutasyon tepkimesi sonucunda H;0; ve O ag¢iga ¢ikar.

20, +2H —>H,0, + 0,

Siiperoksit radikalinin aksine, H»02 molekiilii stabil bir molekiildiir ve hiicre zarindan

gecebilir [91].
2.7.1.3. Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali yiiksek oksidan giiciine sahip bir radikaldir. Bu 6zelliginden dolay1 ¢cok
tehlikeli bir radikaldir. Hatta en reaktif radikal olarak kabul edilebilir. Yarilanma 6mrii ¢ok

kisadir (yaklasik 10-9s.). OH* , oldukca reaktif oldugundan dolay1 karsilastigi ilk molekiille
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reaksiyona girebilir. Bu yiizden olustugu an elimine edilirler. O;*- ‘in Haber-Weiss reaksiyonuna

girmesi sonucunda OH* meydana gelir.

02.—+H20 ——OH + OH + 0,

Metal iyonlar1 ve H,0, mokiillerinin fenton reaksiyonuna girmesi sonucunda meydana

gelir:

M™ (=Cu*,Fe*",Ti**,Co*") + H,0, — M™"(=Cu**,Fe’", Ti*",Co*") +OH" + OH

Ayrica su molekiillerinin yliksek enerjili iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucunda

da OH* meydana gelir [90,91].
2.7.2. ROT’larin kaynaklar

Hiicrelerde normal metabolik yollarda meydana gelen enzimatik reaksiyonlarda ara
trinler olarak ROT’lar olusmaktadir. Ancak en 6nemli oksijen radikali kaynagi mitokondriyal
solunum sistemidir. Mitokondriyal solunum sistemi OH* ve H;02'nin ana kaynagidir.
Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon, hiicrelerde ATP iiretiminin gerceklestirilmesi amaciyla
son elektron alic1 olan O’e elektron transferinin gerceklesmesi islemidir. Oksidatif fosforilasyon
sirasinda elektronlar NADH* gibi elektron vericisinden, elektron alicis1 olan O;'e redoks
reaksiyonlar1 ile transfer edilir. Mitokondriyal solunum sistemi yapisinda 4 kompleks
(kompleks I11V), koenzim Q ve sitokrom C bulundurur. Elektron tasinmasi sirasinda kompleks |
ve III'te OH* agiga c¢ikar. Bu durum, kompleks I'de meydana gelen hatalarin ROT iiretimini
artirdigin1 gostermektedir. NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, siklooksijenaz, lipoksijenaz,
monooksijenaz ve sitokrom P450 gibi enzim yolaklar1 ekstra mitokondriyal ROT kaynaklaridir.

Mitokondriyal elektron transferinin yani sira hiicrelerde farkli yollarla da ROT ftretimi

gerceklesmektedir;

. Ksenobiyotikler ve ilaglarin biyotransformasyonunda,

o inﬂammasyon durumlarinda,

. UV maruziyetinde,

. Iyonik 1sinlar sonucunda,

° Membran yapilarinda meydana gelen lipit peroksidasyonu sonucunda [90].
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ROT

Yararl: Etkiler; Zararl Etkiler;

. Sperm kapasitasyonu,
dollenme ve embriyo gelisimi. « Hicrezarindalipid

. Diizenleyici mekanizmalar: peroksidasyonu.
Miyofibroblastlarin
aktivasyonu ve farklilasmas: « Protein makromolekiillerinde
icin NADPH oksidas (NOX) oksidatif hasar.

enzimi gereklidir.

. Hiicre i¢i sinyal
metabolizmasi: Hicre ici
reseptor ligand: ile gelen
biyokimyasal sinyallerin
iletimi.

. Mikroplarn istilasina kars:
savunma (NOX).

« DNAmutasyonu.

= Hicre oliim faktorlerinin
aktivasyonu.

Sekil 2.7. ROT’larin yararl ve zararh etkileri [91]

2.7.3. Lipit Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)

Lipit peroksidasyonu, hiicre membraninin fonksiyonu ve yapisal organizasyonunda
onemli degisikliklere neden olur. Lipit peroksidasyonu sonucunda ortaya c¢ikan iirtinler DNA
hasarina yol actifindan dolayi, aerobik organizmalarda lipit peroksidasyonunun onlenmesi
o6nemli bir islemdir [92]. Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal etkisi
sonucunda membran yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen
atomunun uzaklastirilmasi ile baslar. Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipit radikali 6zelligi
kazanir. Lipit peroksidasyonu olduke¢a zararh bir zincir reaksiyonudur. Dogrudan membran
yapisinda, dolayli olarak ise reaktif aldehitler lireterek diger bilesenlere zarar verir. Boylece
bir¢ok hastaliga ve doku hasarina sebep olur. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasindan
dolayi, reaksiyonlarin biiyiik bir kismi1 membrana bagli molekiillerle meydana gelir. Membran
gecirgenligi ve mikroviskozitesi ciddi bir bicimde etkilenmektedir. Peroksidasyonla olusan
MDA, membran komponentlerinin polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon
gecirgenligi, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi membran
ozelliklerini degistirir. Bu etkiler MDA'nin neden mutajenik, genotoksik ve karsinojenik

oldugunu aciklamaktadir [93].
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R CH——=CH CH, R I COKLU DOYMAMIS YAG ASIDI
R CH=—=CH C*H R IL LIDiP SERBEST RADIKALI
R CH=——=CH CH R 1L LIDiP PEROKSIL RADIKALI
|
0
|
o°
R CH=——CH CH R IV.LiPID HIDROPEROKSIT
0
OH
H ¢ CH, CH V. MALONDIALDEHIT
[
0 0

Sekil 2.8. Coklu doymamis yag asidinden MDA’nin olusumu [94]

2.7.4. Serbest Radikallere Karsi Hiicresel Savunma

(Antioksidan Savunma Sistemi)

Biyolojik sistemlerde enzimatik reaksiyonlar sonucunda siirekli olarak radikaller
meydana gelmektedir. Meydana gelen bu radikallerin toksik etkilerinden hiicreleri
koruyabilmek icin bircok savunma mekanizmasi gelistirilmistir. Bu savunma mekanizmalari

antioksidan savunma sistemi olarak adlandirilir [88].

Antioksidanlar etkilerini 4 ayr sekilde gostermektedir:

1. Toplayic etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha zayif
yeni molekiile ¢cevirerek gerceklesir.

2. Bastiric1 etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip, onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltarak veya inaktif sekle dontstiirerek gerceklesir.

3. Zincir kiria etki: Oksijen radikallerini baglayarak, zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyerek gerceklesir.

4. Onarici etki: Oksijen radikallerinin olusturduklar: hasari onararak gergeklesir.

Hiicrelerde meydana gelen radikal triinlere karsi gérev alan antioksidanlar
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enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak iizere iki sinifta incelenir:

1. Enzimatik antioksidanlar: Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon s-transferaz (GST), Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi,
Hidroperoksidaz.

2. Enzimatik olmayan antioksidanlar: C vitamini (askorbik asit), E vitamini (a-tokoferol),
A vitamini, flavonoidler, melatonin, iirik asit, albumin, sistein, seruloplazmin, transferin,

laktoferin, ferritin, oksipurinol, ubikinon, biluribin, mannitol, glutatyon [95].

2.7.4.1. Katalaz (CAT)

CAT, Hz0,’in su ve oksijene ayrismasini katalizleyen bir antioksidan enzimdir.

CAT
2H202 —>2H20 5 02

CAT, tiim ana organlarda bulunan bir enzimdir ancak 6zellikle karacigerde daha yogun
bulunmaktadir. Esas olarak peroksizomlarda lokalize olmustur, yapisinda dort hem grubu

bulunduran bir hemoproteindir [96].

2.8. Sicanlar
Alem: Animalia
Sube: Chordata
Sinif: Mammalia
Takim: Rodentia
Familya: Muridae
Cins: Rattus

Tur: Rattus rattus ve Rattus norvegicus

Sicanlar bir¢ok fizyolojik ve farmakolojik c¢alismada deney hayvani olarak
kullanilmaktadir. Tercih edilmesinin nedeni ¢abuk iireyebilmesi, deney uygulamalarinda
kullaniminin ve bakiminin kolay olmasi ve kisa siirede genetik acidan benzer nitelikte gruplar
olusturulabilmesidir. Gibbs ve ark. tarafindan siganin genetik haritasinin g¢ikarilmasinin
ardindan genetik calismalarda da ¢ok fazla tercih edilen bir laboratuvar hayvani haline gelmistir
[97].

Sicanlar tiiystiz, gozleri ve kulak kanallar1 kapali olarak dogarlar. Yavru sayisi ve dogum

agirligi birbiriyle ters orantilidir. Kulak kanali 2,5-3,5 giinliikken, gozler 14-17 giinliikken agcilir.
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Hayvanlar 7-10 giinliik yasa ulastiklarinda tiyleri tiimiiyle ¢ikmis olur. Siitten kesilme 21.
glinde sekillenir. Bu yastaki sigan yavrulari su icmeye ve yem tiiketmeye baslamislardir.
Disilerde fertilite 7-9 aylik yasa ulastiklarinda azalmaya baslar. Erkeklerin iireme yetenekleri
disilere gore daha uzun siirer fakat iki yasina yaklasmis erkek sicanda tireme yetenegi azalmaya

baslamistir [98].

Bizim calismamizda kullandigimiz sicanlar 12 ayhk disi sigcanlardir. Sekil 2.9'da

kullanilan sicanlarin anatomik yapisi gosterilmektedir.

Tikriik bezi J
™ ‘.\ ,—1,"' Larinks

Trake \x/ c..,u,_g__,._,.{»' Tiroid bezi
} : Ozefagus
Timus bezi 5,/ :
Sol kulakgik

-1-.1\4 . N\ .
_Lf@

Sag kulakuk --"" » Karmclklar

Sol akciger

il (s S S
- . :
bagirsak | L/ ’/,Jz. A .‘ or bagirsa

T |
| o ~ |
: [ t \
( SN
- ( " ',\ \'» \E\)

Sekil 2.9. Sicanlarin anatomik yapisi.[69]

2.8.1. Davranis

Sicanlar nokturnal hayvanlar olduklarindan, daha ¢ok gece ve sabaha dogru aktivite
gosterirler. Glin 15181 almayan odalarda barindirillan sicanlarin 1sik-karanlik dongitleri
degistirilerek hayvanlarin giindiiz aktif olmalar1 ve boylelikle arastirmacilarla ayn1 zamanda

uyanik kalmalari saglanabilir. Bu degisimin gerceklesebilmesi i¢in iki haftalik bir uyum siiresi

gereklidir [98].

2.8.2. Cevre ve Viicut Is1s1

Sicanlar 10 2C ile 30 2C arasindaki cevre sicakliklarina uyum saglayabilirler. Ancak
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sicanlar i¢in optimal ¢evre sicakligr 20 °C ile 26 2C arasidir. Erkek siganlarin yiiksek cevre
sicakliklarina (31,6 2C - 32,5 2C) maruz kalmasi geri donilistimstiz testis harabiyetine, disilerde

ise laktasyonun normal seyrinin bozulmasina neden olabilmektedir [98,99].

2.8.3. Dolasim

Diger memelilerden farkl olarak ve baliklardakine benzer sekilde kalbin ekstrakoroner
damarlarla da baglantis1 s6z konusudur. Kalp kasi aksiyon potansiyeli kalp atim sayisi fazla olan
hayvanlarda daha kisa siireli sekillenmektedir. insanda kalp kas1 aksiyon potansiyeli 200-500
milisaniye iken sicanlarda kalp kas1 aksiyon potansiyeli yaklasik 100 milisaniye’dir [98,100].

2.8.4. Hematoloji

Hematopoezis, kemik iligi ve dalakta gerceklesir (Sekil 2.10.). Kemik iliginde olgunlasan
grantlositlerde sicanlara 6zgii olarak yiiziik formunda ortasi delik hiicrelere rastlanir. Yiiziik
gorinimli graniilositler, myelosit ve metamyelosit arasinda bir gecis formudur. Kalpten alinan
kan oérnekleriyle karsilastirildiginda kuyruk venasindan alinan kan érneklerinde akyuvar sayisi
belirgin olarak yiiksektir. Kan parametrelerine dair en tutarll degerlerin sag kalpten alinan

kanda yapilan 6l¢iimlerde elde edildigi bildirilmektedir [101-104].

T Lenfosit

- — — @
Lenfoid kok
hiicreler
/ \ @ —» ks )
- Pluripotent B Lenfositler Plazma Hiicreleri
kok hicreler ‘ Eritrositler

/

4 Mega Karyositler
o — = L0

Miyeloid kok \ -
hiicreler - - Makrofajlar
Monositler

W  Granilositler

Sekil 2.10. Kan hiicrelerinin olusumu[69]

Polikromatik eritrositler (PCE) gelisimlerinin ara asamasinda olan, olgun olmayan
eritrositlerdir. Yapilarinda hald ribozom bulundururlar ve ribozomlarin boyanma
ozelliklerinden dolayi, gelisimlerini tamamlamis olgun normokromatik eritrositlerden (NCE)
ayirt edilebilirler. NCE'ler 1s1tk mikroskobunda mavi-yesil arasi bir renkte gortliirken, daha

biiylik olan PCE’ler sarimsi1 turuncu renkte gortilmektedirler [105]
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2.8.5. Karaciger

Bu tez ¢calismasinda kullanilan diger bir doku ise sigan karacigeridir.
Karaciger; proteinlerin tretilmesi ve depolanmasi, protein metabolizmalarinin bircok

yan Uretimlerinin tanzim ve kontrol edilmesinden sorumlu organdir. Bunlarin yani sira;

. Sekerin depolanmasi ve kanda bulunmasi gereken seker miktarinin ayarlanmasi.

. Viicuttaki toksik maddelerin nétralize edilmesi.

. Depo edilmis yaglarin kullanilmast.

. Kanin pihtilasmasi i¢in gerekli maddelerin iiretilmesi.

J Safra ve safra tuzlarinin tretilmesi.

. Kirmizi kan hiicreleri ve baska kan elemanlarinin liretimi icin gerekli ve 6énemli olan

maddelerin liretimi ve depolanmasi.

. Safra salgilanmasi.

. Viicut 1sisinin ayarlanmasi,

. Viicudun ihtiyaci olan su ve vitaminlerin dengesinin saglanmas,

° Kan miktarinin ayarlanmasi,

. Hormonlarin gérevleri lizerinde belli etkiler gibi pek cok gorevi bulunmaktadir.

Biitiin bunlar insan karacigerinin, sican karacigeri ile gérev bakimindan ortak olan
ozellikleridir. Gorev bakimindan sican ve insan karacigeri benzer ozelliklere sahip olsa da
morfolojik acidan bazi farklilhklar1 bulunmaktadir. insan karacigeri tek lobdan meydana
gelirken sican karacigeri dort lobdan meydana gelmektedir. Ancak bu loblar arasinda gorev
dagilimi1 bakimindan bir farklilik bulunmamaktadir.

« Orta veya sistik lob: Merkezde yarik vardir.

« Sol lateral lob: Biiyiiktiir ve kismen acikliklar vardir.

« Sag lateral lob: Anterior ve posterior olmak tizere kismi bir ayrisimi vardir.

Orta lob tarafindan gizlenmistir.

* Uc¢ yada kuyruk lob: Kiigiiktiir, mide ve 6zefagus tarafina ¢ok belirgin bir

kivrim yapar (Sekil 2.11. ve 2.12.).
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SOL LATERAL

(0]

S

SAG LATERAL

Sekil 2.11. Sican karacigerin Loblar1 [69]

Sekil 2.12. Kanin uzaklastirildigi bir sican karacigeri fotografi [69]

2.8.6. Sindirim Sistemi

Yarig1 olan bir ist dudaga ve tam bir alt dudaga sahiptir. Her iki cenede de iyi gelismis

kesici disler bulunur.

Ozefagusun mideye girdigi noktada, 6n mide ve bezsel mideyi ayiran anatomik sinirin
yarattigi katlanma nedeniyle sicanlar kusamazlar. Sicanlarin bu o6zelligi bizim bu tez
calismamizda, kimyasali gavaj yontemiyle uyguladigimiz i¢in ¢ok biiyiik avantaj sagladi. Sicanlar
omnivor hayvanlardir. Bu nedenle laboratuvar yemi yapiminda hem bitkisel hem de hayvansal
kokenli yem maddeleri kullanilmaktadir. Genellikle 2-3 y1l yasarlar ancak daha diisiik kalorili

besinlerle beslenen sicanlarin daha uzun siire yasadiklari bildirilmektedir [98,106].
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calismada Luna Experience SC 400 Fungusit'inin genotoksik etkisinin ve oksidatif
hasar potansiyelinin olup olmadigini arastirmak amag¢lanmistir. Bu amaca yonelik olarak Mersin
Universitesi Deney Hayvanlari Labaratuvari’'nda 12 aylik ve ortalama 400 gr agirhgindaki disi
sicanlara 30 giin siiresince 48 saatlik araliklarla, gavaj yoluyla, hazirlanan doz gruplan
uygulanmistir.
3.1. Materyal
3.1.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

> Homojenizasyon Tamponu

0,89 gr EDTA (Sigma) ve 0,438 gr NaCl (Merck) %10’luk DMSO ¢ozeltisi icinde (10 ml
DMSO ve 90 ml distile su) ¢oziilerek hazirlanmistir.

> Lizis ¢ozeltisi - (500 mL - pH 10)

75,05 gr NaCl (Merck), 18,6 gr EDTA, 0,6 gr Trizma (Tris) (Sigma) iizerine 350 mL saf su
ilave edildi. 20 dk sonra 4 gr NaOH (Merck) eklenerek saf su ile 445 mL’'ye tamamlandu.
Hazirlanan bu soliisyondan 71 mL alindi, tizerine 8 mL DMSO (Carlo Erba) ve 1 mL Triton-X-100
(Sigma) eklenerek hazirlandu.

> Fosfat tamponu (PBS)

0,96 gr PBS (Sigma) 100 mL saf su icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

> Diisiik erime noktali agaroz (LMA)

0,065 gr LMA (Bioshop) 10 mL PBS icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

> Yiiksek erime noktali agaroz (NMA)

0,25 gr NMA (Sigma) 50 mL PBS icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. NMA, lamlari

kaplamak i¢in kullanilmigtir.
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> Elektroforez ¢ozeltisi - (1,5 1t -pH 13)

18 gr NaOH (300 mM NaOH), 0,63 gr EDTA (1 mM EDTA) iizerine 1,5 It olana kadar saf

su ilave edilerek hazirlanmstir.

> Notralizasyon ¢ozeltisi - (500 mL - pH 7,5)

24 gr Trisma base (Sigma) 500 mL’ye kadar saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

> Etidyum Bromiir Boya soliisyonu

5 mg etidyum bromiire 50 mL saf su ilave edilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir.

Hazirlanan stok ¢ozeltiden 1:4 oraninda seyreltilerek hazirlanan ¢ézelti kullanilmistir.

> AKkridin Oranj Boya soliisyonu

0,01 gr akridin oranj, 100 ml distile su icinde ¢6ziilerek hazirlanmistir.

> Fosfat Tamponu

0,681 gr KH,PO, distile suda ¢oziinerek 100 ml'ye tamamlandi. 2,77 gr NaHPO..12H,0

distile suda ¢6ziinerek 155 ml’ye tamamland. Iki ¢6zelti karistirilarak pH:7’ye ayarlandu.

> Hidrojen Peroksit

%30’luk stok H20;’den 34 pl alinarak fosfat tamponuyla 10 ml'ye tamamland.

> TCA Cozeltisi(%10)

10 gr TCA (Trikloro Asetik Asit, Merck), 100 ml distile su icinde ¢oziildii.

>  TBA Cézeltisi (%0,0675)

0,3375 gr TBA (Tiyobarbittirik Asit, Merck) 50 ml distile su icinde ¢6ziildi.

3.1.2. Dokularin Hazirlanmasi

Maruziyet sliresinin sonunda ketamin ve xylazine karisimi (90 mg/kg Alfamine ve 7

mg/kg Xylazinbio) ile uyutulan sicanlardan heparinli enjektérlere kanlar alindi, ardindan
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karaciger dokular1 ¢ikarilarak tiiplere alindi. Dokularin c¢ikarilmasinin ardindan tiipler +4

derecede 1 saat bekletilerek ardindan analiz islemleri yapildi.

3.1.2.1. Kan Hemolizatlarinin Hazirlanmasi

MDA ve CAT ol¢limlerinde kullanilacak olan kan hemolizatlarinin hazirlanmasy;

. Stok kanlardan 2 ml kan 6rnekleri tiiplere alinarak +4 °C'de 4000 rpm’de 5 dakika

boyunca santrifiij edildi.

. Kan plazmasi tipler lizerinden alindi, sekilli elemanlar iizerine kalan hacmin 3 kati

kadar SF (Serum Fizyolojik) eklendi. (% 0,9'luk Tuz Cozeltisi)

. +4 °C’de 4000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

. Supernatant atildi, pellet iizerine 1:3 oraninda SF eklendi.

° +4 °C’de 4000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

. Supernatant atildi, pellet tizerine 1:4 oraninda sogutulmus distile su eklendi.
. Tlpler vortekslendi.

. 20-30 dakika kadar +4°C’de bekletildi.

. +4 °C'de 4000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

. Pellet atild1.

. Supernatant, testlerde kullanilmak t{izere alindu.

3.1.2.2. Karaciger Homojenatinin Hazirlanmasi

. Sicanlardan elde edilen karacigerlerden 1 gr ornek alinarak {izerine 10 ml

homojenizasyon tamponu eklendi.

. +4°C’de 16.000 rpm’de 3 dakika boyunca homojenize edildi.
° +4°C’de 2000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.

. Supernatant atildi.

. Pellet 1:1 oraninda PBS ile karistirild1.

. Homojenat, testler uygulanana kadar +4°C’de sakland:.

3.1.3. Gruplarin Belirlenmesi

Calismada 5 grup kullanilmistir. Bunlar, NK (Negatif Kontrol) , PK (Pozitif Kontrol), 5
mg/kg Luna Grubu, 10 mg/kg Luna Grubu, 20 mg/kg Luna Grubudur.
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NK gruplarina gavajla SF verilmistir.

Luna Gruplarinda, stok Luna Experience SC 400 Fungusit'inden hazirlanan ¢ozeltiler

kullanilmistir. Dozlar, LDso degerine gore belirlenmistir [48].

PK olarak kullanilan Mitomycin-C (MMC) stok c¢ozeltiden 2 mg/kg olacak sekilde

hazirlanarak pozitif kontrol gruplarina uygulanmistir.

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Santrifiij (Niive-NF 815)

pH metre (Inolab wtw)

Spektrofotometre (Analytik Jena, Specord 210 Plus)
Elektroforez (Thermo Scientific, EC300XL2)
Floresan mikroskop (Olympus, BX51 mikroskop)
Sicak su banyosu (Nahita, 601/12)

Manyetik karistirici (Misung Scientific, MS300HS)
Hassas terazi (Kern, AL] 220-4)

3.2. Yontem

3.2.1. Kan Hemolizatlarina Komet Yénteminin Uygulanmasi

. Tam kan PBS ile 1:10 oraninda seyreltildi.

. 250 pl LMA + 30 pl 6rnek kanistirild.

. Karisimlar, 6nceden NMA ile kaplanmis lamlara yayildi ve iizeri lamel ile kapatildi.
o Lamlar, 15 dakika +4°C’de bekletildi.

. Lameller, lamlarin iizerinden alindi ve salelere konuldu, lizerine 80 ml lizis ¢6zeltisi

eklendi ve 1 saat +4°C’de bekletildi.

. Lizisten cikarilan preparatlar elektroforez tankina yerlestirildi

. Elektroforez ¢ozeltisiyle tank dolduruldu ve 20 dakika calistirllmadan bekletildi.

. 20 dakika 25V (Volt) 300 mA’de (miliamper) elektroforez edildi.

. Elektroforezden ¢ikarilan preparatlar 15 dakika notralizasyon ¢6zeltisinde bekletildi.
. Notralizasyondan ¢ikarilan preparatlar 10 dakika soguk etanolde bekletildi.

. Etanolden cikarilan preparatlar kurutma kagidi tizerine yayildi.
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. Preparatlar 75 ul etidyum bromiir ile boyanarak florasan mikroskopta incelendi.

3.2.2. Kan Hemolizatlarina MN Yénteminin Uygulanmasi

. Tam kandan 1 damla alinarak lama damlatildi.

. Lamel yardimiyla kan, lam iizerine yayildi.

. Kurumasi i¢in 1 saat bekletildi.

J Kuruduktan sonra 10 dakika etanolde bekletildi.

. 75 wl Akridin Oranj ile boyanarak florasan mikroskopta incelendi.

3.2.3. Karaciger Homojenatlarina Komet Yonteminin Uygulanmasi

. Karaciger homojenatindan érnek alinarak PBS ile 1:10 oraninda seyreltildi.

. 250 pul LMA + 30 pl 6rnek karistirild.

. Karisimlar, 6nceden NMA ile kaplanmis lamlara yayild1 ve tlizeri lamel ile kapatildi.

° Lamlar, 15 dakika +4°C’de bekletildi.

) Lameller, lamlarin lizerinden alindi ve salelere konuldu, iizerine 80 ml lizis ¢ozeltisi

eklendi ve 1 saat +4°C’de bekletildi.

. Lizisten cikarilan preparatlar elektroforez tankina yerlestirildi

. Elektroforez ¢ozeltisiyle tank dolduruldu ve 20 dakika calistirilmadan bekletildi.

o 20 dakika 25V 300 mA'’de elektroforez edildi.

. Elektroforezden ¢ikarilan preparatlar 15 dakika nétralizasyon ¢6zeltisinde bekletildi.
. Notralizasyondan c¢ikarilan preparatlar 10 dakika soguk etanolde bekletildi.

. Etanolden cikarilan preparatlar kurutma kagidi tizerine yayildi.

. Preparatlar etidyum bromiir ile boyanarak florasan mikroskopta incelendi.

3.2.4. Karaciger Homojenatlarina MN Yénteminin Uygulanmasi

. Karaciger homojenati PBS ile 1:10 oraninda seyreltildi.

. Seyreltik soliisyondan 100 pl alindi, lamel yardimi ile lam tizerine yayildi.
. Kurumasi icin 1 saat bekletildi.

J Kuruduktan sonra 10 dakika etanolde bekletildi.

. 75 wl Akridin Oranj ile boyanarak florasan mikroskopta incelendi.
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3.2.5. Kan ve Karaciger Dokularinda Katalaz Enzim Diizeyinin Ol¢iilmesi

Katalaz enzim diizeyinin 6l¢iilmesi Aebi'nin yontemine goére, 240 nm’de hidrojen

peroksit'in azalmasi goz 6ntinde bulundurularak hesaplanmistir[107,108].

Ornekler, spektrofotometre kiivetlerine Tablo 3.1’deki oranlarla hazirlanmis ve 240

nm’de incelenmistir.

> H.0,, spektrofotometre kiivetine en son eklenir ve kiivet vortekslenir.

Tablo 3.1. Katalaz Ol¢iimii Hazirlik Tablosu [107]

Kor Numune
H:0: 10 ul 10 pl
Fosfat Tamponu 2990 2990 pl
Ornek - 10 pl
Distile Su 10 pl -

3.2.6. Kan ve Karaciger Dokularinda Malondialdehit Diizeyinin Olgiilmesi

Ohkawa'nin methoduna gore spektrofotometrede 532 nm’de okunarak ortamda

bulunan malondialdehit miktarinin belirlenmesi esasina gore 6l¢iilmiistiir[108,109].

Ornekler, spektrofotometre kiivetlerine Tablo 3.2’deki oranlarla hazirlanmis ve 532

nm’de incelenmistir.

Tablo 3.2. MDA Ol¢iimii Hazirlik Tablosu[109]

Kor Numune
TCA 2,5 ml 2,5 ml
Ornek - 0,5 ml
Distile Su 0,5 ml -
TBA 1 ml 1 ml
. TBA eklemeden once tiipler 95°C’de su banyosunda 15 dakika inkiibe edildi.
. TBA eklendikten sonra tiipler 95°C’de su banyosunda 60 dakika inkibe edildi.
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3.3. Istatistiksel Analiz

Deney protokolleri sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde STATA MP/11 paket programi icerisinde Shapiro-Wilk, Kolmogorov-
Smirnov, ANOVA, Kruskal Wallis, Pearson Korelasyon ve Spearman Korelasyon metodlari
kullanilmistir. Sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark olup olmadigini incelemek
amaciyla uygulanan dozlar hem kendi aralarinda hem pozitif kontrol degerleri hem de negatif
kontrol degerleri ile kiyaslanmistir. Tiim analizler yapilirken 35 sicandan elde edilen verilerin
ortalamalar1 kullanilmistir. Degerlendirmeler yapilirken, p degeri (giiven araligi) 0,05 ve 0,001

olarak alinmistir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Calismada, belirlenen doz gruplarina maruz birakilmis sicanlardan alinan kan ve
karaciger dokularinda yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen oksidatif DNA hasar verileri
komet test yontemi ile belirlenmistir. Komet deneyi sonucunda hazirlanan preparatlar etidyum
bromiir ile boyanmistir. Her bir sigana ait bir dozdan 100 hiicre sayilmis ve sayilan hiicreler
ugramis olduklar1 hasara gore tip 0, tip 1, tip 2 tip 3 ve tip 4 olmak ilizere bes grupta
siniflandirilmistir. Yapilan sayimlar sonucunda hasarl hiicre ytlizdesi ve genetik hasar indeksi

asagidaki formiiller kullanilarak belirlenmistir [110].

Genetik hasar indeksi (GHI) : [(Tip0x0) + (Tip1x1) + (2xTip2) + (3xTip3) + (4xTip4)]

Hasarli hiicre yuizdesi (HHY) : (Tip2) + (Tip3) + (Tip4)

Genotoksisite test sonuglari kan ve karaciger hiicrelerinde mikronukleus test yontemi
ile belirlenmistir. Hazirlanan preparatlar akridin oranj ile boyanmis kan hiicreleri icin 2000

hiicre, karaciger hiicreleri i¢cin 1000 hiicre sayillmistir.

Oksidatif hasar potansiyeli kan ve karaciger hiicrelerinde CAT ve MDA diizeyleri
Olctlerek belirlenmistir. Deney sonuglari uygun absorbans degerleri kullanilarak (CAT: 240 nm,
MDA: 532 nm) hesaplanmistir. CAT sonuglar1 alinirken ilk 6l¢iim ve 30. Saniye 6l¢limleri dikkate

alinmistir.

4.1.1.Kan Hiicrelerinde Uygulanan Komet Testi Sonucu Elde Edilen Degerler

Uygulanan dozlar sonucunda sicanlardan elde edilen komet sonuglar1 Tablo 4.1'de

gosterilmistir. Floresan mikroskop altinda elde edilen gortintiiler Sekil 4.1.’de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Komet testi sonucu elde edilen hasarli kan hiicreleri degerleri.

Gruplar Sicanlar

NK

5 mg/kg

20 mg/kg

PK 10 mg/kg
O U B W N RN U R WN R NOUREWN ROV A WNR IO R WN R

7
NK: Negatif Kontrol

Tip 0

80
79
77
66
69
54
62
42
33
43
60
26
48
41
12
28
26
30
3
20
7
18
22
5
19
24

o O o ©o o o

0

PK: Pozitif Kontrol (2 mg/kg MMC)

Tip 1

18
20
22
34
30
44
37
52
60
47
36
63
40
53
64
69
60
45
57
67
83
63
60
66
53

N DN P W DN W N

Tip 2

1

= O U oY, N RO R R

= =
=

20
18
13
23
31

21
13
19
20

13
13
12

12
10
12
12

Tip 3

1

= R WOy 0RO N RN DA RO WL, NDNDO OO O O o o

N DN NN DN DN
W W H» U1 O N O

N N N NN D DD O O O O O O O O O O o o o o o o o o o o

A OO O O O & U1
W W U1 © N =,

Tip 4
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4.1.2. Kan Hiicrelerinde Hasarli Hiicre Yiizdesi Sonug¢lari

Tablo 4.1’de belirtilen verilerden elde edilen HHY degerleri Tablo 4.2’de, bu
degerlerden elde edilen istatistik sonuglar1 Tablo 4.3’de ve Sekil 4.2’de verilmistir. Genel olarak
Luna’nin doz artisina bagh olarak HHY artis gostermistir. Degerler bakimindan gruplar arasi

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir.

Tablo 4.2. Hasarl kan hiicreleri verilerinden elde edilen HHY degerleri.

Sicanlar NK 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg PK
1.S1can 2 6 24 29 98
2.S1can 1 7 20 18 91
3.S1¢an 1 10 14 29 98
4.S1can 0 4 25 28 97
5.S1can 1 11 40 13 99
6.S1can 2 12 13 16 98
7.S1can 1 6 10 16 98

Tablo 4.3. HHY degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi

Gruplar HHY Sonuglari
NK 01,14 £ 0,69

5 mg/kg 08,00 + 3,000
10 mg/kg 20,86 £ 10,172
20 mg/kg 21,29 £ 7,062
PK 97,00 £ 2,71a

aNK ile karsilastirildiginda (p<0,001), » 20 mg/kg ile karsilastirildiginda (p<0,001)

Sekil 4.1. Kan dokusundan elde edilmis komet goriintiileri
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100+
k2

80
60

407
20

T T T T T
NK PK 20 mgkg 10 mgkg S mgkg

$

Dozlar
Sekil.4.2. Kan HHY degerleri istatistik sonug¢larinin dozlara gore dagilimi.
4.1.3. Kan Hiicrelerinde Genetik Hasar indeksi Sonuglar
Tablo 4.1'de belirtilen verilerden elde edilen GHI degerleri Tablo 4.4’de, bu degerlerden
elde edilen istatistik sonuglar1 Tablo 4.5’de ve Sekil 4.3’de verilmistir Genel olarak Luna’'nin doz
artisina bagh olarak GHI artis gdstermistir. Degerler bakimindan gruplar arasi istatistiksel

olarak anlaml bir fark bulunmaktadir.

Tablo 4.4. Hasarli kan hiicreleri verilerinden elde edilen GHI degerleri.

Sicanlar NK 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg PK
1.S1can 23 64 116 133 342
2.S1can 22 76 111 105 329
3.S1¢an 24 68 89 136 350
4.S1can 34 47 97 119 342
5.S1can 32 85 146 96 353
6.S1can 48 65 97 92 347
7.S1¢an 39 65 104 104 347
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Tablo 4.5. GHI degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi

Gruplar GHI Sonuclar:
NK 31,71+9,60

5 mg/kg 67,14+11,71 3
10 mg/kg 108,57+£18,86 2
20 mg/kg 112,14+17,49 2
PK 344,29+7,83 2

aNKile karsilastirildiginda (p<0,001), b 20 mg/kg ile karsilastirildiginda (p<0,001)

4007
300

2007

IR )
£3

T T T T T
NK PK 20 mgkg 10 mgkg S mgkg

Dozlar

Sekil 4.3. Kan GHI degerleri istatistik sonuclarinin dozlara goére dagilimu.

4.1.4. Kan Hiicrelerinde MN Testi Analiz Sonuclari

Kan hiicrelerinde yapilan MN testi sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.6.da
gosterilmistir. Luna’'nin doz artisina baghh olarak MN degerlerinde artis, PCE degerlerinde
azalma goriulmistiir. Tim dozlar negatif kontrole gore farkhilik gostermistir. En diisiik doz
grubu (5 mg/kg) ile en biiyiik doz grubu (20 mg/kg) arasinda da anlaml farklilik gériilmiistiir.
(Tablo 4.7. ve Sekil 4.4. 4.5 ve 4.6)
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Tablo 4.6. Kan hiicreleri MN testi sonucu elde edilen MN ve PCE degerleri.

=
2

PCE
45
43
37
47
45
46
42
17
15
16
17
15
14
13
18
20
17
16
15
22
18
25
32
23
24
25
28
21
16
12
15
19
16
17

21 12
NK: Negatif Kontrol = PK: Pozitif Kontrol (2 mg/kg MMC)

Gruplar Sicanlar

NK

5 mg/kg
O© 00 O W VW 0 VW VW 0O W b W W N b W

—_
(U

20 mg/kg
U1 O N NN OOy 0O O

PK
BoR NN N
Ul O » © N

10 mg/kg
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Tablo 4.7. MN ve PCE degerlerinin ortalama ve standart sapmasi

PCE/Total Eritrosit

Gruplar
NK

5 mg/kg
10 mg/kg
20 mg/kg
PK

43,57%3,36

25,43+3,60 2
18,00+£2,38
15,29+£1,50
15,29+2,56 2
aNKile karsilastirildiginda (p<0,001), b 20 mg/kg ile karsilastirildiginda (p<0,001)

MN
0,49+0,10
0,79+0,05 ab
0,96+0,05
0,940,022
1,29+0,06 2

501

1

404

307

1

1

1

T
NK

T
PK

T
20 mgkg

Dozlar

T
10 mgkg

T
S mgkg

Sekil 4.4. PCE/Total Eritrosit istatistik sonug¢larinin dozlara gére dagilimai.
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Sekil 4.5. Kan dokusundan elde edilmis MN goriintiisii

1,254

1,001 I I

50

T T T T T
NK PK 20 mgkg 10 mgkg S mgkg

Dozlar

Sekil 4.6. Kan MN istatistik sonuglarinin dozlara gore dagilimi.
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4.1.5. Kan Hiicrelerinde Katalaz Ol¢iim Testi Analiz Sonuglar
Kan hiicrelerinde yapilan katalaz olciimii testi sonucunda elde edilen veriler Tablo
4.8.de gosterilmistir. Dozlar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik gériilmemistir. En

yiiksek doz grubu (20 mg/kg) ile NK arasinda anlaml farklilik goriilmiistiir (p<0,05). (Sekil 4.7)

Tablo 4.8. Kan hiicreleri katalaz degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi.

Gruplar CAT Sonuglar
NK 0,077+0,000

5 mg/kg 0,076+0,001
10 mg/kg 0,076+0,000
20 mg/kg 0,074+0,004~

aNK ile karsilastirildiginda (p<0,05)

,0780000000000000-
%
,0760000000000000-
,0740000000000000- y
,0720000000000000
,0700000000000000-
T T T T
NK 20 mghkg 10 mghkg S mgkg

Dozlar

Sekil 4.7. Kan Katalaz istatistik sonuglarinin dozlara goére dagilimi.
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4.1.6. Kan Hiicrelerinde Malondialdehit Ol¢iim Testi Analiz Sonuclar:

Kan hiicrelerinde yapilan MDA 6l¢iimii testi sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.9’da

gosterilmistir. Dozlar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik gériilmemistir (Sekil 4.8.)

Tablo 4.9. Kan hiicreleri MDA degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi

Gruplar MDA Sonuglari
NK 1,37+0,14
5 mg/kg 1,58+0,10
10 mg/kg 1,00+0,22
20 mg/kg 0,91+0,23
1,7500

1,5000+ E

1,2500

1,00007 [

75007

T T T T
NK 20 mghkg 10 mghkg S mgkg

Dozlar

Sekil 4.8. Kan MDA istatistik sonuclarinin dozlara gore dagilimu.

4.1.7. Karaciger Hiicrelerinde Uygulanan Komet Testi Sonucu Elde Edilen Degerler

Uygulanan dozlar sonucunda siganlardan elde edilen komet sonuclar1 Tablo 4.10.’da

gosterilmistir. Floresan mikroskop altinda elde edilen gortntii Sekil 4.9’de gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Karaciger dokusundan elde edilmis komet goriintiileri
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Tablo 4.10. Komet testi sonucu elde edilen hasarli karaciger hiicreleri degerleri

Gruplar Siganlar Tip O Tip 1 Tip 2 Tip 3 Tip 4
1 65 28 6 1 0
2 66 26 6 2 0
3 67 26 6 1 0
4 68 23 8 1 0
5 67 24 8 1 0
6 69 25 5 1 0
7 65 25 8 2 0
1 56 22 12 5 5
2 57 18 14 7 4
®» 3 60 17 12 6 5
w4 63 16 9 8 4
E 5 53 23 15 5 4
6 56 21 13 7 3
7 59 24 8 6 3
1 16 38 15 22 9
2 20 45 16 11 8
2 3 22 43 15 12 8
? 4 21 47 17 11 4
= 5 17 49 18 8 8
6 19 43 17 14 7
7 23 41 16 12 8
1 0 9 12 26 53
2 0 8 11 25 56
2 3 1 9 14 26 50
? 4 0 10 13 24 53
2 5 2 11 14 27 46
6 0 8 16 23 53
7 1 9 15 24 51
1 0 2 6 28 64
2 0 3 5 27 65
3 0 1 6 27 66
= 4 0 2 7 25 66
5 0 1 8 24 67
6 0 1 5 25 69
7 0 2 8 25 65

NK: Negatif Kontrol = PK: Pozitif Kontrol (2 mg/kg MMC(C)
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4.1.8. Karaciger Hiicrelerinde Hasarl Hiicre Yiizdesi Sonuclari

Tablo 4.10°de belirtilen verilerden elde edilen HHY degerleri Tablo 4.11.de bu

degerlerden elde edilen istatistik sonuglar1 da Tablo 4.12 ve Sekil 4.10."de verilmistir. Genel

olarak Luna’nin doz artisina bagh olarak HHY artis géstermistir. Degerler bakimindan gruplar

arasl istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir.

Tablo 4.11. Hasarl karaciger hiicreleri verilerinden elde edilen HHY degerleri.

Sicanlar
1.S1can
2.S1can
3.S1can
4.S1can
5.S1can
6.S1can
7.S1can

NK

S O O N o 3

10

5 mg/kg

22
25
23
21
24
23
17

10 mg/kg 20 mg/kg PK
46 91 98
35 92 97
35 90 99
32 90 98
34 87 99
38 92 99
36 90 98

Tablo 4.12. HHY degerlerin ortalamasi ve standart sapmasi.

Gruplar
NK

5 mg/kg
10 mg/kg
20 mg/kg
PK

HHY Sonuglari
08,00+1.41

22,14+2,61 b
36,57+4,54 ab
90,28+1,70 2
98,28+0,75

aNK ile karsilastirildiginda (p<0,001), » 20 mg/kg ile karsilastirildiginda (p<0,001)
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100
807

60

B I

204 I

0

T T T T T
NK PK 20 mgkg 10 mgkg Smgkg
Dozlar

Sekil 4.10. Karaciger HHY Degerleri Istatistik sonuglarinin dozlara gére dagihma.
4.1.9. Karaciger Hiicrelerinde Genetik Hasar indeksi Sonuglar

Tablo 4.10’de belirtilen verilerden elde edilen GHI degerleri Tablo 4.13’'de, bu
degerlerden elde edilen istatistik sonuglar1 da Tablo 4.14. ve Sekil 4.11'de verilmistir. Genel
olarak Luna’nin doz artisina bagh olarak GHI artis gostermistir. Degerler bakimindan gruplar

arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir.

Tablo 4.13. Hasarli karaciger hiicreleri verilerinden elde edilen GHI degerleri.

Sicanlar NK 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg PK
1.S1can 43 81 170 323 354
2.S1can 44 83 142 329 354
3.S1can 41 79 141 315 358
4.S1can 42 74 130 320 355
5.S1can 43 84 141 304 357
6.S1can 38 80 147 321 362
7.S1¢an 47 70 141 315 353
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Tablo 4.14. GHI degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi.

Gruplar GHI Sonuglari
NK 42,57+2,76

5 mg/kg 78,71+5,02 ab
10 mg/kg 144,57+£12,31
20 mg/kg 318,14+7,882
PK 356,14+3,13

aNK ile karsilastirildiginda (p<0,001), » 20 mg/kg ile karsilastirildiginda (p<0,001)

400+
o )
300+
2004
100
o
=
0—
T T T T T
NK PK 20 mgkg 10 makg 5 mgkg
Dozlar

Sekil 4.11. Karaciger GHI Degerleri Istatistik sonuclarinin dozlara gére dagihmi
4.1.10. Karaciger Hiicrelerinde MN Testi Analiz Sonuc¢lar
Karaciger hiicrelerinde yapilan MN testi sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.15.'te

gosterilmistir. Luna’nin doz artisina bagh olarak MN degerleri artis géstermistir. Tiim gruplar

arasinda anlaml farklilik gérilmistiir. (Tablo 4.16, Sekil 4.12. ve Sekil 4.13.)
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Tablo 4.15. Karaciger hiicreleri MN testi sonucu elde edilen MN degerleri.

Dozlar Sicanlar MN
1 1
2 2
3 1
]
= 4 1
5 2
6 1
7 0
1 3
2 3
Iy 3 3
@ 4 2
=
n 5 4
6 2
7 2
1 7
2 7
2 3 5
SN
%” 4 4
=) 5 8
6 5
7 6
1 13
2 19
- 3 14
o 4 21
g
S 5 11
6 12
7 12
1 22
2 26
3 24
E 4 23
5 24
6 26
7 24
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Tablo 4.16. MN degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi.

Gruplar MN Sonuclari
NK 0,10+0,16

5 mg/kg 0,42+0,12 ab
10 mg/kg 0,77+0,11 ab
20 mg/kg 1,150,112
PK 1,38+0,03 2

aNKile karsilastirildiginda (p<0,001), b 20 mg/kg ile karsilastirildiginda (p<0,001)

1,509

1,004

I
41

T T T T T
NK PK 20 mgkg 10 mgkg S mghkg

Dozlar

Sekil 4.12. Karaciger MN degerleri istatistik sonuclarinin dozlara gore dagilimi.
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Sekil 4.13. Karaciger dokusundan elde edilmis MN goriintiisii
4.1.11. Karaciger Hiicrelerinde Katalaz Ol¢iim Testi Analiz Sonuglari

Karaciger hiicrelerinde yapilan katalaz 6l¢timii testi sonucunda elde edilen veriler Tablo
4.17’de gosterilmistir. Dozlar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklihk goériilmemistir. En
yiksek doz grubu (20 mg/kg) ile NK arasinda anlamli farklilhik goriilmiistiir (p<0,05). (Sekil

4.14)

Tablo 4.17. Karaciger hiicreleri katalaz degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi.

Gruplar Katalaz Sonuclar
NK 0,077+0,000

5 mg/kg 0,076+0,000

10 mg/kg 0,076+0,001

20 mg/kg 0,071+0,008 2

aNK ile karsilastirildiginda (p<0,001)
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,0800000000000000

,0750000000000000-

,0700000000000000

,0650000000000000

,0600000000000000

T T T T
NK 20 makg 10 mgkg S mgkg
Dozlar

Sekil 4.14. Karaciger katalaz istatistik sonuglarinin dozlara gére dagilimi.
4.1.12. Karaciger Hiicrelerinde Malondialdehit Ol¢iim Testi Analiz Sonuglar:

Karaciger hiicrelerinde yapilan MDA 6l¢ciimii testi sonucunda elde edilen veriler Tablo
4.18.de gosterilmistir. Luna’'nin doz artisina bagl olarak sonuglarda istatistiksel olarak anlaml

farklilik goriilmemistir (Sekil 4.15.) .

Tablo 4.18. Karaciger hiicreleri MDA degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi.

Gruplar MDA Sonuglari
NK 0,33+0,06
5 mg/kg 0,26+0,03
10 mg/kg 0,32+0,05
20 mg/kg 0,19+0,04

58



Cuma Aktas, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

4000

,3500]

,3000

,25007]

,20007

15007

1000

NK 20 mlg/kg 10 mlg/kg 5 m:g/kg

Dozlar
Sekil 4.15. Karaciger MDA Istatistik sonuglarinin dozlara gore dagilimi.
4.1.13. Korelasyon Degerlendirmesi

Korelasyon degerlendirme tablosu Tablo 4.19’da verilmistir.

Tablo 4.19. Korelasyon Degerlendirme Tablosu

Deger Korelasyon

>0,80 Cok Yiiksek Korelasyon
0,60-0,80 Yiiksek Korelasyon
0,40-0,59 Orta Derece Korelasyon
<0,40 Zayif Korelasyon

Kan dokusunda yapilan komet ve MN testi sonugclar1 arasinda cok yiiksek korelasyon
oldugu, CAT ve MDA sonuglar1 arasinda orta derece korelasyon oldugu, komet ve MN test
sonuglariyla CAT ve MDA test sonuglar1 arasinda da negatif korelasyon oldugu tespit edilmistir.

(Tablo 4.20.)
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Tablo 4.20. Kan Hiicrelerine Uygulanan Test Sonuglar1 Arasindaki Korelasyon

Degiskenler Kan GHI Kan HHY Kan MDA Kan CAT Kan MN
Kan - GHI 1

Kan - HHY 0,99 1

Kan - MDA -0,66™ -0,63" 1

Kan - CAT -0,44" -0,40" 0,51 1

Kan - MN 0,87 0,84 -0,48" - 1

Karaciger dokusunda yapilan komet ve MN testi sonuglari arasinda ¢ok yliksek
korelasyon oldugu, CAT ve MDA sonuclar: arasinda orta derece korelasyon oldugu, komet ve
MN test sonuglariyla CAT ve MDA test sonuglar1 arasinda da negatif korelasyon oldugu tespit
edilmistir. (Tablo 4.21.)

Tablo 4.21. Karaciger Hiicrelerine Uygulanan Test Sonuclar1 Arasindaki Korelasyon

Degiskenler Karacier = Karaciger = Karaciger  Karaciger = Karaciger
GHI HHY MDA CAT MN
Karaciger - GHI 1
Karaciger - HHY 0,99* 1
Karaciger - MDA -0,67* -0,70* 1
Karaciger - CAT -0,53" -0,52* 0,55 1
Karaciger - MN 0,95* 0,95* -0,62* -0,53* 1

Kan ve karaciger dokularinda yapilan komet testi sonuclarindan elde edilen GHI ve HHY

degerleri arasinda yliksek korelasyon oldugu tespit edilmistir. (Tablo 4.22.)

Tablo 4.22. Tim Komet Sonuglar1 Arasindaki Korelasyon

<. i Karaciger
Degiskenler Kan GHI Kan HHY Karaciger GHI HHY
Kan - GHI 1
Kan - HHY 0,99" 1
Karaciger - GHI 0,79™ 0,77 1
Karaciger - HHY 0,78 0,75™ 0,99 1

Kan ve karaciger dokularinda yapilan MN testi sonuglari arasinda ¢ok yliksek

korelasyon oldugu tespit edilmistir. (Tablo 4.23.)
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Tablo 4.23. Tiim MN Sonuclar Arasindaki Korelasyon

Degiskenler Kan MN Karaciger MN
Kan MN 1
Karaciger MN 0,88" 1

Kan ve karaciger dokularinda yapilan CAT ve MDA testi sonuclarina gore dokularin
birbirleriyle arasinda korelasyon olmadigi tespit edilmistir. Ayni dokunun CAT ve MDA

sonuglar arasinda da orta derece korelasyon oldugu tespit edilmistir. (Tablo 4.24.)

Tablo 4.24. Oksidatif Stres Test Sonuglar1 Arasindaki Korelasyon Tablosu

. Karaciger .
Degiskenler Kan MDA MDA Kan CAT Karaciger CAT
Kan MDA 1
Karaciger MDA - 1
Kan CAT 0,51 - 1
Karaciger CAT - 0,55 - 1

4.2. Tartisma

Bu calismada ticari bir fungusit olarak satilan Luna Experience SC 400in sican
karaciger ve kan dokularinin genotoksik hasarimi ve oksidatif hasar potansiyelini belirlemek
lizere testler yapilmistir. Komet ve MN yontemi kullanilarak hiicrelerde meydana gelen genetik
hasar belirlenmistir. CAT enzim diizeyi o6lciilerek oksidatif hasar potansiyeli ve MDA diizeyini

Olcerek lipit peroksidasyonu belirlenmistir.

Luna Experience SC 400 fungusiti, belirlenen dozlarin artisina bagh olarak sican
karaciger ve kan dokularinda istatistiksel acidan anlamli genotoksik etki gdstermistir. Komet
testi sonucunda elde edilen GHI ve HHY degerleri doz artisina bagh olarak artmistir. Uygulanan
dozlar kontrol grubu ile kiyaslandiginda; 5 mg/kg icin p<0,001, 10 mg/kg icin p<0,001 ve 20
mg/kg icin p<0,001 olarak degerlendirilmistir.

MN testi sonuglarindan elde edilen verilere gore, Luna Experience SC 400 fungusiti
dozlarin artisina bagh olarak sican karaciger ve kan dokularinda istatistiksel acidan anlamh

toksik etki gostermistir. Kan hiicreleri icin 2000 eritrosit sayillmis ve bunlarin icinden PCE’lerin
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sayisl belirlenmis, daha sonra 2000 PCE sayilip bunlarin icerisinde MN icerenlerin sayisi
kaydedilmistir. Uygulanan dozlar kontrol grubu ile kiyaslandiginda; 5 mg/kg icin p<0,001, 10
mg/kg icin p<0,001 ve 20 mg/kg icin p<0,001 olarak degerlendirilmistir. Karaciger hiicreleri
icin de 1000 hiicre sayilmis ve bunlarin icinden MN icerenlerin sayisi kaydedilmistir. Uygulanan
dozlar kontrol grubu ile kiyaslandiginda; 5 mg/kg icin p<0,001, 10 mg/kg i¢in p<0,001 ve 20
mg/kg icin p<0,001 olarak degerlendirilmistir.

Luna Experience SC 400 fungusitinin oksidatif hasar potansiyelini belirlemek amaciyla
CAT antioksidan enzim diizeyi ve lipit peroksidasyonunu belirlemek amaciyla MDA diizeyi

Olclilmistiir. Elde edilen verilere gore sonuglar istatistiksel agidan anlaml degildir.

Calismamizda karaciger ve kan dokularinda yapilan komet ve enzim analizleri genel
olarak degerlendirildiginde, oksidatif hasar potansiyeline iliskin olciilen CAT diizeyi NK ile
karsilastirildiginda anlaml farkliligin rapor edilmesi, DNA’daki genotoksik hasarin oksidatif
strese bagli olabilecegini diisiindiirmektedir. 5 mg/kg ve 10 mg/kg doz gruplan ile NK
arasindaki farkin anlamli olmamasi oksidatif hasarin doz artisina bagh olabilecegini

gostermektedir.

Kan dokudaki MDA ol¢iimleri genel olarak degerlendirildiginde 5 mg/kg'lik doz
grubunda MDA degerlerinde bir artis goézlenmis olup diger doz gruplarinda bu artisin

gozlenmemesi sicanlarin lipid peroksidasyonuna toleransli olduklari sonucunu dogurmaktadir.

Farkli kimyasal ve farkli organizma tipleri kullanilarak benzer in vivo ve in vitro

calismalarda da, fungusitlerin genotoksik etkisinin oldugu yoniinde sonuglar elde edilmistir.

Sivikova ve ark. Tebukonazol bazl bir fungusitin sigir lenfositlerinde bir etkisinin olup
olmadigini arastirmak amaciyla in vitro bir ¢alisma yapmislardir. Calismada si1g8ir lenfositleri 3,
6, 15, 30 ve 60 pl/mL dozlarinda 24 ve 48 saat slireyle fungusite maruz birakilmistir. MN
testinin uygulandig1 calismada, MN frekasinda doz artisina bagh olarak artis kaydedilmistir
(p<0,05). Calismada elde edilen sonuglar, tebukonazol bazli fungusitin sigir lenfositlerinde
genotoksik ve sitotoksik hasara sebep oldugunu gostermislerdir [54]. Bu calisma ile bizim
calismamizda kullanilan organizma ve yapilan testler farkli olmasina ragmen, olusan etki

genotoksisite acisindan degerlendirildiginde iki calisma birbirine paralellik gostermektedir.

Bowen ve ark. Sicanlarda bazi kimyasallarin genotoksik etkisini arastirmak amaciyla

komet ve MN testlerini de igceren bir ¢alisma yapmislardir. Calismanin benzimidazole grubu bir
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fungusit olan Carbendazim kullanilan kisminda, 1000 mg/kg, 1500 mg/kg ve 2000 mg/kg
dozlar kullanilmistir. Karaciger dokusunda yapilan komet testi sonucunda, doz artisina bagh
istatistiksel acidan anlamli artis kaydedilmistir (p<0,01). Kan dokuda yapilan komet testi
sonucu istatistiksel acidan anlamli artis goriilmemistir. Karaciger ve kan dokusunda yapilan MN
testi sonucunda doz artisina bagh istatistiksel acidan artis goriilmiistir (p<0,001) [111]. Bu
calisma ile bizim ¢alismamizin yapilan deney diizenegi, calisilan organizma, yapilan testler ve
sonuglar benzerlik gostermektedir. Sicanlarin fungusitlerin olusturmus oldugu genotoksik

hasara karsi duyarl olduklari sonucu gosterilmistir.

Marques ve ark. Mancozan fungusitinin eritrosit niiklear diizensizlikleri ve komet
analizinin birbiri ile tamamlayic1 olup olmadiklarini belirlemek amaciyla Anguilla anguilla
kullanarak bir ¢alisma yapmiglardir. Yapilan bu calismada, etken madde olarak bir fungusit olan
manzoceb, 0,29 ve 2,9 ug dozlarinda 3 giin boyunca yilan baliklarina uygulanmistir. Her grupta
3 canli kullanilmis, negatif kontrol olarak da 3 yilan balig1 temiz bir akvaryumda bekletilmistir.
Komet testinin uygulandigi bu calisma sonucunda, GHI degerlerinde doz artisina bagh
istatistiksel agidan anlamh artis gézlenmistir (p<0,001). Dozlarin negatif kontrole gore de artisi
istatistiksel agidan anlamli bulunmustur [112]. Marques ve ark. Mancozan fungusitinin hem
DNA diizeyinde hem de kromozomal diizeyde genetik hasar olusturabilecegini rapor
etmislerdir. Bu iki tesin birbiri ile tamamlayacagi oldugunu belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda
da yapmis oldugumuz komet testi DNA diizeyinde, MN testi de kromozomal diizeyde genetik

hasari tespit etmekte kullanildigindan iki calisma birbirine paralellik gostermektedir.

Sutiakova ve ark. Euparen Multi fungusitinin genotoksik etkilerini test etmek amaciyla
koyunlardan alinan lenfosit hiicrelerinde bir ¢alisma yapmislardir. Calismada lenfositler, 28
glin boyunca 93 mg/kg dozunda fungusite maruz birakilmistir. 28 giliniin sonunda lenfositlere
MN testi uygulanmistir. 1000 adet biniikleus hiicrenin sayildigi test sonucunda, deney grubunun
MN sayilarinin istatistiksel agidan anlaml bir sekilde kontrol grubundan fazla oldugu tespit
edilmistir (p<0,05) [113]. Bu calisma ile bizim ¢alismamizda kullanilan organizmalar farkh
olmasina ragmen, MN frekansindaki artisin iki ¢alismanin birbirini destekler nitelikte oldugunu

gostermektedir.

Schwarzbacherova ve ark. Fungusitlerin genotoksik etkisini test etmek amaciyla bir
calisma yapmislardir. Sigir lenfositlerinin kullanildig1 in vitro ¢alismada dozlar, 0,5 pg/mL, 1,5
pug/mL, 3 pg/mL, 6 pg/mL ve 15 pug/mL olarak belirlenmistir. Komet testinin uygulandigi
calismada, en ylksek doz hari¢ diger dozlar arasinda istatistiksel acidan anlamh artis

kaydedilmistir (p<0,001). En ytliksek doz grubunda hiicrelerin %80’inde erken hiicre 6liimii
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rapor edilmistir [114]. Bizim ¢alismamizda, genotoksik etkileri 6lgmek amaciyla yapmis
oldugumuz komet ve MN testi verileri birbirlerini destekler niteliktedir. Schwarzbacherova ve
ark. yapmis oldugu calismada Tango Super fungusitinin sigir lenfositlerinde erken hiicre
Olliimiinii rapor etmis olmalar1 Hao ve ark. tarafindan belirtilen ve Colo 320 hiicrelerinde yapmis
olduklar1 komet testinin Tip 4 verilerinin apoptozu isaret etmesiyle oértiismektedir [115]. Bizim
calismamizda da karaciger dokusunda komet sonugclarinin tip 4 verileri frekansinin ytiksek
olmasi, Hao ve ark. one siirmiis olduklar1t sonuglarla birbirini destekler niteliktedir.
Schwarzbacherova ve ark.’nin Tango Super fungusitinin meydana getirmis oldugu genotoksik
hasar ve mitokondriyal siiperoksit olusumunundaki artisin oksidatif stresin bir sonucu
oldugunu belirtmis olmalar1 bizim de ¢alismamizda karaciger katalaz analizlerindeki anlamh

artislarla ortiismektedir.[115]

Ku-Centurién ve ark. Monceren 250 SC fungusitinin genotoksik etkisini arastirmak
amaciyla bir ¢alisma yapmislardir. 2,5 saat siireyle 250 pg/ml, 350 pg/ml, 625 pg/ml, 850
pg/ml and 1250 pg/ml olarak belirlenen dozlarda fungusite maruz birakilmis zebra baligi
(Danio rerio) kullanilmistir. Yaptiklar1 komet testinden elde edilen sonuglara gore, kullanilan
fungusitin doz artisina bagh olarak genotoksisiteyi istatistiksel acidan anlamli olarak arttirdigini
gostermistir [116]. Bu ¢calismadan ve bizim ¢alismamizdan elde ettigimiz veriler, fungusitlerin

farkli canl gruplarinda da benzer etkiler ortaya ¢ikardigini gostermektedir

Bianchi-Santamaria ve ark. insan lenfosit hiicrelerini kullanarak, birka¢ kimyasalin
genotoksisitesini belirlemek amaciyla MN testi kullandiklari in vitro bir calisma yapmiglardir.
Calismanin fungusit (Benomyl) kullanilan asamasinda dozlar, 1 ug/mL, 10 pg/mL ve 100 pg/mL
olarak belirlenmistir. Sigara kullanmayan 2 kadin ve 2 erkek goniilliiden alinmis lenfositler, 2
saat siireyle kimyasala maruz birakilmistir. Calisma sonucunda uygulanan Benomyl fungusitinin
doz artisina paralel olarak mikronukleus frekansinda artis olusturdugu fakat bu artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadigini rapor etmislerdir [117]. Mikroniikleus frekansini

arttirmasi bizim ¢alismamizla ortisiir niteliktedir.

Tu ve ark. Japon piring¢ baliklarinda yaptiklari bir ¢alismada, propiconazole fungusitinin
oksidatif strese sebep olup olmadigini arastirmislardir. 2.5 pg/L, 25 pg/L ve 250 pg/L olarak
belirledikleri dozlarda degisken siirelerle (3, 7, 14 ve 28 giin) maruz biraktiklar1 japon piring
baliklarindan test etmek amaciyla karacigerleri ¢ikarmislardir. Yapilan 6l¢gtimler sonucunda CAT
aktivitesinde istatistiksel acidan anlamli bir degisme goriilmedigini rapor etmislerdir [118].
Bizim calismamizda hem karaciger hem de kan dokusunda katalaz aktivitesinde doza bagh

olarak artis goriilmiistiir. Bu agidan bu iki calisma paralellik gostermemektedir.
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Joshi ve ark. sicanlarda yaptiklar1 bir calismada, tebukonazol fungusitinin erkek
sicanlarda tireme mekanizmasini etkileyip etkilemedigini arastirmislardir. Sicanlar, 250 mg/kg
dozunda ve farkh siirelerde (15, 30 ve 45 giin) tebukonazole maruz birakilmistir. Ureme
toksisitesi, testislerin ve cinsel organlarin agirlik analizleri, dogurganlik, sperm dinamikleri,
hormonal analiz ve histopatolojik calismalar temel alinmistir. Yapilan degerlendirmeler
sonucunda, testis, epididim, ventral prostat ve seminal vezikiliin agirhginda azalma oldugu,
sperm yogunlugunda ve hareketlilifinde istatistiksel acidan anlamli azalma oldugu, tiim
gruplarda, testosteron, FSH ve LH hormon diizeylerinde azalma oldugu ve histopatolojik
gozlemlerin, tebukonazol maruziyetinden kaynaklanan toksisite olusumunu destekledigi rapor
edilmistir. Joshi ve ark. bu sonuglarin tebukonazoliin iireme toksisitesi lizerinde etkisi oldugunu
gosterdigini belirtmislerdir [119]. Bizim c¢alismamizda, kan dokuda yaptigimiz total eritrosit
icerisindeki PCE oraninda azalma gozlenmis olmasi, Luna Experience SC 400’iin kan dokuda
toksik etkiye sahip oldugunu gostermistir. Bu acidan degerlendirdigimizde, Joshi ve ark.

tarafindan yapilan calismadaki toksisite verileriyle benzerlik gostermektedir.

Ferreira ve ark. oksidatif stresi test etmek amaciyla etken madde olarak tebukonazoliin
de kullanildig1 bir ¢alisma yapmislardir. Giiney Amerika kedi baliklarin1 (Rhamdia quelen)
kullanarak yaptiklari ¢alismada, tebukonazoliin dozu 0,88 mg/L olarak belirlemis ve baliklar1 96
saat maruziyete birakmislardir. Karaciger dokusunda yapilan testlerin sonucunda, kontrol
gruplarina gore istatistiksel agcidan anlaml farklilik bulundugunu rapor etmislerdir (p<0,001)

[63].

Alpertunga ve ark. sicanlarla yapmis olduklar bir ¢alismada, siganlar1 bir giin siireyle
fungusite (Benomyl+Carbendazim) maruz birakmiglar. 1 gr/kg + 0,64 gr/kg ve 0,1 gr + 0,064
gr/kg dozlarina maruz birakilan siganlardan karaciger, bobrek, testis ve beyin dokular1 alinmis
ve testler uygulanmistir. Benomyl+Carbendazim karisiminin MDA seviyesini arttirdigini, CAT
etkisini de degistirdigini rapor etmislerdir Alpertunga ve ark. Benomyl+Carbendazim

karisiminin toksisiteye sebep olabilecegini belirtmislerdir [120].
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, cesitli mantar hastaliklarina karsi kullanilan Luna Experience SC 400
fungusitinin sican karaciger ve kan dokularinda genotoksik etkisinin ve oksidatif hasar

potansiyelinin etkisi arastirilmaya ¢alisilmistir.

Denek olarak 35 Wistar Albino siganinin kullanildig1 ¢alismada 5 doz belirlenmis ve 30
giin siireyle 48 saat arayla dozlar sicanlara uygulanmistir. Maruziyet siireci bitiminde

sicanlardan karaciger ve kan dokular1 alinmis ve testlerde kullanilmistir.

Komet ve MN testlerinden elde ettigimiz sonuglara gore, Luna Experience SC 400
fungusitinin sican karaciger ve kan dokularinda doz artisina bagh olarak istatistiksel acidan

anlamli genotoksik hasara sebep oldugu ortaya ¢ikmistir.

Karaciger ve kan dokusunda yapilan CAT 6l¢lim testleri sonucunda, Luna Experience SC
400 fungusitinin dokularda meydana getirdigi oksidatif hasarin istatistiksel acidan anlamh

oldugu ortaya ¢ikmistir.

Ticari kimyasalin etken maddeleri Fluopyram ve Tebukonazol (Tebuconazole) isimli iki
fungusittir. Bu calisma, iki etken maddenin bir arada kullanildigi ilk ¢alisma oldugundan énem

tasimaktadir.

Sonu¢ olarak, kullandigimiz kimyasalin (Luna Experience SC 400) kullandigimiz
deneklerde (Wistar Albino Disi Siganlar) belirledigimiz dozlarda (5 mg/kg, 10 mg/kg, 20
mg/kg) ve belirledigimiz siirede (30 giin boyunca 48 saat arayla), deneklerin karaciger ve kan
dokularinda MN ve komet testi sonucu genotoksik etkisinin oldugu, dokularda oksidatif strese

sebep oldugu belirlenmistir.

Elma, armut, ayva, kayis, kiraz, seftali, domates, biber, patlican, salatalik ve kabak gibi
sosyoekonomik siniflandirmaya takilmaksizin herkes tarafindan tiiketilen iirtinlerin iiretim
stureclerine aktif olarak kullanilan Luna Experience SC 400 fungusitinin yukarida belirtilen
etkileri g6z oniine alindiginda, kimyasali iiretimlerinde kullanan c¢iftgiler ve lireticilere gerekli

bilgilerin verilmesi, cevresel maruziyetin azaltilmasi adina atilacak 6nemli bir adim olabilir.
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