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CEVRESEL KiRLETICILERIN INSAN LENFOSITLERI UZERINE
GENOTOKSIK ETKILERININ MiKRONUKLEUS, KOMET, GAMA H2AX
TEST YONTEMLERI ILE ARASTIRILMASI

Serpil KONEN ADIGUZEL

oz
Bu calismada, bir insektisit olan spirotetramat ve nanopartikiil olan seryum

dioksit’in genotoksik etkileri 8 saglikli bireyin periferal kan lenfositlerinde in vitro
mikronukleus (MN) testi, komet testi ve gama H2AX testi kullanilarak arastirilmistir.

Insan periferal lenfositleri 25, 50, 75 pg/ml’lik spirotetramat dozlarina 48 saat
ve 72 saat siiresince, seryum dioksit nanopartikiiliniin 6, 12 ve 18 pg/ml’lik
konsantrasyonuna 3 saat ve 24 saat maruz birakilmislardir. Hidrojen peroksit
100uM’lik tek dozda pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Spirotetramat, insan periferal kan lenfositlerinde 48 ve 72 saatlik muamelede
hasarli hiicre ylizdesini arttirmistir. 48 saatlik maruziyette her iic dozda da artis
gozlenmistir. 75 pg/ml’lik dozda meydana gelen artis (P<0.001) 25 pg/ml’lik ve 50
ug/ml’lik dozdan (P<0.05) daha yiiksek oranda olmustur. Yetmis iki saatlik
uygulama siiresi boyunca genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre yiizdesindeki artig
devam etmistir. Fakat en yliksek hasarli hiicre ylizdesi ve genetik hasar indeksi
pozitif kontrol grubunda olmustur. Insan periferal lenfositlerinde elde edilen
mikronukleus bulgular1 doza ve zamana bagli olarak artis gostermistir.

Seryum dioksit, insan periferal kan lenfositlerinde genetik hasar indeksini ve
hasarli hiicre ylizdesini arttirmistir. Fakat negatif kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak en yliksek doz grubunda hasarli hiicre ylizdesinde anlamli bir artig
s0z konusu olmustur (P<0.05). Genetik hasar indeksine bakildiginda ise orta ve
yiiksek dozda negatif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli artis gdzlenmistir
(P<0.05). Pozitif kontrol grubu negatif kontrol ile karsilastirildiginda hem hasarli
hiicre yilizdesinde hem de genetik hasar indeksinde anlamli artis gdzlenmistir
(P<0.001). Mikronukleus c¢alismasindan elde edilen bulgular, seryum oksitin 24
saatlik maruziyeti sonunda insan periferal lenfositlerinde mikronukleus oranini
istatistiksel olarak arttirmistir. Gama H2AX test sonucglari da mikronukleus testine
benzer sonuglar géstermistir.

Sonug olarak, hem spirotetramat hem de seryum dioksit’in test edilen dozlar1 insan
lenfosit kiiltiiriinde genotoksik etki gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Spirotetramat, seryum dioksit, komet, mikronukleus, gama
H2AX.

Damsman: Prof. Dr. R. Serap ERGENE, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana Bilim
Dal1.
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GENOTOXICITY ON HUMAN PERIPHERAL LYMPHOCYTES OF
ENVIRONMENTAL POLLUTANTS ASSESSED BY THE MICRONUCLEUS,
COMET AND GAMMA H2AX TEST

Serpil KONEN ADIGUZEL

ABSTRACT

In the present study, genotoxic effects of a widely used insecticide,
spirotetramat  and nanoparticle cerium oxide were evaluated on peripheral
lymphocytes were obtained by venipuncture from eight healthy donors, using the
micronucleus test, comet test and gamma H2AX analysis.

Human peripheral lymphocytes were treated with 25, 50, 75 pg/ml doses of
Spirotetramat for 48 and 72 hours periods, in addidion cells were exposed to 6, 12 ve
18 png/ml doses of cerium oxide for 3 and 72 hours periods. Hydrogen peroxide at a
single dose of 100 uM was used as positive control.

Treatment with 25, 50 and 75ug/ml doses of spirotetramat for 48 and 72
hours significantly increased of percentage at damaged cell In 48 hours process,
growth was observed in all three doses. Occuring increase at 75 pg/ml doses higher
than 25 and 50pg/ml doses. Growth at rate on genetic damage index and damage
cell, continued during the implementation period. But, positive control group has the
highest percentage at genetic damage index and damage cell. Micronucleus on
human peripheral lymphocytes have increased depending on dose and time.

Cerium oxide has caused to rise percentage at genetic damage index and
damage cell on the human peripheral lymphocytes. However, compered with
negative control, damage cell has a significant increases in the highest dose group
statistically(P<0.05). According to genetic damage index, it had meaningfull increase
in middle and high doses when compared with negative control group. When the
comparision with positive and negative control group, in both genetic damage index
and genetic damage cell had a significant increment. Obtaining findings from study
of micronucleus have led to increase on human peripheral lymphocytes during the
process of 24 hours on cerium oxide statistically.

Consequently, both spirotetramat and cerium dioxide has genotoxic potential
at tested doses on human peripheral lymphocytes.

Key words: Spirotetramat, Cerium dioxide, Comet, Micronucleus, Gamma H2AX.

Supervisor: Prof. Dr. R. Serap ERGENE, Department of Biology, University of
Mersin.
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1.GIRIS

Insanlar, yasamlarmi devam ettirebilmek icin cevrede bulunan birgok
bilesene ihtiyag duymaktadir. Cevrede bulunan bu bilesenler insanlarin yasamini
bazen kolaylastirirken bazen de bas edilmesi gii¢ problemler ortaya ¢ikarmaktadir.
Diinya iizerinde yasayan birey sayisinin ve ihtiyaglarinin artmasi daha ileri
teknolojilerin iiretilmesi ile birlikte tarimsal tiretim alani olarak kullanilan yerlerin
yerlesim bolgelerine doniistliriilmesine siirli olan kaynaklarin tiiketilmesine, yasam
alanlarinin onarilmaz bi¢imde kirletilmesine ve dogal kaynaklarin yok edilmesine
neden olmaktadir. Bundan dolayi, bilim insanlarinin {izerine yogunlagmasini
gerektiren gilincel konulardan biri de; teknolojiden etkin bigimde faydalanirken

ortaya ¢ikan ya da ¢ikabilecek sorunlarin nasil ¢oziimlenebilecegidir [Tiirkiim,

1990].

Cevre sorunlarinin karmasik yapisi igerisinde, bugiin 6nemli bir sorunu da
insanoglunun ihtiyaci olan besini saglamak olusturmaktadir. Bireysel ihtiyaglarin
basinda gida gelmektedir. Artan niifusun besin ihtiyacti dogal ortamdan
saglanamayacak duruma gelindigi i¢in tarim toplumuna gecis so6z konusu olmustur
[Kilig, 2013]. Sanayi ve teknolojinin gelismesiyle birlikte tarim toplumunda birim
alandaki verimi arttirmak amaciyla pestisit kullanimi artmaya baglamigtir. Pestisitler,
modern tarimin tamamlayict bir bileseni halindedir. Bugiin tiim tarimsal alanlar en
az bir ya da daha fazla sayida pestisit uygulamasina gereksinim duymaktadir. Bu
nedenle pestisitler tiim diinyada kullanimindan vazgegilemeyecek maddeler olarak
kabul edilmektedir [Dag vd., 2007]. ideal bir pestisit yalmzca hedef organizmay1
etkileyen, ekosistemde uzun siireli olarak kalic1 olmayan ve zararli ¢evresel etkileri
olmayan kimyasal madde olarak tanimlanmasina ragmen, giiniimiizde birgok
pestisitin ekosistemler arasinda tagindig1 ve hedef olmayan organizmalarda direkt ya
da dolayli olarak c¢esitli toksik etkilere yol acabildikleri bilinmektedir [Mansour,
2004]. Bu toksik etkilerden Ozellikle kalitim materyali DNA iizerinde ortaya
cikabilecek genotoksik hasarlarin belirlenmesi biiyiik onem tasimaktadir [Madle vd.,
2000].

Cevrede kirlilige neden olan diger bir etmen de teknolojinin gelisimiyle

ortaya ¢ikan ve ¢esitli alanlarda kullanilan nanopartikiillerdir. Gegtigimiz on yil
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boyunca, nanopartikiillerin g¢esitli biyomedikal uygulamalardaki (hiicre izleme,
biyosensor, kontrast goriintiileme, hedefe yonelik ilag gelistirme, doku miihendisligi)
ve mihendislikteki kullanimi yiikselmistir  [Sakhtianchi vd., 2013]. Yiiz
nanometreden daha kii¢iik boyuttaki partikiiller nanopartikiil olarak isimlendirilirler
[Horie vd., 2012]. Nano biiyiikliikteki partikiiller, etkili ve yararli karakteristiklere
sahiptir. Fakat ayn1 ozellikler insan sagligi i¢in problem olabilmektedir [Karlsson,
2010].

Hem nanopartikiillerin hem de pestisitlerin artan sayis1 ve miktari, onlarin
uygulamalarinin da yiikselmesiyle farklilasarak c¢evreye girmektedir. Hem insanlar
hem de diger canlilar ¢cevreye giren nanopartikiillere maruz kalmaktadir [ Gaiser vd.,
2012]. Ayrica tiim insanlar, mesleki olarak veya cevresel kontaminasyonlar sonucu
zorunlu olarak pestisitlere maruz kalmaktadir [Bolognesi, 2003]. Bununla birlikte,
pestisitlerin ve nanopartikiillerin saglik lizerine potansiyel etkileri de tam olarak
bilinmemektedir. Bu nedenle ¢evrede bulunan maddelerin canlilar tizerindeki olasi

etkilerinin belirlenmesine ihtiyag duyulmaktadir.

Cevrede bulunan ve canlilarin maruz kaldigi bilinen her maddenin ¢evresel
arastirma ve risk degerlendirme siireglerinde, genetik etkilerinin incelenmesi
gerekmektedir. Bu amagla; hem laboratuvar hem de dogal ortamlarda uygulanabilen
ve diisiik maliyetli bir teknik olan mikroniikleus testi, yapisal DNA hasarlarinin
belirlenmesi amaci ile yaygin bigimde kullanilmaktadir [Cavas, 2004]. Son yillarda,
mikroniikleusun yani sira diger bazi morfolojik niikleus bozukluklarinin da genetik
toksikoloji gostergesi olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmektedir [Carrasco vd.,
1990]. Bunlardan 6zellikle 1lob ve tomurcuklanma gibi baz1 niikleus
diizensizliklerinin genotoksik etkilesimler sonucu ortaya ¢ikabilecegi ve hatta yeni
bir mikroniikleus olusum mekanizmasi i¢in temel olusturabilecegi one siiriilmektedir
[Shimizu vd., 1998]. Ek olarak son yillarda gerek pestisit gerekse nanopartikiil
hasarlarinin belirlenmesinde komet testi ve gama H2AX testi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Komet testi, genetik materyalde meydana gelen hasar1 zincir
kiriklariin jelde yiiriitiilmesi ile gorsellestirmektedir. Gama H2AX testinde ise

meydana gelen hasar, tiim organizmalarda korunmus bir histon proteini olan
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H2AX’in olast hasar durumunda 1s1ma vermesiyle gosterilmektedir [Karlsson, 2010;
Valdiglesias vd., 2011].

Buna iliskin olarak, kompleks kimyasal karigimlara maruziyetin genetik risk
degerlendirmelerinde insan populasyonlarinin kullanimi elverislidir [Bolognesi,
2003]. Bir ¢ok in vitro genotoksisite arastirmasinda insan lenfosit kiiltiirii yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Spirotetramat son yillarda en yaygm kullanilan insektisitlerin arasinda
bulunan, insektisitlerin yeni bir sinifi olan tetramik asit sinifina ait bir insektisittir.
Islevsel olarak lipit biyosentez inhibitoriidiirler. Hedef organizmada yag iceriginde
azalma, biiylimede inhibisyon ve liremede bozulma meydana getirdigi gorilmustiir
[Chen ve Stark, 2010]. Anormal sperm hiicresi, sperm hareketliliginde disiis
meydana getirdiginden iireme ile ilgili zararli nesnelerin 3. Grubuna yerlestirilmistir
[McCormack, 2009]. insektisitin direkt hedefi olmayan insan lenfositleri iizerindeki

genotoksik etkileri hentiz galisiimamustir.

Seryum dioksit nanopartikiilleri; tipta, kozmetikte, cilalama materyallerinde
ve otomotiv yakit eklentilerinde genis bir kullanim alanina sahiptir [Auffan vd.,
2009]. Seryum dioksitin canlilar iizerindeki etkilerine dair farkli bulgular veri
tabanlarinda yer almaktadir. Bazi ¢aligmalarda seryum dioksitin genotoksik 6zellige
sahip oldugu belirtilirken [Auffan vd., 2009; Barbara vd., 2012], baz1 ¢alismalarda
ise antigenotoksik 6zellige sahip oldugu belirtilmektedir [Lee vd., 2009; Pierscionek
vd., 2010]. Seryum dioksitin hematolojik degisikliklere neden olabilecegi yoniinde
birka¢ ¢alisma bulunmaktadir [US EPA,2009]. Fakat insan lenfosit hiicrelerindeki

genotoksik etkisi heniiz ¢calisiimamastir.

Yukarida anlatildig1 iizere hem insektisit spirotetramat hem de nanopartikiil
seryum dioksitin insan lenfositlerindeki genotoksik etkilerine dair bir ¢alismanin
bulunmamasi nedeniyle, bu ¢alismada bu iki maddenin insan lenfositleri tizerindeki
genotoksik etkilerinin mikronukleus, komet ve gama H2AX testi kullanilarak

arastirilmasi amacglanmustir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1.GENETIK TOKSIKOLOJI

Son yillarda sanayilesmenin ve teknolojinin artmasiyla birlikte genotoksik
maddelerin iiretim ve kullanim miktarlarinda 6nlenemez bir artis gergeklesmistir. Bu
artis beraberinde farkli olumsuzluklar1 getirmistir. Biyolojik zenginliklerde kayip,
habitat kayb1 ve nesilden nesile tasinan olumsuz mutasyonlar bu olumsuzluklar

arasinda sayilabilir.

Ik olarak 1927°de X-isinlarmin Drosophila’da mutasyon oranlarini
normalden 15.000 kat daha fazla arttirdigini belirleyen Muller’in [Muller, 1927]
calismalari ile baslayan genetik toksikoloji bugiin, gelisen teknoloji ile artan risk ve
analiz yontemlerine bagli olarak en 6nemli aragtirma dallarindan biri haline gelmistir

[Cavas, 2004].

Genetik toksikoloji, temel olarak kalitim materyali DNA {izerinde meydana
gelen toksik etkileri inceleyen bilim dalidir. DNA igerisinde kimyasal olarak
kodlanan genetik bilgi, replike edildikten sonra miimkiin oldugunca aslina uygun bir
bicimde ogul ddllere aktarilmak zorundadir. Bu esnada, gerek normal biyolojik
stiregler sonucu gerekse DNA’nin dogrudan ya da dolayli olarak fiziksel, kimyasal
ve biyolojik etmenlerle etkilesimi sonucu c¢esitli bozulmalar meydana
gelebilmektedir. Bu yolla kalitm materyali DNA iizerinde hasarlara yol agan
etmenleri tanimlamak i¢in “genotoksik” terimi kullanilmaktadir [Brusick, 1987].
Genotoksik etki, gonodlarin gamet hiicrelerini etkileyerek ya gametlerin sayica
azalmasia neden olur veya gametlerdeki genetik bilgiyi degistirir. Boylece iki ayr1
cinsiyete ait gametlerin birlesmesiyle olusan zigot 6lmezse anne ve babadan farkl
doller olusur. Genotoksik etki, somatik doku hiicrelerinde de olabilir, bu takdirde
diger nesillere gegmez. Bu degisim daha ¢ok karsinojenezise zemin olmasi agisindan
onem tasir [Vural, 2005]. Genotoksik maddelerin etkilesim yollar1 ve olas1 sonuglari

Sekil 2.1.”de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Genotoksik maddelerin etkilesim yollar1 ve olas1 sonuglar1 [Vural, 2005].

Genetik toksikoloji testlerinde ana hedef DNA molekiilii oldugundan dolay,
elde edilen sonuclar ayn1 zamanda insan saglig: ile ilgili olarak ortaya cikabilecek
problemlerin tahmininde de kullanilmaktadir. Bu nedenle bir tiirde DNA hasari
olusturdugu bilinen bir kimyasal maddenin, diger tiirlerde de benzer etkiler
gosterebilecegini sdylemek miimkiindiir. Bugiin genotoksik etkilerin incelenmesi

amaci ile; mikroorganizmalar, bocekler, bitkiler ve omurgali hayvanlar {izerinde
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uygulanabilecek olan 200’den fazla kisa-siireli test metodu bulunmaktadir [Waters
vd., 1988].

Bir genotoksisite test yonteminde olmasi istenen temel ozellikleri ise sdyle

siralayabiliriz;

e Uygulama agisindan basit olmasi.

¢ Genetik hasarlar1 belirlemede etkin olmasi.
e Hizli sonug vermesi.

e Ekonomik agidan ucuz olmasi.

e Analiz i¢in az sayida 6rnegin yeterli olmasi.

Giinlimiizde bu kriterleri saglayan, bir¢ok doku ve organizma iizerinde in
Vvivo Ve in vitro olarak en yaygin kullanilan test metodlarinin baginda mikronukleus
testi gelmektedir [Scarpato vd., 1990; Ma, 1981]. Son yillarda kimyasallarin
genotoksik etkileri arastirilirken tek test metodu kullanmak yerine kombine test
metotlart kullanilarak sonuglarin uyumlulugu ve testlerin giivenilirlikleri de test
edilmektedir. En ¢ok kullanilan kombine test sistemleri arasinda ise mikronukleus ve
komet testinin birikte kullanimi yer almaktadir. Bu g¢alismada da mikronukleus

testine ek olarak komet testi ve gama H2AX testi kullanilmigtir.
2.1.1.Mikronukleus Testi

Mikronukleus ilk olarak 1800’lerin sonunda 1900’lerin basinda Jolly’nin
terminolojisine goére “intraglobulerden ayrilan yap1” ya da Howell tarafindan
“nuklear materyalin fragmenti” olarak isimlendirilmistir ve ylizyilldan daha fazla
zamandir eritrositlerin sitoplazmasi iginde tanimlanmistir. Bu yapilar1 hematologlar
“Howell-Jolly cisimleri” olarak bilirler. Benzer yapilar diger hiicre tiplerinde
“nukleus fragmenti” veya “mikronuklei” olarak tanimlanmigtir (1937 yilinda
Brenneke tarafindan fare ve rat embriyolarinda, 1951°de Thoday tarafindan Vicia
faba’da). Evans 1959 yilinda sitogenetik hasarlarin gosterilmesinde belirte¢ olarak
mikronukleusun  kullanishh  oldugunu  kesfetmistir.  Ajanlarin  genotoksik
potansiyelinin test sistemlerindeki kararli ilerlemesi Boller ve Schmid’in ¢aligsmalari

ile olmustur [Kirsch-Volders vd., 2003].
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Mikronukleus DNA diizeyindeki eklenti ve kayiplar sonucu olusabilir. Ya
da kromozom ayrilmalarindan, kromozomlardan ve protein diizeylerindeki
degisimlerden kaynaklanabilir. Kromozom kayiplarindan ya da kromozom
fragmentlerinden olusan mikronukleus formasyonu mitoz ya da mayoz boliinmeyi

gerektirir [Kirsch-Volders vd., 2003].

Farkl1 hiicre tiplerinde in vitro mikronukleus testinin genis uygulanabilirligi
ve saymmimin kolay olmasi, sitogenetik anormalliklerin degerlendirilmesinde
mikronukleus testini etkili bir ara¢ yapmustir. Fakat mikronuklus olusum
mekanizmasi tam anlasilmis degildir ve hiicre iiremesi ile mikronukleus olusumunda
yeterli metodun bulunmayisi in vitro genotoksisite testlerinde in vitro mikronukleus
testinin gegerli olmasin1 geciktirmistir. Sitokinezi bloke edilmis mikronukleus testi
Fenech ve Morley tarafindan gelistirilmistir. Sitokalasin B kullanilarak iki nukleuslu
hiicrelerde mikronukleus degerlendirmesi gergeklestirilmistir [Kirsch-Volders vd.,
2003].

Mikronukleus olusum mekanizmasma dair yapilan g¢alismalar asentrik
fragmentleri igeren ¢ift zincir DNA kiriklarinin mikronukleus olusturabilecegini
gostermistir. Ayrica mitozda meydana gelen Dbasarisizliklar sonucu tam
kromozomlardan mikronukleus olustugu sonucuna varilmistir. Bu gelismeler
sonucunda in vitro mikronukeus testi ile anojenik ve Kklastojenik ajanlar
ayirtedilebilecektir [Kirsch-Volders vd., 2003]. Sekil 2.2.’de mikronukleus olusum

mekanizmasi gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Mikronukleus olusum mekanizmasi.

Ik olarak memeli sistemler i¢in gelistirilmis olan mikroniikleus testi, farkli
etmenlerin genotoksik etkilerinin arastirilmasinda oldukg¢a yaygin olarak kullanilan
bir test metodu haline gelmistir. Interfaz hiicrelerinde mikroniikleus saymmi teknik
acidan metafaz analizlerine oranla ¢cok daha kolay ve hizli bir yontemdir. Bu nedenle
son yillarda bir genotoksisite test metodu olarak mikroniikleus testine olan ilgi artmis
ve memeliler disindaki diger omurgalilar yaninda bazi omurgasiz hayvanlar ile
bitkilere de uygulanmaya baslanmistir [Scarpato vd., 1990; Ma, 1981; Kosmider vd.,
2000; Kataeve vd., 2012; Udroiu, 2008].

2.1.2. Komet Testi

Cevrede bulunan genotoksik maddelerin kalitim materyalinde meydana
getirdigi hasart belirlemek oOnemlidir. Bu amagcla kullanilan bir¢ok test metodu
bulunmaktadir. Bunlardan biri de “tek hiicre jel elektroforezi” ya da “komet” olarak

bilinen test sistemidir. Ostling ve Johanson [Ostling ve Johanson, 1984], tek hiicre jel
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elektroforezi (SCGE) veya komet testi olarak bilinen mikrojel elektroforez teknigini
kullanarak hiicrelerdeki DNA hasarmi ilk belirleyen kisilerdir. Bununla birlikte,
onlar notral sartlarn  kullanarak sadece DNA’daki ¢ift zincir kiriklarini
belirleyebilmislerdir. Daha sonra bu test, Singh [Singh vd., 1988] tarafindan alkalin
sartlara adapte edilmistir. Bu yontem testin daha duyarli olmasmi saglamistir.
Boylece bu yontemle DNA’daki hem ¢ift zincir hem de tek zincir kiriklarinin
belirlenmesi saglanmistir. Yontem kullanilmaya baslandigindan bu yana cesitli
basamaklarda (lizis, elektroforez) modifiye edilmistir. Bu degisikliklerden sonra
farkli hiicrelerdeki cesitli hasarlarin belirlenmesi i¢in uygun hale getirilmistir
[Collins, 2004; Speit ve Hartmann, 2005]. Bu test simdilerde en iyi sekilde dizayn
edilmistir. Bireysel hiicre populasyonlar1 icerisinde niteliksel olarak DNA hasar ve
tamirinin degerlendirilmesi igin basit, hizli, duyarli, gorsel ve ¢ok amaghdir [Olive
ve Banath, 2001]. Komet testi ile DNA kroslink (timin dimeri vb.) ve oksidatif DNA
hasar1 gibi DNA hasarlarinin diger lezyonlarindan bazilari, lezyona spesifik antikor
veya spesifik DNA tamir enzimleri kullanilarak degerlendirme yapilabilmektedir.
Komet testi; ileri DNA hasar1 ve tamiri [Speit ve Hartmann, 2005] c¢alismalarinda,
genotoksisite ¢alismalarinda [Moller, 2005] ve insan biyo-izlemelerinde [Kassie vd.,

2000; Moller, 2006] giiglii bir arag olarak genis bir kullanim alanina sahiptir.

Diger genotoksisite testleriyle karsilastirildiginda (kromozomal aberasyon,
kardes kromatid degisimi, mikronukleus testi) komet testinin avantajt DNA hasarinin
cok diisiik miktarlarinda bile duyarliliga sahip olmasi, az sayida hiicrenin yeterli
olmasi, ¢ogalan ve cogalamayan hiicrelerde kullanima sahip olmasi, diisiik fiyath
olmasi, uygulamasinin kolay olmasi ve ¢alismanin kisa siirede tamamlanmasidir.
Oral ve nazal mukoza hiicrelerinde mutajen ve karsinojenlerin ilk etkilestikleri
hiicrelerde mutajenite / karsinojenite belirlenebilmektedir. Tek hiicre seviyesinde

elde edilen veriler istatistiksel analizlerin giiglii tiplerine izin vermektedir.

Komet testi anojenik etkilerin  belirlenmesinde  sinirli  olarak
kullanilmaktadir. Hiicre siklusu kontrol noktalarini etkileyen DNA hasarinin
epigenetik mekanizmalarim1  ve  karsinojenitenin - muhtemel mekanizmasini

belirleyememektedir. Tek hiicre verileri, kiigiik hiicre 6rnekleri, teknik ¢esitlilik gibi
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konular komet testinin diger dezavantajlaridir. Komet testi bu dezavantajlarina
ragmen, molekiiler epidemiyolojiden genetik toksikolojiye bir¢ok kullanim alanina

sahiptir.

Kuyruktaki DNA yiizdesi ve olive kuyruk momenti genotoksisite
calismalarindaki korelasyonu vermektedir. Cogu c¢alismalar bu komet parametrelerini
rapor etmektedir. Komet testinde kullanilan parametreler rutin kullanim i¢in uygun
olmalidir. OTM, farkli resim analiz sistemlerinde verilen farkli degerler ve planh
olmayan tiinitelerde haber edildiginden bu yana kuyruktaki DNA ylizdesinin daha iyi
bir parametre oldugu diisiiniilmektedir [Gedik ve Collins, 2005]. Sekil 2.3.’de kuyruk

uzunluguna gore komet tipleri gésterilmistir.

Sekil 2.3. Kuyruk uzunluguna gore komet tipleri(O: Tip 0, 1: Tip 1, 2: Tip 2, 3: Tip 3,
4: Tip 4) [Yeni vd., 2010].

In vivo komet testine ek olarak, in vitro komet testi icin de prensip formiile
edilmistir [Tice vd., 2000; Hartmann vd., 2003]. Son yillarda, komet testinde
calisma dizaynlar1 ve veri analizlerinin iligskisini degerlendirme, Uluslararasi
Genotoksisite Testi Calisma Grubu (IWGT) tarafindan tartistlmustir. /n vivo komet
testinin alkalin versiyonunda (pH<13) belirli uyarilar verilmistir. Ulusal ajanslar

tarafindan kabul edilen standardize protokoller i¢in tavsiyeler verilmistir [Burlinson

10
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vd., 2007]. Calismalarda kullanilan izole hiicreler veya ¢ekirdege ait verilerin yanlis
yorumlanmasindan kaginmak igin tek dozla yapilan c¢alismalardansa ¢oklu dozlarla
calisilmas1 gerektigi vurgulanmistir. Apoptozis ve nekrozisin mekanizmasini
onlemek igin hiicrelerin sitotoksisitesi test edilmistir. Kometlerin sayisi, sekil analiz
sistemlerine ek olarak manuel olarak ta degerlendirilmistir. /n vivo komet testinin (in
vitro versiyonlara ek olarak) dogrulugu ve giivenilirligini degerlendirmek igin etkili
bir sekilde wulusal dogrulamaya ihtiyag¢ duyulmustur. Bdylece laboratuar

caligmalarinda cesitlilik yiikselmesini azaltmak amaglanmustir.

2.1.3.Gama H2AX Testi

H2A histon proteininin spesifik varyanti, H2A ailesinin iiyesi X ya da
H2AX, ilk olarak 1980 yilinda West ve Bonner tarafindan kesfedilmistir. Bonner
1981 wyilinda Pantazis ile birlikte H2AX’in fosforillenebilecegini  ve
asetillenebilecegini gostermeye devam etmistir [Watters vd., 2009]. Organizma ve
hiicre tipine bagli olarak memeli histon H2A nin %2-25’ini H2AX olusturmaktadir.
Cogu diger histon proteinlerde oldugu gibi, H2AX, N-terminal ve C terminal kuyruk
baglanmis merkezi globuler domainden olusmaktadir. Bu yap1 post translasyonel
modifikasyonlarin  ¢esitliliginden  (asetilasyon, biotinilasyon, fosforilasyon,

metilasyon ve ubikuinasyon) etkilenmektedir [Dickey vd., 2009].

H2AX, essiz COOH terminal kuyrugu ve C ucunda (omega 4) dort serin
kalintis1 igermesi hari¢ diger H2A tiirleri ile yapisal olarak benzemektedir. Motifi
¢evrelemenin yani sira serin kalintilarinin omega 4 pozisyonu, protozoa ve Giardia
intestinalis’de yiiksek derecede korunmustur. DNA ¢ift zincir kiriklarinin varliginda,
H2AX omega 4 serin kalintisi hizli bir sekilde gama H2AX’e formlanmaktadir
[Dickey vd., 2009]. DNA ¢ift zincir kiriklarin olustugu durumlarda niiklear 1s1ma
tarafindan hasarlar gorsellestirilmektedir. Bir H2AX 1simas1 bir ¢ift zincir kirigina
esdegerdir. Cift zincir kiriklarinin 100°den daha az olmasi kosullarinda dahi H2AX
1simas1 olusmaktadir [Watters vd., 2009]. Sekil 2.4.’de gama H2AX 1s1mas1 gosteren
lenfositlere ait goriintiiler gosterilmistir [Scarpato vd., 2013].
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Sekil 2.4. Immiinofluoresan boyamadan sonra, insan periferal lenfositlerinde y-
H2AX 1s1mas1 DvLight 488 ile yesil noktalar seklinde gorsellestirilmistir.(a)Normal
bir hiicre: y-H2AX 1s1mas1 gdstermemis. (b)Normal hiicrenin DAPI ile boyanis hali
(c) Iki y-H2AX 1smmas1 gosteren hiicre (d) Iki 1s1ma veren hiicrenin DAPI ile
boyanmus hali (¢) 30°dan fazla 1s1ma veren hasarli hiicre (f) Aym1 hiicrenin DAPI ile
boyanmis hali (g) Sayilamayacak kadar fazla 1s1ma veren hasarli hiicre (h) Ayni
hiicrenin DAPI ile boyanmis hali [Scarpato vd., 2013].

Gama H2AX 1s1ma analizi, hasar cevabinda erken adimlardan biri olarak
tanimlanmaktadir. Hasar cevabinda histon proteinlerinden H2A varyanti olan
H2AX’in fosforillenmesinden dolay1 bu isimle anilmaktadir. H2AX fosforile oldugu
zaman gama H2AX’i olusturmaktadir. Fosforilasyon olay: ¢ift zincir kirik alanindaki
genis mesafeyi daha da biiyiitmektedir. Spesifik gama H2AX antikorlar kullanildig:
zaman ¢ift zincir kiriklar farkli 1simalar seklinde gorsellestirilebilmektedir. Bu test
yiiksek derecede duyarlidir ve tiim ¢ift zincir kiriklarini belirleyebilmektedir.
Bununla birlikte gama H2AX olusumu tek zincir DNA bolgelerinde de (replikasyon
veya tamir boyunca) meydana gelebilmektedir [Lobrich vd., 2010].

Diger genotoksisite test sistemlerinin ¢esitli alanlarda kullaniminin yaninda
gama H2AX test sistemi de farkli alanlarda kullanilmaktadir. Radyasyon, ilag ve
diger tedavilerin etkisini gelistirmek icin terapdtik markir olarak (Sekil 2.5), DNA
¢ift zincir kiriklarmin biyobelirteci olan gama H2AX iyi bir aday protein
olabilmektedir. Genom biitiinliiglinii ortaya ¢ikaran c¢alismalarda H2AX testinin

kullanim1 giin gectikce yiikselmektedir. Ek olarak, temel arastirma c¢aligmalarinda,
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H2AX simdilerde ila¢ gelistirme ve translasyonal c¢alismalarda kullanilmaktadir.
Hiicrelerde yiiksek duyarliliktaki antikorlarla gama H2AX’in varligi ilk olarak
Bonner ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. Hem H2AX hem de gama
H2AX antikorlar1 ticari olarak elde edilebilmektedir (Cizelge 2.1.). Gama H2AX
testi, darbeli alan jel elektroforezi ve komet testi gibi diger tekniklerle
karsilastirildiginda DNA hasariin miktarinin 6l¢iilmesinde daha etkili ve duyarl
olmustur. Coklu DNA hasar ajanlarina maruziyetten sonra gama H2AX’in olusumu;
immiinoflouresan, flow sitometri veya western blotlama ile Olgiilebilmektedir.
Iyonize radyasyon, X isinlari, gama radyasyon, alfa partikiiller ve agir iyon
maruziyeti hiicresel DNA’da direk ¢ift zincir kirigr baslatabilmektedir. EK olarak
sitotoksik ajanlarla hiicrelerin muamelesi (DNA alkilleyici ajanlar, topoizomeraz | ve
IT inhibitorleri, bleomisin, hidrojen peroksit), gama H2AX olusumuna neden olan ¢ift
zincir kirik olusumunu baslatabilmektedir [Dickey vd., 2009]. Iyonize radyasyonun
etkilerinin degerlendirilmesinde ve Kanser terapilerinde gama H2AX’in kullanimi
yaygindir. Gama H2AX radyoterapi etkilerinin degerlendirilmesinde miikkemmel bir
hedeftir. Endojen ve eksojenlerin  meydana getirdigi DNA  hasarinin
gozlemlenmesinde de gama H2AX testi yaygin olarak kullanilmaktadir [Kuo ve
Yang, 2008; Redon vd., 2009]. DNA ift zincir kiriklarinin ortaya ¢ikarilmasinda
gama H2AX’in duyarliligi ve kullanighiliindan dolayi, gama H2AX son yillarda
klinik uygulamalarda kullanighh biyomarkirlar olarak tanimlanmaktadirlar. Doku ve
hiicresel orneklerde gama H2AX’in ortaya cikarilmasi i¢in detayli protokoller

Elsewhere’de yayimlanmistir [Dickey vd., 2009].
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Sekil 2.5. Gama H2AX ortaya ¢ikaran uygulamalar [Redon vd., 2011].
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Sekil 2.6. A)Gam H2AX’in biyo belirte¢ olarak kullanildig: alanlar

B) Yillara gore gama H2AX yaymmin sayisindaki artig. [Dickey vd.,
2009]
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Cizelge 2.1. Insan H2AX, y-H2AX antikoru ve peptidlerinin ticari olarak
ulagilabilirligi [Dickey vd., 2009].

Sirket Konum H2AX Gama H2AX | Peptid
Antikoru | Antikoru
Abcam Inc. Cambridge, MA T FT H2AX ve y
ADbD Serotec Raleigh, NC T
Abgent San Diego, CA F
Abnova Corp. Taipei, Taiwan F T rH2AX
ABR Affinity Golden, CO T FT
Bioreagents Inc.
Acris Antibodies, Hiddenhausen, FT FT rH2AX
GmbH Germany
Active motif Carlsbad, CA T
Assay Ann Arbor, Ml FT rH2AX
Designs/Stressgen
Bioreagents Inc.
Bethyl Montgomery, TX T T H2AX ve y
Laboratories Inc.
Biolegend San Diego, CA T F
Biovision Inc. Mountain View, T
CA
Calbiochem San Diego, CA T T
Cell Sciences Canton, MA T
Cell Signaling Danvers, MA T T Y
Tech. Inc.
Epitomics, Inc. Burlingame, CA T
GeneTex Inc. San Antonio, TX FT FT
Gen Way biotech, San Diego, CA T T
Inc.
Hycult Uden, The T
Biotechnology Netherlands
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‘Cizelge 2.1. (devami)’

LifeSpan Seattle, WA FT FT

Biosciences Inc.

MBL Woburn, MA T T

international

Millipore Billerica, MA T F rH2AX
Novus Biological Littleton, CO FT FT rH2AX
Inc.

OriGene, Inc. Rockville, MD T

Proteintech Chicago, IL T

Group Inc.

Raybiotech, Inc. Norcross, GA T

R&D Systems Minneapolis, MN F T

Santa Cruz Santa Cruz, CA K T

Biotechnologies

Inc.

Sigma-Aldrich St. Louis, MO F T

Co

Signalway Pearland, TX T T Y
Antibody

Trevigen Inc. Gaithersburg, MD T

(T): Tavsan, (F): Fare, (K): Kegi poliklonal, y: y H2AX peptidi, rH2AX:
Rekombinant H2A

2.2.GENETIK TOKSIKOLOJI TESTLERINDE INSAN LENFOSIT KULTURU

Cevresel kirleticilerin canlilar iizerine etkilerini degerlendirmek 6nemlidir.
Fakat her zaman canli dogrudan kullamlamayabilir. Ornegin insanlar gevredeki bir
cok kirleticiye bazen dogrudan bazen de dolayli olarak maruz kalmaktadir. Ancak
insanlar1 dogrudan deney materyali olarak kullanmak etik agidan uygun degildir. /n
Vivo Ve in situ ¢alismalar ise zaman almaktadir. Bu nedenle in vitro ¢alisma ortamlari
kullanilmaktadir. Son yillarda in vitro ortamda c¢esitli doku kiiltiirleri kulanilarak
yapilan ¢aligmalarda artis olmustur. Insan lenfosit kiiltiiriiyle yapilan sitogenetik ve

genotoksisite degerlendirme ¢aligmalar1 da bu ¢aligsmalar arasinda yer almaktadir.
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In vitro galismalarda en yaygm kullanilan hiicrelerden biri de lenfositlerdir.
Lenfositlerin elde edilmesi kolaydir ve verici agisindan zor degildir. Genotoksisite
caligmalarinda da lenfositlerin glivenilir ve uygun oldugu bir ¢ok c¢alisma ile

desteklenmektedir. Bu nedenle bizim ¢alismamizda da lenfosit kiiltiirii kullanilmastir.
2.3.PESTISITLER

Tarimsal {riinlerin verim ve kalitesini arttirmak i¢in modern tarim
tekniklerinin ve girdilerinin kullanilmasi gerekmektedir. Bitki koruma iirtinleri
icerisinde yer alan pestisit kullanimi1 da bu girdilerden biridir ve modern tarimin
tamamlayict bir bilesenidir. Pestisit kullanimi, tarimsal iirlinii hastalik, zararli ve
yabanci otlarin zararindan koruyabilmek, kaliteli iiretimi giivence altina alabilmek
icin kullanilan bir tarimsal miicadele sekli olup, 1940’11 yillardan beri iiretimi arttiran

en Onemli bilesendir. Kisa siirede etki gostermesi ve kullaniminin kolay olmasi

nedeniyle, pestisit kullanim1 en gok tercih edilen yontemdir [Tiryaki vd., 2010].

Pestisitler degisik ozelliklerine gore siniflandirilirlar. Bunlar su sekilde

siralayabiliriz:

Etkiledikleri Canli Gruplarmma Gore; insektisit (Bocekleri 6ldiiren),
akarisit (Akarlar1  oldiiren), nematisit (Nemotodlar1 6ldiiren), mollusisit
(Yumusakgalar1 6ldiiren), rodentisit (Kemirgenleri 6ldiiren), avisit (Kuslar1 6liidren),
afisit (Yaprak bitlerini 6ldiiren), fungusit (Funguslari oldiiren), bakterisit (Bakterileri

oldiiren), herbisit (Otlar1 6ldiiren) ve algisitlerdir (Algleri 61diiren).

Etkiledigi Canlinin Biyolojik Donemine Gore; larvasit (Larva 6ldiiren),

ovisit (Yumurta 6ldiiren) ve erginleri ldiirenlerdir.

Zararhlara Etki Yollarina Gore; mide zehirlileri, degme (Kontakt)

zehirliler ve solunum zehirlileridir.

Toksik Ozelliklerine Gore; fiziksel zehirliler, protoplazma zehirlileri, sinir

sistemi zehirlileri, solunum zehirlileri ve antikoagulantlardir.
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Kullanma Teknigine Gore; dogrudan kullanilanlar ve su veya bir baska

¢oziicli ile seyreltilerek kullanilanlardir.

Etkili Madde Gruplarima Gore; canli kokenli olanlar (mikroorganizma
kokenliler), anorganik yapida olanlar, dogal organik yapida olanlar, bitkisel kokenli
olanlar, petrol yaglari, katran yaglari, sentetik organik yapida olanlar, klorlandirilmig
hidrokarbonlar, organik fosforlular, karbamatlilar, sentetik piretroitler, benzoyl
tirevleri, dinitro bilesikleri, amin ve hidrazin tiirevleri, dinitrofenol ve esterleri,
halojen ve oksijenler ve organik kalaylilardir

[Erisim:http://www.ziraattube.com/m/331/pestisitlerin-siniflandirilmasi.html].

Bizim c¢alismamizda kullandigimiz spirotetramat insektisidi, insektisitlerin
yeni bir grubu olan tetramik asit grubuna ait bir insektisittir [EPA spirotetramat
2008].

Pestisitler, zararli organizmalar1 engellemek, kontrol altina almak ya da
zararlarim1 azaltmak i¢in kullanilan madde ya da maddelerden olusan karigimlar
olarak tanimlanmaktadirlar. Pestisitler, kimyasal bir madde, viriis ya da bakteri gibi
biyolojik bir ajan, antimikrobiyal etkili bir bilesen, dezenfektan ya da herhangi bir
ara¢ olabilmektedirler [Erisim: http:/tr.wikipedia.org/wiki/Pestisit] Pestisitlerin
gerek c¢evre, gerek saglik ve gerekse ekonomik acidan getirebilecekleri
olumsuzluklar gelismis tilkelerde gayet iyi bilinmektedir. Bunun i¢in, basta AB
olmak iizere, tiim gelismis iilkelerde tiiketilecek tarim iirlinleri, ¢evre ve saglik
acisindan siirekli denetlenmektedir. Tiirkiye’de pestisit tiiketimi etken madde olarak
2002 yilinda, 1979 yilina oranla % 45,29’luk bir artig gostermistir. Bu artis oram
gelismis iilkelere gore daha diisiik olmasina ragmen, birim alanda kullanilan pestisit
miktarinin kiigimsenmeyecek kadar 6nemli oldugu goériilmektedir [Delen vd., 2005]
(Cizelge 2.2.).
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Cizelge 2.2. Tiirkiye’de yillara gore pestisit tikketimi (kg veya L) [Delen vd., 2005].

Pestisit Gruplar 1979 1987 1994 1996 2002

insektisitler 2.287.658 3.303.446 2.064.991 3.027.380 2.250.898
Herbisitler 2.451.977 3.495.044 3.902.588 3.643.971 3.697.397
Yaglar 1.594.526  2.147.106  2.147.106  2.871.160 2.428.238
Fungisitler 1.537.315 2.611.960 2.201.406 2.951.191 1.964.292
Nematisitler 315.665 322.227 530.738 1.076.661  1.559.489
Akarisitler 203.107 240.360 192.279 223.857 296.809
Rodentisit 5.600 2.124 2.509 3.268 1.794
TOPLAM 8.395.848 12.112.267 10.871.792 13.797.488 12.198.917

Buna ragmen Tiirkiye’de yogun bir sekilde modern tarim yapilmaktadir.

Tiirkiye’de modern tarimin en ¢ok yapildigi bolgelerin basinda ise Akdeniz ve Ege

bolgeleri gelmektedir. Bu bolgelerdeki pestisit tiiketimi Tiirkiye ortalamasinin ¢ok
tizerindedir (Cizelge 2.3.).

Bu bolgelerde tiiketilen pestisitler 6zellikle ¢evre ve

saglik acisindan Onemli riskler tasimaktadirlar. Verilere bakildiginda insektisitler,

herbisitlerden sonra en ¢ok tiiketilen pestisitlerdir [Delen vd., 2005].
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Cizelge 2.3. Ege ve Akdeniz Bolgeleri ile Dogu Anadolu ve Giiney Dogu Anadolu
Bolgelerinin Tirkiye pestisit tiiketimindeki preparat olarak paylari [Delen vd., 2005].

Yillar ve bolgelerin paylari (%)

Bolgeler

1994 1995 1996 1997 1998
Ege 19,37 19,04 15,51 18,56 17,10
Akdeniz 21,30 25,47 26,36 15,77 24,92
Dogu Anadolu 2,92 2,61 3,71 3,90 4,86
Gliney Dogu Anadolu 8,70 6,93 7,58 6,64 7,10

2.3.1.Pestisitlerin Genotoksik Etkileri

Pestisitler dogrudan hedef organizmayi etkileyecek sekilde iiretilirler. Fakat
bu durum her zaman basarili olmayabilir. Pestisitler uygulandiklar1 ortamda hedef
olmayan canlilarda ters etkiler yaratabilir. Ayn1 zamanda, gogu pestisit insanlarda da
toksik risk yaratabilir [Bolognesi 2003].

Cevrede gerek karasal ortamda gerekse sucul ortamda pestisitlerin degisen
konsantrasyonlarina hedef organizmalarla birlikte hedef olmayan organizmalar da
maruz kalmaktadir. Canlilarin maruz kaldig1 konsantrasyonlara ve canli tiirtine bagh
olarak her pestisitin etkisi farklilik gostermektedir. Genelde pestisitlerin canli
tizerindeki etkisi direkt akut olmamakla birlikte zamana bagli olarak birikim sonucu

toksik, genotoksik veya kanserojen olabilmektedir [Kocatas, 1991].

USA’da pestisit olarak kayith 890 aktif bilesen bulunmaktadir. Bugiinlerde
ise marketlerde 20.700 pestisit Uriinii raflarda yerini almis durumdadir. Bu
bilesenlerin ¢ogu onlarin ¢evredeki direngliliginden dolayi, uzun yillar gevremizdeki
varliklarmi stirdiirmektedirler. Cevresel kontaminasyon veya mesleki kullanimdan
dolayr tiim insanlarin pestisit maruziyeti kaginilmazdir. Populasyonlar hava, su ve
yiyecekler araciligi ile pestisitlere, degredasyon iiriinlerine ve kalintilarina maruz

kalmaktadirlar. Gelisen diinyada kendi kendini zehirleme esnasinda en ¢ok kullanilan
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araclar pestisitlerdir. Diinya ¢apinda her y1l 3 milyon pestisit zehirlenmesi meydana
gelmekte ve hemen hemen 220.000’1 6liimciil olmaktadir [Bolognesi 2003].

Pestisitlere ilk olarak uygulama sirasinda insanlar maruz kalmaktadir. Bu
maruziyete gidalardaki kalintilar eklenmekte ve kisilerin maruz kaldigi pestisit
miktar1 katlanarak artmaktadir. Bu nedenlerden dolayr farkli pestisitlerin
genotoksisitesinin degerlendirilmesi in vitro lenfosit kiiltiirii kullanilarak yaygin
sekilde gerceklestirilmektedir. Insanlarda gerceklestirilen pestisit genotoksisite
calismalar Cizelge 2.4.’de verilmistir [Bolognesi 2003].
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Cizelge 2.4. Pestisite maruz kalan insanlarda gergeklestirilen sitogenetik ¢aligmalar [Bolognesi 2003].

Calisilan Nesne
Maruziyet/Kontrol

Maruz Kalinan Bilesen

Maruziyet
Stiresi(y1l)

Gergeklestiri
len Analiz

Sonug

Referans

Dikim iscilerinin kimyasal/pestisit maruziyetinin insan populasyonlarindaki sitogenetik etkisi

44/30 Novozir Mn80 (mankozeb | >2 CA Pozitif(+1.83) Jablonika vd., 1989.
iceren fungisit) SCE Pozitif(+1.17)
14/50 Azinfos metil, dimetoat, | N.D. SCE Pozitif(+1.21) Laurent vd., 1996.
9 karisimci, 5 paketci | malation, metil paration
19/36 2,4,5-T, 2,4-D 10-30 CA Pozitif(+2.05) Kaioumova ve
Khabutdinov, 1998.
20/20 Pestisit karigimi;en yogun | 4-30(8 aylik | CA Pozitif(+6.10) Garaj-Vrhovac ve
kullanilan pestisitler: 2,4-D, | yiiksek Zeljezic, 1999,2001.
atrazin, alaklor, maruziyetten
siyanazin, malation sonra Ornek | MN Pozitif(+3.63) Zeljezic vd., 2001, 2002.
tagima)
20/20 SCE Pozitif(+2.23) Zeljezic ve
Garaj-Vrhovac, 2002.
135/111 Organofosfatlar 1-24 SCE Pozitif(+1.85 Padmavathi vd., 2000.
sigara kullanan)
(+1.63 sigara
kullanmayan)

Pestisit uygulayicilarinda pestisit maruziyetinin insan populasyonundaki sitogenetik etkisi

Tek pestisit maruziyeti

35/15

Orman is¢ileri:2,4-D,MCPA
Sprey Oncesi

Spreyleme boyunca
Spreyden sonra

ND

SCE

Negatif
Negatif
Negatif

Linnainmaa, 1983.
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‘Cizelge 2.4. (devami)’

19/15 Orman isgileri:2,4-D,MCPA; | 6-28giin CA Negatif Mustonen vd., 1986.
Sprey sezonundan sonra
60/42 Papaya iscileri:etilen | 5 ortalama | CA Negatif Steenland vd., 1986.
dibromid SCE Negatif
24124 Dezenfekte Fosfinin CA Pozitif (+3.58) Garry vd., 1989.
uygulayicilari(agik kesikli
alan):fosfin ve diger | kullanimi, 8
pestisitler aydan daha
az kullanim
18/26 Dezenfekte Fosfinin CA Pozitif (+3.4) Garry vd., 1992.
uygulayicilari(agik kesikli
alan):fosfin ve diger | kullanimi, 8
pestisitler aydan daha
az kullanim
31/21 Dezenfekteciler:Fosfin ND MN Negatif Barbosa ve bonin, 1994.
38/16 Medfili  imha  program:: | Spreyleme | MN Negatif Titenko-Holland
malation sezonundan vd.,1997.
sonra
31/30 Etilenbis (ditiokarbamat) | ND CA Pozitif(+1.32) Steenland vd., 1997.
fungusit spreycileri
13/30 Domates is¢ileri ND CA Negatif
31/30 Fungusit spreycileri ND SCE Pozitif(+1.12) Steenland vd.,1997.
31/27 Dezenfekte 0.3-22 MN Negatif Calvert vd., 1998.
uygulayicilari:metilbromid
12/9 Pestisit uygulayicilari:2,4-D | Kesikli MN Negatif Figgs vd., 2000.
kullanim
Pestisit karigimina maruziyet
109/57 Veri yok 2-20 CA Pozitif (+1.68) Nehez vd., 1981.
80/24 Pestisit karigimi1(80 | 1>15 CA Pozitif (+2.69 dan | Paldy vd., 1987.
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‘Cizelge 2.4. (devami)’

formiilasyon):karbamat, +3.89)
ditiokarbamat,heterosiklik
bilesenler, nitro bilesenler,
organoklorinler, fenoksi
asetik asit, fitalimidler,
pretroidler, siilfiir ve bakir
iceren kimyasallar
15/10 Bag is¢ileri: bakir | 5-12 CA Pozitif(+4.16) Rita vd., 1987.
siilfat, DDT, diklorvos,
dieldrin, ditan, lindan,
metasistoks, paratiyon,
kuinalfos
55/60 Sera isgileri:pestisit karisimi, | 2-15 CA Pozitif(+1.18- Nehez vd., 1988.
insektisitler(karbamatlar,org 1.52)
anofosfatlar); piretroid
fungisitler, akarisitler
25/30 Sebze bahgesindeki isciler: | 5-38 CA Pozitif (+1.72- | Rupa vd., 1988.
BHC,DDT,dimetoat, 2.08)
fenitrotion, gromor, Pozitif (+1.43-
malation, paration, ure SCE 1.64)
52/25(erkek  sigara | Pamuk tarlasindaki | 1-25 CA Pozitif (+3.32- | Rupa vd., 1989.
kullanmayan) is¢iler:BHC, DDT, 6.51)
sipermetrin, dimetoat,
endosiilfan, fenvalerat,
malation, metil paration,
monocrotopos, fosfamidon,
kuinolfos
50/47(erkek  sigara | Pamuk tarlasindaki | 1-25 CA Pozitif(+2.01- Rupa vd., 1989.
kullanan) is¢iler:BHC, DDT, 2.12)
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‘Cizelge 2.4. (devami)’

sipermetrin, dimetoat,
endosiilfan, fenvalerat,
malathion, metil paration, SCE Pozitif((+1.32- Rupa vd., 1989.
monocrotopos, fosfamidon, 1.88)
kuinolfos
26/26 (erkek sigara | Pamuk tarimcilart: | 2-18 CA Pozitif(+3.61) Rupa vd., 1991.
kullanmayan) sipermetrin, dimetoat,
endosulfan, fenvalerat,
malation, metil paration,
monokrotofos, fosfamidon,
kuinolfos
61/45(erkek  sigara 2>20 SCE Pozitif(+2.36) Rupa vd.,1991.
kullanmayan)
29/14 Sera  iscileri:  karbamat, | 4-30 CA Pozitif(+4.42) Kourakis vd., 1992.
ditiokarbamat,organoklorinle
r, organofosfatlar
56/30 Domates, kabak | 6 CA Pozitif(+5.01) Kourakis vd., 1996.
yetistiricileri:
organofosfatlar,
karbamatlar,ditiokarbamatlar
,organoklorinler
29/30 Seralar Pozitif(+6.35)
27/30 Agik alanlar SCE Pozitif(+3.54)
Negatif
716 Acik alan : pestisit karigimi, | 3-38 CA Pozitif(+2.81) Mohammad vd., 1995.
sipermetrin, deltametrin
134/157 Seralardaki 1-50 SCE Lander ve Ronne, 1995.

yetistiriciler:pestisit
karigimi-
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‘Cizelge 2.4. (devami)’

benzimidazoliks,karbamatlar
, organofosfatlar,
poliklorinler,  piretroidler,
tiofitalimidler

Sigara Kullananlar

Sigara Kullanmayanlar

Negatif

Pozitif(+1.12)

48/50 Cifteiler(tahul, meyve, | 4-50 SCE Negatif Pasquini vd., 1996.
sebze):pestisit  karisimi;en
yaygin kullanilan
pestisitler:alaklor,  atrazin,
benomil, karbaril, MN Pozitif(+1.20)
deltametrin, dinokap,
linuron, mancozeb, MCPA,
metobromuron, metolaklor,
oksadiksil, oksifluorfen,
propineb, triadimenol.
27120 Bag is¢ileri:pestisit | 12,1;spreyl | CA Pozitif (+15.8) Joksic vd., 1997.
karisimi;en yaygin | eme
kullanilan pestisitler:2,4-D, | sonunda, Negatif
desmedifam, diazinon, | sezonda SCE
ditiokarbamat,etofumesat, Pozitif(+7.67)
metalaksil+Cu, fenmedifan, MN

propiconazol, triadimefon,

vinklozolin
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‘Cizelge 2.4. (devami)’

22/16 Pestisit karisimi:  kaptan, | 7 MN Negatif Venegas vd., 1998.
siflutrin, sipermetrin,
deltametrin, diklorvos,
diazinon, endosulfan,
fenitrotion, fenvalerat,
linuron, magnezyum-
aluminyum fosfid,
metamidofos, metomil, metil
bromid, paration
pentaklorfenol, propoksur
Klorinli hidrokarbonlar,
karbamatlar(propoksur),
organofosfatlar(diklorvos,
dimetoat, malation),
piretroidler(sipermetrin, D-
alletrin, deltametrin,
sumitrin) CA Amr, 1999.
39/20 Karisimcilar 5-25 Pozitif(+1.61)
32/20 Uygulayicilar 5-15 Pozitif(+2.38)
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H2AX Test Yontemleri Ile Arastirilmasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

Nagy ve arkadaslar1 [2014], tarimsal alanda ve evlerdeki bdoceklerin
kontroliinde genis capta kullanilan sentetik piretroid bir bilesen olan fenotrinin
genotoksisitesini insan periferal kan lenfosit kiiltiiriinde komet testini kullanarak

arastirmiglardir.

Timoroglu ve arkadaslar1 [2014], organofosforlu insektisitlerden forat ve
triklorfonun in vitro genotoksik etkilerini dort genotoksisite testi kullanarak
degerlendirmislerdir. Test sistemlerinden kromozom aberasyonu, kardes kromatit

degisimi, mikronukleus ve komet testlerini kullanmiglardir.

Cavas ve arkadaglar1 [2012], neonikotinoid insektisitlerin {iyesi olan
asetamipridin genotoksik etkisini in vitro ortamda mikronukleus, komet ve gama

H2AX test yontemini kullanarak arastirmislardir.

Sandal ve Yilmaz [2011], cevrede kirlilige neden olan ve insan sagligini
tehdit eden farkli pestisitlerin genotoksik etkilerini sigara kullanan ve kullanmayan

insanlarin lenfosit kiiltiiriinde komet testini yaparak arastirmiglardir.

Ozkan ve arkadaslari [2009], organofosforlu insektisitlerden asefatin
genotoksik etkilerini insan lenfosit kiiltiirlinde aragtirmislardir. Arastirmalarinda
kromozom aberasyon, kardes kromatit degisim, mikronukleus ve komet testlerini

kullanmiglardir.

Celik ve arkadaglari [2014], fenilpirazol pestisitlerden fipronil’in
genotoksisitesini kardes kromatit degisimi, komet testi ve mikronukleus testini

kullanarak in vitro lenfosit kiiltiriinde degerlendirmislerdir.

Benedetti ve arkadaglar1 [2013], fasulye yetistiriciligi yapan is¢ilerde pestisit
maruziyetinin meydana getirdigi genotoksik hasari is¢ilerin periferal 16kositlerinde

komet testi, bukkal epitellerinde ise mikronukleus testi ile belirlemislerdir.

Xiang ve arkadaglart [2013], karbamatli insektisitlerden metomil’in
genotoksik etkilerini mikronukleus, kromozom aberasyonu, kardes kromatit
degisimi, komet testi ve gama H2AX testi ile farkli hiicre hatlarinda

degerlendirmislerdir.
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Dwivedi ve arkadaslar1 [2012]; piring, cay, bugday ve diger iiriinlerde genis
kullanim alanina sahip sistemik bir herbisit olan butaklor’un genotoksik potansiyelini

insan periferal kan monositlerinde komet testini kullanarak degerlendirmislerdir.

Kocaman ve Topaktas [2009], yiiksek derecede aktif piretroid insektisit olan
alfa sipermetrinin genotoksisitesini insan periferal lenfositlerinde kardes kromatit
degisimi, kromozom aberasyonu ve mikronukleus testlerini  kullanarak

arastirmiglardir.

2.3.2.Spirotetramat

Pestisitler, zararli organizmalari engellemek, zararlarini azaltmak veya
kontrol altina almak amaciyla kullanilan bilesiklerdir. Bu gruptaki bilesikler iginde
yer alan ve boceklere karsi kullanilan insektisitler, kiiresel anlamda daha cok,
tarimsal liretimi artirmak amaciyla kullanilan iiriinler olarak bilindikleri i¢in bir¢cok
yerde “tarim ilac1” olarak da adlandiriimaktadirlar [Ozkaya vd., 2013]. Spirotetramat
diinya c¢apinda beyaz sineklere, afidlere, kirmiz1 oriimceklere ve tarimsal alandaki
diger emici boceklerden korunmak igin tiriinlere yonelik olarak son yillarda tiretilmis
yeni siklik ketoenol bileseni ve tetramik asit tiirevi bir insektisittir [Marcic vd.,
2012]. Molekiiler formiilii C2;H27NOs olan spirotetramatin kimyasal formiilii Sekil

2.7.’de gosterilmistir [EPA Spirotetramat, 2008].

Sekil 2.7. Spirotetramat’in kimyasal yapis1 [EPA Spirotetramat, 2008].
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Cizelge 2.5. Test Bileseninin Terminolojisi [EPA Spirotetramat, 2008].

Ticari Adi Spirotetramat

Kimyasal Sinifi Tetramik Asit Tiirevi (Ketoenol)

Pestisit Tipi Insektisit

CAS Numarasi 382608-10-8

CAS Adi cis-3-(2,5-dimetilfenil)-8-metoksi-2-oxo-1-
azaspiro[4.5]dec-3-en-4-yl etil karbonat

Erime Isis1 (°C) 142

Sudaki Coziiniirliikk (20°C) pH 4 - 33.5 mg/L

pH 7 - 29.9 mg/L
pH9 - 19.1 mg/L

Organik Coziiciilerdeki Coziintirlik (20°C) Coziicii a/L
n-hekzan 0.055
Diklorometan >600
Dimetil Siilfoksit 200-300
Toluen 60
Aseton 100-120
Etil asetat 67
Etanol 44

2.3.2.1.Spirotetramatin Genotoksik Etkileri

Spirotetramat’a agiz, deri ve solunum yoluyla maruz kalindiginda diisiik
akut toksisite gostermistir (Toksisite kategorisi 3 veya 4). Spirotetramat deride
iltihaplanmaya neden olmamistir (Toksisite kategorisi 4), aksine gozlerde iritasyona
neden olmustur (Toksisite kategorisi 2). Insanlarda ve hayvanlarda ise deride

potansiyel duyarliliga rastlanmistir [EPA Spirotetramat, 2008].

Spirotetramat’in genotoksisitesine dair insan lenfosit kiiltliriinde yapilmis
herhangi bir calismaya literatiirde rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamiz

literatiirdeki bu agig1 kapatacaktir. Buna ragmen spirotetramat’in toksisite ve
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genotoksisitesine dair farkli canlilar iizerinde gerceklestirilmis ¢alismalar

bulunmaktadir.

Bugday koklerinde Heterodera avenae iiremesine yapraktan uygulanan
spirotetramat’in  etkisi arastirilmistir.  Arastirma sonrasinda  spirotetramatin
juvenillerde %35 azalma meydana getirdigi gozlenmistir. Hektara 110gr seklindeki

uygulamalarda ise juvenil yumurtalarin sayis1 %78 azalmistir [Smiley vd., 2011].

Spirodiclofen direngliligi, narenciye kirmizi akarinin duyarli bir irki olan
Panoncyhus citri’de laboratuvar ortaminda gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
42 jenerasyon boyunca Panoncyhus citri’nin spirodiclofene karsi direngli oldugunu

gostermistir [Yu vd., 2011].

Belgika’da lahanalara zarar veren afidlerden biri olan Episyrphus
balteatus’un larvalar1 {izerine spirotetramat’in etkileri laboratuar ortaminda
aragtirtlmistir.  Sonu¢ olarak afid kontroliinde o6zellikle larval doénemde

spirotetramat’in ¢ok etkili oldugu gézlemlenmistir [Moens vd., 2011].

Cin narenciye bahgelerinden toplanan Panonychus citri’de spirodiclofen
direngliligi arastirtlmistir.  Narenciye kirmizi bocegi Panonychus citri, Cin’de
pestisite en direncli bodceklerden biridir. Sonuglar yetiskinlerde spirotetramat

toksisitesinin diisiik oldugunu gostermistir [Hu vd., 2010].

Agbohessi ve arkadaglar1 [2013], bat1 Afrika’da Benin bolgesinde pamuk
tarlalarinda kullanilan pestisitlerin risk degerlendirmesini Afrika kedi baligi Clarias
gariepinus’un embriyo-larva ve juvenillerinde degerlendirmislerdir. Aktif bileseni
endosulfan olan Thionex 350 EC ve aktif bilesenleri flubendiamide ve spirotetramat

olan Tihan 175 O-TEQ’nun akut toksisitesini arastirmiglardir.

Wu ve arkadaslar1 [2014], Cin kara kurbagas1 Bufu bufo gargarizans’ta akut
toksisitenin etkilerini ve spirotetramat’a maruziyetin belirteci olarak lipit
peroksidasyon  parametrelerini  ve  antioksidantlarin  potansiyel etkilerini

degerlendirmislerdir.

HPLC-MS metodu ile spirotetramat ve metaboliti spirotetramat enoliin

bitkilerdeki analizi gergeklestirilmistir. Degerlendirmeler mango ve lahana
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bitkilerinde  gergeklestirilmistir.  Sonuglar  bitkilerdeki  metabolit — oraninin
spirotetramattan daha yiiksek oldugunu gdstermistir. Yine aym bitkinin farkl

kisimlarindaki kalint1 miktar1 da farklilik géstermistir [Mohapatra vd., 2012].

Yukarida bahsedilen calismalarda da goriildiigii lizere spirotetramatin
sadece hedef organizmalar tizerindeki etkilerine yonelik caligmalar mevcuttur ve
sinirli sayidadir. Fakat bu kimyasalin direkt hedefi olmayan diger organizmalar
tizerindeki toksisitesine dair c¢alismaya “web of science” veri tabaninda

rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamiz 6nem arz etmektedir.
2.4. NANOPARTIKULLER

Endiistriyel nanopartikiiller 1 ile 100nm arasindaki karakteristik biiyiikliige
sahip ve essiz fizikokimyasal 6zellikler iceren, isteyerek liretilmis partikiiller olarak
tanimlanirlar. Yiksek ylizey alani, ylizeydeki bol reaktif alan, atomlarin genis
fraksiyonu gibi essiz Ozellikler bunlar1 alisilmamis materyaller yapar. Endiistriyel
nanopartikiiller simdilerde plastik esyalarda, elbiselerde, kozmetikte, boyalarda,
elektrik uygulamalarda, yiyecek iiriinlerde yiiksek oranda kullanilmaktadir. Ayrica
nanopartikiillerin uygulamalar1 biyomedikal alanda, saglikta, medikal goriintiilleme
ve tani, yara bezleri, farmasotikler, ilag gelisimi ve terapide yogun sekilde
kullanilmaktadir (Sekil 2.8.) [Singh vd., 2009]. Endiistriyel nanopartikiillere olan
talep giderek artmaktadir ve 2015 yilinda ticaret hacminin 1 trilyon Amerikan (US)

dolarini asacagi tahmin edilmektedir [ Kumar ve Dhawan, 2013].

Nanomateryaller 1 mikro metreden daha kiiglik fiber yada partikiil olarak
tanimlanmaktadir. Bu nedenledir ki; nanomateryaller insanlar tarafindan solunabilir
ve onlarin geometrisi, kompozisyonu, biiylikliigli, viicuda tasinimi insan sagliginda
zit etkilere neden olabilir. Bu partikiiller o6zellikle yiliksek konsantrasyonda

solundugunda olusuz etkiler gosterebilmektedir [Hillegass vd., 2010].

Nanoteknolojinin ilerlemesi ile birlikte, nanomateryallerin saglik {izerine
etkileri hakkindaki kaygilar bu materyallerin yogun olarak kullanildig1 sektorlerin
calisanlarinda ve tiiketicilerde artmistir. Bu nedenle, fiziksel ve kimyasal olarak
farkli elementlerin sayisinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Nanomateryallerin

patojenitesi ve toksisitesini 6nlemek i¢in kemiricilerin kullanildigi modeller, zaman
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ve maliyetin yliksek olmasi bakimindan kullanigh degildir. Bundan dolayi, in vitro
testlerin kullanilmas1 daha elverislidir. In vitro testler; sitotoksisite (metabolizma
degisikligi, biiyimede azalma, litik ve apoptotik hiicre O6liimii), proliferasyon,
genotoksisite ve gen ekspresyon degisiklikleri i¢in hiicre kiiltiir testlerini igerir
[Hillegass vd., 2010].

URUN KATEGORILERI SAGLIK VE SPOR ALT
KATEGORISI

Gocuk oyuncaklar (17)

Filtreleme {20)

Ev aletleri (22)

Glineskremleri (29)
Otomativ (35)

YA
A
i )

Kozmetik (95)

Gida ve igecekle
(68)

Spor malzemeleri

Elektronik ve |: S"‘g"("sg‘;’s)s'”'
bilgisayar (61) :

Ev ve bahge Kigisel bakim {86) \
0 ¢ $ (86)

Giyim (94)

Sekil 2.8. Nanopartikiillerin uygulama alanlar1 [Singh vd., 2009].
2.4.1 . Nanopartikiillerin Genotoksik Etkileri

Nanobilim ve nanoteknolojide nanomateryallerin essiz 6zelliginden dolay1
gectigimiz on yil boyunca biiyilk artis goriilmistiir. Endiistriyel nanopartikiil
sentezinde, goriintiilenmesinde ve analiz araglarinda biiyiik ilerleme olmustur.
Yiiksek ylizey alani, atomlarin genis fraksiyonu, yiizeydeki bol reaktif alan gibi egsiz
ozellikler endiistriyel uygulamalar ve tiiketiciler i¢cin bu materyalleri essiz kilar.
Tiketici trlinlerindeki endiistriyel nanopartikiillerin 6nemli derecede yiikselmesi,
insan ve c¢evre maruziyetinin riskini arttirir.  Insanlar ¢esitli asamalarda
nanopartikiillere maruz kalirlar. Bu asamalar; nanopartikiil sentezi (laboratuvarlarda),
tiretim (endiistri), kullanim (tiiketilen {iriinler,araglar, ilaglar) ve ¢evre (kontamine su,
hava partikiilleri ve imha)’dir (Sekil 2.9. Nanopartikiillerin yasam siklusu ve ¢esitli

ekosistemlerde insanlarin nanopartikiillere maruziyeti)[ Kumar ve Dhawan, 2013].
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Ekosistemler insan

Hava

—

Toprak

doniisiim

e

Sediment

Uriiniin
bozunmasi

Sekil 2.9.Nanopartikiillerin yasam siklusu ve gesitli ekosistemlerde insanlarin
nanopartikiillere maruziyeti [ Kumar ve Dhawan, 2013].

Nanopartikiil maruziyetinin biyolojik sistemlerde genotoksisite, sitotoksisite
ve karsinojeniteye neden oldugu bilinmektedir. Bu olaylar birkag sekilde
gerceklesebilir (Sekil 2.10. Nanopartikiillerin hiicresel etkilerilKumar ve Dhawan,
2013]). Genetik materyalin nanopartikiillerle dogrudan etkilesimi, reaktif oksijen
tirlerinin iiretimi boyunca dolayli hasar, ¢oziilebilir nanopartikiillerden toksik
iyonlarin iiretilmesi, sitoplazmik ve niiklear proteinlerle etkilesim, mitotik ipliklere
veya onun bilesenlerine baglanma, oksidatif streste yiikselme, hiicre siklusu kontrol
noktalarinin islevinde bozulma, antoksidant savunmanin baskilanmasi sayilabilir

[Kumar ve Dhawan, 2013].
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Hicresel sinyal
yolaklarinda degisim

Sekil 2.10. Nanopartikiillerin hiicresel etkileri [Kumar ve Dhawan, 2013].

Nanopartikiillerin genotoksisitesi; prokaryotik sistemler, hiicre kiiltiirleri, in
vitro ve in vivo modeller kullanilarak degerlendirilebilir. Genotoksisitenin
gosterilmesinde ilk olarak AMES testi kullanilmistir. Akabinde, endiistriyel
nanopartikiillerin memeli hiicre kiiltlirlerinde neden oldugu DNA hasarlarini
degerlendirmede farkli testler kullanilmistir. Bu testler; komet testi, gen mutasyon
testi, mikronukleus testi ve kromozom aberasyon testidir. Endiistriyel

nanopartikiillerle gergeklestirilmis bir ¢ok in vitro ve in vivo ¢alisma mevcuttur.
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- Hiicre Déngiisii
DNA Tamiri

i Kontrolii Hiicre senesensi
1
X X X
v v \Z
Nanopartikiil DNA Hasari m

Tumér baskilayici ve Hiicre geligimi konrol
genom Kararlihgin arttin mekanizmasinda hatalar,
genlerin inaktivasyonu hiicre éliimii , genetik
kararsizlik ve terminal
diferansiyasyon

Seki 2.11.Genotoksisite ve Karsinojeniteye Neden Olan Nanopartikiillerin Hiicresel
Proseslerle Iliskisi [Kumar ve Dhawan, 2013].

* Beyin (Nérolojik Hastaliklar: Parkinson, Alzheimer)

AN

Nanopartikiil Soluma

f

* Akcigerler (Astim, Bronsit, Anfizem, Kanser)

.

* Dol
S?stae::? (Arteriosklerosis, Tromboz, Yiiksek kan basmnci)

'

Kalp (Aritmi, Kalp hastaliklar:, Olim )

Mitokondn .

Nukleus .~ (’/
Sitoplazma « |, 1)
: |
Membran *

Lipit Vesikillen «

Nanopartikiil
Yutma

f

Gastro-Intestinal *
Sistem
(Crohn hastaligs, Kolon kansen)

* | Diger Organlar (Etiyolojisi bilinmeyen bébrek ve karaciger hastaliklar:)

Y

+ Lenfatik
Sistem

Asinmis Ortopedik
implant
(Otoimmiin Hastaliklar,
Dermatitis, Untiker, V; askulit)

(Fil hastalig: ve Kaposisarkomu)

* Deri (Otoimmiin Hastaliklar, Dermatitis)

Sekil 2.12. Insan viicudunun nanopartikiillere maruz kalma yollari, etkilenen
organlar ve ortaya ¢ikabilecek hastaliklar [Atli-Sekeroglu, 2013].

Cevrede bulunan nanopartikiillerin genotoksisitesinin degerlendirilmesine
yonelik bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bunlar Cizelge 2.6.’da gosterilmistir [Kumar
ve Dhawan, 2013].
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Cizelge 2.6. Endiistriyel Nanopartikiillerin In Vitro Genotoksisitesine Dair Se¢ilmis Calismalar [Kumar ve Dhawan, 2013].

Nanopartikiil Tipi

Faz/Biyiikliik

Genotoksisite Testi

Sonug¢

Referans

Titanyu dioksit
(TiO2)

Anataz 10, 20,
200, >200nm
ve rutil, 200nm

FPG-modifiye komet testi,
CBMN testi

Anataz  partikiiliniin ~ fotokatalitik
aktivitesi rutil formdan daha yiiksek
olmustur.Rutil partikiiller 151k
yoklugunda oksidatif DNA hasarina
neden olmustur. Fakat 200nm lik anataz
partikiilleri bdyle bir hasara neden
olmamustir.

Gurr vd., 2005.

Organik ve | Kromozomal aberasyon UV  varligmda ve  yoklugunda | Theogaraj vd.,
inorganiklerle kromozomal hasar sikliginda yiikselme | 2007.
kaplanmis olmamugtir.
ultrafin
partikdiller,
14-60nm
100nm CBMN test, komet testi ve | 130ug/ml’lik maruiyette CBMN sikligi | Wang vd., 2007.
HPRT gen mutasyon testi 2-3 kat ve mutasyon sikhigr 2,5 kat
yikselmistir. 65ug/ml’lik maruziyette
komet kuyruk uzunlugu 5 kat artmistir.
25nm CBMN testi ve komet testi | Mikronukleus siklig1 yiikselmistir.ROS | Kang vd.,2008.

dretimi ve p53 aracilikli DNA hasar
kontrol noktasindaki sinyallerin
aktivasyonu artmistir.

Degussa P25,

FPG ile modifiye komet

UVA 1sinlama partikiilleri DNA zincir

Vevers ve jha.,

24,4+0,5nm testi ve CBMN testi kiriklarina neden olmustur. 2008.

40nm rutil, | Komet testi Nano biiyiikliikteki anatazrutilden daha | Falck vd., 2009.
<25nm anataz etkili olmustur. Fakat hicbiri DNA

ve Sum bulk hasarini baslatic1 olmamaistir.
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‘Cizelge 2.6. (devami)’

anataz Komet testi Tiim konsantrasyonlarda DNA hasarin1 | Gopalan vd.,
Oonemli seviyede yiikseltmistir. 2009.
Anataz, 5 ve | HPRT gen mutasyon testi TiO2 nanopartikiilleri hiicreler | Xu vd., 20009.
40nm tarafindan almmistir  ve MEF
hiicrelerinde mutasyon sikligina neden
olmustur.
anataz<25nm, | FPG- ve Endo Il modifiye | Anataz partikiilleri, rutillerden daha ¢ok | Petkovic vd.,
rutil<100nm komet testi, real time PCR | DNA hasarina neden olmustur. Aksine, | 2011.
ile  DNA hasar1 fizerine | rutil form anastazla karsilastirildiginda
ekspressiyon caligmalari oksidatif  stresle  iligkili  genleri
uyarmada daha gii¢lii olmustur.
20+7nm MN ve SCE testi MN  sikligt 0.5 ve 1lug/ml’lik | Di Virgilio vd.,
konsantrasyonda yiikselmistir.ancak | 2010.
SCE siklig1 1-5pg/ml’lik
konsantrasyonda ylikselmistir.
Anataz 50nm | FPG modifiye komet testi | A 431 hiicrelerinde 0.8, 8 ve | Shukla vd.,
ve CBMN testi 80ug/ml’lik konsantrasyonlara | 2011b.
maruziyet sonrasinda oksidatif DNA
hasar1 ve mikronukleus siklig1 6nemli
derecede yiikseldigi gozlenmistir.
Anataz, oval | Koet testi DNA hasarini yiikseltmemis. Hackenberg vd.,
sekil, uzunluk 2011a.
76+41nm,
genislik
53+22nm

Anataz, 50nm

FPG modifiye komet testi
ve CBMN testi

Oksidatif DNA hasar1 ve MN siklig1
doza bagh olarak yiikselmistir.

Shukla vd., 2013.

Anataz<100nm

Elektron paramagnetik
rezonans (EPR) 8-OHdG

TiO2 maruziyeti ne DNA kirigi ne de
serbest radikal {iretimi gostermemistir.

Bhattacharya vd.,
2009.
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‘Cizelge 2.6. (devami)’

analizi
140+44nm, Ames testi ve kromozomal | Her iki testtede negatif sonu¢ vermistir. | Warheit vd.,
%79 rutil ve | aberasyon testi 2007.
%21 anataz
63nm Komet testi ve komet test | DNA hasarinda O6nemli yiikselme | Karlsson vd.,
(FPG) gozlenmistir. 2008a.
Mikronukleus ve kardes | SCE sikliginin yani sira MN sikligi da | Turkez ve
kromatit degisim testi. maruziyet dozlarma baglh  olarak | Geyikoglu, 2007.
yiikselmistir.
Komet testi Doza bagli olarak DNA hasar | Karlsson vd.,
yukselmistir. Oksidatif lezyon | 2008b.
Olciilmemistir.
Cinko oksit (ZnO) 100nm Kromozomal aberasyon testi | Nanopartikiiller tiim sartlar altinda | Dufour vd., 2006.
klastojenik bulunmustur.
30nm Komet testi Doza bagl olarak 6nemli DNA hasar1 | Sharma vd., 20009.
elde edilmistir
10 ve 20nm FPG enzimli ve enzimsiz | FPG’li ve FPG’siz tiim nanopartikiil | Gerloff vd., 20009.
komet testi maruziyetli hiicrelerde 6nemli DNA
hasar1 elde edilmistir.
19.6+5.8nm Komet testi 5 wve 10pg/ml’lik konsantrasyonda | Yang vd., 2009.
onemli genotoksik etki elde edilmistir.
70+13ve Komet testi 10, 12 ve 14 pg/ml’lik konsantrasyonda | Gopalan vd.,
4204+269nm onemli DNA hasari elde edilmistir. 2000.
Standart alkalin komet testi | ZnO nanopartikiillerine maruz kalan her
iki hiicre tipinde de Onemli seviyede
DNA hasar1 meydana gelmistir.
30nm Komet testi ve CBMN testi | Konsantrasyona ve zamana bagl olarak | Osman vd., 2010.
DNA ve sitogenetik hasar yiikselmistir.
30nm FPG’li ve FPG’siz komet | Komet testi ile onemli DNA hasari elde | Sharma vd.,
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‘Cizelge 2.6. (devami)’

testi edilmistir. 2011b.
30nm Komet testi Maruziyetli hiicrelerde DNA hasarinda | Sharma vd.,
onemli yiikselme elde edilmistir. 2011a.
Oval  sekilli, | Komet testi Insan nazal mukoza hiicrelerinde | Hackenberg vd.,
uzunluk aruziyetten 24 saat sonra | 2011c.
76+41nm, nanopartikiillerin ¢ogalan genotoksik
genislik etkisi gozlemlenmistir.
534+22nm
71nm FPG’li ve FPG’siz komet | Onemli DNA hasari elde edilmistir. Karlsson vd.,
testi. 2008a.
Demir oksit <70nm Komet testi Hiicrelerin  nanopartikiil ~ maruziyeti | Auffan vd., 2006.
sonrasinda genotoksisite elde
edilmemistir.
29nm, Fe203 | Alkalin ve FPG modifiye | Herhangi bir konsantrasyonda onemli | Karlsson vd.,
komet testi DNA hasari elde edilmemistir. 2008b.
20-30nm, Alkalin ve FPG modifiye | Oksidatif =~ DNA  hasari  sadece | Karlsson vd.,
Fe304 komet testi 80ug/ml’lik konsantrasyonda | 2008a.
bulunmustur.
30-60nm, Alkalin ve FPG modifiye | Mikro partikiiller 80ug/ml’lik | Karlsson vd.,
Fe203 komet testi konsantrasyonda DNA hasarma neden | 20009.
oluyorken, nanopartikiiller 6nemli DNA
hasar1 olusturmamustir. Oksidatif DNA
hasar1 elde edilmemistir.
20-40nm, Alkalin ve FPG modifiye | Mikro  partikiillere  maruz  kalan | Karlsson vd.,
Fe304 komet testi hiicrelerdeki DNA hasar1 | 2009.
nanopartikiillere maruz kalan
hiicrelerdekinden daha yiiksek
olmustur.Oksidatif stres ise
nanopartikiil maruziyetli hiicrelerde
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mikro  partikiillere = maruz  kalan

hiicrelerden daha yiiksek olmustur

50nm Alkalin komet testi ve | BEAS B2 hiicrelerinin aksine, IMR 90 | Bhattacharya vd.,
ELISA metodu kullanarak | hiicrelerinde 50 ve 250pg/ml’lik | 2009.
8-OH-dG’nin ortaya | konsantrasyonlarda énemli DNA hasari
¢ikarilmasi. bulunmustur. Ancak 8-OH-dG

seviyesinde onemli yiikselme
gozlenmemistir.

311nm Komet testi ve CBMN testi | 4 saatlik maruziyetten sonra | Konczol

konsantrasyona bagli olarak DNA | vd.,2011.
hasar1 gozlenmistirAncakMN siklig1 24

saatlik maruziyetten sonra Onemli

olmustur.

Seryum oksit 7 ve 320nm Komet testi 60ug/ml ve tistiindeki | Auffan vd., 2009.

konsantrasyonlarda énemli DNA hasari

elde edilmistir. Ayrica nanoceria

bulklaran daha genotoksik bulunmustur.

5-20nm Oxy DNA assay kit | 20 ve 30 dakikalik maruziyetten sonra | Rothen-

kullanilarak 8-OH-dG 8-OH-dG seviyesi Onemli seviyede | Rutishauser vd.,
yiikselmistir. 2009.
5.4nm Komet testi ve SCE testi Maruziyetli hiicrelerde 6nemli DNA | Pierscionek vd.,
hasar1 ve SCE elde edilmemistir. 2010.
3-5nm Komet testi Onemli DNA hasari elde edilmemistir. | Das vd.,2012.
Aluminyum oksit <50nm Alkalin komet testi S9’lu ortamda nanopartikiillerin tim | Kim vd., 2010.
konsantrasyonlarinda L5178Y
hiicrelerinde  6nemli DNA  hasar

bulunmustur.S9’suz ortamda ise sadece
en yiksek konsantrasyonda Onemli
DNA hasar1 ortaya c¢ikmistir.S9’suz
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ortamdaki tiim nanopartikiil
konsantrasyonlarinda BEAS-2B
hiicrelerinde DNA hasar1 goriilmiistiir.

0.2nm

CBMN testi, gama H2AX
immuno isaretli sitogenetik
analiz(FISH)

Al203 nanopartikiilleri ~ kontrolle
karsilastirildiginda mikronukleus
sikligin onemli olglide
yiikseltmistir. A1203 nanopartikiillerinin
2mg/T-75’lik konsantrasyonuna maruz
kalan Orneklerde kromozom kayb1 ve
poliploidi gbzlenmistir.

Tsaousi vd., 2010.

28nm

Mikronukleus testi, kardes
kromatit degisimi

0.5-10pg/mI’lik konsantrasyonda
mikronukleus  sikliginda  yiikselme
gozlenmistir.Ancak kardes kromatit
degisimi 1-25pg/ml’lik
konsantrasyonda elde edilmistir.

Di Virgilio vd.,

2010.

Bakir oksit

42nm

Alkalin ve FPG modifiye
komet testi

Konsantrasyona bagli olarak oksidatif
DNA hasarinin yiikseldigi gozlenmistir.

Karlsson
vd.,2008a.

20-40nm

Alkalin ve FPG modifiye
komet testi

FPG lezyonlarinin
indiiksiyonunanopartikiill ~ maruziyetli
hiicrelerde meydana gelmistir.aksine
makro  partikiillere = maruz  kalan
hiicrelerde 6nemli FPG lezyonu elde
edilmemistir.

Karlsson
2008a.

vd.,

28nm

Alkalin komet testi

Nanopartikiil maruziyetli hiicrelerde

DNA hasar gozlenmistir.

Midander
2009.

vd.,

Glimiis

30nm

Kromozom aberasyonu ve
anoploidi

Doza bagli kromozom aberasyonu ve
medaka balik hiicre hattinda andploidi.

Wise vd., 2010.

6-20nm

Komet testi, CBMN

Kanserli hiicrelerde kromozom
aberasyonlarindan daha ¢ok DNA

Asha Rani
2009.

vd.,
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‘Cizelge 2.6. (devami)’

aberasyonlari 6ne ¢ikiyor.

25nm
polisakkarit
yiizeyli ve
kaplanmamis
nanokiire

DNA tamir yolak genlerinin
immiinoblot analizi

P53, rad51 ve fosforile H2AX protein
ekspresyonunun upregiilasyonunda
kaplanmis  glimlis  nanopartikiilleri
kaplanmamis nanopartikiillerden daha
fazla hasara neden olmustur.

Ahamed
2008.

vd.,
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2.4.2.Seryum Dioksit

Seryum dioksit genis uygulama alanina sahiptir. Katalizlemeye ve
fosforlama/isildamaya neden olurlar. Solar hiicrelerde, kati yakit hiicrelerinde,
ultraviyole absorblamada, otomotiv katalitiklerinde doniistiiriicli, gaz sensorleri,
oksijen  pompalar1 ve cam/seramik  uygulamalarinda  yogun  olarak
kullanilmaktadirlar. Seryum dioksit nanopartikiilleri ayrica otomotiv endiistrisinde
yogun olarak kullanilmaktadir [Cheng vd., 2013]. Seryum dioksitin fiziksel
ozellikleri Cizelge 2.7.’de gosterilmistir [US EPA 2009].

Cizelge 2.7. Seryum dioksitin fiziksel 6zellikleri [US EPA, 2009].

Adi Seryum oksit

CASRN 1306-38-3

Sinonimi Seryum dioksit;Serya;Serik oksit;Seryum
(IV) oksit

Yapisi

_— Ce

Molekiiler Agirhigi 172.11

Molekiiler Formiilii CeO2

Form Soluk sari;agir toz(saf oldugu zaman
beyaz);ticari tiriin kahverengi

Erime Noktas1 2400°C

Yogunlugu 7.65g/cm3

Coziintirlik Suda ya da dilue asitlerde ¢oziinmez.

2.4.3.Seryum Dioksitin Genotoksik Etkileri

Seryum dioksitin genotoksik etkilerine dair farkli hiicre hatlarinda ve

canlilarda yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Calismalardan elde edilen sonuglarda
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farklilik gostermektedir. Bazi ¢aligmalarda seryum dioksitin genotoksik oldugu bazi

calismalarda ise antigenotoksik oldugu vurgulanmaktadir.

Barbara ve arkadaslar1 [2012], insan lens epitel hiicrelerinde nanocerianin
maruziyet siiresi ve yiiksek doz uygulamasmin etkilerini arastirmislardir. Ug farkli
doz (10, 20 ve 100ug/mL) ve iki farkli siirede (48 ve 72 saat) DNA hasar1 ve hiicre

biliylimesini degerlendirmislerdir.

Lopez-Moreno ve arkadaslart [2010], CeO(2) ve ZnO nanopartikiillerine
maruz birakilan fasulye bitkilerinde, = bu partikiillerin genotoksisitesine ve

biyotransformasyonuna bakmislardir.

Mast hiicrelerinin CeO(2) nanopartikiillerine inflamasyon cevabinda nasil
bir etkisi oldugunu arastirmak i¢in gergeklestirilen ¢alismada, fare mast hiicre hatlari

kullanmislardir [Wingard vd., 2011].

Srinivas ve arkadaglar1 [2011], ratlarda burun yoluyla seryum oksit
nanopartikiiliine maruziyetten sonra potansiyel akut toksisiteyi degerlendirmislerdir.
Sonug¢ olarak solunum yoluyla seryum oksit nanopartikiillerinin akut maruziyeti
sonrasinda oksidatif strese bagli olarak sitotoksisite meydana gelebilecegi ve kronik

inflamator cevap baslayabilecegini belirtmislerdir.

Giri ve arkadaglar1 [2013], ovaryum kanserli hastalar1 tedavi etmek
amaciyla antioksidant O6zelliklere sahip seryum oksit nanopartikiilii nanoceriay:
gelistirmislerdir ve ovaryum kanserli hastalarda tedavi edici ajan olarak

kullanmiglardir.

Hussain ve Garantziotis [2013], ¢evresel ve medikal olan nanometal seryum
dioksit nanopartikiilii ile maruziyetten sonra insan monositlerinde apoptoz ve otofaji
arasindaki etkilesimi arastirmislardir. Elde edilen bulgulara gore seryum dioksit
nanopartikiiliiniin, nciil 6liim mekanizmasina etki ederek otofajiye neden oldugu ve

insan monositlerinde sitotoksisiteyi yiikseltmeye basladigini gézlemlemislerdir.

Hussain ve arkadaslart [2012], enddstriyel alanlarda ve tedavi amaglh
uygulamalarda yaygin olarak kullanilan seryum dioksit nanopartikiiliiniin sitotoksik

etkilerini saglikli goniillillerden elde edilen monositlerde degerlendirmislerdir. Sonug
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olarak seryum dioksitin test edilen bu konsantrasyonunu primer insan monositlerinde

toksik bulmuslardir.

Garcia ve arkadaglar1 [2010], segtikleri inorganik nanopartikiiller tizerinde
birka¢ standart toksisite testini gerceklestirmislerdir. Calismalarinda nanopartikiil
olarak seryum oksit, titanyum dioksit ve demir oksiti segmislerdir. Toksisite testi
olarak Daphnia magna ve bioluminesant testini (Microtox) kullanmiglardir. Sonug
olarak, cok diisik seryum dioksit konsantrasyonlarmin dahi toksik oldugunu
belirtmislerdir.

Hirst ve arkadaslar1 [2011], 0,5mg/kg dozunda olacak sekilde nanoceriay1
farelere 2 ve 5 hafta boyunca agizdan, damardan ve karin igine uygulamiglardir ve
nanocerianin antioksidant yetenegini ve biyolojik dagilimini in vivo yontemlerle
kapsamli olarak arastirmislardir. Sonrasinda karbon tetraklorite maruz birakilan
farelerde, nanoceria uygulamasinin ROS azaltip azaltmadigimni incelemislerdir.
Yapilan in vivo g¢aligmada, nanoceria uygulanan farelerin karacigerinde gozlenen
toksisite ile N asetil sistein uygulanan farelerde benzer bulgular gozlemlemislerdir.
Calismadan elde edilen bulgular, seryum oksit nanopartikiillerinin oksidatif stresi

azaltmada antioksidant olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Lord ve arkadaglar1 [2012], insan monosit hiicre hattinda (U937) seryum
oksit nanopartikiillerinin reaktif oksijen tiirlerinin diizenlemesini ve hiicresel
alinimini aragtirmiglardir. Calisma sirasinda biyiikligii 3-94nm olan romboedrik
sekilli nanopartikiiller kullanmislardir. Monositler ve makrofajlarin inflamator
sistemlerde onemli rol oynamasi ve makrofajlarda tiretiminin hiicre sinyali iizerine
onemli etkilere sahip olmasindan dolayr nanocerianin etkilerinin arastirilmasi icin
insan monosit hiicre hattt kullanilmigtir. Forbol 12 miristat 13 asetat varliginda aktive
olan U937 hiicrelerinin nanoceriaya U937 hiicrelerinden daha duyarli oldugunu
bulmuglardir. Sonug olarak biitliin nanaceria partikiillerinin ROS yakalamada esit

etkiye sahip olduklarini tespit etmislerdir.

Al-Nsour ve arkadaglari [2012]; insan primer hiicrelerindeki etkisi tam
olarak bilinmeyen, endiistriyel uygulamalarda yogun kullanilan ve tedavi

uygulamalarinda potansiyele sahip seryum dioksiti ¢alismiglardir. Caligmalarin
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saglikli goniillillerden toplanan kan 6rneklerinden izole edilen CD14+ hiicrelerinde
gerceklestirmislerdir. Hiicreleri CeO;’nin 0,5 ve 1pg/ml’lik konsantrasyonlarina 24
ve 48 saat boyunca lipopolisakkaritli (10ng/mL) ve lipopolisakkaritsiz olarak maruz
birakmiglardir. Maruziyet sonrasinda inflamator cevabin degisimi, salgilanan timor
nekrosis faktor-a, interlokin-1p, makrofaj kemotaktik protein-1, interferon-gamma ve
interferon gama-uyarilmis protein 10’un Olgiilmesi ile takip etmislerdir. Sitokin
salgilarinin miktarinda lipopolisakkaritli ve lipopolisakkaritsiz gruplarda fark

gozlemlememislerdir.

Poma ve arkadaslar1 [2013], seryum dioksit nanopartikiillerinin sitotoksisite
ve genotoksisitesini kisa donem (24 saat) ve uzun donemde (10 giin) farkli hiicre

hatlar1 kullanarak in vitro ortamda arastirmiglardir.

Rico ve arkadaglar1 [2013], bitkiler tarafindan alindig1 bilinen fakat bitkiler
tizerindeki fizyolojik etkileri iyi bilinmeyen seryum oksit nanopartikiillerinin

pringteki etkilerini arastirmiglardir.

Oliveira ve arkadaslar1 [2014]; toryum, seryum ve lantanum etkilesiminin
insan T-lenfosit 16semi hiicre hattindaki toksisitesini arastirmislardir. Toryum ve
seryum lenfositlere ayr1 ayr1 uygulandiginda toksik etki gostermemistir. Ancak,
toryum lantanumla birlikte lantanumun toksisitesini yiikseltmistir. Karisim seklinde
uygulandiginda diisiik konsantrasyonlarda bile lenfositlerin canliliginda azalma

meydana geldigini gézlemlemiglerdir.

Kumari ve arkadaglar1 [2014] tarafindan, seryum oksit nanopartikiillerinin
ve seryum oksitin mikropartikiillerinin farkli konsantrasyonlarina 24 saat boyunca
maruz birakilan insan noroblastoma hiicre hattinda sitotoksik, genotoksik ve
oksidatif stres cevabi ¢alisilmistir. Calisma sirasinda, sitotoksisiteyi 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difenil tetrazolium bromid ve laktat dehidrojenaz testini
kullanarak arastirilmistir. Genotoksisite degerlendirilmesini ise sitokinezi bloke
edilmis mikronukleus testi ve komet testini kullanarak gerceklestirmislerdir.
Calismada gergeklestirilen  testler reaktif oksijen tiirlerinin  nanocerianin
toksisitesinden sorumlu oldugunu goéstermistir. Sonuclar nano biiyiikliikkteki seryum

dioksitin seryum oksit mikropartikiillerinden daha toksik oldugunu gostermistir.
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Antisari ve arkadaglar1 [2013], miihendislikte kullanilan metal oksit
nanopartikiillerinin topraktaki dagilimimi, bulunma oranlarn1 ve mikrobiyal

biyokiitle lizerine etkilerini aragtirmiglardir.
2.5. HISTON PROTEINLERI

Okaryotik hiicreler farkli biiyiikliikte genoma sahiptirler (Saccharomyces
cerevisia’da 12X10° baz cifti, insanda ise 6X10° baz ¢ifti). Genom, DNA fiberinin
4mm’sinde veya 2 metreden daha fazlasinda konumlanmis durumdadir. Bu DNA,
histon baglanmasi ve nukleozomlarin yogunlagsmasi ile yaklagik 0.01lmm boyutuna
gelir ve hiicreyle biitiinlesir. Nukleozom 145 baz ¢iftlik DNA ve 8 histondan olusur.
Nukleozomda histon ailesinin her birinden iki tane; H4, H3, H2B, H2A bulunur.
Nukleozomlar arasindaki 20 baz ciftlik DNA mesafesi baglayict H1 ile saglanir.
Memelilerde, 4 m boyutundaki DNA mitotik kromozomun 700nm’lik kolunun

120um’sinde yogunlagmistir [Redon vd., 2002].

Nukleozomal histon ailesinin ikisi, H3 ve H2A’dir. Bu histonlar 6zellesmis
islevleriyle yiiksek derecede korunmustur. Son c¢aligmalar, H2A ailesinin iki
¢esidinin roliinii agiklamaya baglamistir. Bunlar H2AX ve H2AZ histon
proteinleridir. H2AX’in, DNA ¢ift zincir kiriklarinin belirlenmesine aracilik ettigi
diistiniilmektedir. H2AZ’nin ise nukleozom modelleme kompleksinde kendiliginden

olustugu ve transkripsiyonel kontrolii igerdigi diistiniilmektedir [Redon vd., 2002].

H2A’nin varyantlari olan H2AX ve H2AZ 1980°de tanimlanmistir. Her iki
varyant da yiiksek derecede korunmus dizilerdir. Peptid haritas1 ve biiyiiklikk temel
alindiginda H2AX’in H2A tiirlerinden daha uzun karboksil terminal bolge igerdigi
kanaatine varilmistir. Insan H2AX c¢DNA’st izole edildiginde bu cDNA’nin
S.cerevisia ve S.pombe ile yiiksek homoloji gostermistir. Bu sonuglar karboksil
terminusunda korunmus dort serin kalintisinin bulundugunu desteklemistir. Histon
dizileri c¢ogaltildigi zaman H2AX homologlarinin hayvan, bitki, mantar ve ¢esitli
protistlerde evrimsel siire¢ boyunca bulundugu acik bir sekilde ortaya ¢ikmistir
[Redon vd., 2002].

H2AX 1980’lerin sonunda dizilenmistir. Calismalar, diger memeli H2A

izoformlarinda bulunmayan kisa COOH terminal kuyrugunun varligini géstermistir.
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H2AX, major H2A tiiriinii olusturmaktadir. H2A ailesinin diger {iyeleri gibi H2AX
Ser 1’de fosforillenme, Lys 5’te asetillenme ve Lys 119°da ubikuinlenme meydana
gelebilmektedir. Fakat H2AX’i essiz kilan sey COOH ucunda lokalize olmus olan
dort aminoasitten serinin yiiksek derecede korunmus oOlmasidir. Hiicre DNA
hasartyla karsilastiginda serin hizli bir sekilde fosforillenir ve y-H2AX’i olusturur.
Her 151ma bir DNA ¢ift zincir kinigina karsilik gelmektedir [Fernandez-Capetillo vd.,
2004].
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3.MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYALLER

Deneysel diizenegin kurulmasi igin gerekli olan ¢ozelti ve tamponlar
geleneksel yontemlere gore hazirlanmis ve cihazlarda kullanilacak hale getirilmistir.
Analitik standarttaki saf spirotetramat ve seryum dioksit Sigma firmasindan elde
edilmistir. Deneylerde pozitif kontrol olarak kullanilan hidrojen peroksit Merck
firmasindan, ¢oziicii kontrol olarak kullanilan etanol ise Sigma firmasindan elde

edilmistir.
3.1.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Besiyeri: 100ml’lik RPMI 1640’°a 25ml inaktive fetal bovin serum, 1.3ml L-
Glutamin, 1ml penisilin-streptomisin, 1ml ampfoterisin B ve 4ml fitohemaglutinin

eklenerek hazirlanmistir.

PHA (Fitohemaglutinin): 1.2 mg toz halindeki PHA’ya 5ml steril distile suyun

eklenmesiyle hazirlanmistir.
Hipotonik Cozeltisi: 0.5592gr KCI 100ml bidistile suda ¢oziilmiistiir (0.075M).

Fiksatif: Fiksatif olarak karnoy fiksatifi kullanilmistir. 3 birim metanol 1 birim

asetik asit kullanilarak hazirlanmistir.

%35’lik Giemsa Boyama Cozeltisi: 5Sml giemsa soliisyonu 95ml distile suya

karistirilarak mikronukleus testinin boyasi elde edilmistir.

Sitokalasin-B Soliisyonu: 5mg sitokalasin B 500ul dimetil siilfoksit igerisinde
coziilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Kullanim sirasinda 150ul stok ¢ozeltiden alinip

steril su ile 10mIl’ye tamamlanmistir.

Normal Erime Noktali Agar (NMA): 0.25gr NMPA, 50ml PBS igerisinde eritilerek

hazirlanmastir.

Diisiik Erime Noktali Agar (LMA): 0.13gr LMA, 20ml PBS igerisinde eritilerek

hazirlanmistir.
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3.1.2.Tamponlarin Hazirlanmasi
Fosfat Tamponu (PBS) : 2.4gr PBS 250ml steril suda ¢6zdiirtilerek hazirlanmistir.

Lizis Soliisyonu(500ml, pH:10) : 73.05gr NaCl, 18.6gr EDTA, 0.6gr Trizma 350ml
steril suya eklenmistir. 20 dakika sonra 4gr NaOH ve 95ml distile su bu soliisyona
eklenmistir. Soliisyon berrak bir renk alinca pH’1 10’a ayarlanmistir ve ¢aligma anina

kadar +2/+8’de buz dolabinda saklanmustir.

Elektroforez Soliisyonu (1.5L, pH:13) . 18gr NaOH ve 0.63gr EDTA tartilmistir.
Uzerine 1.5L distile su eklenmistir. Kimyasallar tamamen eridikten sonra pH 13’¢

ayarlanmistir ve ¢aligma anina kadar soliisyon +2/+8’de buzdolabinda saklanmugtir.

Notralizasyon Tamponu (500ml, pH:7.5): 24gr Tris 500ml distile su igerisinde
eritilerek hazirlanmistir. pH 7.5’e¢ ayarlanmistir ve ¢alisma anima kadar soliisyon

+2/4+8’de buzdolabinda saklanmastir.
3.1.3. Kullanilan Cihazlar

OWL Elektroforez cihazi OSp-300: DNA kiriklarinin jel tizerinde yiiriitiilmesini

saglamak i¢in kullanildi.

Mikroskop Micros Austria AC 220V 50HZ: Mikroniikleus preparatlarinin

gbzlenmesinde kullanildi.

Hassas terazi Kern 220-4: Kimyasal dl¢timlerinin gergeklestirilmesinde kullanilda.
pH Metre inoLab WTW: Soliisyonlarin pH’larinin belirlenmesinde kullanildi.

Santrifiij Niive NF 815 : Lenfositlerin izole edilmesi sirasinda kullanildi.

Hot Plate MSH Basic IKA WERKE GMBH&COK6 D79219 Staufen: Komet testi

icin lamlarin hazirlanmasi sirasinda ve soliisyonlarin hazirlanmasinda kullanildi.

DIC ata¢gmanlhi Olympus BX40 Floresan Mikroskobu UNDG6-2: Komet ve gama

H2AX preparatlarinin gézlenmesinde kullanildi.

Argelik Buzdolabi: Soliisyonlarin  sogutulmasi sirasinda ve komet testinin

gergeklestirilmesinde kullanildi.
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Sicak su banyosu Nahita, 601/12: Komet testinin gerceklestirilmesi sirasinda
kullanildi.

Inkiibator ESCO CCL-170A-8: Lenfosit kiiltiirlerinin inkiibasyonunda kullanildi.
SafeFAST Elite Class Il Microbiological Safety Cabinets: Lenfositlerin kiiltiir
ortamina ekilmesi sirasinda kullanildi.

LSM 700 ZEISS Konfokal Mikroskop: Gama H2AX analizinin goriintiilenmesinde
kullanildi.

Ultrasonik Banyo-Bandelin : Seryum dioksit dozlarinin hazirlanmasi sirasinda
kullanildi.

3.2. YONTEM

Test edilecek olan spirotetramat ve seryum dioksit i¢in deneylerde
kullanilacak olan doz araliklart daha onceki galismalar ve insanlarin maruz kaldig
dozlar gozoniinde bulundurularak kararlastirilmistir [Pesticide residues in food —
2008; Mohapatra vd., 2012; Hussain vd., 2012; U.S. EPA, 2009]. Deneylerde
uygulanacak maruziyet siireleri ise, komet testi i¢in yapilan On c¢aligmalarla
kararlastirilmigtir. Mikronukleus testi igin ise hiicrelerin béliinme gecirmesi
gerektiginden diizenleme buna gore gergeklestirilmistir. Deneylerde kullanilacak
spirotetramat dozlar1 25, 50 ve 75ug/ml olarak belirlenmistir. Maruziyet siiresi ise
hem komet testi hem de mikronukleus testi i¢in 48 ve 72 saat olarak uygulanmuistir.
Seryum dioksit i¢in dozlar 6, 12 ve 18ug/ml olarak belirlenmistir. Maruziyet siiresi
ise komet testi i¢in 3 saat, mikronukleus ve gama H2AX testi i¢in 24 saat olarak
uygulanmistir. Deneyler sirasinda pozitif kontrol olarak hidrojen peroksitin
100uM’lik  konsantrasyonu, ¢06ziicii kontrol olarak ise etanolin 9%0.05’lik

konsantrasyonu kullanilmistir.

3.2.1.Kanlarin Alinmasi

Sigara-alkol kullanmayan 23-33 yas araliginda saglikli 4 erkek ve 4 kadin
bireyden heparinli enjektore tam kan alinmistir. Alinan kanlar islemlere kadar +2/+8

buzdolabinda saklanmistir.
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3.2.2.Mikronukleus Testi I¢in Kiiltiiriin Olusturulmas1

Kan ekim isleminden once kiiltiir kaplart -20den ¢ikarilarak vasatin
sicakliginin 37”ye gelmesi saglanmistir. Vasatin sicakligi 37°ye geldiginde saglikli
gonillilerden alinan heparinli kan 6rnekleri her tiipe 500ul olacak sekilde steril
kabin icerisinde eklenmistir. Inkiibasyon siiresi 48 ve 72 saat olarak ayarlanmistir.
Spirotetramat’in ilgili konsantrasyonlari tiiplere 0.saatte ilave edilmistir. Pozitif
kontrol olarak 100uM’lik hidrojen peroksit kullanilmistir. Coziicii kontrol olarak ise

9%0.05’lik etanol kullanilmistir.
3.2.2.1.Mikronukleus testinin gergeklestirilmesi

Kiiltiirii yapilan lenfositlerin inkiibasyon siiresi sona erdiginde preparasyon
islemleri  gergeklestirilir. Preparasyon islemleri su basamaklar izlenerek

gerceklestirilir:
-2000 rpm’de 10 dakika santrifiij
-Siipernatant atilir.

-Cokelti tizerine 37°C’deki hipotonik eriyik yavas yavas ve pipetaj yapilarak
ilave edilir.

-Tiipler 3 dakika oda 1s1sinda bekletilir.
-2000 rpm’de 10 dakika santrifiij islemi tekrar edilir.
-Stipernatant atilir.

-Cokelti tizerine fiksatif damla damla ve tiipler c¢alkalanarak ilave edilir ve

oda 1s1sinda tiipler on dakika bekletilir.
-On dakikalik siirenin sonunda tiipler 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.
-Stipernatant atilir.
-Cokelti lizerine fiksatif eklenir. Bu isleme tiipiin igerisindeki s1vi tamamen

berraklasincaya kadar devam edilir.
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Islem bittiginde tiipiin igerisindeki s1vi temiz lamlara iist iiste hiicre
gelmeyecek sekilde yayma islemi gergeklestirilir. Oda 1sisinda kurutulan lamlar
distile su ile hazirlanan %5’lik giemsa boyama soliisyonunda 8 dakika boyanir ve
distile sudan gegcirilir. Kuruyan preparatlar 10X40°lik objektifte incelenir. Her

preparattan 1000 adet binukleuslu hiicrede sayim iglemleri gerceklestirilir.
3.2.3.Lenfosit izolasyonunun Gergeklestirilmesi

Saglikli goniilliillerden heparinli enjektorle 4’er mililitre tam kan alinmistir.
Oda sicakligina gelmis histopak soliisyonundan santrifiij tiipiine 3 mili litre
eklenmistir. Histopak {izerine pastor pipeti yardimiyla oda sicakligindaki tam kandan
3 mili litre, yavas yavas tabaka olusturacak sekilde eklenmistir. Sonrasinda tiipler
oda 1sisinda 2000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda arada
olusan lenfosit tabakasi (opak tabaka) mikro pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde
ependorf tliptine alinmistir (Sekil 3.1. Lenfosit izolasyonu). Her tiipten yaklasik 2-

2,5 ml lenfosit tabakasi alinmistir ve PBS ile bire bir oraninda seyreltilmistir.

Sekil 3.1. Lenfosit izolasyonu.

3.2.3.1. Lenfosit Sayimi1

Histopak ile izole edilen lenfositler Cedex XS cihazi kullanilarak sayim
islemi gergeklestirilmistir. Cedex XS cihazina uygun Smart Slides iizerine hiicreler
santrifiij islemi ile ¢oktiiriildiikten sonra iizerine 1ml besiyeri eklenmistir. Eklenen bu

besiyeri ile hiicreler karigtirildiktan sonra pipetaj yapilarak 20ul alinmig ve 20ul
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tripan blue ile karigtirilarak Smart Slides {izerine yiiklenmistir. Yiikleme
gerceklestirildikten sonra software ekranindan New Measure-> Measure yoluyla
Olctim gergeklestirilmistir. Yaklasik 5 saniyelik Ol¢lim siiresi sonunda sonuglar
ekrana yansimistir. ‘Live’ segenegi yardimiyla 6lii ve canli hiicrelerin birlikte farkli
renklerle gosterilmesi saglanmistir. Tripan Blue sadece 6li hiicrelerin igine girerek
mavi renkli goriinmelerini saglarken, canli hiicrelerin igine giremediginden bu
hiicreler renksiz (saydam) olarak goriinmiislerdir. Yapilan ol¢lim sonucunda mili
litredeki hiicre sayist 3.5X10° bulunmustur. Totalde yaklasik olarak 7-8 milyon

lenfosit izole edilmistir.
3.2.4.Komet Testi Icin Lenfositlerin Kiiltiire Ekilmesi

Daha o6nce hazirlanip -20°C’de saklanan kiiltiir kaplar1 ¢ikarilarak vasatin
sicakliginin 37°ye gelmesi saglanmigtir. Vasatin sicakligi 37”ye geldiginde tiiplere
ilk olarak 200’er pl fitohemaglutinin, ardindan her tiipe 200ul izole edilen
lenfositlerden steril kabin igerisinde eklenmistir. Her seryum dioksit konsantrasyonu,
pozitif kontrol ve negatif kontrol gruplarina soliisyonlardan 100’er ul eklenmistir.
Ekleme iglemleri tamamlandiktan sonra tiipler 45°’lik agryla 37°C’ye ayarlanmis %5
CO; igeren etiive yerlestirilmigtir. Maruziyet siiresi (Spirotetramat i¢in 48, 72 saat;
seryum dioksit i¢in 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda 3 saatlik maruziyet) boyunca

tiipler etlivde saklanmustir.
3.2.4.1.Komet testinin gergeklestirilmesi

Maruziyet siiresi sonunda komet testini gerceklestirmek iizere biitiin
cozeltiler hazirlanmistir. Maruziyet stiresi sona erdiginde tiipler etliivden ¢ikarilmistir.
Tipler 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant
atilmis, tiip igerisinde 0,5ml’lik ¢okelti kismi birakilmistir. Cokelti kismi pipetaj
yapilmis ve 200ul diisiik erime noktali agar bulunan ependorf tiipiine 100ul
eklenmistir. Pipetaj yapildiktan sonra bu Ornekten 100ul alinmig ve daha Once
normal erime noktali agarla kaplanmig lamlara yayim islemi gerceklestirilmistir.
Yayim iglemi ger¢eklestirilen lamlar +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir. Lamlar bu
siire sonunda buzdolabindan ¢ikarilarak {izerinden lameller alinmistir ve lamlar lizis

soliisyonuna yerlestirilmistir. Lizis soliisyonunda +4°C’deki beklemeden sonra
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lamlar igerisinde elektroforez  soliisyonu bulunan elektroforez  tankina
yerlestirilmistir. 20 dakika bu soliisyonda bekleyen preparatlar 25voltta, 300mA’de
20 dakika yiriitiilmistiir. Yiriitme islemi sonunda lamlar nétralizasyon tamponunda
bekletilmistir. Notralizasyon isleminden sonra kuruyan lamlar %96’lik soguk
etanolde 10 dakika bekletilmistir. Hazirlanan preparatlar 80ul etidyum bromiir
kullanilarak boyanmistir ve boyanan preparatlar floresan mikroskopta incelenmistir.

Her bireyden 2 preparat hazirlanmis ve her preparattan 100’er hiicre sayillmistir.
3.2.5. Gama H2AX Testi I¢in Lenfositlerin Kiiltiire Ekilmesi

Gama H2AX testi i¢in goniilliilerden heparinli enjektore tam kan alinmustir.
Sonrasinda igerisinde besi ortami bulunan tiiplere 500’er pl heparinli kandan ekim
islemi gerceklestirilmistir. Seryum dioksit’in belirlenen konsantrasyonlarina 24 saat

boyunca maruziyeti takiben gama H2AX test prosediirii uygulanmustir.
3.2.5.1. Gama H2AX testinin gerceklestirilmesi

Lenfositlerin maruziyet siiresi sona erdiginde tiipler inkiibatorden alinmis ve
2000rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant
atilmig pellet tizerine 0.075M’lik hipotonik soliisyonu eklenmis ve 3 dakika boyunca
oda 1sisinda tutulmustur. Sonrasinda 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij islemi
gerceklestirilmistir. Islem sonrasinda siipernatant atilmis pellet iizerine yavasca 5
birim asetik asit 3 birim metanolden olusan birinci fiksatif eklenmistir. 2000 rpm’de
10 dakika santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Islem sonrasinda siipernatant atilmis
pellet ilizerine metanol eklenmistir. Santrifiij islemi tekrar edilmistir. Santrifiij
isleminden sonra tiipiin icerisindeki soliisyon berraklasincaya kadar 3 birim metanol
1 birim asetik asitten olusan karnoy fiksatifi eklenmistir. Fikse edilen lenfositler
temiz lamlara yayillmistir. Yayma isleminden sonra ilk olarak hiicreler 1XPBS ile iki
kez yikanmustir. Daha sonra 1XPBS/%0,3 Triton X-100 ile oda isisinda bloke
edilmistir. 1XPBS ile yikanmistir. Primer antikor (1:100 PBS/Triton) ile +4° de
inkiibe edilmistir. Daha sonra oda 1sisinda sekonder antikor (1:100 PBS/Triton) ile
inkiibe edilmistir. Lamlar 1XPBS ile yikandiktan sonra 3-4 damla DAPI ile boyanip

konfokal mikroskopta incelenmistir.
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3.2.6. Seryum dioksit’in SEM’de karakterizasyonu

Nanopartikiillerin etkileri, onlarin partikiil biiylikliigline bagli olarak
farklilik  gosterdiginden, c¢aligsmalara baslamadan Once partikiil boyutunun
belirlenmesi amaciyla seryum dioksit partikiilleri taramali elektron mikroskobunda
incelenmistir. Toz halinde Sigma’dan temin edilen seryum dioksit nanopartikiilleri
Olclim islemi icin tutucuya yapistirilmistir. Daha sonra 6rnekler platinle kaplanmistir.
Omekler hazirlandiktan sonra SEM’de incelenmistir (Sekil 1. Seryum dioksit

nanopartikiillerinin SEM’deki goriintiisii).

20 nm EHT = 5.00 kV Signal A = InLens Date :26 Sep 2013
— WD = 7.7 mm Mag =312.32K X Time :10:17:08

Sekil 3.2. Seryum dioksit nanopartikiillerinin SEM’deki goriintiisti.
3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Deney protokolleri sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde verilerin dagilimina Shapiro-Wilk testi ile bakilmistir. Veriler
normal dagilim gdsterdigi i¢in tanimlayici istatistiklerde ortalama ve standart sapma
degerleri verilmistir. Ikiden fazla grubu olan bagimli degiskenlerin analizinde
Repeated Measures Anova (tekrarlanan 6l¢imlii varyans analizi), iki grubu olan

bagimli degiskenlerin analizinde ise Paired Samples t testi kullanilmistir. Anlamlilik
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diizeyi 0,05 ve <0,0001 olarak alinmistir. Paket programda SPSS 11.5’den

yararlanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. BULGULAR
4.1.1. Spirotetramat’in Genotoksik Etkileri

Spirotetramat tarim alanlarinda istenmeyen boceklerin  kontroliinde
kullanilan tetramik asit tiirevi yeni bir insektisittir. Insanlar bu insektisite uygulama
sirasinda ve besin zinciri araciligl ile maruz kalmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda
insanlarin maruz kalabilecegi diisiiniilen ve literatiirde yer alan 25ug/mL, 50ug/mL
ve 75ug/mL’lik li¢ doz deneyler sirasinda kullanilmak {izere belirlenmistir.
Calismalar sirasinda sigara alkol kullanmayan saglikli 4 erkek ve 4 disi bireyden

alian lenfositler kullanilmigtir.
4.1.1.1. Mikronukleus verileri

Spirotetramat ile 48 saat ve 72 saat muamele edilmis kiiltiirlerde
mikronukleus olusumu 6nemli derecede artmistir (Cizelge 4.1. ). 48 saat ve 72 saatlik
maruziyet sonucunda elde edilen mikronukleus degerleri karsilastirildiginda zamana
bagli olarak aradaki farkin 6nemli oldugu bulunmustur (P=0,001). Zamana bagh
olarak farkliliga bakildiginda; 25pug/mL’lik dozun 48 saatlik maruziyeti sonucunda
elde edilen degerle, yine aynt dozun 72 saatlik maruziyeti sonucunda elde edilen
deger arasindaki fark Onemli bulunmustur (P<0,0001). Ayni istatistiksel Oonem
50ug/mL’lik dozun 48 ve 72 saatlik maruziyeti sonunda da elde edilmistir.
75ng/mL’lik dozun siireler arasindaki farki degerlendirildiginde ise aradaki fark
P=0,01 seviyesinde anlamli bulunmustur. Test edilen tiim dozlarda mikronukleus
oraninda artiy meydana geldigi gozlense de en yiiksek mikronukleus orani

75png/mL’lik dozun 72 saat maruziyeti sonucunda elde edilmistir.

Spirotetramat ile 48 saat ve 72 saat muamele edilen kiiltiirlerde tim
konsantrasyonlarda CBPI kontrole nazaran onemli derecede diismiistiir (Cizelge
4.1.). Muamele siliresinde CBPI’daki diislis konsantrasyona bagli bir durum
sergilemistir. Doz ve maruziyet siiresi arttikca CBPI degeri diigmiistiir. 75ug/mL
spirotetramat’a 48 saat maruziyet sonunda elde edilen CBPI degeri ile pozitif kontrol

grubunun 48 saatlik degeri benzer bulunmustur.
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Sonug¢ olarak spirotetramat’in test edilen tiim dozlarmin neden oldugu

mikronukleus

bulunmustur. CBPI degeri ise negatif kontrolden daha diisiik bulunmustur.

olusumu negatif kontrolle

karsilastirildiginda

daha yliksek

Cizelge 4.1. Spirotetramat maruziyetine ait mikronukleus ve CBPI degerleri.

DOz Mikronukleus CBPI

48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat
Negatif Kontrol 1,00£0,76% 1,63+0,52% 1,69+0,01° 1,66+0,01°
Coziicti Kontrol 2,50+0,76* 2,75:0,70% 1,670,014% 1,6563+0,03%
Pozitif Kontrol 21,0041,51%° 20,75+1,28*° 1,1940,01*° 1,09£0,05*"

25pg/mL 6,620,902+ 7.87+1,13+ 1,38+0,01+ 1,3040,05*®
50pg/mL 9,63+1,19* 11,88+1,13*® 1,28+0,01*® 1,23+0,02*
75png/mL 13,75+2,60*® 15,88+1,36*" 1,1940,02+" 1,15+0,01+%

“*» Negatif kontrol ile olan karsilastirmalar P<0.0001
“a” Pozitif kontrol ile olan karsilastirmalar P<0.0001
“b” Coziicii kontrol ile olan karsilagtirmalar P<0.0001

4.1.1.2. Komet verileri

Spirotetramat’in 25pg/mL, 50pug/mL ve 75pug/mL’lik dozlarina 48 ve 72
saat boyunca maruz birakilan insan periferal kan lenfositlerinde yapilan analizler
sonucunda periferal kan lenfositlerinde belirlenen hasarli hiicre sayis1 (%), hasarl
hiicre (%) ve genetik hasar indeksi Cizelge 4.2.°de gosterilmistir. Buna gore,
spirotetramat’in 25, 50 ve 75 ug/mL’lik dozlar1 her iki uygulama periyodu boyunca
da negatif kontrolle karsilastirildiginda hasarli hiicre yilizdesinde ve genetik hasar
indeksinde zamana ve doza bagl olarak anlamli derecede yiikselmelere neden
olmustur (P<0.05=a, P<0.001=b). Bununla birlikte en yiiksek genetik hasar indeksi
72 saatlik maruziyet sonrasinda en yiiksek doz olan 75ug/mL’lik dozda meydana
gelmistir. Buna gore 72 saatlik maruziyet sonunda kontrol grubundaki genetik hasar
indeksi 0.554+0.03 iken bu oran 25pg/mL, 50ug/mL ve 75ug/mL’lik dozlarda
sirastyla 0.97+0.06, 1.23+0.10 ve 1.43+0.09 olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol
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olarak kullanilan hidrojen peroksit, negatif kontrol grubuna oranla uygulama
stiresinde genetik hasar indeksinde anlamli diizeyde artigsa yol agmistir (P<0.001=b).
Spirotetramat i¢in ¢oziicti olarak kullanilan etanol kontrol grubunda negatif kontrol
grubuna oranla bir miktar artis oldugu goriilmekle birlikte bu artislarin istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir.

61



a9

Cizelge 4.2. Spirotetramat maruziyetine ait komet bulgulari.

Maruziyet Maruziyet Hasarli Hiicre Sayisi (%) Hasarli Hiicre Genetik Hasar
Dozu Siiresi (%) Indeksi
T0 T1 T2 T3 T4
NK 48 77.12+£1.32 12.50+1.52  |3.00+0.56 2.50+0.50 4.87+1.04 10.37+1.42 |0.45+0.04
72 72.87£2.65 14.50+2.39 |4.25+0.79 1.12+0.39 7.25+0.81 12.62+0.80 ]0.55+0.03
CK 48 75.12+£2.32 11.87£1.70 |4.50+1.10 2.12+0.51 6.37£1.48 13.00+£2.07 |0.52+0.06
72 68.87+4.54 16.75+3.35 |5.87+1.45  |2.12+0.69  |6.37+1.29 14.3742.53  10.60+0.08
PK 48 1.50+1.48 1.50+0.63 1.00+£0.80  120.50+0.69 75.50+1.48 97.00+0.08by|3.67+0.03by
72 1.00+1.82 3.00£2.23  3.00£1.10  |9.00+£1.70  |83.00+0.80 95.00+0.80by 3.68+0.79by
25ug/mL 48 66.87+2.16 12.50+1.87 |7.50+1.18 3.87+0.63 9.25+1.58 20.62+1.52a (0.76+0.05
25ug/mL 72 56.37+3.23 18.50+2.61 8.12+£2.21 5.00+0.80 11.8742.23 |25.00£1.96 |0.97+0.06ab
50pg/mL 48 57.12+1.82 17.12+£1.66 |7.87+1.66 5.00+0.88 12.87£1.46 |25.75+£1.93bx|0.99+£0.05x
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‘Cizelge 4.2. (devami)’

50pg/mL 72 48.75+2.80 18.75£2.69 [10.00+£2.11 [5.12+1.04 17.37£2.98 |32.50+3.65a |1.23+0.10a
75ug/mL 48 53.50+2.51 17.87+£1.85 9.25+1.88 4.50+0.70 14.87+2.81 |28.62+4.04a |1.09+£0.11x
75ug/mL 72 39.75+3.95 20.12+1.99 |13.50+£3.08 |10.37+2.16 |16.25£1.48 |40.124+4.24ax |1.43+0.09bx

NK: Negatif Kontrol CK:Coziicii Kontrol(etanol %0.05) PK:Pozitif Kontrol(Hidrojen Peroksit)

NK ile karsilastirildiginda P<0.05=a, P<0.001=b CK ile karsilastirildiginda P<0.05=x, P<0.001=y
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4.1.2. Seryum dioksit’in Genotoksik Etkileri

Seryum dioksit boyalarda, kozmetikte, cilalamada ve temizlik triinlerinde
yaygin olarak kullanilan nanopartikiillerdendir. Bu nanopartikiiliin genotoksisitesi ile
ilgili literatlirde celigkili sonuglar mevcuttur. Bu nedenle literatiirde kullanilan dozlar
ve insanlarin maruz kaldig1 dozlar géz oniinde bulundurularak seryum dioksit’in ii¢
farkl1 konsantrasyonunun insan lenfosit kiiltiirii tlizerindeki genotoksik etkileri

arastirilmastir.
4.1.2.1. Mikronukleus verileri

Seryum dioksit’in neden oldugu mikronukleus olusumlari insan periferal
lenfositlerinin 24 saatlik maruziyeti sonrasinda degerlendirilmistir. Elde edilen
bulgular pozitif kontrol ile 6pg/mL’lik en diisiik dozdan elde edilen mikronukleus
bulgular1 arasinda fark olmadigini gostermistir. 12pg/mL ve 18ug/mL’lik seryum
dioksit konsantrasyonunun maruziyeti sonrasinda ise pozitif kontrol degerlerini de
asan mikronukleus bulgular1 elde edilmistir. Bu iki dozdan da 18ug/mL’lik dozda
mikronukleus olusumu daha yiiksek gozlenmistir. Paralel sekilde CBPI degerinde ise
diisiis meydana gelmistir. 6pg/mL’lik muamelede mikronukleus olusumu pozitif
kontrol ile benzerlik gosterirken CBPI degerinde anlamli farklilik meydana geldigi
gozlenmistir (Cizelge 4.3.).

Sonu¢ olarak seryum dioksit’in test edilen tiim konsantrasyonlar
mikronukleus olusumunu arttirmistir. Ayrica 18ug/mL ve 12ug/mL’lik dozlarin
pozitif kontrolden daha yiiksek frekansta mikronukleus olusumuna neden oldugu

elde edilmistir.
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Cizelge 4.3. Seryum oksit’e ait mikronukleus ve CBPI degerleri.

Doz Mikronukleus(%o0) CBPI(%)
Ortalama tStandart sapma Ortalamat standar sapma
Negatif Kontrol 1,00£0,76° 2,0840,05%
Pozitif Kontrol 11,25+1,03* 0,890 01*
6png/mL 10,00+1,31* 1,1940,01%
12pg/mL 15,001,304 1,16£0,01*
18pg/mL 18,87+1,12* 1,1340,02*

“a” Pozitif kontrol ile karsilagtirildiginda P<0.0001
“*” Negatif kontrol ile karsilastirildiginda P<0.0001

4.1.2.2. Komet verileri

Seryum dioksit’in farkli dozlarina 3 saat boyunca maruz birakilan insan
periferal kan lenfositlerinden elde edilen hasarli hiicre sayist (%), hasarli hiicre (%)
ve genetik hasar indeksi Cizelge 4.4.’de gosterilmistir. Buna gore, seryum dioksit’in
6, 12 ve 18 pg/mL’lik dozlarina 3 saatlik maruziyet sonunda elde edilen bulgular
negatif kontrolle karsilagtirildiginda hasarli hiicre yiizdesinde ve genetik hasar
indeksinde doza bagli olarak anlamli derecede yiikselmeler oldugu gézlemlenmistir
(P<0.05=a, P<0.001=b). Bununla birlikte en yiiksek hasarli hiicre yiizdesi
30.6243.40 ile 18ug/mL’lik dozda meydana gelmistir. Bu oran1 25.87+2.00 ile orta
doz ve 19.75+2.78 ile diisiik doz takip etmistir. Genetik hasar indeksinde de benzer
durum s6z konusudur. En yliksek genetik hasar 1.19+0.11 ile yiliksek dozda
gozlemlenmistir. Bu orani ise sirasiyla orta doz ve diisiik doz gruplari takip etmistir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan hidrojen peroksit maruziyeti sonrasinda hem hasarli
hiicre ylizdesinin hem de genetik hasar indeksinin degerleri negatif kontrol grubuyla

karsilastirildiginda anlamli  diizeyde arttigi gozlemlenmistir (P<0.001=b).
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Cizelge 4.4. Seryum oksit maruziyetine ait komet bulgulari.

Maruziyet | Maruziyet Hasarh Hiicre Sayis1 (%) Hasarh Genetik Hasar
Dozu Siiresi Hiicre (%) | Indeksi
TO T1 T2 T3 T4
NK 3 Saat 71.62+2.28 | 15.25+1.27 | 3.00+0.53 2.12+0.54 8.00+1.52 13.12+1.93 0.59+0.07
CK 3 Saat 68.87+1.88 | 16.62+1.58 | 4.75+1.34 2.75+0.59 7.00+£0.98 14.50+1.53 0.62+0.04
PK 3 Saat 25.87£2.15 | 20.62+2.07 | 10.62+1.19 | 12.25+1.23 | 30.37+£0.80 | 53.25+1.76by | 2.00+0.04by
6ng/mL 3 Saat 60.25+3.28 | 20.00+2.25 6.50+1.25 2.62+0.41 10.62+1.79 19.75+2.78 0.83+0.08
12pg/mL 3 Saat 51.1243.66 | 23.00+£2.85 | 10.75+1.87 3.37+0.62 11.75£1.90 | 25.874+2.00x 1.01£0.07ax
18pug/mL 3 Saat 45.87£2.80 | 23.50+£2.55 | 10.62+1.53 4.87+0.98 15.12+42.86 | 30.62+3.40ax 1.19£0.11ax

99

NK: Negatif Kontrol CK:Coziicii Kontrol(steril su) PK:Pozitif Kontrol(Hidrojen Peroksit)

NK ile karsilastirildiginda P<0.05=a, P<0.001=b CK ile karsilastirildiginda P<0.05=x, P<0.001=y
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4.1.2.3. Gama H2AX verileri

Seryum dioksit’in ii¢ farkli dozuna 24 saat maruz birakilan lenfositlere
gama H2AX testi uygulanmistir. Uygulama sonrasinda her bireye ait 100 hiicre
sayilarak degerlendirme gergeklestirilmistir. Hiicredeki 1sima sayilar1 bize hasarin
derecesini belirtmistir. Buna gore negatif kontrolde en fazla 3-4 1s1ma
gbzlemlenirken bu say1 pozitif kontrol ve doz gruplarinda daha yiiksek bulunmustur.
En diisilk doz grubu olan 6pg/ml’lik gruplarda 1sima 6-9 arasinda degisirken,
12pg/ml’lik dozda bu sayr 8-12 arasinda degiskenlik gdstermistir. 18pug/ml’lik doz
grubunda bu sayr bazi hiicrelerde 8 iken bazilarinda sayilamayacak kadar c¢ok
olmustur. Pozitif kontrol grubunda ise 1s1ma sayisi 18-25 arasinda degiskenlik

gostermistir.

Cizelge 4.5. Seryum dioksit maruziyetine ait gama H2AX bulgulart.

Negatif Kontrol - 2.12 £0.35
Pozitif Kontrol 100puM 20.37 £ 0.80%*
Seryum dioksit 6 pg/ml 7.75 +0.36*
Seryum dioksit 12 pg/ml 10.25 +0.52%
Seryum dioksit 18 png/ml 33.50 +£0.82%

“*> Negatif kontrol ile karsilagtirildiginda P<0.0001

Spirotetramat ve seryum dioksite maruz birakilan insan periferal kan
lenfositlerinde belirlenen gesitli mikronukleus, komet ve gama H2AX olusumlarinin
ornekleri Sekil 4.1, 4.2, 4.3,4.4, 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Insan lenfosit hiicrelerinde Tip 0 komet gériintiileri.

Euml

Sekil 4.2. Insan lenfosit hiicrelerinde Tip 3 komet goriintiileri.

68



Konen Adigiizel, S. 2014. Cevresel Kirleticilerin Insan Lergfositl__eri Uzerine Genotoksik Etkilerinin Mikronukleus, Komet, Gama
H2AX Test Yontemleri Ile Arastirilmasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

Sekil 4.3. Insan lenfositlerinde Tip 1 Tip 0 komet gériintiileri.

Sekil 4.4. Insan lenfositlerinde Tip 4 komet goriintiisii.
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. &%

Sekil 4.6.Tek nukleuslu, iki nukleuslu, ti¢ nukleuslu ve dort nukleuslu lenfosit

‘,"&'

goruntusu.

Sekil 4.7. Gama H2AX 1s1mas1 gosteren lenfosit hiicreleri.

Sekil 4.8. Gama H2AX 1s1mas1 vermeyen hasarsiz lenfosit ve 1s1ma veren hasarl

lenfosit.
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4.2. TARTISMA

Diinyada ¢esitli amaglarla giin gegtikge artan pestisit Kullanimi ve
teknolojinin gelismesiyle artan nanopartikiil icerikli iiriinler, dogada kimyasal
kirlenmeye neden olmaktadir. Insanlarda bu kimyasallara direkt veya dolayl
yollardan maruz kalmaktadir. Bu maruziyet insanlarin genlerinde meydana
gelebilecek ve dolden dole aktarilabilecek olumsuz bir mutasyon olusturabilir ve bu
mutasyon tiirlin yok olmasiyla sonuglanabilir. Bu nedenle canlilarin genetik
materyallerinin korunmasi 6nemlidir. Bu yiizden dogada bulunan ve insanlarin direkt
ya da dolayli olarak maruz kaldiklar1 ajanlarin, genetik materyallerinde meydana
getirdigi hasar1 belirlemek gen havuzunu korumak adina énemlidir. Son yillarda bu

amagla yapilan ¢alismalarin ¢ogunda insan lenfosit kiiltiirti kullanilmaktadir.

Pestisitlerin genotoksik etkilerinin laboratuar ortaminda test edilmesinde
insan lenfositlerinin etkin sekilde kullanilabilecegi cesitli calismalarla gosterilmistir.
Kumar Srivastava ve arkadaslar1 [2012], kemiricilerde tiimore ve genotoksik etkiye
neden oldugu bilinen mankozep fungisitinin genotoksisitesini insan lenfosit
kiiltiirinde  mikronukleus ve kromozomal aberasyon testini kullanarak
degerlendirmisler ve mankozep’e maruz kalan insan populasyonunun potansiyel risk
altinda oldugunu belirtmislerdir. Bagka bir ¢alisma da Sandal ve Yilmaz [2011],
yapisal olarak farkli dort pestisitin insan sagligi tizerine etkilerini insan lenfosit
kiltiriinde komet teknigi ile degerlendirmisler ve genetik hasarin arttigini
bildirmiglerdir. Calderon-Segura ve arkadaslar1 [2012], ticari neonikotinoid
insektisitlerden dort tanesinin (kalipso, ponko, gaugi, jade) genotoksik ve sitotoksik
etkisini alkalin komet testi ve tripan blu dye exclusion testini kullanarak insan
lenfosit kiiltiirtinde degerlendirmislerdir. Graillot ve arkadaslar1 [2012], Fransa’da
tiikketicilerin yiyeceklerdeki pestisit kalintilarina maruziyeti sonrasinda meydana
gelebilecek hasari farkli hiicre hatlarinda 14 farkl pestisiti kullanarak, genotoksisite
belirlemede yeni olan gama H2AX testi ile arastirmislardir. Elde ettikleri sonuglar
pestisitlerin insan hiicre hattinda genotoksik hasara neden oldugunu gostermistir.
Pestisit arastirmalarinin yani sira nanopartikiil c¢aligmalarinda da insan lenfosit
kiiltiirtiniin kullanilabildigine dair bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Mesela Apoorva ve

arkadaglar1 [2013], giimiis ve titanyum dioksit nanopartikiillerinin genotoksik etkisini
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mikronukleus, kromozom aberasyonu ve kromozom poliploidi statiislinii
degerlendirerek bildirmislerdir. Maruziyet sonrasin da genotoksik etkinin arttigini
belirtmislerdir. Bundan baska Taner ve arkadaslar1 [2014], klobetasol -17-propionatl
ve propionatsiz lesitin/gitosan nanopartikiillerinin genotoksisite ve sitotoksisitesini
komet ve mikronukleus testini kullanarak insan periferal lenfositlerinde
degerlendirmislerdir. Yapilan ¢aligsmalarda, genotoksisite belirlemelerinde insan

lenfosit hiicrelerinin iyi sonug verdigi tespit edilmistir.

Bu calisma da g¢evresel kirleticilerden olan ve son yillarda yogun sekilde
kullanilan spirotetramat ve seryum dioksit’in insan lenfosit kiiltiirlerinde genotoksik

etkisini belirlemek tizere farkli test yontemleri uygulanmistir.

Spirotetramat emici bdceklerin kontroliinde kullanilan tetramik asit tiirevi
olan yeni bir insektisittir. Bu ¢aligmada spirotetramat’in gidalardaki kalintt miktari ve
daha onceki ¢aligmalar géz dniinde bulundurularak belirlenen konsantrasyonlarina 48
ve 72 saat boyunca maruz kalan insan lenfosit kiiltlirlinde mikronukleus ve genetik

hasar indeksinde meydana gelen degisimler incelenmistir.

Spirotetramat’in insan lenfosit hiicreleri {izerindeki genotoksik etkileri
heniiz ¢alisilmamis olmakla birlikte, spirotetramat ile ilgili in vitro ve in vivo bazi

calismalar sunlardir;

Spirotetramat ile ilgili 2008 yilina kadar yapilmis bes adet in vitro ve i
adet in vivo genotoksisite ¢alismasi mevcuttur. 2008 yilina kadar gergeklestirilen in
vitro calismalar1 Herbold yapmustir [Pesticide residues in food — 2008]. Herbold
farkli yillarda Salmonella irklarinda reverse mutasyon testini kullanarak, ¢in hamster
hiicrelerinde kromozom aberasyon testini kullanarak ve ¢in hamster akciger
hiicrelerinde forward mutasyon testini kullanarak genotoksisiteyi incelemistir. Cin
hamster hiicrelerinde yaptig1 kromozom aberasyon testinde zayif pozitif sonuglar
bulmustur. Burada Herbold spirotetramat’in 10-50pg/mL(S9’suz ortam)’lik ve 20-
80ug/mL(S9’1u ortam)’lik konsantrasyonunu kullanmaistir.

In vivo galismalari ise yine Herbold, fare kemik iliginde mikronukleus testi ve

kromozom aberasyon testini kullanarak gerceklestirmistir. Brendler-Schwaab ise rat
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hepatositlerinde  unscheduled DNA  sentezini  kullanarak  genotoksisiteyi

degerlendirmistir. /n vivo genotoksisite galismalarinin iigiide negatif sonug vermistir.

Bu c¢alismalarin diginda spirotetramat’a direkt maruz kalan bocek ve ¢esitli
bitkilerde de toksisite ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Test edilen bazi canlilarda

spirotetramat’in toksik etki gosterdigi kanitlanmistir.

Bu calismada spirotetramat’in mikronukleus frekanslar1 doz-siire bazinda
karsilastirildiginda; doza ve siireye bagli olarak mikronukleus frekansinin arttigi

gozlenmistir. CBPI degerinde ise doza bagli olarak diisiis oldugu gozlenmistir.

Yaptigimiz bu tez calismasinda spirotetramat’in genotoksisitesi l¢iilmiistiir.
Elde edilen veriler spirotetramat’in test edilen dozlarinin insan periferal lenfosit
hiicrelerinde genotoksik hasara sebep oldugunu gostermistir. Ek olarak CBPI
parametresindeki diisiik spirotetramat’in sitotoksik etkisi oldugunu isaret etmektedir.
Yapilan diger genotoksisite ¢alismalari ile karsilagtirildigi zaman elde edilen bulgular
arasinda farklilik vardir. Fakat bizim sonuglarimiz, Herboldun ¢in hamster
hiicrelerinde  20-80pg/mL’lik  konsantrasyonda gergeklestirdigi  genotoksisite
degerlendirmesinde elde ettigi zayif pozitif sonuglarin gergekte pozitif olabilecegini
diistindiirmektedir. Elde edilen sayisal degerler arasinda farkliliklarin bulunmasi
uygulanan doz miktari, maruziyet siiresi, maruz birakilan hiicre tipi, deneylerin
yapildig1 laboratuvar kosullarinin farkli olmasi1 gibi degiskenlerden kaynaklandig:

tahmin edilmektedir.

Seryum dioksit kozmetiklerde, tipta, cilalamada ve projektorlerde bulunan
nanopartikiillerdendir. Bu ¢alismada seryum dioksit’in insan biinyesinde bulunan
konsantrasyon goz oniinde bulundurularak belirlenen konsantrasyonlarina 3 ve 24
saat boyunca maruz kalan insan lenfosit kiiltiiriinde mikronukleus ve genetik hasar

indeksinde meydana gelen degisimler incelenmistir.

Seryum dioksit maruziyet siireleri yapilan 6n calismalarla belirlenmistir.
Maruziyet siiresi arttikga canli hiicre oraninda azalis meydana geldigi gozlenmistir.
Bu nedenle komet testi sirasinda lenfositler seryum dioksit’e ti¢ saat boyunca maruz

birakilmistir. Fakat mikronukleus degerlendirmesinin yapilabilmesi i¢in hiicrenin
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mutlaka boliinme gecirmesi gerektiginden mikronukleus maruziyeti 24 saat olarak

belirlenmistir.

Seryum dioksit ile ilgili ¢esitli hiicre hatlarinda yapilmis in vitro galismalar
ve in vivo calismalar mevcuttur. Burada siipheye diisiilen s6z konusu olay seryum
dioksit’in bazi calismalarda genotoksik etki gosterdigi bazi calismalarda ise anti
genotoksik dzellik gosterdigidir. insan lenfosit hiicre kiiltiiriinde yapmis oldugumuz
calisma, seryum dioksit’in genotoksik etki gosterdigini belirten ¢alismalarla benzer

sonuclar gostermistir.

Barbara ve arkadaslar1 [2012] insan lens epitel hiicrelerinde nanocerianin
maruziyet siiresi (48 ve 72 saat) ve yiiksek doz (10, 20 ve 100pg/mL) uygulamasinin
etkilerini arastirmiglardir. 48 saatlik maruziyet siiresi sonunda 100pg/mL’lik
konsantrasyonda genotoksik etki gozlemlememislerdir. 72 saatlik maruziyet
sonrasinda elde edilen veriler de kiiciik de olsa anlaml farkliliklar elde etmislerdir.
Sonu¢ olarak seryum oksitin konsantrasyonundan ziyade maruziyet siiresinin

gentotoksik etkiye neden oldugunu belirtmislerdir.

Lopez-Moreno ve arkadaglar1 [2010], CeO(2) ve ZnO nanopartikiillerine
maruz birakilan fasulye bitkilerinde,  bu partikiillerin genotoksisitesine ve
biyotransformasyonuna  bakmiglardir.  Gergeklestirdikleri — genotoksisite  testi
sonrasinda ise CeO; nanopartikiillerinin fasulye bitkilerinde genotoksik oldugunu

gostermiglerdir.

Srinivas ve arkadaglar1 [2011], ratlarda burun yoluyla seryum oksit
nanopartikiiliine maruziyetten sonra potansiyel akut toksisiteyi degerlendirmislerdir.
Ratlar 24 saat, 48 saat ve 14 gilin boyunca 15-30nm biiyiikliigiindeki seryum oksit
nanopartikiillerine maruz birakmislardir. Elde ettikleri sonuglarda hiicre canliliginda
anlamli oranda azalma meydana geldigini gozlemlemislerdir. Solunum yoluyla
seryum oksit nanopartikiillerinin akut maruziyeti sonrasinda oksidatif strese bagli
olarak  sitotoksisite meydana gelebilecegi ve kronik inflamatér cevap

baslayabilecegini belirtmislerdir.

Hussain ve Garantziotis [2013], ¢evresel ve medikal olan nanometal seryum

dioksit nanopartikiilii ile maruziyetten sonra insan monositlerinde apoptoz ve otofaji
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arasindaki etkilesimi arastirmiglardir. Elde ettikleri bulgulara gore seryum dioksit
nanopartikiiliiniin, 6nciil 6lim mekanizmasina etki ederek otofajiye neden oldugu ve

insan monositlerinde sitotoksisiteyi yiikseltmeye basladigini belirtmislerdir.

Sonug olarak bazi ¢aligmalar, seryum dioksit’in antigenotoksik etkiye sahip
oldugunu belirtmesine ragmen bizim c¢alismamizda test edilen seryum oksit
konsantrasyonlar1 negatif kontrol ve pozitif kontrol ile karsilagtirildiginda genotoksik
bulunmustur. Garcia ve Hussain’in ¢alismalart da bizim ¢alismamizi
desteklemektedir. Garcia ¢ok diisiik dozlarda dahi seryum oksit’in toksik etki
gosterecigini belirtmistir. Hussain ve Garantziotis ise seryumoksit’in monositlerde
sitotoksik etkiye neden oldugunu belirtmislerdir. EK olarak seryum oksitin toksik
etkisinin dozdan ziyade maruziyet siiresiyle iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Bizim
calismamiz da uyguladigimiz komet testi bunu dogrulamaktadir. Komet testinin
sonuclarina baktigimizda en yiiksek dozda meydana gelen hasarli hiicre yilizdesi
pozitif kontrolde meydana gelen hasarli hiicre yilizdesinden diisiikken, mikronukleus
verilerine baktigimizda en yiiksek seryum konsantrasyonunda meydana gelen
mikronukleus sayisinin pozitif kontrolden daha yiiksek oldugu gozlenmektedir

[Garcia vd., 2010; Hussain ve Garantziotis, 2013].
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgulara gore spirotetramat ve
seryum dioksit maruziyetine bagl olarak, artan dozlarda insan lenfosit kiiltiirlerinde
genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre yiizdesinde artis gériilmiistiir (p<0,05). Aym
sekilde artan dozlara bagli olarak mikronukleus frekansinda da artis meydana
gelmistir. Gergeklestirilen tiim test sistemlerinden elde edilen degerler birbirini
destekler nitelikte bulunmustur. Seryum dioksit’e 24 saat maruz birakilan lenfosit
hiicrelerinde gergeklestirilen gama H2AX testinden elde edilen sonuglar da

mikronukleus verileriyle ve komet verileriyle benzer bulunmustur.

Sonug olarak ¢alismamiz, {i¢ test (mikronukleus, komet testi ve gama
H2AX testi) sisteminde de in vitro lenfosit hiicre kiiltlirlinde spirotetramat ve seryum
dioksit’in test edilen doz araliklarinda genotoksik etkiye sahip oldugunu gostermistir.
Ek olarak lenfosit hiicrelerinde, in vitro genotoksisite arastirmalarinda gama H2AX

testinin kullanilabilecegi gosterilmistir.

v' Spirotetramat ve seryum dioksit ile gerceklestirilen in vitro genotoksisite

belirleme calismasi, in vivo ¢alismalar ile desteklenmelidir.

v Her iki kimyasala da mesleki maruziyet s6z konusu oldugundan, bu tarz is
yerlerinde kisisel koruyucu ekipman kullanimi yayginlagtirilmahidir. Halk

sagligin1 koruma anlaminda bilgilendirme yapilmalidir.

v Spirotetramat’in tarimsal alanlarda kontrollii kullanimi saglanmalidir. Bu
konuda ¢iftgilere hektar basina kullanabilecekleri maksimum dozlar

onerilmelidir.

v' Gidalardaki pestisit kalinti miktarlarinin diizenli araliklarla Olglilmesi

saglanmalidir.

v" Nanopartikiil i¢eren triinler (temizlik trtnleri, boya, kozmetik vb.) gerekli

genotoksisite testlerinden gegtikten sonra piyasaya siiriilmelidir.
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v Nanopartikiillerin genotoksik etki gosterme 6zelligi, etki ettigi hiicrenin pH
araligina gore farklilik gdsterebilmektedir. Bu nedenle nanopartikiiller tipta

kullanilirken hedef hiicredeki pH araligi1 géz oniinde bulundurulmalidir.

v" Genotoksisite arastirmalarinda gama H2AX testi olduk¢a etkin sonuglar
vermektedir. Test sistemlerinde H2AX uygulamalarinin yayginlastirilmasi

Onemlidir.

v' Genotoksisiteye neden olan kimyasal ajanlarin belirlenmesinde tezde
kullanilan {i¢ test yonteminin de birlikte kullanilmasi giivenilir sonuglar

almak acisindan ¢ok dnemlidir.
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