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Danigsman: Prof. Dr. Handan UYSAL

Bu calismada tarimda iiretim, saklama ve isleme asamalarinda siklikla kullanilan Bifentrin
(BIF), Permetrin (PER), Imidakloprid (IMI) ve Asetamiprid (ASE) insektisitlerinin genotoksik
etkileri in vivo ve in vitro olarak belirlenmeye ¢alisilmistir. Genotoksik etkilerin giderilebilmesi
icin de Portulaca oleracea L. (Semizotu) bitkisine ait metanol (POpe) Ve su (POs,) ekstraktlar
kullanilmistir. /n vivo test caligmalari igin Drosophila melanogaster’de Kanat Somatik
Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART), in vitro test caligmalari i¢in de Kardes Kromatid
Degisim Testi (KKD) ve Mikroniikleus Testi (MN) kullanilmustir. SMART i¢in D.
melanogaster’in 3. evre trans-heterozigot larvalart dort farkli insektisit ile muamele edilerek
erginlesen sineklerin kanat hiicrelerindeki mutant trikomlar incelenmistir. KKD ve MN igin ise
insan periferal lenfosit kultirlerine yine farkli konsantrasyonlarda BiF, PER, iMI ve ASE
insektisitleri ilave edilmistir. 72 saat inkiibasyona birakilan kiiltiirlerden yayma preparatlar
hazirlanmis ve incelenmistir. Ayrica tiim testler i¢in negatif kontrol olarak distile su ve
insektisitlerin ¢Oziicusi olan dimetil silfoksit (DMSO), pozitif kontrol olarak da etil
metansiulfonat (EMS) kullanilmistir. Elde edilen bulgulara gore; SMART’da normal kanat
fenotipi igin, tim insektisit uygulama gruplarinda doz artisina bagli olarak toplam klon sayilari
ve buna bagli mutasyon frekansinda artis gozlenmistir. Ancak kullanilan tiim insektisitlerin
sadece en yiiksek uygulama gruplarinda (7ppm BiF, 8ppm PER, 2ppm iMi ve ASE) sonuglar
anlamli bulunmustur (P<0,05). In vitro testlerde ise tiim insektisit uygulama gruplar1 igin (50-
500 ppm BiF, PER, IMI ve 25-250 ppm ASE) MN ve KKD sayilarinda artis gdzlenmistir
(P<0,05). Calismanin ikinci asamasinda, SMART igin besiyerine insektisitlerin en yiksek
uygulama gruplariyla beraber %1 PO Ve %1 POy, ayri ayri eklenerek semizotunun
antigenotoksik etkisi arastirilmistir. KKD ve MN igin ise insektisitlerin en yiiksek uygulama
gruplari ve kendisi kadar PO Ve PO, (1:1 / v:v) besiyerine beraber eklenerek antigenotoksisite
calismalar1 yapilmustir. Bitkisel ekstraktlara bagh olarak tim testlerde, insektisit uygulama
gruplarinda goézlenen mutasyon frekanslarinda istatistiksel olarak onemli diisiis g6zlenmistir
(P<0,05). Sonug olarak; SMART’da insektisitlere bagli mutasyon artisi, in vitro testlerde ise
kardes kromatit degisimi ve mikroniikleus frekansinda gbzlenen artig, genetik materyalde olusan
hasarin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir. Ayrica POpeg Ve POg, ile bu hasarlarm
giderilmesi, semizotunun kuvvetli bir antigenotoksik ajan olabilecegini gostermektedir.

2015, 155 sayfa

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, somatik mutasyon ve rekombinasyon testi,
insan periferal lenfosit hiicreleri, kardes kromatid degisimi, mikroniikleus, genotoksisite,
insektisit, Portulaca oleracea, antigenotoksisite
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THE STUDY OF DETERMINATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF SOME
INSECTICIDES BY SHORT TERM TEST METHODS AND ELIMINATION OF
THESE EFFECTS BY USING SEVERAL EXTRACTS OF PORTULACA OLERACEA L.
(PURSLANE) PLANT
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Supervisor: Prof. Dr. Handan UYSAL

In this study, we aimed to determine the genotoxic effects of Bifenthrin (BIF), Permethrin
(PER), Imidacloprid (IMI) and Acetamiprid (ACE) insecticides, which are frequently used in
agricultural manufacturing, strorage and cultivation, in in vivo and in vitro environment. In
order to eliminate genotoxic effects, we used methanol (POy,) and water (PO,) extracts of
Portulaca oleracea L. (Purslane). We utilized Wing Somatic Mutation and Recombination Test
(SMART) in Drosophila melanogaster for in vivo and Sister Chromatid Exchange (SCE) and
Micronucleus Test (MN) for in vitro studies. The 3rd stage trans-heterozygous larvae of
Drosophila melanogaster were treated by four different insecticide for SMART and the mutant
tricoms in wing cells of matured flies were studied. The different concentrations of BIF, PER,
IMI and ACE insecticides were added to human peripheral lymphocyte cultures for SCE and
MN tests. The smears from cultures incubated for 72 hours were prepared and studied.
Additionally, in all tests, distiled water and a solvent of insecticides, dimethyl sulfoxide
(DMSO0), were used as negative controls, and ethyl methanesulfonate (EMS) was used as a
positive control. An increase in the number of total clone spots and mutation frequency was
observed as a result of the increase in the dosage of insecticides in all application groups for
normal wing phenotype in SMART. However, the statistically significant results were found
only in the groups treated by highest dosage of insecticides (7ppm BIF, 8ppm PER, 2ppm IMI
ve ASE) (P<0,05). In vitro tests showed an increase in the frequencies of MN and SCE in all
insecticide application groups (50-500 ppm BIF, PER, IMI ve 25-250 ppm ASE) (P<0,05). In
the second stage of the study, the antigenotoxic effect of purslane was studied by adding 1%
POnet and 1% PO,y individually into groups with highest insecticide application for SMART.
The antigenotoxicity studies were also performed by adding equal amount of POy, and PO,y
with insecticides (1:1/v:v) into the groups with highest insecticide application for SCE and MN.
The addition of herbal extracts in all tests was shown to cause a statistically significant decrease
in mutation frequency in each insecticide application group (P<0,05). As a result of our study,
the increase in mutations in SMART, and SCE and MN in in vitro tests, respectively, can be
assumed as a marker of damage in genetic material. Additionally, the repair of this damage by
POneand POy, indicates that purslane can be a strong antigenotoxic agent.

2015, 155 pages

Keywords: Drosophila melanogaster, somatic mutation and recombination test, human
peripheral lymphocyte cells, micronucleus, sister chromatid exchange, genotoxicity,
insecticides, Portulaca oleracea, antigenotoxicity
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1. GIRIS

Gliniimiiziin en 6nemli sorunlarindan biri niifusun hizla artmasidir. 1927°de 2 milyar
olan diinya niifusu, giiniimiizde 7 milyar1 gecerken, 1927 yilinda yaklasik 13 milyon
olan llke nufusumuz ise 2014 yili sonunda 77 milyondan fazla olmustur (Turkiye
istatistik kurumu resmi sitesi) (TUIK 2015). Hizli niifus artisiyla beraber gida ihtiyaci
da aym oranda artmaktadir. Ancak tarimsal alanlarin ve hayvansal {iretimin kisith
olmas, artan niifusun besin ihtiyacim karsilamada yetersiz kalmistir. Ornegin diinyada
tarima ayrilan alan, 1950’den giiniimiize kadar 1,4 milyar hektar olarak sabit kalmistir.
Nifusun bu hizh artisina karsin ekim alanlarinin sabit kalmasi, beslenme igin gerekli
olan tarimsal gida tiretimini ancak modern tarim tekniklerinin kullanilmasiyla miimkiin
kilmaktadir (Durmusoglu vd 2010). Bu nedenle tarimda birim alandan elde edilebilecek
verimi artirmak i¢in yeni tarim tekniklerinin gelistirilmesi ve uygulanmasina gereksinim
duyulmustur (Demircan ve Yilmaz 2005). Geleneksel tarimdan modern tarima gegis,
tirtin verimliligini arttirmig, ancak bu tekniklerin ve sulu tarimin yayginlagmasi ise bitki
hastaliklar1 ve zararlilarinin salgin haline gelmesine yol agmistir (Arslan ve Yilmaz

1993).

Tarihsel slre¢ bize insanlarin tarimsal driinlerini hastalik ve zararlilardan
koruyamadigini, dolayisiyla saglikli gida elde etmekte yetersizliklerle karsilastigi
zamanlarin oldugunu gostermistir. Irlanda’da 1846 ile 1851 yillari arasinda yasanan ve
1,5 milyon insanin Sliimiiyle sonuglanan, patates mildiyosii hastalifi sonucu olusan
biiyiik kitlik, buna en iyi 6rneklerden biridir. GUnimiizde ise Dlnya hububat Gretiminin
yaklagik %20 si hasat oncesi ve sonrasi agamalarda kaybolmaktadir. Bu kayip insanlari
tarimsal tiriinlerini korumak, saglikli gida elde etmek i¢in tarimda yeni savas yontemleri
arayisina itmistir. Insanlik eski caglardan beri tarim iiriinlerine bulasan ve verimi

diisiiren zararlilarla miicadele i¢in yeni yontemler gelistirmistir.

Tarimsal mucadele, Urlinlerin hastalik, zararli ve yabanci otlardan korunmasi, hasat

miktarmin ve Kalitenin artirilmasidir. Bu basit tanimdan da anlasilacagi gibi, tarimsal



micadele ile bir yandan iriinii ve kalitesini arttirmak, bir yandan da tarimsal
miicadelenin ekonomik olmasi hedeflenmektedir. Bu amaca ulasabilmek igin
micadelenin entegre savas ya da entegre zararli yonetimi goriisiine uygun olarak
yurutilmesi gerekmektedir. Entegre zararli yonetimi denildiginde ise, insan ve cevre
sagligina olumsuz etkileri en az olanlarin uygulanmasma yonelik ¢alismalar
anlasilmaktadir (Delen vd 2005). Tarim teknolojisi gelismeden once bu yontemler
kurutma, tiitsiileme ve ¢esitli koruyucu maddeler igeren bitkilerle muamele ederek
saklama olarak sayilabilirdi. Soyle ki; milattan 6nceki yillardan beri kutsal sayilan
tuzlar ve bitkiler, boceklere karst kullanilmis, Roma ve eski Yunan uygarliklarindan
beri siiregelmis ve milattan sonra 1700’lere kadar da zirai koruyucu (pestisit) olarak
kullanilmiglardir (Ware 1980).

Meister (1999)’e gore pestisit, insan ve hayvan vicudu ile bitkiler Gzerinde veya
cevresinde yasayan, besin kaynaklarinin iiretim, depolanma ve tiikketimi sirasinda besin
degerini diisliren ya da zarara ugratan bdcek, kemirici, yabani ot, mantar gibi canl
formlarinin yikici etkilerini azaltmak igin kullanilan kimyasal maddelerdir. Pestisitler
biyolojik aktivitesi i¢in segilen ve biyosidal o6zellikleri i¢in kullanilan bilesiklerdir

(Eastmond and Balakrishnan 2001).

Tarihte kullanilan ilk pestisitler kikirt, arsenik, bakir ve demirin basit tuzlart gibi
inorganik maddelerdir. Organik bilesik olarak ilk kez kullanilan pestisitler Derris sp.
(tropikal sarmasiklar) ve Terphrosia sp. bitkilerinin koklerinden elde edilen rotenon,
Nicotiana sp. (tittin)’den elde edilen nikotin ve Pyrethrum sp. (krizantem)’den elde
edilen piretrumdur. Bu pestisitlerden bircogu yiiksek diizeyde toksiktir ve kullanimlari
tehlikelidir (Y1ildiz vd 2005).

Pestisitler tarimda zararli hayvanlara, yabanci otlara ve hastaliklara karsi genis bir
yelpazede kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda birgok i¢ ve dig parazite karsi, hayvansal
tiretim siirecinde ve halk sagligin1 korumak i¢in karasinek, sivrisinek ve ev bdceklerine

kars1 da kullanilmaktadirlar. Pestisitler farkli alt gruplar ile farkli tiirlere 6zgiidiirler



(Greene and Pohanish 2005; Yildiz vd 2005). Pestisitlerin alt gruplar1 ve hedefledikleri
canli gruplar1 asagidaki gibidir;

Akarisitler; akarlar ve 6rumcekleri 6ldurticilerdir. Bunlara mitisit de denir.

Algisitler; goller, kanallar, ylzme ya da siis havuzlarindaki algleri 6ldirmek igin
kullanilan endiistriyel koruyuculardir.

Avisitler; kus oldiriiciilerdir, kullanimlari kisithidir.

Biopestisitler; dogal materyallerden, 6rnegin krizantem (pireotu) ekstresinden elde
edilen piretrum gibi pestisitlerdir.

Biositler; mikroorganizma éldurucdlerdir.

Blyume duzenleyiciler; zararli bitki ve boceklerin yasam siireglerini bozucudurlar.
Dezenfektanlar; cansiz yiizeylerde bulunan mikroorganizmalari 6ldiiriictilerdir.
Fungisitler; kiif ve mantarlar1 6ldiirticiilerdir.

Sinerjistler (etki artiric1); 6ldiirme giiclinii arttiran, toksik olmayan aktif maddelerdir.
Herbisitler; yabanci ot ve istenmeyen bitkileri 6ldiiriiciilerdir.

Insektisitler; bocek 6lduricilerdir.

Molluskisidler; salyangoz ve sumukli bocekleri éldardctlerdir.

Nematisitler; bitki koklerinde beslenen nematodlar1 6ldUrtculerdir.

Ovisitler; akar ve bocek yumurtalarini dldiiriiciilerdir.

Piskisitler; baliklar1 olduriculerdir.

Predasitler; omurgali yirticilar1 6ldiiriictilerdir.

Repellentlar; bocek ve kuslari uzaklastiricilardir.

Rodentisitler; fare, sican ve diger kemirgenleri dldiirticiilerdir.

Sanitizerler (dezenfektan canh yiizey); derideki mikroorganizmalar1 Oldiiriiciilerdir.
Genellikle tibbi ortam ve evlerdeki sabunlarin ve temizleyicilerin i¢cinde kullanilirlar.
Tutsuler; gaz veya duman kullanarak binalarda veya toprakta bulunan bécek, mantar ve
diger bilinmeyen organizmalar1 6ldiiren dezenfektanlardir.

Yaprak dokuculer; parazit bitkilere ait yaprak ve diger yesil bolgeleri 6ldiiriiciilerdir.
Curameyi onleyiciler; tekne tabanlar1 ve diger su alti yiizeyleri gibi yerlerdeki
organizmalar1 Oldiirmek veya organizmalarin yiizeye baglanmasini engellemek igin
kullanilan kimyasallardir (Zeliger 2008).

Turkiye genelinde kullanilan pestisitlerin %47°si insektisit, %24’ herbisit, %16’s1

fungusit ve %13’i diger pestisit alt gruplarindandir (Delen 2008).



1.1. Insektisitler

Bir¢ok alanda kullanilan ve zararli canlilarin kontroliinii saglayan pestisitlerin bir alt
grubu olan insektisitler, tarimsal {iretimde, iriinlerin depolanmasinda, evlerde ve
endiistriyel iirlinlerde zararli boceklerin 6ldiiriilmesi ya da ¢ogalmalarinin durdurulmasi
amactyla kullanilan kimyasal bilesiklerdir. Besin kaybin1 %100’e kadar ¢ikarabilen
zararl1 boceklerin kontrol altina alinmasinda insektisitlerin yardimi biiyiiktlr. Fakat
hemen hemen biitiin insektisitler spesifik olmadiklari i¢in sadece hedef organizmalari
6ldiirmez, omurgali ve omurgasiz diger canlilar1 da etkilerler (Sayili ve Akman 1994).
Insektisitlerin bilingsiz kullanilmalar1, faydali organizmalarin yok olmasina ve genetik

cesitliligin de tehlike altina girmesine neden olarak gosterilmistir (Glingor 2003).

Insektisitler, etkilerini cogunlukla sinir sistemi fonksiyonlarini bozarak gosterirler
(Gubler 1998). Dolayisiyla sinir sisteminde iletimi engelleyecek kimyasal bilesiklerden
olusmaktadirlar. Omurgali ve omurgasiz hayvanlarin ¢ogunda sinir iletimi benzerdir.

Dolayisiyla insektisitlerin yaygin kullanimi insan ve ¢evre i¢in biiylik risk tagimaktadir.

(Cantelli-Forti et al. 1993).

Insektisitlerin  etki mekanizmalar1 benzer olmasma ragmen sentetik iiretimleri
asamasinda  icerdikleri  organik  bilesik  yapilarina  gore, organoklorlular,
organofosfatlilar, karbamatlar,  piretroidler ~ve  neonikotinoidler  olarak

siiflandirilmiglardir.

Bu calismada genotoksisitesini belirlemek igin kullandigimiz insektisitler piretroid ve

neonikotinoid grubundandir.

1.1.1. Piretroidler

Piretroidler krizantem ¢igekleri tarafindan iiretilen dogal piretrinlere benzeyen organik

kimyasallardir. Ancak dogal piretroidler 1s18a dayaniksiz ve dogada ¢ok cabuk



bozunmalari nedeni ile (Vural 2005) ¢ogunlukla ev boceklerine karsi kullanilir (Robert
2002). 1973 yilinda 1s18a dayanikli sentetik piretroitlerin sentezlenmesi ile 1975
yilindan sonra agik alanlarda boceklere karst hizla kullanilmaya baglanmistir
(Atamanalp ve Cengiz 2002). Son yillarda diinyada kullanilan insektisitlerin %30°nu
sentetik piretroidler olusturmaktadir. Hedef organizma olan boceklere karsi ¢ok toksik,
kuslar ve memelilere kars1 az toksik olmalari nedeniyle kullanim alanlarinda siklikla
tercih edilmektedirler (Mazmanci vd 2008). Sentetik piretroidler, dogal piretrinlerin
alkol ve asit koklerinde yapilan degisikliklerle gelistirilmislerdir. Ancak sentetik
piretroitler kolay kolay parcalanmadiklarindan dolay1 kalintilar ciddi problemlere sebep
olur. Cogunlukla ev =zararlilarimin kontrolii igin aerosol ve sinekkovar seklinde
kullanilmalari, ayrica diger insektisitler ve sinerjistler ile kombine olarak hazirlanmalari
nedeniyle insanlarin bu insektisitlere maruz kalmasi kagimilmazdir ve tehlikeli
sonuglarinin olabilecegi bildirilmektedir (International Programme on Chemical Safety/

Uluslararasi kimyasal korunma programi) (IPCS 1990; Mercan 2007).

Piretroidler boceklerin merkezi ve cevresel sinir sistemlerini etkileyerek felce neden
olurlar (Miller and Salgado 1985). Bbocek ve memelilerde toksik ve genotoksik etki
mekanizmalar1 benzerdir. Soyle ki; toksik etkilerini memeliler ve boceklerdeki sodyum
kanallar1 tizerinde g0steren, periferik ve merkezi sinir sistemlerindeki aksonlari

etkileyen sinir sistemi zehirleridir (IPCS 1990).

Ulkemizde tarmmsal koruma amagl, piretroid insektisit iceren 194 ticari Uriin
kullanilmaktadir. Bu galismada kullanilan piretroid insektisit grubundan olan Bifentrin

ve Permetrin tlkemizdeki ticari tiriinlerin 10’unda bulunmaktadir (Aydmoglu vd 2002).

1.1.1.a. Bifentrin

Bifentrin (BIF), tarimsal {iretimde siklikla kullanilan iiglincii nesil piretroid
insektisitlerdendir. Bu grup, oOnceki piretroidlerden farkli olarak daha fazla 1s18a
dayanikli ve daha yiiksek toksik aktivite gostermektedir (Mokrey and Hoagland 1989).

Hafif tatli kokulu, mumsu beyaz ile kahverengi arasinda renklerde, kati toz, graniil ve



peletler gibi cesitli bicimlerde sentezlenir. Sentetik kimyasal maddedir, dogal olarak
bulunmaz. Bu insektisitin kimyasal formili Sekil 1.1°’de verilmistir. Toprak tiplerine
gore yarilanma dmrii 7 giin ila 8 ay civarinda olan BIF, suda ¢dziinmez veya ¢ok az
cozlnerek geride kalintilar birakir. Cesitli kaynaklara gére, piyasada bilinen sentetik
insektisitler icerisinde toprakta en fazla kalinti birakan insektisittir (Environmental
Protection Agency/ Cevre koruma ajansi; Extension Toxicology Network/ Toksikoloji
bilgi sistemi) (EPA 2010; EXTOXNET 1996).

Molar kutle: 422,87 g / mol

Suda coziiniirliigii: % 0,04

Erime noktasi: 66-67,7°C
Molekuler formulu: ClysH2,CIF30,

0 CHa

F3C%n,_(8) “‘\U\O
Cl

S

HsC CHjg

Sekil 1.1. Bifentrinin kimyasal formuli

Sentetik piretroid ailesinin iiyesi olan BIF, diger piretroidler gibi boceklerin merkezi ve
cevresel sinir sistemlerinde, sodyum kanallarini etkileyerek felce neden olmaktadir
(Miller and Salgado 1985). Ulkemizde ve diinyada 6zellikle afit, ates karincalari, bitler
pireler, oriimcek, kene ve sineklere karsi, siis bitkileri, serbet¢i otu, ahududu, misir ve

pamuk zararlilari ile ev, is yerleri ve okullarda kullanilmaktadirlar (EPA 2010).

1.1.1.b. Permetrin

1. nesil sentetik piretroidlerden olan Permetrin (PER), gida tiretiminde, hayvancilikta ve
halk saghiginda kullanilan genis spektrumlu yiiksek etkili bir insektisittir. Kimyasal

formilii Sekil 1.2°de gosterilmistir. Ozellikle insanlarda ve hayvanlarda bit, pire, kene



vb. parazit kovucu olarak sampuan veya soliisyonlarin igerisinde, depolarin ve binalarin
ilaglanmasinda kullanilan temas yoluyla etkili bir insektisittir. Tarimda ise meyve
bahcelerinde, bostanlarda, pamuk ve patates dretiminde siklikla kullanilmaktadir.
Kokusuz, renksiz kristal ya da acgik kahverengi sivi halde sentezlenir. Toprakta
yartlanma omrii 30-38 gundir (Wauchope et al. 1992). Neredeyse hig kalint1 birakmaz.
Ancak toprakta siiziilmeden inorganik pargalara baglanarak kalintilar meydana
getirmektedir. Isiga karsi ¢ok duyarli olup giines 1s18inda yarilanma omrii 4-6 gune
diiser (Anonymous 1990; EXTOXNET 1996).

Molar kutle: 391,29 g / mol
Su ¢oziiniirliigii: % 0,01
Erime noktasi: 34-35°C

Molekiler formuli: Cy1H2Cl,04

Cl\ 0 O

Cl
H3C CHj

Sekil 1.2. Permetrinin kimyasal formilu
PER’de, diger piretroid insektisitler gibi boceklerde sinir sistemi iizerine etkilidir.

Sodyum kanallarinin etkileyerek néron fonksiyonlarini bozar ve kaslarda spazma neden

olur. Asir1 birikimi sonucunda fel¢ ve 6lim go6zlenir (Tomlin 2006).

1.1.2. Neonikotinoidler

Neonikotinoidler, tiitiin bitkisinin bir {iriinii olan nikotinin kimyasal yapis1 baz alinarak
uretilen sentetik insektisitlerdir. 1970°’li yillardan itibaren c¢esitli amaglarla siklikla

kullanilan ve igerikleri bakimindan 3 farkli insektisit tiri olan organofosfat, karbamat



ve piretroid insektisitlere karsi zararlilarda diren¢ geligsmistir. Bunun sonucunda
zararlilarin kontrol edilmesinde verim azalmistir. Bu gibi nedenlerle son on yildir
neonikotinoidler farkli etki mekanizmalar1 nedeniyle, direng gelistiren birgok dnemli
zararlinin kontrol edilmesinde etkili olmustur ve neonikotinoidler i¢in 2008’de diinya

insektisit piyasasinda %24 oraninda pazar pay1 olusmustur (Jeschke et al. 2011).

Neonikotinoidler, tipki nikotin gibi hucrelerdeki nikotinik asetilkolin reseptorlerine
baglanirlar. Bu reseptorler boceklerde sadece cevresel sinir sisteminde bulunurken
memelilerde hem ¢evresel hemde merkezi sinir sisteminde bulunmaktadir. Nikotinik
asetilkolin reseptoOrleri norotransmiter asetilkolin ile aktive edilir. Daha sonra bu
asetilkolinlerin yikilmas1 igin asetilkolinesteraz enzimi salgilanarak reseptorlerdeki
asetil ve kolinler bilesiklerine ayrilir. Ancak neonikotinoid insektisitler bu reseptorlere
doniisiimsiiz baglandiklar igin, yikima ugrayamazlar. Insektisitler reseptorlere bagh
oldugu icin siirekli asetilkolinesteraz iiretimi devam eder. Bu da asetilkolinesteraz

birikimine neden olarak paralize ve sonugta bocegin 6liimiine neden olur. (Gervais et al.
2010)

Bu c¢alismada kullanilan neonikotinoid ailesinin ilk Gyesi olan imidakloprid ve
asetamiprid, diinyada ve fllkemizde en ¢ok kullanilan insektisitler arasinda yer

almaktadir.

1.1.2.a. imidakloprid

Kimyasal formalu  1-(6-cloro-3-pyridylmethyl)  -2-nitroimino-imidazolidin  olan
Imidakloprid (IMI), neonikotinoid insektisitlerin ilk {iretilen bilesigidir (Kong et al.
2008). Kimyasal formiilu Sekil 1.3’de verilmistir. Biitin neonikotinoidler gibi iMi’de
sinir sistemi uzerine etkilidir ve dinyada hizla artan bir pazar payina sahiptir (Liu et al.
2010). IMI’nin, 15132 dayamkli olmasi (Mullins 1993) ve omurgalilara kiyasla
boceklerde yiiksek secici toksisite goOstermesi, diinya ¢apinda yaygin olarak

kullanilmasini saglanmistir (Tomizawa and Yamamoto 1993). iMi, ABD Cevre Koruma



Ajansi (EPA) tarafindan “uyar” ve “dikkatli olun” manasina gelen 2. ve 3. sinif toksik

etkili olarak siniflandirilmaktadir (Meister 1995).

Molar kitle: 255,66 g/ mol

Suda ¢oziiniirliigii: % 0,15

Erime noktasi: 144-144,5°C
Molekuler formuli: CgH1oCINsO,

Cl N

Sekil 1.3. Imidaklopridin kimyasal formiilii

Bu insektisit 6zellikle sebzelerde, meyvelerde, seker pancarinda, pamukta ve piringte
Homoptera (es kanatlilar) ve Hemiptera (yarim kanatlilar) takimlarina ait zararlilarin
miucadelesinde kullanilmaktadir (Matsuda et al. 2001). Sistemik insektisitlerden olan
imidakloprid, topraktan bitkiye alinarak, yaprak, meyve, polen ve nektara ksilem
boyunca tasmabilir. (Fossen 2006). Ayrica kedi ve kopeklerin {izerinde yasayan
Siphonapterlere (parazit kan emici kanatsiz bocekler) karsi (Tomizawa and Casida
2005) kullamlmaktadir. Ulkemizde ise pamuk bitkisinde pamuk yaprakbiti disinda
meyve, sebze, tiitlin, antepfistigi, turunggiller ve bagda bulunan ¢esitli zararlilara karsi
ruhsatlh olarak yaygin bi¢imde kullanildig1 bilinmektedir (Yicer 2012). Yarilanma 6mrii
normal sartlarda 33-44 gindr.

1.1.2.b. Asetamiprid

1990’larin  baglarinda kullanilmaya baglanilan Asetamiprid (ASE), neonikotinoid
insektisitler grubuna dahil olup, Dbir siyanoamidin ve bir 6-kloro-3-piridilmetil
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kismindan ibarettir (Brunet et al. 2005) ve neonikotinoid insektisitlerden tretimine
baslanan ikinci bilesiktir. Kokusuz, beyaz toz halinde sentezlenir (Sekil 1.4). Toprakta
acrobik ortamda hizli sekilde pargalanir. Yarilanma omrii 1-8 glndir. Turkiye’de ASE
etken maddesine sahip ilk ruhsathi insektisit 1996 yilinda Mospilan ticari ismi ile
piyasaya siiriilmiistiir (Dursun vd 2013). Imidakloprid gibi sistemik insektisit oldugu
icin daha cok emici bdcekler lzerine etkindir. Dlinyada ve ulkemizde, pamuk, tdtun,
seftali, patates ve domateste, patates bocegi, beyaz sinek, yaprak biti ve yaprak piresine

kars1 kullanilir.

Molar kutle: 222,67 g / mol
Suda ¢oziiniirliigii: % 0,02
Erime noktasi: 97,8-98,8°C
Molekuler formulu: Cl;oH13CINg

I
N S -CN
CHs

S

v
Cl N

Sekil 1.4. Asetamipridin kimyasal formilu

ASE Dboceklerin merkezi sinir sisteminde asetilkolin (ACh) gibi davranarak, nikotinik
ACh reseptorlerine baglanir. Uyart1 sonucu dogal olarak olugan ACh, alic1 reseptorleri
tikal1 oldugu icin sinaptik bolgede yigilmakta ve sonugta bocegin Oliimiine sebep

olmaktadir (Onciier ve Durmusoglu 2008).

ASE siyanoamidin tiirevi bir insektisit oldugu i¢in diisiik konsantrasyonlarda daha fazla

genotoksik etki gostermektedir.
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1.2. Genetik Toksikoloji

Toksikolojinin bir alt dali olan genetik toksikoloji, organizmanin normal biyolojik
isleyisi sirasinda kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagl olarak hiicrelerin DNA
molekdllerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir bilim dalidir (Choy 2001;
Young 2002; Vural 2005). Bir organizmanin genetik isaretlerinde, kalitsal bir
farklilasma olusturan maddelere genel olarak genotoksik ajan (genetik zehir) denir.
Genotoksik ajan, gonadlarin gamet hiicrelerini etkileyerek, ya gametlerin sayica
azalmasma ya da gametlerdeki genetik bilginin degismesine neden olur. Bu sekilde
meydana gelen iki ayr1 cinsiyete ait gametlerin birlesmesiyle olusan zigot 6lmezse anne
ve babadan farkli olur. Bunun sonucunda, genotipdeki kalici1 degismeye "mutasyon”,
mutasyona neden olan etkenlere de "mutajen” denilmektedir. Bununla beraber
mutasyonlar somatik doku hicrelerinde de olabilir, bu takdirde sonraki nesillere
gecmez. Bu degisim daha cok karsinogeneze zemin olmasi agisindan 6énem tasir (Vural
2005).

“Genetik toksisite” ya da ‘“genotoksisite”; cekirdek, kromozom ve DNA yapisinda
meydana gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom yapisi
anormallikleri ve andploidi gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir. DNA veya
genomun kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona
neden olan genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi
degisimlere yol agmasi ise “genotoksik etki” olarak tanimlanmaktadir (Choy 2001;
Young 2002; Zeiger 2004).

Genetik toksikoloji testlerinde herhangi bir organizmadan elde edilen sonuclar DNA
molekilindeki hasarlar1 gosterdigi igin, insan genomunda ortaya ¢ikabilecek
problemlerin tahmininde de kullanilabilmektedir. Bir organizmada DNA hasari
olusturma potansiyeli olan kimyasal maddeler, farkli organizmalarda ve insanda da
benzer etkiler gosterebilir. Son yillarda organizmalardaki genotoksik etkilerin
incelenmesi amaci ile ¢esitli canlilar iizerinde veya hucrelerinde uygulanabilecek

yuzlerce kisa siireli in vivo ve in vitro test metodu gelistirilmistir.
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1.2.1. Genetik toksikolojide kullanilan baz test teknikleri

1920’den beri kullanilan ve gelistirilen genotoksisite testleri, gesitli mekanizmalarla
dogrudan ya da dolayli olarak genetik materyalde meydana gelen hasarlar1 saptamak

amaciyla gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden olusmaktadir (Vural 2005).

In vivo mutajenite testlerde, mutajenik etkisi belirlenecek genotoksik ajan belli
konsantrasyonlarda ve g¢esitli yollarla (beslenme, enjeksiyon vb.) organizmaya
verilmekte ve insanlarin ¢esitli sebeplerle karsilasabilecekleri genotoksik ajanlara
maruziyet sonrasinda olusabilecek genotipik hasarlar arastirilmaktadir. Ornegin; in vivo
kanat somatik mutasyon testinde Drosophila melanogaster’in larvalarinin besi ortamina
eklenen herhangi bir genotoksik ajan, metamorfoz tamamlandigi zaman ergin bireyin
kanatlarinda somatik mutasyon olarak kendini gostermektedir. Drosophila ile yapilan
testler, yavru birey sayisinin fazla olmasi, genetik yapisinin insan genomuyla benzerlik
gostermesi, laboratuar sartlarinin ve bakiminin kolay olmasi agisindan, kisa stireli, ucuz

ve sonuglart giivenli testlerdir.

In vitro mutajenite testlerinde ise genotoksik etkisi arastirilacak olan madde, deney
hayvanindan veya insandan alinan dokulara belli konsantrasyonlarda uygulanir. Bu
testlerin in vivo testlerden farki, test edilen kimyasal madde dogrudan canliya degil,
ondan alinan dokuya laboratuar ortaminda dokunun canli tutularak uygulanmasidir.
Insan kaninda birgok farkli hiicre tipi bulunmasina ragmen kromozom veya DNA ile
ilgili ¢aligmalar genellikle ¢ekirdekli lenfosit hiicreleri ile yapilmaktadir. Periferik kan
klltiirii yontemi olarak bilinen bu yontem, kisa siirede istenilen sayida hiicrenin
incelenebilmesi, kiiltiir siiresinin kisa olmas1 ve elde edilen kromozom preparatlarinin
diger yontemlerle elde edilenlerden daha kaliteli olmasi nedeniyle tercih edilmektedir

(Rooney and Czepulkowski 1986; Oztas 2000; Basaran 2003).

Her test sisteminin, farkli mekanizmalar1 hedef alarak c¢alisilmasi sebebiyle bilesiklerin
genotoksik etkisinin saptanmasinda bir testin tek basina yeterli olmadigi, bu nedenle

bilesiklerin genotoksik ya da mutajenik aktivitesinin belirlenmesinde bir seri test
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sisteminin kullanilmas1 gerekmektedir (Houk 1992). Bu amagla ¢esitli genotoksisite
testleri gelistirilmistir. Giiniimiizde engok kullanilan test sistemlerini, Allium testi
(Levan 1938), Salmonella testi (Ames et al. 1975), mikronikleus testi (MN) (Mac
Gregor et al. 1987), kardes kromatid degisimi testi (KKD) (Latt et al. 1981), tek hiicre
jel elektroforezi (SCGE) (Fairbairn et al. 1995) ve Drosophila testlerini, somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) (Graf et al. 1984), eseye bagli resesif letal
mutasyon testi (Tripathy et al. 1994), bitisik X (= yapisik X’lilik) ve

nondisjunction(=ayrilmama) (Munoz and Barnett 2002) testleri olarak siralayabiliriz.

Bu calismada BIF, PER, IMI ve ASE insektisitlerinin genotoksik aktivitelerini
belirlemek icin hem in vivo hemde in vitro test teknikleri olarak bilinen SMART, KKD

ve MN testleri kullanilmistir.

1.2.1.a. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

Drosophila testleri ile ¢esitli maddelerin genotoksik etkilerini tespit etmek miimkiindiir
(Tiburi et al. 2002). Son yillarda siklikla kullanilan SMART, ¢esitli kimyasal
maddelerin mutajenik ve rekombinojenik aktivitelerinin saptanmasi i¢in olduk¢a uygun
ve etkili bir in vivo test sistemidir (Graf et al. 1984). Genotoksik denemelerde isaret
genlerinin fenotipte gbzlenmesi, ¢alismanin kolay ve ucuz olmasi, genotoksik
ajanlardan etkilenme sonucu olusan verilerin dlgimlerini yapmak Drosophila somatik

hicrelerinde diger organizmalara gore de kolaydir.

SMART, nokta mutasyonu, delesyon, translokasyon, mitotik rekombinasyon ve
kromozom kayb1 veya ayrilmama gibi, belirli kromozom aberasyonlarinin genetik
sonuglariin genis yelpazesinin saptanmasina izin verir (Graf et al. 1984; Graf et al.
1996; Graf et al. 1998). Drosophila ile yapilan bu in vivo test yontemi,
mikroorganizmal in vitro ve memeli in vivo genotoksisite test sistemleri arasinda

baglanti olusturabilmektedir (Frei and Wirgler 1996).
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SMART, g6z ve kanat benek testi olmak iizere iki cesittir. Her ikisi de erken
embriyonik gelisim sirasinda hiicre gruplarmin (imajinal disk) genotoksik ajanlarla
etkilenmesi esasina dayanmaktadir. Imajinal diskler, larval gelisimleri esnasinda
yetigkin sinegin viicut yapisina farklilasincaya kadar mitotik olarak cogalirlar (Graf et
al. 1996; Graf et al. 1998), dolayisiyla somatik dokuda g¢ok sayida mutasyon
gosterebilirler. Bu nedenle somatik sistem ¢ok sayida avantaj sunmaktadir. Bu
avantajlardan bazilar1 sunlardir; testi yapabilmek icin sadece bir generasyon gereklidir.
Kanat ve goz gibi iki iyi bilinen somatik doku tek bir sinekte ¢cok sayida hiicrenin (bir
kanatta yaklagik 25 000 hiicre, bir gdozde de yaklagik 800 ommatidium) analizine izin
verir. Bu hucrelerin sayimi kolay ve hiicre belirleyicileri giivenilirdir (Graf and Wiirgler
1996).

Kanat benek testinde mwh ve flr® mutant wrklari caprazlanarak F; trans-heterozigot
bireylerin kanatlarinda farkli mutant hiicre klonlari belirlenmektedir. mwh veya flr®
fenotipi tasiyanlar tek tip klon olarak adlandirilirken, mwh ve flr® fenotipini beraber
tasiyan klonlar ikiz klon olarak adlandirilir. Tek tip ve ikiz klon olusumlar1 farkli
genetik mekanizmalara baglidir. Delesyon, nokta mutasyon, ayrilmama ve iki isaret
geni olan mwh ve flr® arasindaki mitotik rekombinasyon tek tip klonlarin olusumunu
tetiklerken; mitotik rekombinasyon hem tek tip klon hemde ikiz klonlarin olusumuna
sebep olmaktadir. Ikiz klonlar ise 3. kromozomun sentromeri ve flr® geni arasindaki
somatik rekombinasyon sonucu olusmaktadir (Kaya et al. 2000). Serrat kanada
(mwh/TM3) sahip bireylerde TM3 kromozomunun baskilanmasindan dolay1 mitotik
krossing over gerceklesmemektedir (Frei and Wurgler 1996).

1.2.1.b. Kardes kromatid degisimi (KKD) testi

Kardes kromatid degisimi (KKD), bir kromozoma ait iki kromatidin homolog
bolgelerindeki kirilan pargalarin karsilikli yer degistirdikten sonra tekrar birlesmesi ile
olugsmaktadir (Latt et al. 1981). Bu kromozomal degisiklik Pery and Thomson (1984)’a

gore, ilk kez 1957 yilinda Taylor tarafindan tanimlanmustir.
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Bu test yonteminde bir kromozomdaki iki kardes kromatidi mikroskop altinda
birbirinden ayirtedebilmek igin iki replikasyon dongisinde bulunacak sekilde kultir
ortamina BrdU (5-bromo-2-deoksilridin) eklenir. DNA sentezi sirasinda timin yerine
BrdU girer. Yeni olusan DNA’nin her bir kromatidi, bir timinli ve bir de BrdU’lu DNA
zinciri igerir (Sekil 1.1). BrdU’nun hiicre dongiisii sirasinda kardes kromatidlerin
arasima girmesinin ardindan, floresan 151k altinda 1gmlanip, kromozomlar giemsa ile
boyanarak kardes kromatidler farkli renkte gérinur hale gelir (Natarajan 2002). Boyama
sonrasinda Yyapilan incelemede, bir kromatid iki tane BrdU igeren DNA zinciri tasidigi
igin agik renk, digeri ise bir timinli bir de BrdU’lu DNA zinciri tasidigi i¢in koyu renkli
goOzlenir (Perry and Wolff 1974). Uygulanan genotoksik ajan kardes kromatitlerde parca
degisimine neden olusmus ise, farkli boyanmis parcalar iceren kromatitlere sahip
kromozomlar olusur. Bu kromozomlara “herlaquin kromozom” ad1 verilir (Sekil 1.2).
Mikroskop altinda herlaquin kromozomlara rastlanmast KKD oldugu goéstermektedir
(Perry and Wolff 1974).
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Sekil 1.5. KKD olusum mekanizmasinin sematik gosterimi

1-Timin igeren kalip DNA ve timin yerine BrdU alinarak sentezlenen koplementer DNA,

2-Her bir dublekste tek zincir kirigi olugmasi ve zincirlerin krosing-over sonucu kardes DNA dubleksinin
zinciri ile birlesmesi,

3-Sentezin ilerlemesi ile timin ve BrdU igeren heterodubleks zincirlerin olugmasi,

4-Molekiliin krosing-over noktasi etrafindaki rotasyonu ile X formunun meydana gelmesi,

5- Molekiliin krosing-over noktasi etrafindaki rotasyonu ile olusan X formunda enine kirtlmanin
meydana gelmesi,

6- Krosing-over noktasinda kirilmalarla olusan kirik pargalarin birbirleri ile degil de kardeslerinin
pargalar1 ile birlestirilmesi sonucu ayni dubleks tiizerinde timin, digerinde BrdU igeren bolgelerin
olusmasi,

7- Ortamda BrdU mevcutken 2. replikasyonun gerceklesmesi ve sadece BrdU igeren komplementer
zincirlerin sentezlenmesi,

8- Her iki zincirinde BrdU iceren bdlgelerin soluk, her iki zincirinde timin veya bir zincirinde BrdU,
digerinde timin igeren bolgelerin koyu boyanmasi sonucu KKD gozlenmesi (Loveday and Latt 1978)
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Sekil 1.6. Herlaquin (Hg) kromozomlar

KKD olusumu iizerinde etkili olabilen pek c¢ok faktdr mevcuttur. Bunlar, kiiltiirlere
eklenen BrdU miktar1 (Rodriquez-Reyes and Morales 2003) ve antikoagllant tlr(
(Tucker et al. 1993), inkiibasyon sicaklig1 (Carrona and Natarajan 1988), ortamin PH’s1
(Tanriverdi 1991) gibi kiiltiir faktdrleri ve viral enfeksiyonlar (Kurvink et al. 1978),
dondrlerin sigara-alkol kullanimi (Lazutka et al. 1992; Tang et al. 1999), yas (Ganguly
1995), cinsiyet (Anderson et al. 1986) ve kalitsal hastaliklar (Aledo et al. 1989; S6nmez
1992), ila¢ kullanimi, beslenme sekli, fiziksel (UV ve X 1sinlar1) veya kimyasal ajanlara
(pestisitler, insektisitler ve petrol iiriinleri) maruziyet gibi faktorlerin de KKD frekansini

etkileyebildigi belirtilmistir (Kelsey et al. 1990; Baysal et al. 2003).

1.2.1.c. Mikronukleus (MN) testi

Mikroniikleus teknigi; kimyasal ve fiziksel ajanlarin, memelilerde klastojenik (DNA’da
yapisal hasar meydana gelmesi) ve andjenik (DNA’da sayisal hasar meydana gelmesi)
aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir test teknigidir (Kirsch-
Volders et al. 1997; Cicchetti et al. 1999). Fenech (2000)’e g6ére mikronukleuslar, hiicre
bdliinmesi sirasinda anafazda ge¢ kalan kromozom materyalinden veya ig ipliklerinden
ayrilarak kutuplara gé¢ edemeyen kromozomlardan veya pargalarindan meydana
gelmektedir. Telofazda ayr1 kalmis kromozomlar veya kromozom fragmentlerinin
etrafinda c¢ekirdek zar1 olusarak ana niikleustan daha kiiclik yapida niikleuslar

olusmaktadir (Sekil 1.3). Mikroskop altinda bu yapilar incelenerek genotoksisite ve
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sitotoksisite calismalarinda; kromozom kirigi, kromozom kaybi, kromozomlarin farkli
sekillenmesi, hiicre boliinmesinin inhibe edilmesinin tespiti saglamaktadir (Fenech

2000).

MN, ekonomik ve kisa siireli test yontemi olmasi nedeniyle genetik toksikoloji
calismalarinda cok genis bir kullanim alanina sahiptir (Emecen ve Unlii 1995). 1973’te
Heddle tarafindan mikroniikleus ydnteminin sican kemik iligine uygulanmasiyla
memelilerdeki kromozomal hasarlar belirlenmeye baslanirken, ilk kez 1976 yilinda
Countryman ve Heddle tarafindan insan lenfositlerinde de uygulanmistir (Peace and

Succop 1999).

Asentrik kromozom fragmentleri

@n=x-n P

— Anafaz Telofaz

Mikroniikleus

Sekil 1.7. MN olusum mekanizmasinin sematik gésterimi (Fenech 1993)

MN testinde mikronikleusun tespit edilebilmesi icin hicrelerin birinci mitozu ge¢irmis
ancak sitokinezi ger¢eklestirememis olmalar1 gerekmektedir. Sitokinezi engellemek icin
1985°te Fenech ve Morley, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan sitokalasin-B
adli aktin polimeraz inhibitoriini kullanarak nukleer bolinmeyi durdurmaksizin,
sitoplazma bélinmesini bloke etmislerdir (Fenech and Morley 1985; Falck et al. 1997).
Bu sayede biniikleat hiicreler kolaylikla tespit edilebilmekte ve kiiltiirdeki tek mitoz
geciren hiicrelerdeki mikroniikleuslar degerlendirilerek teknigin duyarlilign biiyiik
ol¢iide artirilmigtir (Peace and Succop 1999; Cavallo et al. 2005).
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MN testi, insan ve hayvanlarda cesitli dokulara uygulanabilmektedir. Lenfositler,
eritrositler, kemik iligi, dil, damak, yanak ve dudaklarin i¢ kismi, idrar kesesi, brong
epitelyumu siklikla kullanilanilan dokulardir (Tucker and Preston 1996). /n vivo MN
tekniginde, periferal lenfositlerde mikroniikleus uygulamasi ile hedef doku toksisitesiyle

birlikte total viicut maruziyeti de degerlendirilebilmektedir (Fenech 1993).

MN testinde, dondrlerin sigara-alkol kullanimi1 (Maffei et al. 2002), yas (Thierens et al.
1996), cinsiyet (Barale et al. 1998), ¢esitli kronik ve enfeksiyonal hastaliklar, yasam
tarzi, ilaglar, fiziksel ve kimyasal ajanlara maruziyet (Neri et al. 2003; Pelevina et al.

2005) gibi faktorler mikrontikleus olusumunu etkilemektedir.

1.3. Bitkisel Ekstraktlar Kullanilarak Genotoksisitenin Giderilmesi

Antik caglardan beri insanlar bir¢ok dogal materyali ilag olarak kullanmistir. Bunlarin
iginde bitkiler insan sagligi bakimindan 6nemli rol oynamistir. GUnimizde de toksik
ajanlara kars1 ¢ogunlukla bitkilerin cay, macun, lapa vb. hazirlanarak tiiketilmesi,
eskiden oldugu gibi ¢esitli hastaliklara ve zehirlenmelere karst kullanilmaktadir.
Alternatif tibb1 bilimsel sisteme oturtan farmakognozi bilim dali bitkilerden elde edilen
etken maddelerle ¢esitli ilaglar hazirlamasi prensibine dayanmaktadir (Tanker ve Tanker
1991). Fitoterapi ya da alternatif tip olarak tanimlanan bu yontemle kanser tedavisi de
dahil olmak iizere bircok insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisi yapilabilmektedir
(Phillipson and Anderson 1989). Recete ile satilan ilaglarin yaklasik %251 bitkisel
kokenli kimyasallardir (Farnsworth et al. 1985). Ulkemiz florasinda ise 650 bitki tiiri
tedavi amagli olarak kullanilmaktadir (Baytop 1984). Ayrica gesitli bitki ekstratlari
kullanilarak, genotoksik ajanlarin canlilar iizerinde olusturmus oldugu hasarlarin
giderilmesi iizerine calismalar da yapilmaktadir. Ozellikle nadir bulunan bircok bitki
tiirlinde mutajen ve karsinojen ajanlar1 baskilayan maddelerin bulundugu bilinmektedir
(Bhattacharya 2011). DNA hasari ve oksidatif stres, kanser ve yaslanma da dahil olmak
tizere gesitli hastaliklar ve patolojik durumlarda 6nemli rol oynamaktadir (Soltani et al.
2009). Cesitli caligmalar bitkisel kaynakli dogal bilesiklerin, oksidatif stresin neden

oldugu genotoksisiteye kars1t koruyucu bir aktivite sergiledigini gostermistir (Plazar et
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al. 2008). Yine farkli fitokimyasallar igeren meyve sebzeler, antimikrobiyal,
antioksidan, antimutajen ve antikanserojenik etki gosterebilirler (Arora et al. 2002;
Kizilet et al. 2013). 20. yiizyilda tip biliminin muazzam bir sekilde gelismesine ragmen

bitkilerin geleneksel tipta kullanimi halen devam etmektedir (Jain et al. 2007).

1.3.1. Semizotu (Portulaca oleracea L..)

Portulacaceae (semizotugiller) familyasindan olan semizotu (Portulaca oleracea L.),
kiigiik ve etli yaprakli, govdesi ve yapraklart ¢ok fazla su iceren tek yillik otsu bir
bitkidir (Cizelge 1.1 - Sekill.4). Semizotu genellikle piiriizsiiz, kirmizimsi, yere yatik
tlystz govdeli ve sapsiz koyu yesil yaprak kiimelerine sahiptir (Karimi et al. 2010).
Yaklasik kirk cesit varyetesi bulunan bu bitkinin iklim toleransi ¢ok genis oldugu igin
yayilis alan1 biitiin diinya olarak kabul edilmektedir.

Cizelge 1.1. Portulaca oleracea (semizotu) bitkisinin sistematigi

Alem: Plantae (Bitkiler)
Sube: Angiospermae (Kapali tohumlular)
Simif: Dicotyledoneae (cift cenekliler)

Takim: Caryophyllales

Familya: Portulacaceae

Cins: Portulaca

Tar: Portulaca oleracea (semizotu)
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Sekil 1.8. Semizotu (Portulaca oleracea L.) bitkisine ait géruntuler

Gunlmuzde semizotunun tibbi bitki olarak kullanimmin yanisira geleneksel ya da
yoresel lezzet kaynagi olarak kullanimi da oldukg¢a yaygindir. Semizotunu Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) en ¢ok kullanilan tibbi bitki olarak listelemis ve “kiiresel anlamda her
derde deva” adin1 vermistir (Dweck 2001; Lim and Quah 2007). Yiizyillardan beri tibbi
bitki olarak kullanildig1 kaydedilen (Dweck 2001), anavatani Hindistan ve Ortadogu
olan semizotunun soguk ve sicaklik toleransindan dolay1 yabani olarak genis bir yayilis
gostermesinin yaninda insan beslenmesindeki yeri ve dneminin daha iyi anlasilmasi ve
de tibbi alandaki etkilerinin saptanmis olmasi diinyanin bir¢ok yerinde kulture
alimmasinin baslica nedenlerini olusturmustur (Eryigit vd 2011). Semizotu, genellikle
sulak yerlerde, dere kenarlarinda, ¢ayirlarda, sebze bahgelerinde ve su arklari kenarinda
yabani olarak kendiliginden yetisen bir bitkidir. Ulkemizde ¢ogunlukla bu sekilde
toplanarak pazarlanmakla birlikte, cok az da olsa bazi1 yerlerde iiretimi de yapilmaktadir
(Tunctirk 2013).

Semizotu biyik miktarda I-norepinefrin (l-noradrenalin; taze yaprakta %0,25, beyin
yorgunluguna faydali nérohormon) icermektedir. Diger yaprakli sebzelere oranla en
yuksek omega-3 (0,1 mg/g ecicosapentaenoik asit (EPA) yag asidi igerigine sahiptir.
(Byrne and McAndrews 1975; Kumlay et al. 2010). Ayn1 zamanda semizotu, A, BI,
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B2, C, niasinamid, nikotinik acid, a-tokoferol, B-karoten vitaminlerini magnezyum,
kalsiyum, potasyum ve demir gibi mineralleri, ayrica iki tip betalain alkaloid pigmenti
olan kirmizimsi betasiyaninler (dogal renginde bulunan gévdede) ve sar1 betaksantinsisi
(¢igeklerde ve yapragm hafif sarimsi boliimlerinde bulunan) igermektedir. Bu iki
pigment tipinin de etkili bir antioksidant ve antimutajenik oldugu laboratuvar
calismalarinda goriilmiistiir (Simopoulos 2004). Bunun yaninda Portulaca cinsi oksalat
iceren bitki cinsleri listesinde olup (Clarke et al. 1981), %9 oksalik asit bulundurdugu
da rapor edilmistir (Webb 1948).

Cesitli cevresel kirleticilere bagl olarak olusan mutasyonlar, insanda kanserlesme de
dahil farkli kalitsal hastaliklara neden olmaktadir. Son yillarda yasamsal aktivitelerimizi
devam ettirebilmek icin tiikettigimiz gidalarin iiretiminden soframiza gelinceye kadar
korunmasinda kullanilan kimyasal madde miktar1 korkung diizeyde artmustir. Farkli
kimyasal maddeler icin WHO’nun belirlemis oldugu esik degerlerinin ¢ok ¢ok
tizerindeki kullanim miktarlart insanlarm dogal gidaya ulagmakta zorlandigini
gostermektedir. Diyetle beraber aldigimiz ¢esitli pestisitler ve grubun farkli kimyasal
urinleri vilicudumuzun antioksidan mekanizmasini bozarak ¢esitli mutasyonlara yol
acabilmektedir. Bu konuda yapilan arastirmalarda depresyondan kansere kadar bir¢ok
hastaligin  kokeninde antioksidan mekanizmadaki bozulmalarin yattig1 isaret
edilmektedir. Son yillarda gesitli kimyasal maddelerin insanda mutasyon olusturma
potansiyellerinin belirlenmesinde, in vivo ve in vitro olarak gergeklestirilen kisa siireli
test teknikleri kullanilmaktadir. Bu testler i¢inde in vivo olarak Drosophila’da SMART
ve insan lenfosit hiicre kiiltiirii kullanilarak yapilan KKD ve MN testleri hemen her
laboratuarda yapilabilmektedir. Bu ¢alismada da cesitli insektisitlerin olast mutajenik
etkileri bu ii¢ test teknigi kullanilarak belirlenmeye calisilmistir. Insektisitlerin olas:
genotoksik etkilerinin giderilmesi ve antioksidan potansiyellerinin belirlenmesi
amaciyla da halk arasinda siklikla kullanilan semizotu bitkisine ait metanol ve su
ekstraktlarinin antioksidan potansiyellerinden faydalanilarak, bitkinin antigenotoksik

etkisinin SMART, KKD ve MN testleri ile ayr1 ayr1 tespit edilmesi amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

1920°den beri kullanilan ve gelistirilen genotoksisite testleri, ¢esitli mekanizmalarla
dogrudan ya da dolayli olarak genetik materyalde meydana gelen hasarlar1 saptamak
amaciyla gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden olusmaktadir (Vural 2005). In vitro
ortamda insan lenfosit kiiltiirii kullanilarak yapilan kisa siireli genotoksisite testlerinden
kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri ile in vivo olarak
yapilan somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), kimyasal maddelerin
cesitli canli gruplarinda ve Ozellikle insanlarda mutasyon olusturma potansiyellerinin
belirlenmesi amaci ile yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu konuda daha once ¢esitli
organizmalar, farkli pestisit gruplar1 ve bitki tiirlerine ait ekstraktlar ile yapilmis olan

caligmalar kendi i¢inde kronolojik sira ile verilmistir.

Genotoksisite testlerinde temel amag, kimyasal maddelerin genotoksik potansiyelini
belirlemek ve genotoksisitesi belirlenen ajanin etkisi eger giderilmek isteniyorsa
kullanilacak antigenotoksik maddeleri ve bu maddelerin etken dozlarini tespit etmektir.
Genotoksik olabilecek kimyasal maddelerin belirlenmesinde c¢esitli test sistemleri
kullanilirken antigenotoksik ajanlarin belirlenmesinde kullanilan az sayida test sistemi
vardir. Bu test sistemlerinden birisi de Drosophila’nin kullanildig: in vivo somatik
mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testidir ve g¢esitli kimyasal maddelerin
mutajenik ve rekombinojenik aktivitelerinin saptanmasi i¢in olduk¢a uygun ve etkili bir
test sistemi olarak gunumuzde de hala gegerliligini korumakta ve siklikla
kullanilmaktadir (Graf et al. 1984).

Ancak her test sisteminin farkli mekanizmalar1 hedef alarak calisilmasi sebebiyle
bilesiklerin genotoksik etkisinin saptanmasinda bir testin tek basina yeterli olmadigi, bu
nedenle bilesiklerin genotoksik ya da mutajenik aktivitesinin belirlenmesinde bir seri

test sisteminin kullanilmas1 gerekmektedir (Houk 1992).
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Frei and Wiirgler (1996) tarafindan, in vivo SMART yo6nteminin, mikroorganizmal in
vitro ve memeli in vivo/in vitro genotoksisite test sistemleriyle baglanti olusturabilecegi

bildirilmistir.

Toksikolojinin bir alt dali olan genetik toksikoloji, organizmanin normal biyolojik
isleyisi sirasinda kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagl olarak hiicrelerin DNA
molekdillerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir bilim dalidir (Choy 2001;
Young 2002). Son yillarda Drosophila’ya ait genom sekansi elde edilmis ve insanlarda
goriilen hastaliklara neden olan %60’tan fazla genin Drosophila genomunda bulunmasi
bu tire model bir organizma 6zelligi kazandirmistir (Bernards and Hariharan 2001).
Gunlmuzde de genetik toksikoloji alaninda bu o&zelliginden dolayr siklikla

kullanilmaktadir.

Kardes kromatid degisimi (KKD), bir kromozoma ait iki kromatidin homolog
bolgelerindeki kirilan pargalarin karsilikli yer degistirdikten sonra tekrar birlesmesi ile

olusmaktadir (Latt et al. 1981).

Kelsey et al. (1990)’a gore, pestisit, insektisit ve petrol Urinleri gibi kimyasal ajanlara

maruziyet sonrasi ¢esitli canli gruplarinda KKD frekansi degismektedir.

Periferal lenfositlerde in vivo mikroniikleus (MN) uygulamasi ile hedef doku

toksisitesiyle birlikte total viicut maruziyeti de degerlendirilebilmektedir (Fenech 1993).

MN, ekonomik ve kisa siireli test yontemi olmasi nedeniyle genetik toksikoloji
calismalarinda ¢ok genis ve yaygin bir kullanim alanina sahiptir (Emecen ve Unlii
1995). Bu yontem ile kimyasal ve fiziksel ajanlarin memelilerde klastojenik (DNA’da
yapisal hasar meydana gelmesi) ve andjenik (DNA’da sayisal hasar meydana gelmesi)
aktivitelerinin belirlenmesi saglanmaktadir (Kirsch-Volders et al. 1997; Cicchetti et al.
1999).
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Genotoksikoloji testlerinde mutajenik etkisi siklikla arastirilan pestisitler, tarimda
zararli hayvanlara, yabanci otlara ve hastaliklara karsit genis bir yelpazede
kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda hayvansal {iretim silirecinde onlarn etkileyebilecek
bircok i¢ ve dig parazite karsi ve halk sagligin1 korumak i¢in karasinek, sivrisinek ve ev
boceklerine karst da kullanilmaktadirlar. Pestisitler, farkli alt gruplar ile farkl tiirlere

0zgii olarak tiretilmislerdir (Greene and Pohanish 2005; Yildiz vd 2005).

Bu alt gruplardan sentetik insektisitler, insan eliyle {iretilen ekolojik zararl
kimyasallardir. Bunlarin potansiyel sinerjist ve antagonistik etkileri insanlarda tam

olarak belirlenememistir (Demsia et al. 2007).

Insektisitlerin kimyasal gruplarindan olan ve bu calismada kullanilan piretroidler,
memelilerde toksik olarak kabul edilmezler. insanlarda letal oral dozu 70 kg insan i¢in
50 g olarak belirlenmistir. Ancak kapali ortamlarda kullanilmalar1 durumunda insanlar
tizerindeki toksik etkilerinin daha yiiksek olacagi da Vural (2005) tarafindan
bildirilmistir. Bir diger insektisit grubu olan neonikotinoidler de, organofosfat, karbamat
ve piretroid insektisitlere kars1 zararl direncinin gelismesi nedeniyle, direng gelistiren
bircok dnemli zararlinin kontrol edilmesinde etkilidir. 2008 yilinda da bu yeni insektisit
grubunun diinya insektisit piyasasinin %?24’linii olusturdugu Jeschke et al. (2011)

tarafindan bildirilmistir.

Bu konuda yapilan ¢alismalardan bazilar1 kronolojik olarak sdyledir;

Vigfusson et al. (1983) Umbra limi (¢camur baligi)’nin akvaryum suyuna eklenen
endrin, klordan, diazinon ve guthion insektisitlerinin kardes kromatid degisimini

arttirdigin1 belirlemislerdir.

Dimetoat'in, fare kemik iliginde kromozomal anomalilere neden oldugu (Athwal and
Sandhu 1985), hamster hiicrelerinde KKD'yi yiikselttigi ve Drosophila'da mutajen

oldugu bildirilmistir. Benomil ise, kiiltiire alinmis memeli hiicrelerinde anoploidi
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olusturmakta (Rainaldi et al. 1987), in vivo rat kemik iliginde yiiksek dozda

kromozomal anomalilerine yol agmaktadir (Adhikari and Grover 1988).

Piretroid insektisit grubuna dahil olan asefat, metomil ve permetrin (PER) gibi
insektisitler ile yapilan toksisite ¢alismalarinda bu insektisitlerin tiimiinlin yaprak biti
olarak bilinen Myzus persicae’nin ergin bireylerinde yasam siiresini kisalttigi
gbzlenmistir (Hsieh and Allen 1986).

Gomez-Arroya et al. (1987) tarafindan organofosfatli insektisitlerden metil paration,
dimetoat, phoksim ve metil azinfos ile yapilan KKD c¢alismasinda, metil paration,
dimetoat insektisitlerinin insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid degisimini
kontrol grubuna gore artirdifi ve istatistiksel olarak pozitif sonu¢ gozlemlendigi

bildirilmistir. Ancak phoksim ve metil azinfos’ta ise genotoksik etkiye rastlanmamustir.

Bir baska piretroid insektisit olan deltametrinin 10, 15 ve 20 mg/kg dozlarda 24, 30 ve
35 saat boyunca intraperitonal uygulanmasiin albino erkek farelerde, sperm ve
kromozom anomalilerine sebep oldugu ayrica mikroniikleus oranlarint 6nemli derecede

artirdig1 da belirlenmistir (Bhunya and Pati 1990).

Surrallés et al. (1995) tarafindan, bes farkli piretroid insektisit olan sipermetrin,
deltametrin, fenpropatrin, fenvelerat ve PER'in, in vitro tam kan ve lenfosit kultiriinde
MN oranini artirdig1 ancak bu artigin istatistiksel olarak zayif genotoksik etki gosterdigi

bildirilmektedir.

Osaba et al. (1999), piretroid ailesinden alletrin, klorlu hidrokarbonlulardan dieldrin ve
endrin ile organofosfatlardan dimenthoat ve malation insektisitlerinin genotoksik
etkilerini arastirmis ve yiiksek bioaktivasyona sahip Drosophila irklarinin
caprazlanmasiyla yapilan SMART sonucunda bes insektisiti de negatif genotoksik etkili

bulmuslardir.
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Neonikotinoidlerden imidakloprid (IMi)’e maruz kalan (0,2-0,5 mg/kg doz araliginda)
Eisenia fetida (toprak solucani)’da sperm anormalligi, doz artigina bagl olarak 6nemli

derecede artmustir (Zang et al. 2000).

Lucero et al. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada, tarimsal ilaglama yaparken

IMI’ye maruz kalan tarim iscilerinde MN oranimin arttig1 belirlenmistir.

Ancak Vicia faba (bakla)’da yapilan MN testinin sonuglarina gére, IMI’nin 12,5-100
mg/ml konsantrasyon araliginda kontrole gore istatistiksel olarak onemli farkliliklar

olusturmadig da tespit edilmistir (Zang et al. 2000).

Stapel et al. (2000), Amerika Birlesik Devletleri’nde pamuk arazilerine diizenli olarak
uygulanan asefat ve IMI insektisitlerinin, pamuk paraziti olan Microplitis croceipes
disilerinde 6miir uzunlugunu azalttigin1 ve insektisit uygulanmasindan sonra 2-18

gunlik periyotta parazitoidin konak arama yeteneginin azaldigini1 bulmuslardir.

All et al. (2001) arazi ve sera ¢aligmalari ile IMI’nin bir misir kurdu olan Helicoverpa

zea Uzerinde ovisidal etki gosterdigini bildirmislerdir.

Parrish et al. (2001)’a gore de, bir ¢esit neonikotinoid olan asetamipritin (ASE) yine

Helicoverpa zea’da yumurta verimini diistiriicii etkisi azdir.

Colpoclypeus florus ve Trichogramma platneri ektoparazit bdceklerine topikal (deriye
uygulanan) IMI uygulamasinda yiiksek akut toksisite belirlenirken, bir giinliik kisa oral

maruziyette toksik etki olmadigi belirlenmistir (Brunner et al. 2001).

Altuntas and Delibas (2002)’a gore, piretroid insektisitlerden olan fastak, nukleer
hasarlara, reaktif oksijen ve azot turevlerinin hicre icinde birikimlerine neden

olmaktadir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Eisenia_fetida
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Pestisitlerin bir grubu olan fungisitlerden kaptan ve kaptafolun akut ve kronik beslenme
sonucu Drosophila tizerine genotoksik etkileri SMART ile belirlenmistir. Elde edilen
verilere gore akut beslenmede kaptan ve kaptafol 10-100 mM, kronik beslenmede ise
kaptan 2,5 ve 5 mM konsantrasyonlarinda kiigiik tek tip ve toplam klonlarda pozitif
etkili sonuglar gostermistir (Rahden-Staron 2002). Kaptan, maneb, maneb’in trevi olan
zineb ve etilenetiyoiire (ethylenethiourea) (ETU) gibi degisik fungisitlerin uygulandig
Drosophila melanogaster’in standart ve yiiksek bioaktivasyon irklarinda, SMART ile
genotoksisiteleri  belirlenmis, kaptan ve =zineb herhangi bir genotoksik etki
gOstermezken, manebin sadece standart ¢caprazlamada, ETU’nun ise standart ve yliksek
aktivasyon 1rklariin her ikisinde de genotoksik etkili oldugu belirlenmistir (Osaba et al.
2002).

Rana limnocharis ve Rana hallowell’in iribaslar1 i¢in IMI uygulamasindan sonra MN
frekans1 bakimindan kontrol ile uygulama gruplart arasinda Onemli farkliliklar
bulunmustur. Comet analizinde de IMI’nin 0,05, 0,1, 0,2 ve 0,5 mg/L konsantrasyonlari
ile muamele edilen grupta eritrosit DNA hasarlarinda artis meydana geldigi gozlenmistir

(Feng et al. 2004).

Cakir ve Sarikaya (2004), danizinon, diklorvos, metil paration ve azametifos
insektisitlerini D. melanogaster’in 3. evre larvalarina pupadan ¢ikana kadar
uygulamislardir. Sonug¢ olarak 6miir uzunlugunu azaltict ve mortalite oranini artirici

etkiye sahip olduklarini belirlemislerdir.

0,1 mg/L IMI'nin in vitro olarak insan periferal kan lenfositlerine uygulanmasindan
sonra MN ve KKD frekansinda meydana gelen artis, negatif kontrolle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli bulunmustur. Yine comet analiz ile de
DNA hasarlarmin dagilimi incelenmis ve IMI uygulanmis tiim gruplarda kontrole gére

istatistiksel olarak Onemli derecede artis gozlenmistir (Feng et al. 2005).

Proenca et al. (2005) tarafindan IMI zehirlenmesi nedeni ile &len insanlarda yapilan

otopsilerde, insan dokularinda likit kromotografi/kitle spektrofotometrisi ile
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orneklemeler yapilmis ve hemen tiim organ ve dokularda IMI ve metaboliti

saptanmistir.

Budak (2005)’in yaptigi bir arastirmada, piretroid insektisitlerden PER’in D.

melanogaster’de toksik ve genotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Erkek farelerle yapilan baska bir ¢alismada da, Prasanthi and Rajini (2005) tarafindan
fenvaleratin (bir c¢esit piretroid insektisit) oksidatif hasara neden oldugu tespit

edilmistir.

Kim et al. (2006)’a gére, ASE Deraeocoris brevis’in erginleri izerine akut, nimfleri

Uzerine ise orta derecede toksik etki gostermektedir.

Yao et al. (2006) tarafindan, ASE’nin {i¢ bakteri tiirtinde (E. coli K12, Pse.FH2 ve B.
subtilis) siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktivitesini kisa bir siire

i¢in arttirdig1 saptanmistir.

Yine bir ¢esit nenikotinoid insektisit olan ASE insan periferal lenfosit hiicrelerinde hem
24 hem de 48 saatlik muamelede tim konsantrasyonlarda MN ve KKD frekansini,
kontrol grubu ve c¢oziicii kontrol grubuna goére Onemli derecede artirmistir. Mitoz

bolinme indeksi ise diismiistiir (Yavuz Kocaman 2007).

Fernandes et al. (2007), piretroidlerin eritrositlerde sekil bozukluklar1 ve biniikleus gibi
cesitli morfolojik degisimlere neden oldugunu belirtmislerdir. Bu morfolojik degisimler
mitokondrideki oksidatif stresten kaynaklanmakta ve hiicrede apoptotik degisimler
gerceklesmektedir. Boylece kromozom anomalileri ve andploidi gibi niikleer hasarlar

g6zlenmektedir.

Yine piretroid insektisitlerden birisi olan sipermetrinin, D. melanogaster’in g¢esitli

gelisim evrelerinde toksisiteye neden oldugu bildirilmistir (Karatas and Bahgeci 2008).
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Abou-Donia et al. (2008), neonikotinoid olan IMI insektisitini, Sprague-Dawley
sicanlarina gebeligin 9. giiniinde intraperitonal olarak uygulamislar ve bu bireylerden
dogan 30 giinliik yavrularin beyin dokusunda asetilkolinesteraz enzim (AChE)
aktivitesinin arttigin1  gozlemislerdir. Dolayisiyla bu maddenin norotoksik etkilere

katkida bulunabilecegini de bildirmislerdir.

Scollon et al. (2009), iginde PER ve BIF’in de bulundugu cesitli piretroid insektisitlerle
yaptiklar1 metabolizma calismasinda, 6zellikle PER ve BIF’in insan ve sican hepatik

mikrozomlarinda oksidasyona neden olduklarini gozlemistir.

Insektisitlerin sinerjist etkilerinin arastirildig1 bir calismada ise, PER ve diklorvos veya
phoxim karisimi ile BIF ve diklorvos veya phoxim karisimimin ayri ayri olmak iizere

zebra baliklarinda ¢ok yiiksek toksisite gosterdigi belirlenmistir (Zhi-Yong et al. 2009).

Piretroid insektisitlerin memelilerde toksik etkilerinin diisiik olmasina ragmen, yapilan
deneysel c¢alismalarda ratlarda burun mukozasi, akciger, karaciger, lenfoid dokular,
timus gibi dokular iizerinde patolojik degisikliklere ve yine kanda oksidatif stresi isaret
eden enzim diizeylerinde artisa neden oldugu saptanmistir (Dogruman vd 2000; Unal vd

2009).

Kocaman ve Topaktas (2010), piretroid insektisitlerden sipermetrinin, MN, KKD ve

kromozomal aberasyonlara neden oldugunu bildirmislerdir.

Sankar et al. (2010), piretroidlerle yaptiklart MN testinde ise bazi kromozomlarin ya
tamami ya da fragmentlerinin g¢ekirdek bdliinmesi sonrasi ¢ekirdek disinda kalarak

MN’leri olusturdugunu belirlemislerdir.

Dondero et al. (2010), Mytilus galloprovincialis (akdeniz midyesi)’in solungac
dokusunda, sadece IMI uygulamasinda AChE aktivitesinin azaldigini, sadece tiakloprid
(THI) uygulamasi1 ya da IMI+THI neonikotinoid insektisitlerinin beraber

uygulanmasinda ise AChE aktivitesinin arttigini gdzlemlemislerdir.
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Gervais et al. (2010)’a gore, neonikotinoidler nikotin gibi, hucrelerdeki nikotinik
asetilkolin reseptorlerine baglanip, asetilkolinesteraz birikimine neden olarak paralize

ve sonugta bocegin 6liimiine neden olurlar.

Piretroid insektisitlerden olan fastak, Odontophrynus cordobae ve Rhinella arenarum
kurbaga iribaglarina uygulanmis ve onlarin eritrositlerinde klastojenik etki gostererek

mitotik siireci bozmustur (Bosch et al. 2011).

Bu calismanin ikinci asamasinda, semizotu bitkisine ait metanol ve su ekstrakti
kullanilmistir. Semizotu gibi ¢esitli bitkiler ve fitokimyasallar antioksidan etkileri
nedeniyle genotoksik ajanlara  karsi  antigenotoksikoloji  testlerinde  sikca
kullanilmaktadir. Farkl bitkilere ait ekstraktlar ve fitokimyasallar ile daha dnce yapilan

caligmalardan bazilar1 da soyledir;

Farelerde Ehrlich solid tiimérii tizerine yapilan ¢alismada, Capsella bursa-pastoris
(cobancantasi)’e ait ¢esitli ekstraktlarin, bu tliimoriin gelisimini inhibe ettigi Kuroda et

al. (1976) tarafindan belirlenmistir.

Alternatif tibbi, bilimsel sisteme oturtan farmakognozi bilim dali bitkilerden elde edilen
etken maddelerle ¢esitli ilaclar hazirlamasi prensibine dayanmaktadir (Tanker ve Tanker
1991). Fitoterapi ya da alternatif tip olarak tanimlanan bu yontemle kanser tedavisi de
dahil olmak iizere bircok insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisi yapilabilmektedir

(Phillipson and Anderson 1989).

Graf et al. (1998), SMART yo6ntemini kullanarak islenmis kahvenin antirckombinojenik
ozellikte oldugunu, fakat antimutajenik aktiviteye sahip olmadigini bildirmislerdir. Ayni
calismada, metil iire ile sodyum nitrit’in beraber olusturduklari nitrozasyona karsi

askorbik asit ve katesin’in koruyucu etkilerinin oldugu sonucuna da varilmistir.

Karekar et al. (2000), aflatoksin B1’in mutajenik etkilerini E vitamini, kafeik asit ve

glutatyon kullanarak gidermeye c¢alismiglardir. E vitamininin herhangi bir antimutajenik
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etkisi goriilmezken, kafeik asit ve glutatyonun antimutajenik etki gosterdigi tespit

edilmistir.

Bu calismada antigenotoksik etkisini belirlemek i¢in kullanilan semizotunu, Dinya
Saglik Orgiitii (WHO) en ¢ok kullanilan tibbi bitki olarak listelemis ve “kiiresel

anlamda her derde deva” adin1 vermistir (Dweck 2001).

Semizotu su ekstrakti, Ames testinde TA98 ve TA100 soylarinda, 2-amino-3-methyl-

imidazo[4,5-f] kinolin mutajenine kars1 zayif antimutajenik etki gostermistir (Yen et al.
2001).

Yine ayni yazar ve ¢alisma grubu tarafindan insan lenfositlerinde kinolinin neden

oldugu mutajeniteyi semizotu su ekstraktinin giderdigi bildirilmistir (Yen et al. 2001).

Metil iire ve sodyum nitrat ile uyarilan genotoksik etki, pablano yesilbiberi (Capsicum
spp.) puresiyle beslenen standart ve yiksek biyoaktiviteli Drosophila varyetelerinde
%40 ve %80 oraninda giderilmistir. Bu etkinin, yesilbiberin igerdigi klorofil, B-karoten
ve bircok vitamin gibi antimutajenik ve/veya antikarsinojenik ozellikteki bilesikleri

igermesinden kaynaklandigi diisiiniilmekedir (Ramirez-Victoria et al. 2001).

Hunt et al. (2001) Hypericum perforatum (sar1 kantaron) ekstraktindan olusan ticari
hiperisin tabletlerinin insan plasenta vaskiler dokusunda serbest radikal Gretimini

engelledigini tespit etmislerdir.

Idoamar et al. (2002), ti¢ tibbi bitki ¢esidinden Helichrysum italicum, Ledum
groenlandicum ve Ravensara aromatica’nin ugucu yaglarinin etkilerini SMART ile

arastirmiglar ve antigenotoksik etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Etkisi iyi bilinen genotoksik ajanlardan, etil metansilfonat (EMS), metil metansilfonat

(MMS) ve N-nitrozo N-etilire (ENU) ile birlikte uygulanan askorbik asitin tavsiye
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edilen gunluk dozuna gore hesaplanan konsantrasyonu, SMART’da U¢ mutajenin de

genotoksik etkisinin azalmasinda etkili olmustur (Kaya 2003).

Pestisit zehirlenmelerinde tiretilen serbest radikaller tarafindan meydana gelen oksidatif
stresin lipid peroksidasyonunu arttig1 bildirilmektedir (Orug and Uner 2000; Hazarika et
al. 2003).

Ericaceae  (Fundagiller), Fumariaceae (Sahtereotugiller) ve Caeselpiniaceae
familyasindaki 21 ¢esit tibbi bitkinin kloroform: metanol (1:1) ekstraktlarindan
Fundagiller familyasina ait olanlar asetilkolinesterazi, Sahtereotugiller ve
Caeselpiniaceae familyasina ait olan bitkilerin ise biitirilkolinesteraz1 yiiksek oranda

inhibe ettikleri belirlenmistir (Orhan et al. 2004).

Ziziphora clinopodioides (kekik) metanol ekstraktinin giiglii antioksidan aktiviteye

sahip oldugu ve radikal siipiiriicii etkisinin oldugu tespit edilmistir (Salehi et al. 2005).

Panovska et al. (2005) Teucrium montanum (yermesesi)’un in vitro antioksidan
kapasitesinin oldugunu ve bu bitkiye ait ekstraktlarin dogal antioksidan olarak

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Romero-Jiménez et al. (2005), yaptiklar1 ¢calismada hidrojen peroksit (H,0O,) ile uyarilan
genotoksik etkinin giderilmesi icin Mentha piperita (nane), Mentha pulegium (yarpuz),
Tilia cordata (thlamur), Uncaria tomentosa (kedi pencesi), Matricaria chamomilla
(papatya) ve Valeriana officinalis (kediotu) gibi bitkilerin SMART ile antigenotoksik
etkilerini arastirmis ve bu bitkilerin hidrojen peroksitin genotoksik etkilerini giderdigini

gozlemistir.

Alternatif tedavi amaci ile kullanilan sifali bitkiler, ¢esitli canlilarda gozlenebilecek
dezavantajlarin  giderilebilmesi i¢in antioksidanlar ve Reaktif Oksijen Turlerini
(Reactive Oxygene Species/ROS) siipiiriicti molekiillerin potansiyel kaynagi olarak
bilinmektedir (Arora et al. 2005).
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Halk arasinda siklikla kullanilan Teucrium polium (mayasil otu)’un ratlarda in vivo ve
in vitro ortamda gucli antioksidan 6zellige sahip oldugu gozlenmistir (Ljubuncic et al.
2006; Hasani et al. 2007).

Teucrium orientale’den izole edilen luteolin 7-0-rutinozidin guclt bir radikal stpdrdci
oldugu Cakir et al. (2006) tarafindan bildirilmistir.

Farkli pestisit gruplar1 gibi insektisitler de, serbest radikal olusturmakta ve ROS
temizleyen enzimlerin yapisinda da degisiklik meydana getirerek oksidatif stres

olusumuna sebep olmaktadir (Dettbarn et al. 2006; Giordano et al. 2007).

Lim and Quah (2007), Malezya’da bulunan semizotu tiiriine ait 6 irkla yaptiklar
antioksidan aktivite olgimlerinde, tim varyetelerin yiiksek radikal supuruci ve

antioksidan 6zelliklerinin oldugunu gostermislerdir.

Costa et al. (2007) Portulaca hirsutissima ve Portulaca werdermannii semizotu
tirlerinden elde ettikleri etil asetat ve kloroform ekstraktlarinin, lenfosit ¢ogalma
testiyle Leisman ve Amerika tripanozomiyazi (chagas) hastaliklarina karsi kullandiklari
caligmada, her iki bitkinin de immiinmodiilator ve leisman hastaligin1 6nleyici

aktivitelerinin oldugunu belirtmislerdir.

Cesitli calismalar bitkisel kaynakli dogal bilesiklerin, oksidatif stresin neden oldugu
genotoksisiteye karst koruyucu bir aktivite sergiledigini gostermistir (Plazar et al.
2008).

Demir et al. (2008a, 2008b) tarafindan da ultraviyole (UVB) radyasyonuna karsi
klorofilin, klorofil-a ve Kklorofil-b bilesiklerinin antimutajenik etkisinin oldugu

gozlenmistir.
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Matkowski et al. (2008)’a gore, Salvia przewalskii (ada c¢ay1)’nin kokleri ve

yapraklarindan hazirlanan metanol ekstraktlar1 giiclii antioksidan aktiviteye sahiptir.

Kiliggiin (2008) tarafindan Rosa canina’nin diisiik konsantrasyonlarda bile si¢anlarda

karaciger hasarini inhibe ettigi bildirilmistir.

Soysal vd (2008) antioksidan etkileri iyi bilinen maddelerden melatonin, p-karoten ve
genotoksik bir madde olan Mitomisin C (MMC)’nin in vitro ortamda insan periferal
lenfosit kiiltiirlerinde KKD {tizerindeki etkilerini arastirmislar ve sonug¢ olarak melatonin

ve PB-karotenin MMC’nin KKD indiikleyen etkisini azalttigin1 belirlemislerdir.

Apis mellifera (bal aris1)’dan elde edilen propolisin su ekstrakti, genotoksik etkileri
bilinen bir kemoterapi ajam1 olan doxorubicin (DXR) ile birlikte uygulandiginda,
yalnizca DXR ile muamele edilmis gruba gére SMART da rekombinasyon oraninda

onemli diisiis gostermistir (Valadares et al. 2008).

Hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin olusturdugu oksidatif hasarlara karsi Usnea
longissima likeninin sahip oldugu cesitli asitlerin, D. melanogaster’in disi ve erkek
populasyonlarina ait ortalama Omiir uzunluklarini kontrol grubuna gore arttirdig

belirlenmistir (Uysal vd 2008).

Yine Lobaria pulmonaria likeninin metanol, kloroform ve su ekstraktlarina maruz
birakilan D. melanogaster’in erkek ve disi popiilasyonlarinda omiir uzunlugunun

konsantrasyon artigina paralel olarak ytikseldigi gozlenmistir (Uysal vd 2009).

Demir et al. (2009), genotoksik etkileri iyi bilinen potasyum dikromat (K,Cr,05), kobalt
klorid (CoCl,), etilmetansulfonat (EMS), and N-etil-N-nitrosoura (ENU) gibi c¢esitli
mutajenlere karst Citrus aurentium (Turung)’'un meyve kabugu yagi ekstresinin
antigenotoksik etkilerini SMART ile belirlemeye calismislardir. Elde edilen bulgulara
gore, mutajenlerin olusturduklar1 kanat spotlarinda olusan frekans artisi, 6nemli diisiis

gostermistir.
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You Guo et al. (2009)’un bildirdigine gore, semizotunda bulunan polisakkaritler,
stiperoksit anyonlarini, nitrik oksit ve hidroksil radikallerini Onemli derecede
siplrebilmekte ve bu polisakkaritler T ve B lenfositlerinin ¢ogalmasimi da

artirabilmektedir.

Chen et al. (2009) hipoksik farelerde semizotu etanol ekstraktinin solunum
metabolizmasinda glikolizin 6nemli enzimlerinin aktivitesini ve ATP oranini artirdigini

belirlemislerdir.

Dkhil et al. (2011) ratlarin karaciger, bobrek ve testislerinde yaptiklar1 ¢alismada ise
semizotunun glutatyon, katalaz, superoksit dismutaz, glutatyon rediktaz, glutatyon S
transferaz, glutatyon perosidaz ve glutatyon diizeyini artirdigini, yine bu calismada
semizotunun MDA ve nitrit/nitrat oranini diislirerek antioksidan aktiviteye sahip

oldugunu gostermislerdir.

Ramos et al. (2010) tarafindan Salvia officinalis, Salvia fruticosa ve Salvia
lavandulifolia ekstraktlarinin temel bilesenleri olan rosmarinik asit ve luteolin-7-
glukozidin, oksidatif ajanlarla indiiklenmis Caco-2 ve HelLa hiicre DNA’larin1 oksidatif

hasarlara kars1 korudugu ve DNA onarimini uyardigi bildirilmistir.

Folkes et al. (2011)’ye gore, semizotu igerdigi askorbik asit ve glutatyon ile niikleik
asitlerde ve DNA’da hasara neden olan peroksidanlar1 ve serbest radikalleri siipiiriirken

bu radikallerin tiretimlerini de azaltmaktadir.

Behravan et al. (2011), insan lenfosit hiicrelerinde ¢esitli oksidatif ajanlarin neden

oldugu DNA hasarlarini, semizotu su ekstrakti ile 6nemli 6l¢iide gidermislerdir.

Leishmania major parazitiyle enfekte edilen farelerde yiikselen gama interferon seviyesi
ve lenf nodlarindaki nekroz, Echium amoneum (Iran boraji)’un su ve etanol ekstrakti ile

giderilmistir (Hosseini and Abolhassani 2011).



37

Cesitli aragtirmacilara gore, fitokimyasallar1 iceren meyve sebzeler, antimikrobiyal,
antioksidan, antimutajen ve antikanserojenik etki gosterebilirler (Arora et al. 2002;
Kizilet et al. 2013).

Kizilet et al. (2013), D. melanogaster’de bir gesit genotoksik ajan olan EMS’nin
uygulamasindan sonra olusan genetik hasarin, Rosa canina (kusburnu) etanol ekstrakti

ile giderildigini tespit etmislerdir.

Hiicre icerisinde insektisitler gibi farkli toksik maddeler de hiicresel bilesenlerin
elektron alma/verme gibi redoks dongiilerine (geri doniistimlii oksidasyon yoluyla)
girerek ROS seviyesini ylikseltebilirler. Hiicre metabolizmasinda glutatyon gibi
indirgeyicilerin  rezervlerini tuketebilir ve sonucta antioksidan potansiyelini
diisiirebilirler. Antioksidan ve antioksidan potansiyeline yol acan enzimleri aktive
edebilirler. Enerji saglayan siireclere miidahale ederek detoksifikasyon ve metabolizma
icin gerekli kaynaklart azaltabilirler. Buna bagli olarak da transkripsiyon ve translasyon
gibi temel yasamsal siireglerdeki degisimler dolayli yoldan ROS diizeyini artirabilir
(Stara et al. 2013).

Insektisitlerin olusturdugu sinir ve endokrin sinyallerdeki kesintiler, hiicre icinde Ca*
degisimine neden olmaktadir. Boylece oksidatif strese neden olan nitrik oksit sentaz
gibi proteolitik enzimlerin aktivasyonu ve serbest radikallerin {iiretilmesinde artis

meydana gelmektedir (Kaymak vd 2014).

Sitoplazmada artan Ca*?, inaktif durumdaki Ca*? bagimli proteazlari ve niikleazlari
aktiflestirerek  sitoplazmik proteinlerin pargalanmasina ve apoptozise 0Ozgi
interniikleozomal DNA kiriklarinin olugsmasina neden olmaktadir. Bu kirilmalarin da
180 baz ¢ifti ve katlar1 seklinde gergeklestigi Berliocchi et al. (2005) tarafindan

belirlenmistir.

Kasimoglu and Uysal (2014) tarafindan yapilan bir baska c¢alismada da insan lenfosit

hiicrelerine uygulanan sipermetrin ve fenvalerat insektisitlerinin olusturdugu genotoksik
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hasarin yine Rosa canina bitkisine ait su ve etanol ekstraktlari ile giderildigi
bildirilmistir.

Drosophila’da kanat SMART yoéntemi ile genotoksik testlerde pozitif kontrol grubu
olarak siklikla kullanilan EMS’nin mutajenik etkisi, EChium amoenum metanol ekstresi

kullanilarak diistiriilmiistiir (Uysal et al. 2015).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alismada, iilkemizde ve diinyada yogun olarak kullanilan insektisitlerin ¢karyotik
hlcrelerdeki olas1 genotoksik etkilerinin in vivo ve in vitro yontemler ile belirlenerek,
bu etkilerin giderilmesine calisilmigtir. Bu amagla belirlenen dort farkli insektisitin
(Bifentrin, Permetrin, Imidakloprid, Asetamiprid) genotoksik etkileri Drosophila
melanogaster’de Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART), insan periferal
lenfosit hiicre kiiltlirlerinde Kardes Kromatid Degisim Testi (KKD) ve Mikroniikleus
Testi (MN) ile belirlenerek, bu etkiler semizotu (Portulaca oleracea L.) bitkisinin

metanol (POmet) ve su ekstraktlari (POg) ile giderilmeye calisilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. In vivo ve in vitro testlerde kullanilan kimyasal maddeler

Calismamizda olas1 genotoksik etkilerini arastirdigimiz dort farkli insektisit (Bifentrin,
Permetrin, Imidakloprid, Asetamiprid) ve ¢dziiciileri olan dimetilsiilfoksit (DMSO)
Sigma-Aldrich sirketinden temin edilmistir. Ayrica in vivo ve in vitro testlerde
kullandigimiz kimyasal maddeler, Cizelge 3.1°de toplu halde verilmistir. Cizelge 3.2°de
SMART igin larva iiretilirken kullanilan Drosophila Lewis besin ortaminin igerigi,
Cizelge 3.3’de kanat preparatlarini hazirlamak i¢in Negishi et al. (1988) ve Schaik and
Graf (1991)’in ¢aligmalarinda kullanilan “Faure solusyonu” (Cizelge 3.4) ise in vitro
test i¢in kullanilan ve Biochrom firmasi tarafindan iiretilen (Chromosome Medium B
Cat No. F 5023) kromozom medyumunun her 100ml’sinde bulunan madde ve miktarlar

gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler

TEST TEKNIGi KIMYASAL MADDE FIRMA ADI
Drosophila besiyeri Carolina Bio. Supp.
Agar agar Merck
Dietil eter Merck
Propionik asit Merck

SMART E::jrzrlorl\idrat mgt

(in vivo) X
Arap zamki Sigma
Etil metanstilfonat Sigma
Sodyum hidroksit Merck
Entellan Merck
Kromozom medyumu (Cizelge 3.4)  Biochrom
Kolsisin Gibco
Potasyum klorir Merck
Glasiyal asetik asit Sigma
Sodyum klortr Merck
Metanol Sigma
5-bromo-2-deoksiuridin (BrdU) Sigma

KKD ve MN Sodyum hidrojen fosfat Fluka

(in vitro) Potasyum dihidrojen fosfat Fluka
Sodyum sitrat Merck
Sitokalazin B Sigma
Giemsa boyasi Merck
Hoechst 33258 boyasi Sigma
Immersion yagi Merck

Cizelge 3.2. Drosophila Lewis besin ortaminin igerigi

MADDE MADDE MiKTARI

Agar agar 9

Toz seker 60g

Bira mayasi 199

Misir unu 50g

Propionik asit 3,5mL

Saf su 565mL
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Cizelge 3.3. Faure soliisyonunun igerigi

MADDE MADDE MiKTARI
Gam arabik 30g

Gliserol 20mL

Kloral hidrat 509

Distile su 50mL

Cizelge 3.4. Kromozom medyumunun her 100ml’sinde bulunan madde ve miktarlari

MADDE MADDE MiKTARI
Minimum Esansiyel Medyum (MEM) 85mL

Fetal Bovine Serum (FBS) 15mL

Heparin 2500U

Penisilin G (sodyum tuzu) 7500U

Streptomisin sulfat 5mg
Fitohemaglutinin L 0,25mg

Askorbik asit 0,50mg

Glutatyon rediiktaz 0,50mg

3.1.2. insektisitler

Sigma-Aldrich sirketinden temin edilen insektisitler (BIF i¢in CAS numarasi: 82657-
04-3, PER igin CAS Numarasi: 52645-53-1, IMI i¢in CAS numarasi: 13826-41-3 ve
ASE icin CAS numarasi: 135410-20-7) somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde
kullanilmak Uzere Once %1 DMSO’da ¢Ozulmis ve 10 ppm stok cozeltileri
hazirlanmistir. Daha sonra bu stok ¢ozeltilerden uygulama dozlari seyreltilerek alinmis
ve besiyerlerine katilmistir. KKD ve MN testleri icin ise tum insektisitler bu kez %2
DMSO’da ¢ozilmiistiir. BIF, PER, IMI’in 500 ppm, ASE’nin ise 250 ppm stok
coOzeltileri hazirlanarak uygulama dozlar1 bu stoklardan seyreltilerek kullanilmistir.

Insektisitlerin yarilanma 6miirlerine gére stok ¢dzeltiler belirli araliklarla yenilenmis ve

taze hazirlanan ¢ozeltiler ile deneyler tekrarlanmistir.
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3.1.3. SMART’da kullanilan organizma ile ilgili genel bilgiler

Halk arasinda meyve sinegi veya sirke sinegi olarak bilinen Drosophila melanogaster,
Diptera takimina ait tam bagkalagim gegiren (holometabol) yabanil tip (wild type = w.t.)
bir sinek tiridir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. D. melanogaster’in Oregon R soyu (yabanil tip) erkek ve disi bireyleri
D: Denge (Halter) orgam

Hayat devri kisa olan Drosophila, yumurtadan g¢iktiktan sonra yaklasik 9-10 gilinde
erginlesir ve yeniden liremeye baslar. Drosophila populasyonu laboratuvarda kolayca
yetistirilebilir. Kolayca temin edilebilecek malzemeler kullanilarak hazirlanan besi
ortamlari, arastirmaciya fazla bir maddi kilfet getirmez. Ayrica, Drosophila’lar ile
yapilan bir ¢aprazlama sonucunda, bir disi birey giinde 40-50 yumurta birakir. Bu, 10
giinliik bir sayim sonucunda toplam 400-500 birey demektir. Yani, bir defada oldukca
fazla sayida dol elde edilir. Bir nesilde elde edilen birey sayisinin fazla olmasi, onun
genetiksel ozellikleriyle ilgili bilginin dogru tespit edilmesi ve sonuglarin giivenilirligi

acisindan Onemlidir. Caprazlamanin 6zelligine bagli olarak 6zel ata soylar secilip
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eslesmeleri saglanir ve elde edilen yavru bireylerin kayitlar1 birkac¢ nesil dikkatle
kaydedilip, c¢ikan sonuglara gore ilgilenilen 6zelligin kalitimi hakkinda bir sonuca

varilabilir.

Genetik denemelerde kullanilan organizmalarda, belirgin varyasyonlar goriilmelidir.
Drosophila ¢ok c¢esitli dogal ya da yapay varyasyonlarin gozlenebildigi bir
organizmadir. Bu varyasyonlar1 tagiyan mutant bireylerde goz rengi, goz sekli, kil tipi,
viicut rengi, kanat sekli agisindan farkli fenotipik 6zellikleri gorebilmek miimkiindiir.
Bu tip z1t karakterleri ¢iplak gozle ya da binokiiler mikroskop altinda incelemek oldukga
kolaydir. Promutajen ve prokarsinojenleri test etmek igin, ayrica metabolik aktivasyona

gerek yoktur (Graf and Singer 1992).

1910 yilinda Thomas Morgan tarafindan genetik arastirmalarda kullanilan D.
melanogaster, 1927 yilinda Miiller’in gelistirdigi eseye bagli resesif letal test ile
genotoksik calismalarda kullanilmaya baslanmistir. Son yillarda Drosophila’ya ait
genom sekansi elde edilmis ve insanlarda goriilen hastaliklara neden olan %60’tan fazla
genin Drosophila genomunda bulunmasi bu tire model bir organizma ozelligi

kazandirmistir (Bernards and Hariharan 2001).

Bu o6zelliklerden baska, Drosophila’nin diger bir avantaji, mitotik kromozomlardan
kolayca ayirt edilebilen ve 6zellikle larvalarin tiikriik bezi hiicrelerinde goriilebilen dev
kromozomlar1 (=politen kromozom) tasimasidir. Bu kromozomlar, sitogenetik olarak,

kromozom haritalar1 ve kromozom fonksiyon analizlerinin yapilmasini saglar.

Calismada kullanilan in vitro test sistemi olan Drosophila SMART, 1984 yilinda Graf
ve arkadaslari tarafindan gelistirilerek ¢esitli kimyasallar, insektisitler, UV ve radyoaktif
isinlar gibi genotoksik ajanlarin okaryotik hicrelerdeki mutajenik ve rekombinojenik
etkilerinin belirlenebilmesi saglanmistir. Ayrica yine bu test yontemi kullanilarak ¢esitli

antigenotoksik ajanlarin aktivitesi de 6l¢ulebilmektedir.
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3.1.4. Drosophila melanogaster’in sistematigi

Ust alem (Superregnum=Domain): Okaryotlar (Eukarya).

Alem (Regnum): Hayvanlar alemi (Animalia).

Sube (Phylum): Eklem bacaklilar (Arthropoda). Kitinden yapilmis bir dis iskeletleri
vardir ve iiyeleri eklemlidir.

Alt sube (Subphylum): Mandibulata-Antennata. Bu alt subeye dahil olan hayvanlar
antenli olup mandibullar1 iyi gelismis ve kuvvetlidir. i¢ kisminda sert disler bulunur.
Sinif (Classis): Bocekler- Alt1 bacaklilar (Insecta-Hexapoda). Viicut; bas, govde ve
abdomen olmak iizere ili¢ kisma ayrilir. Basta bir cift anten ve bir ¢ift bilesik goz
bulunur. Toraks bdlgesinin {i¢ segmentli olmasi ve her gogilis segmentinde bir cift
bacagin bulunmasi ile tanmirlar. ikinci (mesotoraks) ve iigiincii (metatoraks) gogiis
segmentlerinden birer ¢ift kanat ¢ikar. Abdomen 11 segmentten olusur. Bu segmentler
uye tasimaz.

Alt simif (Subclassis): Kanatli bocekler (Pterygota). Mesotoraks ve metatoraksta
hareketli kanatlar tagirlar.

Ust takim (Superordo): Uzun kanatlilar (Mecopteroidea-Panorpoidea). Arka kanatlar
korelme egilimi gosterir.

Takim (Ordo): iki kanatlilar (Diptera). Gogiis bolgesinden bir ¢ift kanat cikar.
Metatorakstaki ikinci ¢ift kanatlar halter adi verilen topuz seklinde bir denge organina
dontismistiir (Sekil 3.1).

Alt takim (Subordo): Sinekler-Kisa antenliler (Brachycera). Larvada agiz ¢engelleri
bulunur. Pupa, {igiincii larva evresinden kalma bir deri ile sarilir. Antenleri ¢ok kisadir
ve birbirinden farkli sekilleri olan segmentlerin birlesmesiyle meydana gelmistir.
Ucgiincii anten segmenti ya sadece u¢ kili tasir (arista) ya da bu segmenti izleyen anten
segmentleri birbiriyle kaynasarak kamg¢i olusturur.

Familya (Familia): Sirke sinekleri-Meyve sinekleri (Drosophilidae). Curimekte olan
meyvelerin ve bazi tath sivilarin (meyve suyu, sarap, sirke, bira v.s) kokusuna pozitif
kemotaksi go0sterirler. Ayrica, bitki 6z sulari, digkilar ve mantarlar iginde de

geligebilirler.
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Cins (Genus): Drosophila. Oldukea kiigiiktiirler. Ev sineginin 1/3’li kadardirlar. 750
tard bilinmektedir.

Tur (Species): Drosophila melanogaster

3.1.5. Drosophila melanogaster’in hayat dongustu

D. melanogaster’de gelisim tam baskalasim (holometabol) seklindedir. Ergin olmadan
once D. melanogaster embriyosu sirasiyla ii¢ larva, prepupa ve pupa evrelerini gegirir.
Déllenmeden yaklasik 22-24 saat sonra yumurtadan larva (1. larva evresi) cikar. Iki deri
degisiminden sonra (2. ve 3. larva evreleri) yaklasik 5. giinde prepupa daha sonra pupa
meydana gelir (Sekil 3.2). Yumurtadan ergin bireyin olusmasi i¢in gegen siire, yaklasik
9-10 glndir. D. melanogaster’in hayat dongiisii ve dmiir uzunlugu sicaklik (Sorensen
and Loeschcke 2002; Sinclair and Roberts 2005; Ayar et al. 2009, 2012), beslenme
(David et al. 1975; Fred and Timothy 1997; Askin et al. 2007), popiilasyon yogunlugu,
ciftlesme, nem, radyasyon, toksik ajan (Clark and Rockstein 1964; Unlii and Bozcuk
1979; Kizilet ve Uysal 2012) gibi faktorler tarafindan farkl: sekilde etkilenmektedir.

1. larva evresi

.
DR

prepupa - o

2. larva evresi

o T

t;Pﬂ'l- E_:—':':—%"E' »
3. larva evresi

Sekil 3.2. D. melanogaster’in hayat dongist (Anonymous 2012)
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3.1.6. SMART’da kullanilan Drosophila mutant irklarinin genetik yapisi

Calismamizda, D. melanogaster’in normal metabolik aktiviteye sahip multiple wing
hair (mwh) (Sekil 3.3) ve flare (fIr®) (Sekil 3.4) mutant soylar1 kullanilmustir. Bu hatlar
Akdeniz Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi Biyoloji Bolimi’nden temin edilerek
boliimiimiiz Genetik Arastirma Laboratuari’nda standart Lewis besin ortaminda (Lewis
and Bacher 1968) (Cizelge 3.2) 25+1°C ve %60 bagil nemde kiiltiire alinmistir. Bu
irklarin genetik yapisi agagidaki gibidir (Lindsley and Zimm 1992).

Sekil 3.3. Multiple wing hair (mwh)
mwh/mwh

Sekil 3.4. Flare (fIr¥/In (3LR) TM3, ri p° sep bx**¢ e *Bd 9).
Bu soy genotipik olarak kisaca flr¥/TM3, Bd® seklinde de gosterilmektedir.
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Belirleyici (marker) genlerden g¢oklu kanat kili (multiple wing hair) geni Ggtnci
kromozomun telomere yakin bolimiinde bulunur (3-0,3). Bu gen resesiftir ve
homozigot durumda (mwh/mwh), hiicre basina bir kanat trikomu (kili) yerine ¢oklu
kanat trikomlarmin olusumuna yani ayni hiicreden iic veya daha fazla sayida kanat

trikomunun ¢ikmasina neden olmaktadir (Graf et al. 1998).

Diger belirleyici gen olan flare (fIr®) geni, yine ticlincii kromozom kolunda, fakat
sentromere daha yakin (3-38,8) olarak yer alir. Bu gen, sineklerin kanatlarindaki
normal, diiz ve uzun killar yerine farkli kil tiplerinin olusmasina sebep olmaktadir.
Bunlar; korelmis, koyu renkli balon seklinde killar veya kisalmig ve koyulasmis olan

amorfik sekilde meydana gelen kil tipleridir (Graf et al. 1984).

Flare geni homozigot durumda embriyonik evrede letal etki gostermektedir. Letalite
sebebiyle de ergin bireyler olusamamaktadir. Flare genine ait bilinen ti¢ mutant allelin
hepsi homozigot durumda letalite gosterir. Fakat heterozigot bir bireyin kanat imajinal
disklerinden mutant kanat hiicreleri gelisir. Bu nedenle hem bireyleri flare geninin
embriyonik letal etkisinden korumak hem de rekombinasyonu baskilamak igin
dengeleyici bir kromozom olan TM3 kromozomu (flr¥/TM3, Bd®) kullanilmaktadir (Graf
et al. 1998).

Dominant bir gen olan Bd® (beaded-serrat) geni de belirleyici genlerden birisidir ve
homozigot halde iken letal etki gosterir. Normal bireylerde kanatlar diizgiin kenarli
iken, Bd® genini tasiyan bireylerde kanat kenarlar1 diizgiin olmayip testere disi
seklindedir (Sekil 3.4) (Graf and Wirgler 1996). Bd® geni, dengeleyici kromozom
(TM3) iizerinde bulunmaktadir. Dengeleyici kromozom, letal etkisinden kurtulmak
istenilen genin bulundugu homolog kromozomlardan birinde yer almaktadir. Bu
kromozom sayesinde, embriyonik evrede homozigot durumda letal etki gosteren genler
baskilanmaktadir (Lindsley and Zimm 1992). mwh, flr ve Bd® belirleyici genleri,
Drosophila’nin iigiincii kromozomu tizerinde bulunmaktadir ve bu genlerin dizilisi Sekil

3.5’de gorulmektedir (Graf et al. 1984).
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Bd®
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0,3 388 477 91,9

Sekil 3.5. Belirleyici genlerin tligiincli kromozom iizerindeki yerlesimleri

3.1.7. In vitro KKD ve MN icin donor secimi ve kan 6rneklerinin alinmasi

Calismanin ikinci boluminde in vitro test tekniklerinden insan periferal lenfosit
hiicrelerinde yapilan KKD testi ve MN testi kullanilmistir. In vitro olarak yapilan
caligmalarin tlimiinde sigara ve alkol kullanmayan, yakin zamanda enfeksiyon hastaligi
gecirmemis, X 1511 gibi herhangi bir fiziksel ajana maruz kalmamis, 23-25 yaslarinda

saglikli 4 farkli donorlerden alinan periferik kan kullanilmstir.

3.1.8. Semizotu (Portulaca oleracea L.) bitkisinin toplanmasi

Deneylerde antigenotoksik ajan olarak kullanilmak tizere belirlenen semizotu bitkisi
(Sekil 3.6), Adiyaman ili merkez ilgesine bagli Hasancik kdyii civarinda, 600-900 metre
yiikseklikte toplanmistir. Dogal ortaminda, ¢i¢eklenme doneminde ve tarima uzak
arazilerden toplanan érnekler, Dog. Dr. Meryem Sengiil Koseoglu (Atatiirk Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii) tarafindan teshis edilmistir. Toplanan semizotu
bitkilerinin toprak {istii organlarinin tamami (govde, yaprak, cicek) giines gormeyen
g6lge ortamda, oda sicakliginda (22—-24°C), her giin kurutma kagitlar1 degistirilerek ve
cliriyenler ayiklanarak kurutulmustur. Tiim toprak {stii organlari kurutulan bitkiler

ogiitiilerek graniile hale getirilmistir.
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Sekil 3.6. Semizotu (Portulaca oleracea L.) bitkisine ait ¢esitli gortinttler
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3.1.9. Semizotu metanol (POnt) ekstraktinin hazirlanmasi

50 g tartilan ogiitiilmiis semizotu kurusu 150 mL metanol ile ekstrakte edilmistir. 24
saat oda sicakliginda bekletildikten sonra, metanol ve bitki karisimi siizgeg kagidindan
gecirilmistir. Bu islem ii¢ defa tekrarlanarak ¢ozelti miktar1 artirilmistir. Birlestirilen
stiztintuler, 50 °C sicaklikta soxhlet ekstraktorii ile yogunlastirilmistir. (Sekil 3.7) Bu
ekstraksiyon sonucunda 3,2 gram ekstre elde edilmistir. Ayni islem 50 g semizotu ile
tekrar yapilmistir. Ikinci ekstraksiyon isleminde 3,6 g ekstre elde edilmistir. Toplamda
6,8 g semizotu metanol ekstraktt (POpet) elde edilmistir. POpe deneylerde %1’lik
DMSO’da ¢oziilerek uygulanmustir.

Sekil 3.7. Semizotu metanol ekstraktinin hazirlanma diizenegi

3.1.10. Semizotu su (POyy) ekstraktinin hazirlanmasi

100 g tartilan 6gitiilmiis semizotu kurusu Uzerine 60-80°C sicaklikta 300 mL saf su
dokiiliip oda sicakligina (22-24°C) gelinceye kadar bekletilmistir. Soguyan karisim
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stizge¢ kagidindan gegirilerek sulu bitki ¢ozeltisi elde edilmistir. COzelti -18°C’de
dondurulmustur. Dondurulmus ¢ozeltideki su, liyofilizatér cihaz1 yardimiyla
uzaklastinllmis ve su ekstrakti elde edilmistir. Elde edilen ekstrakt -18°C’de
saklanmistir. Semizotu su ekstrakt1 (POg,) deneylerde kullanilacagi zaman distile suda

coziilerek uygulanmigtir.

3.1.11. Genotoksisite testlerinde kullanilan ¢ozeltiler ve tamponlar

e Etil metansulfonat (EMS) cozeltisi

Calismamizda pozitif kontrol olarak kullanilan EMS %50’lik etil alkolde hazirlanmis ve
kaltar taplerine son konsantrasyonu 1 ppm - 10 mM olacak sekilde ilave edilmistir.

e 5-bromo-2-deoksiuridin (BrdU) ¢ozeltisi

30,7 mg toz BrdU 1 OmL distile suda ¢éziilerek stok BrdU hazirlanmistir (102 M). Stok
cozelti 151k gormeyen tiipde, -20°C’de saklanmuistir.

e Hipotonik ¢ozelti

0,5592 gr KCI tartilarak 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Konsantrasyonu 0,075 M
olan KCI ¢ozeltisi, kullanilmadan iki saat once hazirlanarak etlivde 37°C’ye kadar
sitilmastir.

o Tespit (fiksatif) cozeltisi

1 o6lcek glasiyal asetik asitin lizerine 3 Olgek metanol eklenerek iyice karistirilmistir.
Soliisyon her kullanim igin taze olarak hazirlanmistir. Kullanilmadan iki saat 6nce
hazirlanip buzdolabinda (-20°C’de) sogutulmustur.

e Hoechst (Bisbenzimid) fluoresan boya ¢ozeltisi

Stok Hoechst 33258 boyasi, distile su ile son konsantrasyonu 2,5 mg/mL olacak sekilde
hazirlanmistir. Stok sisesi 151k gérmemesi i¢in siyah bantla kaplanarak +4°C’de
saklanmustir.

e Fosfat tamponu (PBS) (PH:7)

8gr NaCl, 0,2gr KClI, 0,2gr KH,PO,4 ve 2,32gr Na;HPO,4 alinmis ve 1 litre distile suda
cOziilmiistiir. Cozelti kullanimdan iki saat Once taze hazirlanarak oda sicaklifinda

muhafaza edilmistir.
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e Mac Il vaine tamponu

Mac Il vaine tamponu 2 tampondan olugmaktadir:

Tampon A : 0,1 M anhidroz CgHgO> (sitrik asit) soltisyonu (19,2 gr/L)

Tampon B : 0,2 M anhidroz Na,HPOj, soliisyonu (28,4 gr/L)

Tampon A’dan 8 mL, tampon B’den 92 mL alinmis, PH’st sitrik asit ile 7,1%¢
ayarlanmigtir. Cozelti kullanimdan iki saat once taze hazirlanarak +4°C’de saklanmistir.
o 2xSSC cozeltisi

1,74 gr NaCl, 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Ayrica 0,882 gr CgHsNazO; (sodyum
sitrat) 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Her iki sollisyondan esit hacimlerde alinarak
karistirtlmistir. Soliisyonun PH’s1 sitrik asitle 7,2 olacak sekilde ayarlanmistir. Cozelti
kullanimdan iki saat 6nce taze hazirlanarak oda sicakliginda muhaftaza edilmistir.

e SOranson tamponu

A solusyonu: 4,537 gr KH,PO,4500 mL distile suda ¢oziilmiistiir.

B solusyonu: 5,935 gr Na;HPO, 500 mL distile suda ¢6ziilmiistiir.

A soliisyonundan bir miktar alinmis, PH 6,8’e gelinceye kadar B sollisyonu eklenerek 2
soliisyon karistirilmistir.

e Giemsa boya ¢ozeltisi

5 mL giemsa boyasi 95 mL PH 6,8’lik s6ranson tamponu icine ilave edilerek 100
mL’ye tamamlanmistir. Karigim {izerinde biriken kopiikk ve yag kurutma kagidi ile
alinmistir. Boya ¢ozeltisi kullanimdan iki saat dnce taze hazirlanarak oda sicakliginda

muhafaza edilmistir.

3.1.12. In vivo somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

In vivo test sistemleri icerisinde model organizma olarak Drosophila’nin kullanildigi
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) son yillarda sik¢a kullanilan
testlerden birisidir. Nokta mutasyon, delesyon, kromozom bozuklugu ve mitotik
rekombinasyonun tespit edilmesine olanak saglayan SMART, Ureme hucrelerindeki
mutasyonlar1 belirlemek ic¢in kullanilan test sistemlerinden daha avantajlidir (Graf and

Wiurgler 1996). Diger testlerle karsilastirildiginda, kimyasal maddelerin somatik
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hiicrelerde olusturdugu mutasyon, genetik isaretlerle kolaylikla o6lgllebilir ve daha

dogru sonuglar verir. Bu yuzden daha hizli, giivenilir ve ekonomiktir.

SMART, g6z benek testi ve kanat benek testi olmak tzere ikiye ayrilir. Her iki teknikte
de embriyonik gelisim donemindeki larvanin, imajinal disk adi verilen buyik hicre
gruplart hedef alimir. Imajinal diskler, larval gelisim sirasinda mitozla c¢ogalir ve
metamorfoz ile ergin bireyin kanat, goz, bacak gibi farkli viicut yapilarimi olusturur

(Sekil 3.8).

Tiikriik bezleri

imajinal disklerden mitozla olusan organlar

{ L_ Aguz pargalan
Antenler
Giizler
. _Ayaklar
- _—Kanatlar ;
= - Halter organlan —

Genital organlar

) SO
LARVA l'l> METAMORFOZ ﬁ> ERGIN BIREY

Sekil 3.8. D. melanogaster’de larval doneme ait imajinal diskler ve ergin bireyde
olusturduklart viicut kisimlari (Anonymous 2013)

Imajinal disk hiicrelerinin herhangi birinde olusan genetik degisiklik, imajinal
disklerden mitozla ¢ogalan hiicrelere de aktarilarak mutant hiicre gruplari (klonlar)
olusur. Bu genetik degisiklik fenotipte gbzlenebilen bir degisiklige neden olarak ergin
sinegin kanatlarinda ve go6zlerinde mutant klonlar1 ortaya ¢ikarir. Boylece,
heterozigotlugun herhangi bir mutasyonla kaybedilmesi yabanil fenotipin kaybedilip,
mutant fenotipin ortaya ¢ikmasina neden olur. Kimyasal maddelere maruz birakilan

sineklerde indiiklenmis klonlarin toplam sayisi, uygulanan kimyasalin toplam
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genotoksik aktivitesi ile ilgili sayisal sonuglar verirken, klonlarin tipi ise klon
olusumunda rol oynayan mutasyonel mekanizmalar1 ortaya ¢ikarir (Graf et al. 1984;
Guzman-Rincon and Graf 1995).

Mutant fenotip, farkli mutant hiicre klonlari ile belirlenmektedir. mwh veya flr® fenotipi
tagtyanlar tek tip klon olarak adlandirilirken, mwh ve flr® fenotipini beraber tasiyan
klonlar ikiz klon olarak adlandirilir. Tek tip ve ikiz klon olusumlart farkli genetik
mekanizmalara baglhidir (Sekil 3.9). Delesyon, nokta mutasyon, ayrilmama ve iki isaret
geni olan mwh ve flr® arasindaki mitotik rekombinasyon tek tip klonlarin olusumunu
tetiklerken; mitotik rekombinasyon hem tek tip klon hemde ikiz klonlarin olusumuna
sebep olmaktadir. kiz klonlar ise 3. kromozomun sentromeri ve flr® geni arasindaki
somatik rekombinasyon sonucu olusmaktadir (Kaya et al. 2004). Serrat kanada
(mwh/TM3) sahip bireylerde TM3 kromozomunun baskilanmasindan dolayr mitotik

krossing over gerceklesmemektedir (Frei and Wurgler 1996).
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Sekil 3.9. Somatik mutasyon ve rekombinasyonlarin olusum mekanizmalarinin sematik

goOsterimi
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Bu ¢aligmada, in vivo test teknigi olarak D. melanogaster’de kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ya da diger adiyla kanat benek testi kullanilmigtir. Testin
uygulanmasi i¢in, ebeveyn olarak flare erkek ve mwh disi bireyler segilmistir. Bu

caprazlamanin genotipik gosterimi asagidaki gibidir;

P:  Q¢mwh/mwh X J43& fIr¥ TM3,Bd®

Ps: mwh : mwh fir* : TM3,Bd°

F1: mwh / flr® (Normal kanatli) ; mwh / TM3 (Serrat kanatl1)

Ebeveyn olarak segilen bireyler arasinda yapilan ¢aprazlamalar ile elde edilen 72 saatlik
trans-heterozigot larvalara farkli konsantrasyonlarda insektisit ve insektisit+bitki
ekstraktlart uygulanmistir. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
icin trans-heterozigot larvalarin elde edilmesi ve bu larvalara farkli insektisit ve bitki

ekstraktlart uygulanmasi Sekil 3.10’da sematik olarak gosterilmistir.
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| DROSOPHILAKANAT SOMATIK MUTASYON VE REKOMBINASYON TESTI |
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Sekil 3.10. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin uygulama
sekli ve sonuclarinin sematik gdsterimi
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Kanat killarinda beklenen somatik mutasyonu belirlemek amaci ile hazirlanan kanat
preparatlar1 10 X 40 biiyiitme ile 151k mikroskobunda incelenmis ve kanatlarin hem
dorsal, hem de ventral yiizeyleri ayri ayri analiz edilerek mwh ve/veya flr* mutant
fenotipler sayilmis ve kayitlar1 tutulmustur. Graf et al. (1984)’e gore, kanatlarda gérilen

farkli tip kanat killar1 Sekil 3.11°de gosterilmistir.

a) / / b) hdM J /A/// J\//

Sekil 3.11. Trans-heterozigot bireylerin kanatlarindaki farkl kil tipleri
a) Normal, b) mwh veya flr gen 6zelligi olarak sayilmayan yapisal bozukluklar ¢) mwh gen ozelligine
sahip killar d) flr gen 6zelligine sahip killar

Kanatlardaki mutant klonlar, icerik ve buyukluklerine gore kicuk tek tip klon, blyuk
tek tip klon ve ikiz klon olarak siniflandirilmaktadir. Tek tip klonlar mwh (Sekil 3.12,
3.13) veya flr® (Sekil 3.14) fenotipinde iken, ikiz klonlar mwh ve flr® fenotiplerini (Sekil
3.15) birlikte tasimaktadir.
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Sekil 3.12. mwh fenotipindeki kiigiik tek tip klon

Sekil 3.13. mwh fenotipindeki buyuk tek tip klon
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Sekil 3.14. flr® fenotipindeki biiyik tek tip klon

Sekil 3.15. mwh ve flr® fenotiplerini beraber tasiyan ikiz klon
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Tek tip klonlar kiiclik ve biiyiik olarak ayri ayri siniflandirilmaktadir. Kiigiik tek tip
klonlar yalnizca mwh hiicrelerden olusmaktadir. Ciinkii, klon basina 4 hiicreden az
sayida olusan flr® fenotipi, flr allelinin baskilanmamanin sonucunda olusmakta ve goz
ard1 edilmektedir (Szabad et al. 1983). Biiyiik tek tip klonlar ise 3 ve daha fazla sayidaki
mwh veya 4 ve daha fazla sayidaki flr® mutant hiicrelerinin olusturdugu klonlardir. ikiz
klonlar ise mwh ve flr® fenotiplerinin ayni klonda birlikte bulunmasiyla olusmaktadir.
Dengeleyici-heterozigot  bireylerde ¢ok sayidaki inversiyonlar nedeni ile
rekombinasyonlar engellenmistir (Schaik and Graf 1991). Dolayisiyla serrat kanatli
bireylerde flr® mutant hiicreleri gdzlenemez. Ayrica, somatik hiicrelerde genetik
degisikligin indiiksiyon zamani ve mutant klonlarin biiylikliigi arasinda pozitif bir
iliskinin oldugu da belirtilmektedir. Guzman-Rincon and Graf (1995)’a gore, eger
mutasyon hiicre boliinmesinin yogun oldugu erken donemde olursa, bu mutant hiicreden

koken alan hiicrelerin sayist daha fazla olacak ve daha biiyiik klonlar icerecektir.

3.1.13. In vitro kardes kromatid degisim testi (KKD)

In vitro mutajenik c¢alismalar iginde yaygin olarak kullanilan sitogenetik test
tekniklerinden birisi kardes kromatid degisimi (KKD) testidir. KKD, kromozom
morfolojisinde bir degisim olmadan, bir kromozoma ait iki kromatidin homolog
bolgelerindeki kirilan pargalarin karsilikli yer degistirdikten sonra tekrar birlesmesi ile

olusmaktadir (Latt et al. 1981).

Latt tarafindan 1973’te uygulanan yontemde, timidin analogu olan BrdU (5-bromo-2-
deoksiiiridin) iki replikasyon dongiisiinde bulunacak sekilde kiiltiir ortamina
eklenmistir. BrdU varliginda devam eden DNA replikasyonu ile yeni olusan DNA’da
timin yerine BrdU girer. Boylece her bir kromatid, bir timinli ve bir de BrdU’lu DNA
zinciri igerir. Mitoz sonrasinda her bir kromatid farkli bir kardes hiicreye gider.
BrdU’nun hiicre dongiisii sirasinda kardes kromatidlerin arasina girmesinin ardindan,
floresan-giemsa teknigi ile farkli boyanarak kardes kromatidlerdeki kiriklar goriiniir
hale gelir (Natarajan 2002). Yapilan incelemede, bir kromatid iki tane BrdU igeren
DNA zinciri tasidigr i¢in agik renk, digeri bir timinli bir de BrdU’lu DNA zinciri
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tasidigr icin koyu renkli gozlenir (Perry and Wolff 1974). Bu sekilde kardes
kromatidlerdeki degisimler belirlenmektedir (Sekil 3.16).

Turkez (2007)’nin bildirdigine gore, KKD olusumu iizerinde etkili olabilen pek ¢ok
faktor mevcuttur. Bunlar, kiltiirlere eklenen BrdU miktar1 (Rodriquez-Reyes and
Morales 2003) ve antikoaguilant turt (Tucker et al. 1993), inkiibasyon sicakligi (Carrona
and Natarajan 1988), ortamin PH’s1 (Tanriverdi 1991) gibi kiltur faktorleri, viral
enfeksiyonlar (Kurvink et al. 1978), sigara-alkol kullanim1 (Lazutka et al. 1992; Tang et
al. 1999), yas (Ganguly 1995), cinsiyet (Anderson et al. 1986) ve kalitsal hastaliklar
(Aledo et al. 1989; S6nmez 1992) gibi biyolojik faktorler olmak tizere baslica iki grup
altinda toplanabilirler. Ayrica ilag kullanimi (Tatar et al. 2009), beslenme sekli, fiziksel

(UV ve X 1sinlar1) veya kimyasal ajanlara (pestisitler, insektisitler ve petrol iirtinleri)

maruziyet gibi faktorlerin de KKD frekansini etkileyebildigi belirtilmistir (Kelsey et al.
1990; Baysal et al. 2003).

Sekil 3.16. Kardes kromatid degisimleri
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3.1.14. In vitro mikronikleus testi (MN)

Mikroniikleus teknigi; ¢esitli kimyasal maddelerin ve fiziksel ajanlarin, memelilerde
klastojenik (DNA’da yapisal hasar meydana gelmesi) ve andjenik (DNA’da sayisal
hasar meydana gelmesi) aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir test
teknigidir (Kirsch-Volders et al. 1997; Cicchetti et al. 1999). Fenech (2000)’e gore
mikroniikleuslar, hiicre boliinmesi sirasinda anafazda ge¢ kalan kromozom
materyalinden veya ig ipliklerinden ayrilarak kutuplara gé¢ edemeyen kromozomlardan
meydana gelmektedir. Telofazda ayr1 kalmis kromozomlar ve fragmentlerin etrafinda
cekirdek zar1 tesekkiil etmekte ve bdylece ana niikleustan daha kiiciik yapida olan

mikroniikleuslar olugsmaktadir (Sekil 3.17).

Mikroniikleus test sistemi, memelilerdeki test sistemleri arasinda en ekonomik ve en
kisa siireli yontem olmasi nedeniyle genetik toksikoloji caligmalarinda ¢ok genis bir

kullanim alanina sahiptir (Emecen ve Unlii 1995).

Asentrik kromozom fragmentleri

_'m (3 0
"e”

Interfaz

3

Anafaz Telofaz A
Mikroniikleus

Sekil 3.17. MN olusum mekanizmasinin sematik gosterimi (Fenech 1993)
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3.2. Yontem

3.2.1. SMART da caprazlama icin birey secimi

Trans-heterozigot larvalarin elde edilmesi i¢in mwh disiler 4’er saat araliklarla virgin
iken toplanmis ve yeni bir besin ortamina alinmistir. Yeterince virgin disi birey
toplandiktan sonra uygulamalarin yapilacagi trans-heterozigot larvalarin elde
edilebilmesi i¢in her sisede 40 mwh disi, 40 flare erkek olacak sekilde ¢aprazlamalar
yapilmistir. Oogenezin gerceklesmesi icin erkek ve disi bireyler en az bir giin siire ile
ayni ortamda birakilmistir. Uygulama yapilacak olan larvalarin ayni evrede olabilmesi
icin oogenezi gerceklestirmis olan bireylerin 8 saatte bir yeni bir besin ortamina alinarak
bu slire boyunca yumurta birakmalar1 saglanmistir. Ayni bireyler yumurta toplama

islemi i¢in defalarca kullanilmistir.

3.2.2. SMART igcin insektisitlerin LDsy ve LD1go degerlerinin belirlenmesi

SMART icin LDsy ve LDjgg degerinin belirlenmesi amaciyla 72+4 saatlik (3. evre)
trans-heterozigot larvalardan gelisen 100 ergin birey, farkli konsantrasyonlarda
insektisit iceren hazir Drosophila besi yerinde beslenmis ve 24 saat iginde
yasayabilen/yasayamayan bireyler kaydedilmistir. Bu ¢alisma 4 kez tekrarlanmis ve
toplam 400 larva kullanmilmigtir. Elde edilen sonucglara gore, LDsy ve LDjgo degerleri
belirlenmistir. Bu degerler baz alinarak her insektisit grubu ic¢in dort farkli uygulama

grubu olusturulmustur.

3.2.3. Insektisit cozeltilerinin ve bitki ekstraktlarmm hazirlanarak larvalara

uygulanmasi

72+4 saat sonra yumurtadan ti¢lincii larva evresine erismis olan bireyler ince gozenekli

slizge¢ yardimiyla ¢esme suyu altinda yikanip besiyerinden ayrilmistir. Her bir insektisit
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iIcin uygulama gruplart belirlenirken LDsp degeri baz alinarak hazirlanan uygulama
gruplarina ait kanat preparatlarinda yeterli mutasyon sayisi/frekansina ulasilamamistir.
Bu nedenle LD degeri baz alinarak insektisitler icin dort farkli uygulama grubu
olusturulmustur. Her insektisit dort farkli konsantrasyonda Standart Drosophila besi
yerine (SDB) eklenerek bu islem gerceklestirilmistir. Testin ikinci asamasinda ise
semizotu bitkisine ait antigenotoksisitenin belirlenmesi icin, insektisitlerin en ylksek
uygulama dozuna %1POpe Ve %1POg, ayr1 ayri eklenmistir. Insektisitlerin uygulama
gruplart ve LDigo degerleri Cizelge 3.5’de toplu olarak gosterilmistir. Taze olarak
hazirlanan SDB+insektisit ve SDB+insektisit+bitki ekstrakti gruplarinin her birisine
72+4 saatlik trans-heterozigot 200 larva (3. evre) eklenmis ve onlar erginlesinceye kadar
25+1°C’de etiivde bekletilmistir.

Cizelge 3.5. Insektisitlerin LD;oo degerine gore secilen uygulama gruplart

Uygulama . Erginlesen
Insektisitler Konsazlgtrasyonlarl Lar(\)/al Mo(fta"te Birgeylerin
(ppm) N () Orani (%)
4* 10 90
5* 51 49
Bifentrin 6* 62 38
7* 80 20
10** 100 0
5* 48 52
6* 59 41
Permetrin 7 71 29
8* 87 13
10** 100 0
0,5* 1 99
1* 20 80
Imidakloprid 1,5* 45 55
2* 81 19
3** 100 0
0,5* 6 94
1* 23 77
Asetamiprid 1,5* 51 49
2* 86 14
3,2%* 100 0

*: Insektisitlerin uygulama gruplari i¢in belirlenen konsantrasyonlar.
** . Her insektisit i¢in belirlenen LD1qo degerleri.
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3.2.4. Ergin bireylerin toplanmasi ve kanat preparatlarinin hazirlanmasi

Uygulama ortaminda insektisitlere ve insektisit+bitkisel ekstraktlara maruz birakilan
larvalardan, pupa evresini takiben, ¢ikan ergin bireyler giinliik olarak, eterle bayiltilarak
toplanmig ve kanat preparatlarini hazirlamak igin bu bireyler %70’lik etil alkolde
+4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Daha sonra bu bireyler kanat
morfolojilerine gére normal (trans-heterozigot mwh/flr®) ve serrat (dengelenmis-
heterozigot mwh/TM3, Bd®) kanat fenotipli olarak iki gruba ayrilmustir. Bunlardan
normal fenotipe sahip (mwh/flr®) olan kanatlar, hem mutasyon hem de rekombinasyon
sonucu olusan mutant klonlari icermesine karsin, serrat kanatlar (mwh/TM3, Bd®),
dengeleyici kromozomun rekombinasyonu baskilamasi nedeniyle sadece mutasyon
sonucu olusan klonlar1 igermektedir (Zordan et al. 1994). Bu nedenle, her iki fenotipteki

kanatlarin da preparatlar1 ayr1 ayr1 hazirlanarak degerlendirilmistir.

Kanat preparatlar1 hazirlanirken saat cami iizerine faure soliisyonundan bir iki damla
konulmustur. Distile suya alinarak alkolden arindirilan sinekler, faure solisyonu
damlatilmig saat camina tek tek alinarak, binokiiler mikroskop altinda ince uglu pens ile
kanatlar viicuda baglandig1 yerden tutulup kanat iizerindeki killara ve kanada zarar
verilmeyecek sekilde viicuttan Ozenle ayrilmistir. Her bir bireyin iki kanadi da
ayrildiktan sonra kanatlar lam iizerine uygun araliklarla yerlestirilmistir. Lam iizerine
yeterince kanat gifti (96 adet) yerlestirildikten sonra preparatlar kurumasi i¢in kapali
petri kab1 igerisinde bir giin bekletilmistir. Preparatlar kuruduktan sonra lamlara birkac
damla entellan damlatilarak hava kabarcigi kalmayacak sekilde tizeri lamel (24x60 mm)
ile kapatilmistir. Bu sekilde hazirlanan kalic1 preparatlarin iizerindeki kalintilar ksilol ile

temizlenmistir.
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3.2.5. Kanat preparatlarinin mikroskobik analizi

Temiz bir sekilde hazirlanmis olan kanat preparatlart 10X40 biylitmede 151k
mikroskobunda incelenmistir. Kanatlarin incelenmesinde kolaylik olmasi agisindan,

sektorler Sekil 3.18deki gibi A, B, C, C, D, D ve E olarak gruplandirilmustir.

NORMAL KANAT SERRAT KANAT

Sekil 3.18. Normal ve serrat kanat fenotiplerine ait sektorler (10x5)

Kanatlarin mutant klon tasiyip tasimadigini incelemek igin, hem dorsal hem de ventral
yiizeydeki hiicre tabakalar1 ayr1 ayri incelenmistir. Kanat yiizeyindeki her bir sektor ayri
ayri taranarak mwh ve/veya flr® mutant klonlar sayilarak kayitlari tutulmustur. Sayimda

kayitlar1 tutulan mutant klonlar agsagidaki gibidir;

e Kiiclk tek tip klon (1-2 mwh hcre)
e Bilyiik tek tip klon (> 3 mwh veya > 4 flr® hiicre)

e ikiz klon (mwh ve flr® hiicrelerin ikisini de yan yana iceren klonlar)

Bu simiflandirmanin biyolojik a¢idan anlamli oldugu Graf et al. (1984) tarafindan
gosterilmistir.  Smiflandirmada  kiigik tek tip klonlar yalmizca mwh hicrelerden
olugmaktadir. Klon bagina 4 hiicreden az sayida olusan flr* alleli baskilanmamanin
sonucunda olugmakta ve goz ardi edilmektedir (Szabad et al. 1983). Buyuk tek tip
klonlar ise 3 veya daha fazla mwh ya da flr® mutant hiicrenin olusturdugu klonlardir.
ikiz klonlar, mwh ve flr® hiicreler aym klon icerisinde dagilmis olarak bulundugu
durumda veya yan yana iki ayri klon olarak bulunmasiyla olusmaktadir. Ancak, yan
yana bulunan mwh ve flr® klonlarm arasindaki yabaml tip trikomlarin sayisi iiii

gecmiyorsa ayni klon igerisinde degerlendirilerek ikiz klon denilmektedir. Teorik olarak
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bir klonun boyutu hiicre bdliinmesindeki genetik degisikliklerin indiiksiyonundan sonra
olusan hiicre boliinmelerinin sayisini yansitmaktadir. Bir klondaki biitiin hiicreler ayni
oranda bolinmektedir, bdylece klon biiyiikligii direk olarak 2°°dan 2™e kadar olan
hiicre boliinme sayisini (n) yansitmaktadir. Bu nedenle, somatik hiicrelerdeki genetik
degisikligin indiiksiyon zamani ve klonlarin biiytlikliigii arasinda pozitif bir iligki vardir.
Eger mutasyon, hiicre boliinmesinin yogun oldugu erken donemde meydana gelirse bu
mutant hicreden koken alan klonlar daha fazla hiicre igerecek ve daha biiyiik olacaktir
(Guzman-Rincon and Graf 1995). Bu sebepten dolayr larvalarin prepupa evresine en

yakin oldugu 3. evre (7244 saatlik) larvalar tercih edilmistir.

3.2.6. Klon indiiksiyon frekansinin hesaplanmasi

Kronik uygulamada, her hiicrede ve her hicre bolinmesindeki induksiyon frekansi

asagidaki formiille hesaplanmaktadir (Szabad et al. 1983).

f= 1 x 10°
~ NC

Bu denkleme gore, sadece mwh klonlar1 goz oniine aldigimizda, denklemdeki “f” mwh
klonlarin indiiksiyonunun ortalama frekansini, “n” gdzlenmis olan toplam mwh klon
sayisini, “N” analiz edilmis olan kanat sayisim ve “C” bir kanat iizerindeki
incelenebilecek hiicre sayisini géstermektedir. Wiirgler and Vogel (1986) tarafindan, bir
kanadin her iki yilizeyinde incelenebilecek hiicre sayisinin 24 400 oldugu
bildirilmektedir. Caprazlamalar sonucunda olusan trans-heterozigot larvalardan gelisen
bireyler, kanat bakimimdan normal ve serrat kanat olmak iizere, iki farkli fenotipte
gozlenmektedir. Serrat kanatlara sahip bireylerde bulunan dengeleyici kromozomun
varli§i, bu kromozom pargasi ilizerine yerlestirilmis dominant mutant bir gen olan
Serrate (Ser) sayesinde tespit edilebilmektedir. Dengeleyici kromozomun (TM3)
rekombinasyonu baskilamasi nedeniyle bu fenotipe sahip bireylerde gdzlenen mutant
klonlar, sadece mutasyon sonucu meydana gelmektedir. Boylece, serrat kanath

bireylerden elde edilen verilerle normal kanatli bireylerden elde edilen verilerin
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karsilagtirilmasiyla ¢alismada kullanilan ajanin mutajenik ve/veya rekombinojenik

etkileri ayr1 ayr tespit edilebilmektedir (Vogel 1992; Frei and Wirgler 1996).

3.2.7. SMART ile elde edilen sonug¢larin istatistiksel analizi

SMART ile elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi Microsta paket programi ile
degerlendirilirken orijinal (null) hipotez (Hp)’de uygulamalar ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak fark olmadigi, alternatif hipotez (H,)’de ise uygulama grubundaki
indliklenen mutasyon oraninin kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu
varsayllmistir. Orijinal ve alternatif hipotezlerin kabul veya red edilmesine karar
verilirken Kastenbaum and Bowman (1970)’1n ¢izelgesinden yararlanilmistir. Orijinal
ve alternatif hipotezlerin hesaplanmasiyla ortaya ¢ikan sonuglar pozitif (+), zayif pozitif
(z), 6nemsiz fark (i) ve negatif (-) olarak gosterilmistir (Selby and Olsen 1981; Frei and
Wirgler 1988).

3.2.8. In vitro kardes kromatid degisimi (KKD) testi icin hicre kulturindn

yapilmasi ve preparatlarin hazirlanmasi

Periferik kan kalttrleri Gzerinde uygulamis oldugumuz KKD yonteminde Evans (1976)
ve Perry and Thomson (1984)’un metotlar1 modifiye edilerek hucre kultirleri ve
preparatlar hazirlanmigtir. Stok kultlr sisesinden, deneylerin yapilacagr kiiltiir tiiplerine
steril sartlarda 5 mL kromozom medyum konulup 37°C’de etiivde bekletilmistir. Kultar
hazirlanirken sigara ve alkol kullanmayan, yakin zamanda enfeksiyon hastaligi
gecirmemis, X 111 gibi herhangi bir fiziksel ajana maruz kalmamais, 23-25 yaslarinda
saglikli 2 erkek ve 2 kadin donérlerden 1/10 oraninda heparinize periferik kan
kullanilmustir. 37°C’deki kiiltiirlere 0,5 mL heparinize kan ve son konsantrasyonu 10
M olacak kadar BrdU eklenmistir. Tiipler iyice karistirilarak Uzerleri 1s1k gérmeyecek
sekilde aliiminyum folyo ile sarilip 37+£1°C’lik etlivde 72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Kardes kromatidler tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla 24. saatte her insektisit %2

DMSO’da cozilerek her uygulama konsantrasyonu icin dillie edilerek, kulttr tiplerine
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0,25 mL ayr ayri eklenmistir. Insektisitlerin uygulama konsantrasyonlar: yapilan 6n
denemeler ile belirlenmistir. Uygulama konsantrasyonlar1 BiF, PER, IMI i¢in 50, 100,
250 ve 500 ppm, ASE icin ise 25, 50, 100 ve 250 ppm’dir.

Ayrica negatif kontrol olarak distile su ve %2 DMSO, pozitif kontrol olarak ise 10 mM
EMS kullanilmistir. T0m insektisitlerin en yiksek uygulama grubuna kendisi kadar (1:1
V/V) POpet Ve POg, ayrt ayri uygulanarak ikinci bir deney diizenegi hazirlanmistir.
Kltdr tdplerine eklenen insektisitler, POpet, POg,, distile su, DMSO, EMS ve BrdU,
kontaminasyonu Onlemek i¢cin membran filtreden gegcirilerek steril edilmistir.
Inkiibasyonun baslangicindan 70 saat sonra her tiipe son konsantrasyonu 0,5 pg/mL
olacak kadar kolsisin eklenmis ve hafifce ¢alkalanmistir. TUpler tekrar 37£1°C’de etuve

konularak 2 saat daha beklenmistir.

3.2.9. KKD preparatlarimin hazirlanmasi

72 saatin sonunda etiivden ¢ikarilan tiipler 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij islemi sonras1 slipernatant atilmistir. TUplerde kalan ve hiicre igeren yaklasik
0,5 mL pellet Uzerine, iki saat dnceden hazirlanarak 37°C’lik etiivde bekletilen 5-6 mL
hipotonik ¢ozelti yavas yavas eklenmis ve pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir.
Hipotonik ¢ozelti eklenen tipler, 37°C’ye ayarlanmis etiivde 25 dk bekletilmistir. Slre
sonunda ttpler 1000 rpm’de tekrar 10 dk santrifiij edilmis ve siipernatant ayni sekilde
atilmistir. Yine kalan pelletler Gizerine, iki saat 6nce taze olarak hazirlanmis soguk tespit
cozeltisinden 7 mL vortekslenerek yavas yavas ilave edilmis ve 1000 rpm’de 10 dk
santrifiij islemine alinmis ve sonra supernatant atilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmistr.
Tuplerdeki kalan sivi tamamen berraklagmistir. Tiplerdeki supernetant son olarak
atilmis ve kalan pellet pastor pipetiyle pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir.
Pipetle cekilen pellet, temizlenerek soguk (-20 °C) tespit ¢Ozeltisi icerisinde bekletilen
lamlara yaklasik 20-25 cm yukseklikten 5-6 damla damlatilmistir. Damlalarin birbirinin
lizerine gelmeden lama iyice yayilmasina dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan ve
lizerine protokol numarasi yazilmig preparatlar giin 15181 gormeyecek sekilde, boyanmak

uzere 3 gun oda sicakliginda kurumaya birakilmstir.
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3.2.10. KKD Preparatlarinin boyanmasi ve daimi preparatlarin hazirlanmasi

Rooney and Czepulkowski (1986)’nin fluoresan-giemsa metoduna goére 3. glniln
sonunda iyice kuruyan preparatlar iki saat 6nceden taze olarak hazirlanan PBS ¢ozeltisi
bulunan sale igerisinde, oda sicakliginda 15 dk bekletilmistir. Strenin sonunda PBS
cozeltisi bulunan sale icerisine son konsantrasyonu 0,5 mg/mL olacak sekilde
bisBenzimide (Hoechst 33258) fluoresan boyasi eklenmis ve pipetaj yapilmistir.
Preparatlar bu ¢ozelti icinde 25 dk oda sicakliginda ve karanlikta bekletilmistir. Daha
sonra preparatlar iclerinde Mac 1l Vaine tamponu bulunan salelerde calkalanarak bir
tepsiye dizilmistir. Uzerlerini ortecek sekilde Mac 1l Vaine tamponu dokiilerek
lamellerle kapatilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar ultraviyole lamba altinda (366
nm) 60 dk UV isinina maruz birakilmistir. 60 dk sonunda preparatlar Gzerindeki
lameller alinarak musluk suyu altinda yikanmistir. Mac Il Vaineden temizlenen
preparatlar icerisinde 2xSSC ¢ozeltisi bulunan salelere dizilmis ve 65°C’ye ayarlanmig
su banyosunda 60 dk bekletilmistir. Preparatlar tekrar ¢cesme suyu ile yikanmig ve 13 dk
Giemsa boyasinda bekletilmistir. Stre sonunda preparatlar (zerindeki fazla boya
musluk suyuyla uzaklastirilarak oda sicakliginda ve karanlik ortamda dik sekilde
kurumaya birakilmistir. Kuruyan lamlarin iizerine entellan kullanilarak lamel kapatilmis

ve incelemeye hazir daimi preparatlar hazirlanmistir.

3.2.11. KKD Preparatlarimin mikroskobik incelemesi

Hazirlanmig olan daimi preparatlar, Boeco marka trinokiiler 151k mikroskobunda
immersiyon objektifi ile incelenmistir (10x100). KKD sayisi, her kisinin kan kiiltiiriine
ait preparatlardan, ikinci mitozu geciren, 25 metafaz plaginda (4 kisiden toplam 100
metafaz plagi) saptanmistir. Koyu boyanan kromatidde acik, agik boyanan kromatidde
ise koyu renk olarak gortnen pargalar KKD degerlerini yansitmaktadir. KKD sayilari
hesaplanirken parga degisimlerinin kromozomlarin hangi kisimlarindan oldugu dikkate

alinmistir. Kromozomlarin uglarindan bir parga degisimi olmus ise bu bir KKD,



ortalarindan parga degisimi olmus ise bu iki KKD olarak sayilirken, kromatidlerin

sentromerden gegis gosterdigi bolgeler KKD olarak degerlendirilmemistir (Sekil 3.19).

Sekil 3.19. KKD’lerin sayilmasinda esas alinan kriterler
a:KKD yok, b:1 KKD, ¢:2 KKD, d:KKD yok

Ayrica insektisitlerin DNA replikasyonu iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile
replikasyon indeksi de (RI) hesaplanmistir. Bu hesaplama igin rastgele secilmis 100
metafaz plagi igerisinden birinci, ikinci ve Ugilincli metafaz evresindekiler ayrilarak
sayillmis ve kaydedilmistir. Bu evrelere ait sema, Topaktas ve Speit (1990)’e gore, Sekil
3.20’de verilmistir. Bu verilerden yola cikarak RI asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmustir.

Ri = (1 X M1+ 2x M2+ 3 xM3)/100

(M1: 1. Mitozdaki hiicre sayisi; M2: 2. Mitozdaki hiicre sayisi; M3: 3. Mitozdaki hiicre

sayis1)
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Acik boyanan kromatid

3. Mitoz

Sekil 3.20. DNA’nin semikonservatif replikasyonu sonucu 1., 2. ve 3. mitoz boltinmeyi
geciren hiicrelerin BrdU ile ayirt edilmesinin sematik olarak gosterimi

BrdU, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazinin anologudur ve replikasyon esnasinda
timinden daha kolay baglanir. BrdU igeren kiiltiir ortaminda hiicreler DNA’larini
replike ettikleri esnada (BrdU’lu 1. S fazinda) yeni sentezlenen poliniikleotid ipligi igine
timinin yerine ortamda bulunan BrdU gececektir. Fluoresan- giemsa metoduyla boyama
yapildiginda, bir kromatidde bulunan 2 DNA zincirinin biri normal digeri koyu
boyanacaktir (semikonservatif). BOyle hicrelerin kromozomlari metefaz evresinde
boyanarak incelendiginde kromozomun her iki kromatidi de homojen koyu renkte
gozlenecektir. Bu hicreler birinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 3.21).
Birinci mitoz bolinmeyi gegiren hiicrelerden meydana gelen yavru hucreler tekrar S
fazina girdiginde, (BrdU’lu ortamda 2. S fazi) biri BrdU digeri timin iceren
polinikleotid ipliklerine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde BrdU

yer alacaktir. Bu iki poliniikleotid ipligi kromozomun koyu boyanan kromatidini ve
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ayni kromozomun agik boyanan kromatidini olusturacaktir. iste bu hiicrenin metafaz
evresinde kromozomlar boyandiginda tiim kromozomlarin kromatidlerinden birisi koyu
digeri acik renkte boyanacaktir. Bunlarda ikinci mitoz bolinmeyi geciren hucrelerdir
(Sekil 3.22). Bu hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdU’lu ortamda 3. S fazi) ikinci
mitozda agik boyanan yani sadece BrdU iceren kromatidden tum polinikleotid
ipliklerine BrdU girmis olan bir kromozom meydana gelecektir ve bu kromozomun her
iki kromatidi de acik boyanacaktir. ikinci mitozda koyu boyanan kromatidden ise, bir
kromatidin her iki ipligi BrdU’lu ve diger kromatidinin bir ipligi BrdU’lu diger ipligi
timinli olan bir kromozom olusacaktir. Bu kromozomda boyandiginda bir kromatidi
koyu renkte, diger kromatidi agik renkte olacaktir. 3. mitozu gegiren hucrenin metafaz
evresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlarin her iki kromatidi agik renkte, bazi
kromozomlarin bir kromatidi agik diger kromatidi koyu renkte boyanacaktir (Sekil
3.23).

Sekil 3.21. Birinci mitoz bélinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar (10x100)
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Sekil 3.22. ikinci mitoz béliinmeyi geciren hiicreye ait kromozomlar (10x100)

Sekil 3.23. Ugiincii mitoz bélinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar (10x100)
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3.2.12. In vitro mikronikleus (MN) testi hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi

Calismada son genotoksisite testi olarak Fenech (2000) ve Kirsch-Volders et al. (1997)
tarafindan gelistirilen mikroniikleus testi modifiye edilerek kullanilmistir. Bu test ile
BIF, PER, IMI, ACE insektisitleri ve bu insektisitlere karsi kullanilan POpe Ve
POg,’nun insan periferal lenfosit hicrelerinde olusturduklari mikroniikleus sayilari

belirlenmistir.

Bu yonteme gore, dnceden kultlr tuplerine steril olarak 6 mL kromozom medyum B
konulmustur. Her tiipe saglikli 4 farkli donérden alinan 1/10 heparinize 0,5 mL kan
eklenip, tupler calkalanarak 37+1°C’lik etiivde 72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Mikroniikleus oranini saptamak amaciyla 24. saatte her insektisit %2 DMSQO’da ¢ozulip
diliie edilerek hazirlanan farkli konsantrasyonlari, her uygulama igin kdltlr tuplerine
0,25 mL ayr ayr eklenmis ve iyice karstirilmistir. Insektisitlerin uygulama
konsantrasyonlari yapilan 6n denemeler ile belirlenmistir. Uygulama konsantrasyonlari
BIF, PER, IMI i¢in 50, 100, 250 ve 500 ppm, ASE igin ise 25, 50, 100 ve 250 ppm’dir.
Ayrica negatif kontrol olarak distile su ve %2 DMSO, pozitif kontrol olarak ise 10 mM
EMS kullanilmistir. Her insektisitin en yiiksek uygulama grubuna kendisi kadar (1:1
VIV) POmet Ve POy, ayri ayr1 uygulanark ikinci bir deney diizenegi hazirlanmistir. Kiiltiir
tiplerine eklenen insektisitler, POmet, POy, distile su, DMSO ve EMS, kontaminasyonu
onlemek icin membran filtreden gegirilerek steril edilmistir. Inkiibasyonun
baslangicindan 48 saat sonra ise sitokinezi engellemek igin sitokalazin-B’den son
konsantrasyonu 3 pg/mL olacak sekilde tiim kiiltiir tiiplerine eklenerek karismasi igin
hafifce calkalanmigtir. TUpler tekrar etlive konarak (37x1°C) 72 saatlik inkibasyon

sliresinin tamamlanmasi beklenmistir.

3.2.13. MN preparatlarinin hazirlanmasi ve boyanmasi

72 saatin sonunda etiivden c¢ikarilan tiipler 1000 rpm’de 10 dk santrifij edilerek

stipernatant atilmigtir. TUplerde kalan pellet Gzerine onceden hazirlanarak 37°C
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sicakliga getirilen hipotonik cozeltiden 5-6 mL yavas yavas eklenmistir. Bu tupler
37°C’ye ayarlanmis etiivde 25 dk bekletilmistir. Stire sonunda tupler 1000 rpm’de tekrar
10 dk santrifiij edilmis ve silipernatant ayni sekilde atilmistir. Siipernetant atildiktan
sonra tiiplerde kalan pelletler iizerine, taze olarak hazirlanan ve -20°C bekletilen soguk
tespit ¢ozeltisinden 7 mL vortekslenerek ilave edilmis ve 1000 rpm’de 10 dk santrifij
isleminden sonra olusan siipernetant atilmistir. Tespit ¢ozeltisi ile muamele islemi 3
defa tekrarlanarak tiiplerde berrak bir goriiniim elde edilmistir. TUplerdeki supernetant

son olarak atilmis ve kalan pellet pipetaj yapilarak karistirilmistir.

Pipetle cekilen pellet, temizlenmis ve -20°C’de tespit ¢Ozeltisi igerisinde bekletilen
lamlara yaklasik 20-25 cm yiikseklikten damlatilmistir. Damlalarin birbirinin iizerine
gelmeden lama iyice yayilmasia dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar

protokol numarasi verilerek oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Kuruyan preparatlar taze olarak hazirlanan Giemsa boya c¢oOzeltisinde 15 dk
bekletilmistir. Siire sonunda preparatlar musluk suyundan gegirilerek oda sicakliginda
dik sekilde kurumaya birakilmistir. Kuruyan lamlar entellan kullanilarak lamel ile

kapatilmis ve incelemeye hazir daimi preparatlar haline getirilmistir.

3.2.14. MN preparatlarinin mikroskobik incelemesi

Hazirlanmig olan daimi preparatlar Boeco marka trinokiiler 151k mikroskobunda
incelenirken 6nce 10’luk objektifte saha tespiti yapilmis (Sekil 3.24) daha sonra 40°lik
objektif ile hiicreler tek tek sayilmistir. Bu incelemeler sirasinda, her uygulama
grubunun her bir donériinden ayr1 ayr1 hazirlanan preparatlarda 1000 adet iki nikleuslu
(biniikleer) hiicre sayilmistir. BinUkleer hiicreler igerisinden mikrontkleuslu olanlar

saptanmig ve kaydedilmistir.

MN saymmi Countryman and Heddle (1976) tarafindan belirlenen kriterlere gore

yapilmistir. Bu kriterler;
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e  MN capinin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kiigiik olmasi,

e Boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayni olmasi,

e MN’lerin asil ¢ekirdege bagli veya bitigik olmamasi,

e Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi

esaslarin1 kapsamaktadir (Fenech 2000; Demirel ve Zamani 2002).

: | -

. & o

Sekil 3.24. MN testi mikroskobik inceleme sahas1 genel goriiniimii (10x10)

Ayrica insektisitlerin sitotoksik etkilerini ve insektisitlere karst POpe Ve POg,’nun
etkilerini belirlemek amaciyla hazirlanan preparatlardan her dondr igin rasgele 1000
hiicre sayilmis ve bu hiicreler arasindan bir, iki, {i¢ ve dort niikleuslu olanlarin orani
saptanmistir (Sekil 3.25). Bu orandan yola ¢ikarak Niikleer Boliinme indeksi (NBI)
hesaplanmistir (Fenech 2000). Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir.

NBi = (1 xXN1+2xN2+3xXxN3+4xN4)/1000

(N1: 1 niikleuslu hiicre sayisi; N2: 2 niikleuslu hiicre sayisi; N3: 3 niikleuslu hiicre

sayist; N4: 4 niikleuslu hiicre sayisi)
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Sekil 3.25. Bir, iki, ¢ ve dort niikleus iceren hiicreler (10x100)

3.2.15. KKD ve MN testleri ile elde edilen sonuclarin istatistiksel analizi

Calismalardan elde edilen KKD, MN, RI ve NBI degerleriyle ilgili istatistiksel analizler
icin, SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 13.0 programi kullanilmaistir.
Kontrol gruplar1 ve uygulama gruplarina ait elde edilen verilerin karsilastirilmasi igin

tek degiskenli varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testi uygulanmustir.
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3.2.16. Mikrofotografi

SMART, KKD ve MN testleri ile ilgili fotograflar, Boeco marka (BM-180/T/SP) 1s1k
mikroskobuna bagli dijital fotograf makinesiyle (5,0 megapiksel), D.melanogaster’in
ergin bireylerine ait fotograflar ise Nikon marka (SMZ-10) stereo mikroskobuna bagli

dijital fotograf makinesiyle (5,0 megapiksel) ¢cekilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismanin birinci asamasinda, lilkemizde tarimsal savasimda siklikla kullanilan
insektisitlerin olas1 genotoksik etkilerinin in vivo ve in vitro testlerle belirlenmesi
amaclanmistir. Bu amagla piretroid kimyasal grubuna ait Bifentrin (BIF) ve Permetrin
(PER), neonikotinoid kimyasal grubundan da imidakloprid (IMI) ve Asetamiprid (ASE)
insektisitleri kullanilmistir. Insektisitlerin genotoksik etkilerini belirlemek icin in vivo
test tekniklerinden Drosophila kanat benek testi/somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi (SMART) ile in vitro test tekniklerinden insan periferal lenfosit hicrelerinde
kardes kromatid degisim testi (KKD) ve mikroniikleus testi (MN) ile calisilmistir.
Calismanin ikinci asamasinda ise, insektisitlerin belirlenen genotoksik etkilerinin
giderilip giderilmedigini belirlemek i¢in Semizotu (Portulaca oleracea L.) bitkisinin
metanol (POmet) ve su ekstraktlari (POg,) kullanilarak bu bitkiye ait antigenotoksik
etkinin ortaya konulmasi hedeflenmistir. Calismada, insektisit ve bitki ekstraktlarinin
etkilerinin belirlenmesinde kullanilan kisa stireli testlerin her birisi igin, iki ayr1 deney
seti hazirlanmistir. Bu setlerden birisinde yalnizca insektisitlerin genotoksisitesi,
digerinde ise insektisitlerin en yiksek uygulama dozu ile birlikte PO Ve PO, besiyeri
ortamina ayr1 ayri ilave edilerek, semizotu bitkisinin su ve metanol ekstraktlarinin

insektisitler Gzerindeki antigenotoksik etkileri belirlenmistir.

4.1. SMART igin Insektisitlerin LDsy ve LD1go Degerlerinin Belirlenmesi

Calismamizda kullanilan ilk genotoksisite test teknigi olan SMART igin, LDsg ve LD1go
degerinin belirlenmesi amaciyla D. melanogaster’in @9 mwh/mwh X 33 fIr¥TM3
mutant bireyleri caprazlanarak 72+4 saatlik (3. evre) trans-heterozigot larvalar elde
edilmistir. Bu larvalardan gelisen 100 ergin birey, farkli konsantrasyonlarda insektisit
iceren  hazir Drosophila besi yerinde beslenmis ve 24 saat iginde
yasayabilen/yasayamayan bireyler kaydedilmistir. Caligma 4 kez tekrarlanmis ve toplam
400 larva kullanmilmistir. Bu sonuclara gore, LDso degeri Bifentrin ve Permetrin igin 5

ppm, Imidakloprid igin 1,5 ppm, Asetamiprid icin de 1,6 ppm olarak belirlenmistir.
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Tum insektisitlerin LDsg degerleri baz alinarak uygulama gruplari olusturulmustur. LDsg
degeri, uygulama gruplart i¢in en yiiksek doz kabul edilip daha diisiik dozlarla da
calisilmistir. Ancak belirlenen uygulama gruplarinin higbirinde yeterli diizeyde mutant
klon gozlenememistir. Bu nedenle uygulama gruplarina ait doz araliklarinin
olusturulabilmesi amaciyla, insektisitlere ait LDig degerleri de belirlenmistir. BIF,
PER, IMi ve ASE icin LDio degerleri sirasiyla 10, 10, 3 ve 3,2 ppm olarak tespit
edilmistir. LDjgo degerlerine gore, her insektisit i¢cin dort farklt uygulama grubu

olusturulmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Trans-heterozigot larvalara uygulanan insektisitler icgin, belirlenen LD1go
degerleri ve SMART uygulama gruplarinin hayatta kalma/larval mortalite oranlari

Kontrol ve Uygulama  Konsantrasyon  Larval Mortalite Erginlesen Birey

Gruplan (ppm) Oram (%) Orani (%)
Distile su - 2 98
DMSO %1 2 98
EMS 1 13 87
4 10 90
5 51 49
Bifentrin 6 62 38
7 80 20
10* 100 0
5 48 52
6 59 41
Permetrin 7 71 29
8 87 13
10* 100 0
0,5 1 99
1 20 80
Imidakloprid 1,5 45 55
2 81 19
3* 100 0
0,5 6 94
1 23 77
Asetamiprid 1,5 46 54
2 86 14
3,2* 100 0

* 1 Her insektisit i¢in belirlenen LD, degeri
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Ayrica, calismada SMART i¢in negatif ve pozitif uygulama gruplari da hazirlanmistir.
Negatif kontrol grubu olarak distile su ve insektisitlerin ¢ozicusi olan %1’lik dimetil
stlfoksit (DMSO), pozitif kontrol grubu olarak da mutajenik ve genotoksik etkisi iyi
bilinen etil metansiilfonat’in (EMS) 1 ppm dozu kullanilmigtir. Larvalar i¢in hayatta
kalis orani, negatif kontrol gruplart olan distile su ve DMSO i¢in %98, pozitif kontrol
grubu olan EMS de ise %87 olarak bulunmustur (Cizelge 4.1).

4.2. SMART Uygulamasindan Elde Edilen Bulgular

Calismada SMART uygulamasi igin iki deney seti hazirlanmustir. Birinci deney setinde,
her insektisitin LDjoo degerleri baz alinarak olusturulan doért farkli konsantrasyonu
Standart Drosophila besi yerine (SDB) eklenip, deney diizenekleri olusturulmustur.
Ikinci deney setinde ise semizotunun antigenotoksik etkisinin belirlenmesi igin,
insektisitlerin en yiksek dozlarina %1POpme Ve %1POg, ayr1 ayri eklenmistir. Taze
olarak hazirlanan SDB+insektisit ve SDB+insektisit+bitki ekstrakti gruplarinin her
birisine 72+4 saatlik trans-heterozigot 200 larva (3. evre) eklenmis ve onlar
erginlesinceye kadar 254+1°C’de etiivde bekletilmistir. Erginlesen bireylerin kanatlari
sekillerine gore normal (mwh/flr®) ve serrat (mwh/TM3) olarak smiflandirilip, faure
soliisyonu i¢inde binokiiler mikroskop altinda ¢ikarilmis ve lamlara yapistirilmistir.
Entellan dokiiliip lamelle kapatilarak kalict hale getirilen preparatlar 151k
mikroskobunda 10X40 buyttme ile incelenerek gézlenen mutant klonlar kaydedilmistir.
Tum insektisitlere ait SMART sonuglar1 Cizelge 4.2-4.6’da sunulmustur.

4.2.1. Kontrol gruplarina ait SMART bulgulari

Calismada negatif ve pozitif olmak (zere iki kontrol grubu olusturulmustur. Negatif
kontrol grubu olarak distile su ve tum insektisitler icin ortak ¢0ztict olan DMSO, pozitif
kontrol grubu olarakta EMS kullanilmistir. SMART kontrol gruplarina ait mwh/flr®
kanat preparatlar1 incelendiginde, distile suda toplam klon frekansi 0,11 olarak

g6zlemlenirken, DMSO’da bu oranin 0,13 oldugu goriilmiistiir. Negatif kontrol gruplari
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arasindaki fark istatistiki olarak Onemsizdir (P>0,05). Pozitif kontrol olan EMS
uygulamasinda ise distile suya gore tiim klonlarda mutasyon artist gozlenmistir.
Ornegin; 0,54 olarak gozlenen toplam klon frekans: istatistiksel olarak P<0,05

duzeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.2).

Yine bu kanat fenotipinde negatif kontrol grubu olan distile su ve DMSO’nun KIiF
degerleri sirasiyla 0,46 ve 0,51 olarak bulunurken (P>0,05), EMS i¢in bu deger 2,00
olarak belirlenmis ve distile su ile karsilastirildiginda istatistiki olarak 6nemli

bulunmustur (P<0,05).

Ayrica rekombinasyon farkini belirlemek i¢in incelenen mwh/TM3 kanat fenotipinde ise
toplam klon frekansi hem distile suda hemde DMSO’da 0,09 ve EMS’de ise 0,36 olarak
belirlenmistir. Bu kanat fenotipinde KIF degeri ise distile su, DMSO ve EMS igin
sirasiyla 0,35, 0,35 ve 1,49 olarak bulunmustur. EMS grubuna ait bu deger distile su ile

karsilastirildigi zaman aradaki fark P<0,05 degerinde dnemlidir.

Negatif kontrol gruplari arasinda (distile su ve DMSO) her iki kanat fenotipinde de
istatistiki fark olmamasi ve mutasyon sayisi/frekanslarinin yakin olmasi sebebiyle,

istatistiki karsilagtirmalar tiim insektisitlerin ¢6ziiciisii olan DMSO’ya gore yapilmistir.



Cizelge 4.2. SMART da kontrol gruplarina ait bulgular ve istatistiksel analiz sonuglari

Kontrol ~ Kanat KTT klon BTT klon Ikiz klon = mwh klon X klon _ Klon
gruplari sayisl (m=2) (m =5) (m = 5) (m=2) (m =2) Infdull((SIyon
rexkansi

No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D (KiF)

(mwh/flr®) Normal kanat

Distile su 80 8 (0,10) 1 (0,01) 0 (0,00) 9 (0,11) 9 (0,11) 0,46
DMSO (%1) 80 9 (0,11) i 1 (0,01) i 0 (000 i 10 (0,13) i 10 (0,23) i 0,51
EMS (1ppm) 80 29 (0,36) + 11 (0,14) + 3 (0,04 i 39 (0,49) + 43 (0,54) + 2,00
(mwh/TM3) Serrat kanat
o Dengeleyici TM3

Distile su 80 7 (0,09) 0 (0,00) kromozomu 7 (0,09) 7 (0,09) 0,35
DMSO (%1) 80 7 (0,09) i 0 (0,00) i varhiginda flr® 7 0,09 i 7 (0,09) i 0,35
EMS (1ppm) 80 19 (024 + 10 (013) + g;l;tlzsnﬁgg 29 (0,36) + 29 (0,36) + 1,49

KTT: kiigiik tek tip, BTT: biiyiik tek tip, No: klondaki mutasyon sayisi, Fr: mutasyon frekans, D: Frei ve Wirgler (1988)’e gore istatistiksel bulgular, +: pozitif, -:

negatif, i: 6nemsiz, m: tesir faktord.

G8
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4.2.2. Bifentrin insektisitine ait SMART bulgulari

Insektisitlerin uygulama gruplarinin belirlenmesi amaciyla hem LDsy; hemde LDjg
degerleri belirlenmistir. Ancak LDsy degeri baz alinarak hazirlanan uygulama
gruplarinda yeterli mutasyon sayisi/frekansina ulasilamamistir. BIF icin 10 ppm olarak
belirlenen LD1go degeri baz alinarak dort farkli konsantrasyonda (4, 5, 6 ve 7 ppm)
uygulama gruplart olusturulmustur. BIF uygulama gruplarindan elde edilen bulgular,
Cizelge 4.3°de verilmistir. Tum BIF uygulama gruplarinda doz artigma bagli olarak,
hem mwh/flr® kanat, hemde mwh/TM3 kanat fenotipinde, DMSO negatif kontrol
grubuna gore, kicuk tek tip, toplam mwh, toplam klon sayis1 ve klon sayisina bagl
mutasyon frekanslarinda artis gozlenmistir. Ornegin toplam klon frekansi, DMSO
kontrol grubunda 0,13 iken, BIF uygulama gruplarinda, sirasiyla 0,14; 0,16; 0,23; 0,26
olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). Yapilan istatistiksel hesaplamalarda sadece BIF’in en
yuksek uygulama grubu olan 7 ppm’de, kigik tek tip, toplam mwh ve toplam klon
sonuglart anlamli bulunmustur (P<0,05). Diger uygulama gruplarinda (4-6 ppm igin) ise
tim klonlardaki mutasyon frekansi artisina ragmen sonuglar istatistiki olarak P>0,05
diizeyinde 6nemsizdir. Ayrica BIF uygulama gruplari i¢in KIF’de belirlenmistir.

DMSO’da 0,51 olan bu deger uygulama gruplarinda 0,56’dan 1,07’ye yiikselmistir.

Uygulama gruplarina ait mwh/TM3 kanat fenotipli bireyler i¢in yapilan inceleme
sonucunda ise, negatif kontrol grubu olan DMSQO’ya gore istatistiki olarak dnemsiz
sonuglar bulunmustur (P>0,05). DMSO uygulamasinda toplam klon mutasyon frekansi
0,09 iken, BIF uygulamalarinda ise sirasiyla 0,11; 0,11; 0,13 ve 0,14’ diir. KIiF degerleri
ise DMSO uygulamasinda 0,35 iken, en yiiksek BIF uygulamasi olan 7 ppm’de 0,56

olarak bulunmustur.



Cizelge 4.3. Bifentrin uygulama grubuna ait SMART bulgular: ve istatistiksel analiz sonuglari

JAS

Ijonltﬂg:nv: Kanat KTT klon BTT klon ikiz klon ¥~ mwh klon ¥ klon in dEle?yon
gﬁlplarl sayisi (m=2) (m =5) (m =5) (m =2) (m =2) ol

(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D (KIF)

(mwh/flr®) Normal kanat

Distile su 80 8 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 9 (0.11) 9 (0,11 0,46

DMSO 80 9 (1) i 1 (01 i 0 (0000 i 10 (013 i 10 (0,13) i 0,51

EMS 80 29 (036) + 11 (014) + 3 (004 i 39 (049 + 43 (054) + 2,00

4 80 11 (014 i 0 (0000 - 0 (0,000 - 11 (0,14) i 11  (0,4) i 0,56

5 80 12 (015 i 1 (001 i 0 (000 - 13 (0,16) i 13 (0,16) i 0,66

6 80 18 (023) i 0 (0000 - O (0,00) - 18 (0,23) i 18 (0,23) i 0,92

7 80 21 (026) + 0 (0000 - 0 (0,00 - 21 (026) + 21 (0,26) + 1,07

(mwh/TM3) Serrat kanat

Distile su 80 7 (0,09 0 (0,00 7 (0,09 7 (0,09) 0,35

DMSO 80 7 (009 i 0 (0,00 i DengeleyiciTM3 7 (0,09 i 7 (0,09 i 0,35

EMS 80 19 (0,24) + 10 (0,13) + kromozomu 29 (0,36) + 29 (0,36) + 1,49

4 80 9 (011) i 0 (000 - varhgmdafl® 9 (011) i 9 (0,11) i 0,46

5 80 9 (011) i 0 (0,000 -  mutasyonu 9 (011) i 9 (011) i 0,46

6 80 10 (013) i O (0,000 -  gbzlenmez. 10 (0,13) i 10 (0,13) i 0,51

7 80 11 (014) i 0 (0,00 - 11 (014) i 11 (0,14) i 0,56

KTT: kiigiik tek tip, BTT: biiyiik tek tip, No: klondaki mutasyon sayisi, Fr: mutasyon frekans, D: Frei ve Wiirgler (1988)’e gore istatistiksel bulgular, +: pozitif, -:
negatif, i: 6nemsiz, m: tesir faktori.
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4.2.3. Permetrin insektisitine ait SMART bulgular

PER insektisitinin in vivo genotoksisitesini belirlemek igin LD;oo degeri olan 10 ppm
baz alinarak hem ona yakin hemde daha diisiik olan dort farkli uygulama grubu (5, 6, 7
ve 8 ppm) olusturulmustur. SMART"da mwh/flr® kanat fenotipi i¢in, en diisiik uygulama
hari¢ ttm PER uygulamasinda doz artisina bagli olarak, negatif kontrol grubu olan
DMSO’ya gore kiicuk tek tip, blyuk tek tip, toplam mwh, toplam klon sayis1 ve buna
bagli mutasyon frekansinda artis gozlenmistir. Soyle ki kiigiik tek tip klon frekansi
DMSO’da 0,11 iken, 5-8 ppm PER uygulama gruplarinda ise bu degerler 0,13’den
0,30’a yiikselmistir. DMSO ile karsilastirildiginda, ilk ii¢ uygulama dozunda dnemsiz
(i) olan bu fark (P>0,05), 8 ppm uygulama dozunda pozitif (+) farka doniismiistiir
(P<0,05). Toplam klon ve toplam mwh klon frekans: ise DMSO’da 0,13 iken 8 ppm
PER’de 0,31’¢ yiikselmistir. Bu yilkselis istatistiki olarak P<0,05 duzeyinde énemlidir
(Cizelge 4.4).

PER uygulama gruplarina ait mwh/TM3 kanat fenotipli bireyler i¢in yapilan incelemede
ise, negatif kontrol grubu olan DMSO’ya gore istatistiki olarak 6nemsiz sonuclar
bulunmustur (P>0,05). DMSO uygulamasinda toplam klon mutasyon frekansi 0,09, en
yuksek PER (8 ppm) uygulamasinda ise 0,14 dr.

mwh/flr® kanat fenotipi icin DMSO uygulama grubunda 0,51 olan KIF degeri, PER
uygulama gruplar igin (5, 6, 7 ve 8 ppm) sirasiyla 0,51; 0,51; 0,92; 1,28, mwh/TM3
kanat fenotipinde ise DMSO’da 0,35, PER uygulama dozlarinda sirasiyla 0,35; 0,46;
0,51; 0,56°dur.

Ayrica ¢alismamizda kullanilan piretroid insektisitler icinde (BIF ve PER) en yiiksek
mutasyon sayist 8 ppm PER uygulama grubunda 25 toplam klon mutasyonu ile

gbzlenmistir.



Cizelge 4.4. Permetrin uygulama grubuna ait SMART bulgulari ve istatistiksel analiz sonuglari

68

Eonﬂg:nvae Kanat KTT klon BTT klon Ikiz klon ¥ mwh klon ¥ klon in dEIZ?yon
gyglplm sayisi (m =2) (m =5) (m = 5) (m =2) (m =2) trelans:

(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D (KiF)

(mwh/flr’) Normal kanat

Distile su 80 8  (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 9 (0,11) 9 (0,11 0,46

DMSO 80 9 (11) i 1 (001 i 0 (000 i 10 (013) i 10 (0,13) i 0,51

EMS 80 29 (036) + 11 (014) + 3 (0,04) i 39 (049) + 43 (054) + 200

5 80 10 (013) i 0 (0000 - O (0000 - 10 (013) i 10 (0,13) i 0,51

6 80 10 (013 i 0 (001) - 0 (0000 - 10 (0,13) i 10 (0,13) i 0,51

7 80 18 (023) i O (0000 - O (0,00) - 18 (023) i 18 (0,23) i 0,92

8 80 24 (030 + 1 (001) i 0 (000) - 25 (031) + 25 (031) + 128

(mwh/TM3) Serrat kanat

Distile su 80 7 (0,09 0 (0,00) 7 (0,09) 7 (0,09) 0,35

DMSO 80 7 (009 i 0 (000 i DengeleyiciTM3 7 (0,09 i 7 (0,09) i 0,35

EMS 80 19 (0,249 + 10 (0,13) + kromozomu 29 (0,36) + 29 (0,36) + 1,49

5 80 7 (009 i 0 (0000 - varhgmdafl® 7 (009 i 7 (0,09 i 0,35

6 80 9 (011) i 0 (0,000 -  mutasyonu 9 (011) i 9 (011) i 0,46

7 80 10 (013) i 0 (0000 -  gozlenmez. 10 (0,13) i 10 (0,13) i 0,51

8 80 11 (014) i 0  (0,00) - 11 (014) i 11 (0,14) i 0,56

KTT: kiigiik tek tip, BTT: biiyiik tek tip, No: klondaki mutasyon sayisi, Fr: mutasyon frekans, D: Frei ve Wirgler (1988)’e gore istatistiksel bulgular, +: pozitif, -:
negatif, i: 6nemsiz, m: tesir faktori.
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4.2.4. imidakloprid insektisitine ait SMART bulgular

Diger insektisit gruplarinda oldugu gibi IMI insektisiti icin de uygulama gruplart
olusturulurken LDsg degerleri belirlenmistir. Ancak L.Dsg degeri baz alinarak hazirlanan
SMART uygulamasinda negatif kontrol gruplarmma gore tiim klon frekanslarinda
istatistiksel olarak oOnemsiz (i) fark gozlenmistir (P>0,05). Genotoksik etkinin
belirlenmesi igin LD1q degeri baz alinarak dort farkli konsantrasyonda (0,5; 1; 1,5 ve 2
ppm) iMI uygulama gruplart olusturulmustur. Uygulama sonuglarinda mwh/flr® kanat
fenotipinde doz artisina bagli olarak, negatif kontrol grubu olan DMSQO’ya go6re kuglk
tek tip, toplam mwh, toplam klon sayisi ve buna bagli mutasyon frekanslarinda artis
gdzlenmistir. Ornegin toplam klon frekansi, negatif kontrol grubu olan DMSQ’da 0,13
iken, IMI uygulama dozlarinda sirasiyla 0,11; 0,13; 0,23; 0,29 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.5). Yapilan istatistiksel hesaplamalarda ise sadece IMi’nin en yiiksek
uygulama grubu olan 2 ppm’de sonuglar anlamli bulunmustur (P<0,05). Bir alt doz olan
1,5 ppm IMI uygulamasinda, tiim klonlardaki mutasyon frekansi artigina ragmen
(Buyik tek tip ve ikiz klon hari¢) sonuglar istatistiki olarak P>0,05 duzeyinde
onemsizdir. Yine mwh/flr® kanat fenotipinde, DMSO’da KIiF degeri 0,51 iken IMi
uygulama gruplarinda sirasiyla 0,46; 0,51; 0,92; 1,18 olarak hesaplanmistir.

IMI uygulamasinin mwh/TM3 kanat fenotipli bireyleri igin yapilan inceleme sonucunda
ise, negatif kontrol grubu olan DMSO’ya gore istatistiki olarak 6nemsiz sonuclar
bulunmustur (P>0,05). DMSO uygulamasinda toplam klon frekans: 0,09, IMI
uygulamalarinda (0,5; 1; 1,5 ve 2 ppm) ise sirasiyla 0,11; 0,11; 0,13 ve 0,13’ddr.
mwh/TM3 kanat fenotipinde KiF degerleri ise DMSO’da 0,35 iken, en yiiksek IMI (2
ppm) uygulamasinda 0,51°dir.



Cizelge 4.5. Imidakloprid uygulama grubuna ait SMART bulgular: ve istatistiksel analiz sonuglar1

16

Psonltj'iglrnvs Kanat KTT klon BTT klon ikiz klon . mwh klon ¥ klon in dI;lI(z?yon
g’glplm say1si (m = 2) (m = 5) (m = 5) (m = 2) (m = 2) ol
(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D (KIF)
(mwh/flr’) Normal kanat
Distile su 80 8 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 9 (011 9 (0,11 0,46
DMSO 80 9 (©11) i 1 (001 i 0 (000 i 10 (013) i 10 (0,13) i 0,51
EMS 80 29 (036) + 11 (014) + 3  (0,04) i 39 (049) + 43 (054 + 2,00
05 80 9 (©11) i 0 (000 - 0 (000 - 9 (11 i 9 (011) i 0,46
1,0 80 10 (013 i 0 (001) - 0 (0,00) - 10 (013) i 10 (0,13) i 0,51
1,5 80 18 (023 i 0 (0000 - O (0000 - 18 (023) i 18 (0,23) i 0,92
2.0 80 22 (028) + 1 (001 i 0 (0000 - 23 (029 + 23 (029) + 1,18
(mwh/TM3) Serrat kanat
Distile su 80 7 (0,09) 0 (0,00) 7 (0,09) 7 (0,09) 0,35
DMSO 80 7 (0,09 i O (0,000 i DengeleyiciTM3 7 (009 i 7 (0,09 i 0,35
EMS 80 19 (0,24) + 10 (013) +  kromozomu 29 (0,36) + 29 (0,36) + 1,49
05 80 9 (011 i 0 (000) - varhgmdafl® 9 (011 i 9  (011) i 0,46
1,0 80 9 (011) i 0 (0000 -  mutasyonu 9 (011) i 9 (011) i 0,46
15 80 10 (013) i O (0,000 -  gozlenmez. 10 (0,13) i 10 (0,13) i 0,51
2,0 80 11 (014) i 0  (0,00) - 11 (014) i 11  (0,14) i 0,56

KTT: kiigiik tek tip, BTT: biiyiik tek tip, No: klondaki mutasyon sayisi, Fr: mutasyon frekans, D: Frei ve Wirgler (1988)’e gore istatistiksel bulgular, +: pozitif, -:
negatif, i: 6nemsiz, m: tesir faktord.
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4.2.5. Asetamiprid insektisitine ait SMART bulgular:

ASE insektisiti i¢in yapilan 6n ¢aligmalar ile LDjop degeri baz alinarak dort farkli
konsantrasyonda (0,5; 1; 1,5 ve 2 ppm) uygulama gruplari olusturulmustur. mwh/flr®
kanat fenotipi icin, tum ASE uygulama gruplarinda doz artisina bagli olarak klgik tek
tip, toplam mwh, toplam klon sayisi ve buna bagli mutasyon frekansinda artis
gdzlenmistir. Ornegin toplam klon frekansi, negatif kontrol grubu olan DMSO
uygulamasinda 0,13 iken, ASE uygulama gruplarinda (0,5; 1; 1,5 ve 2 ppm) sirasiyla
0,11; 0,14; 0,23; 0,30 olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). Yapilan istatistiksel
hesaplamalarda sadece ASE’nin en yiksek uygulama grubu olan 2 ppm’de sonuclar
anlamli bulunmustur (P<0,05). 1 ve 1,5 ppm i¢in ise tiim klonlardaki mutasyon frekansi
artisina ragmen sonuglar istatistiki olarak P>0,05 diizeyinde Onemsizdir. Calismada
kullanilan neonikotinoid grubu insektisitler (IMi ve ASE) i¢inde mwh/flr® kanat
fenotipinde en yiiksek mutasyon sayist toplam klonda 24 mutasyon ile ASE’de

belirlenmistir.

Istatistiksel hesaplamalar yapilirken belirlenen hem kontrol hem de uygulama gruplart
icin aym1 fenotipdeki KIF degerleri DMSO uygulama grubunda 0,51; ASE
uygulamalarinda ise (0,5; 1; 1,5 ve 2 ppm) sirasiyla 0,46; 0,56; 0,92 ve 1,23 olarak

hesaplanmustir.

Rekombinasyon farkinin belirlenmesi i¢in ¢alisilan mwh/TM3 kanat fenotipli bireyler
igin yapilan inceleme sonucunda ise, tim ASE uygulamalarinda, negatif kontrol grubu
olan DMSO’ya gore istatistiki olarak 6nemsiz sonuglar bulunmustur (P>0,05).
mwh/TM3 fenotipli kanatlarda DMSO uygulamasinda, toplam klon mutasyon frekansi
0,09, ASE uygulamalarinda ise bu degerler sirasiyla 0,11; 0,11; 0,13 ve 0,14’dur. Ayn
kanat fenotipinde KIF degerleri ise DMSO’da 0,35 iken, 2 ppm ASE uygulamasinda
0,56’dr.



Cizelge 4.6. Asetamiprid uygulama grubuna ait SMART bulgulari ve istatistiksel analiz sonuglari

€6

Ijonltjll’glmv; Kanat KTT klon BTT klon Ikiz klon ¥ mwh klon ¥ klon in dlu<ll<2?yon
g’glplm sayisi (m =2) (m = 5) (m = 5) (m =2) (m =2) oot
(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D (KiF)
(mwh/flr®) Normal kanat
Distile su 80 8 (0,10 0 (0,00) 0 (0,00) 9 (0,11) 9 (0,11 0,46
DMSO 80 9 (1) i 1 (001 i 0 (000 i 10 (013 i 10 (0,13) i 0,51
EMS 80 29 (036) + 11 (0,14) + 3 (0,04) i 39 (049) + 43 (054) + 2,00
05 80 9 (1) i 0 (000 - 0 (000 - 9 (011) i 9 (011) i 0,46
1,0 80 11 (014 i 0 (001) - 0 (000 - 11 (014) i 11 (0,14) i 0,56
15 80 18 (023 i O (000) - 0O (0,00) - 18 (023) i 18 (0,23) i 0,92
2,0 80 23 (029 + 1 (001 i 0 (0,000 - 24 (030) + 24 (0,30) + 1,23
(mwh/TM3) Serrat kanat
Distile su 80 7 (0,09 0 (0,00) 7 (0,09) 7 (0,09) 0,35
DMSO 80 7 (009 i 0 (0,00 i DengeleyiciTM3 7 (0,09 i 7  (0,09) i 0,35
EMS 80 19 (0,249 + 10 (0,13) + kromozomu 29 (0,36) + 29 (0,36) + 1,49
05 80 9 (011) i 0 (000 - varlgndafl® 9 (011) i 9  (011) i 0,46
1,0 80 9 (011) i 0 (0,000 -  mutasyonu 9 (011) i 9 (011) i 0,46
1,5 80 10 (013) i 0 (0,000 -  gbzlenmez. 10 (0,13) i 10 (0,13) i 0,51
2,0 80 11 (014) i 0 (0,00) - 11 014) i 11  (014) | 0,56

KTT: kiigiik tek tip, BTT: biiyiik tek tip, No: klondaki mutasyon sayisi, Fr: mutasyon frekans, D: Frei ve Wirgler (1988)’e gore istatistiksel bulgular, +: pozitif, -:
negatif, i: 6nemsiz, m: tesir faktord.
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Calismada kullanilan ilk genotoksisite testi olan SMART uygulanirken, LD1go degerleri
baz alinarak, tiim insektisitler i¢in dort farkli uygulama gruplari olusturulmustur. LDsg
degerlerinin tizerinde, tim kanat fenotiplerinde mutasyon sayisina bagl frekanslarinda
artig gdzlenmistir. Ancak tiim insektisit uygulamalar: icerisinde sadece mwh/flr® kanat
fenotipinde istatistiksel olarak pozitif (+) sonuglar elde edilmistir (P<0,05). mwh/TM3
kanat fenotipinde ise pozitif etki gozlenememesi, insektisitlerin rekombinojenik etkili
olmadigin1 gostermektedir. Insektisitlerin uygulama dozlar1 karsilastirildiginda ise genel
olarak en diisiik doz uygulamasina sahip ASE, en ylksek mutajenik etkiyi gostermistir
(2 ppm ASE > 2 ppm IMi > 7 ppm BIF > 8 ppm PER) .

4.3. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Testinden Elde Edilen Bulgular

Deneylerimizde kullandigimiz ikinci test teknigi olan KKD, in vitro mutajenik
calismalar i¢inde yaygin olarak kullanilan sitogenetik testlerden biridir. Deneylerimizde
kullanilan dort farkli insektisitin uygulama gruplari, literatiir bilgisi ve yapilan 6n
denemeler ile belirlenmistir. Insektisitlerin uygulama dozlar1 BIF, PER ve IMI igin 50,
100, 250 ve 500 ppm iken, ASE igin 25, 50, 100 ve 250 ppm’dir. Calismamizda
kullandigimiz insektisitlerin  KKD (izerine etkilerini belirlemek igin, dort farkli
donérden alinan kanlarla hazirlanan insan periferal kan kalturlerine belirlenen
konsantrasyonlarda BiF, PER, IMI ve ASE insektisitlerinin uygulamas1 sonucu her bir
dondrden 25 adet olmak Uzere toplam 100 adet ikinci mitozu gecirmis metafaz plag
incelenerek KKD/hiicre oranlari tespit edilmistir. Sitotoksik etkinin belirlenmesi
amaciyla hesaplanan replikasyon indeksi (RI) icin ise her dondrden rastgele secilmis
100 metafaz plagi (toplam 400) incelenmis, kontrol ve her bir insektisit grubu igin
ortalama Ri degerleri hesaplanmistir. KKD frekanslari ve RI verileri Cizelge 4.7-
4.16°de sunulmustur. EMS ve insektisit uygulama gruplarina ait ikinci mitozu geg¢irmis

Ornek metafaz plaklar1 Sekil 4.1-4.5 de gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Etil metansiilfonat’a ait ikinci mitoz ge¢irmis metafaz plagi

4.3.1. Kontrol gruplarina ait KKD bulgular:

Calismada uygulama gruplarina ait KKD degerleri, kontrol gruplar ile
karsilagtirtlmistir. Bu amagla iki ayr1 kontrol grubu olusturulmustur. Negatif kontrol
grubu distile su ve tim insektisitlerin ¢oziiclisu olan DMSO iken, pozitif kontrol grubu
mutajenik etkisi iyi bilinen ve SMART’da da kullanilan EMS ile hazirlanmigtir. Distile
su ve DMSO igin ortalama KKD’ler sirasiyla 3,60+0,02, 3,70+0,01 olup aralarindaki
fark istatistiki olarak 6nemsizdir (P>0,05). EMS igin bu deger 32,61+0,01 olup, distile
su ile karsilagtirlldiginda P<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.7). Tim
uygulamalarda, ikinci mitozu gecirmis metafaz plaklar1 icinde en fazla KKD, 51

KKD/hiicre ile EMS pozitif kontrol grubunda gézlenmistir.
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Distile su, DMSO ve EMS icin hesaplanan Ri degerleri ise sirasiyla 2,41+0,03,
2,24+0,07 ve 2,01+0,07°dir (Cizelge 4.8). Bu sonuclara gore RI degerleri icin kontrol
gruplar1 arasinda fark istatistiki olarak Onemsiz bulunmustur (P>0,05). Alkilleyici
ajanlardan olan EMS’de negatif kontrol gruplar1 gibi mitoz boliinme engellenmemistir.
EMS alkilleyici yapisi geregi sadece nokta mutasyonlara sebep olur. Bu sebeple pozitif
kontrol grubu olan EMS’nin Ri degeri, distile suya gore istatistiksel olarak

degismemistir.

Cizelge 4.7. Kontrol gruplarina ait KKD degerleri ve istatistiki analiz sonuglari

Kontrol 1. 2. 2l 4. KKD/hicre  Min.-Maks.

gruplar donér donér dondr dondr (Ortalama) KKD

Distile su 3,61 3,68 3,55 3,57 3,60+0,02 1-11
DMSO (%2) 3,76 3,60 3,72 3,72 3,70£0,01 1-10
EMS (10mM) 32,25 31,85 33,56 32,78  32,61+0,01* 7-51

Min. = en az, Maks. = en ¢ok, * Distile suya gore 0,05 dizeyinde 6nemli.

Cizelge 4.8. Kontrol gruplarina ait Ri degerleri ve istatistiki analiz sonuglar

Kontrol gruplari M1 M2 M3 RI
Distile su 60 116 224 2,41+0,03
DMSO (%2) 62 126 194 2,24+0,07
EMS (10mM) 81 140 178 2,01+0,07

4.3.2. Bifentrin insektisitine ait KKD bulgulari

Calismada kullandigimiz piretroid insektisitlerden BIF, insan periferal lenfosit
hicrelerine 50, 100, 250 ve 500 ppm olmak Uzere dort farkli konsantrsayonda
uygulanmistir. Tiim uygulamalarda KKD ortalamalari, dort farkli donérden hazirlanan
lenfosit kilttrlerinde, ikinci mitozu gegiren rastgele 25, toplam 100 metafaz plaginda
sayllmistir. 500 ppm BIiF uygulamasinda dort dondrde sirasiyla 6,99; 7,04; 7,07; 7,11
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KKD/hiicre tespit edilmistir (Cizelge 4.9). BIF uygulama grubunda ikinci mitozu
gecirmis 6rnek metafaz plagi Sekil 4.2°de gosterilmistir. Bu uygulama sonucu lenfosit
hiicrelerinden elde edilen ortalama KKD’ler uygulama dozlari i¢in (50, 100, 250 ve 500
ppm) sirasiyla 4,13+0,01; 4,62+0,01; 6,50+0,03 ve 7,05+0,02’dir. Bu ortalamalar pozitif
kontrol grubu olan EMS’de 32,61+0,01, distile su ve DMSO kontrol grubunda ise
3,60+0,02 ve 3,70+0,01 olarak tespit edilmistir. Tiim BIF uygulamalarindan bir metafaz
plaginda elde edilen en az KKD 50 ppm uygulama grubunda gézlenmistir (1
KKD/hiicre). BIF uygulamalarindan elde edilen KKD’ler DMSO ile karsilagtirildiginda

tim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak pozitif sonuglar gozlenmistir (P<0,05).

BIF uygulama gruplar icin hesaplanan RI degerleri en yiilksek uygulama grubu harig
genel olarak diisiik bulunmustur. Ri, DMSO’da 2,24+0,07, BIiF uygulama dozlarinda ise
sirastyla 1,95+0,06; 1,90+0,04; 2,01+0,07; 2,58+0,0°dir (Cizelge 4.10). BIF uygulama
dozlarinin RI degerleri DMSO ile karsilastirildiginda, P>0,05 diizeyinde énemsizdir.

Sekil 4.2. Bifentrin uygulama grubunda ikinci mitozu gecirmis metafaz plag
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Cizelge 4.9. Bifentrin uygulama gruplarina ait KKD degerleri ve istatistiki analiz

sonugclari
. Min.-
Kontrol 1. 2. 3. 4. KKD/htcre
" " ; ; Maks.
gruplarn donér dondér  dondér  donér (Ortalama) KKD
Distile su 3,61 3,68 3,55 3,57 3,60+0,02 1-11
DMSO (%2) 3,76 3,60 3,72 3,72 3,70+0,01 1-10
EMS(10mMm) 32,25 31,85 33,56 32,78 32,61+0,01* 7-51
50 4,10 4,17 4,11 4,14 4,13+0,01* 1-9
Z
E o 100 465 460 463 460  4,62:0,01% 1-13
Z o
E& 250 6,43 6,54 6,47 6,56 6,50+0,03* 1-11
R 500 6,99 7,04 7,07 7,11 7,05+0,02* 4-13

=
>

. = en az, Maks. = en ¢ok, * DMSO’ya gore 0,05 diizeyinde 6nemli.

Cizelge 4.10. Bifentrin uygulama gruplarina ait RI degerleri ve

istatistiki analiz

sonuglari
Kontrol gruplan M1 M2 M3 RI

Distile su 60 116 224 2,41+0,03
DMSO (%2) 62 126 194 2,24+0,07
EMS (10mM) 81 140 178 2,01+0,07
S 50 148 124 128 1,95+0,06
E 2 100 128 184 88 1,90+0,04
%5 250 88 220 92 2,01£0,07
-E 500 84 240 76 2,58+0,04

4.3.3. Permetrin insektisitine ait KKD bulgular:

Calismada kullanilan ikinci piretroid insektisit olan PER’in, dort farkli konsantrasyonda

(50, 100, 250 ve 500 ppm) insan periferal lenfosit hiicrelerine uygulamasi sonucu elde
edilen ortalama KKD’ler sirasiyla 3,97+0,03; 4,56+0,02; 5,82+0,03 ve 6,1540,02 iken,
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bu oran DMSO’da ise 3,70+0,01 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.11). Tum PER
uygulamalart DMSO’ya gére P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemlidir. Ikinci
mitozu ge¢irmis metafaz plaklar i¢erisindeki, en az ve en ¢cok KKD’lere bakildiginda,
50 ppm PER uygulamasinda 1-8 oldugu goriilmektedir. Bu degerler 500 ppm PER
uygulama grubunda 3-12’dir. 500 ppm PER uygulamasinda her donérde belirlenen
ortalama KKD’ler 6,19, 6,14, 6,17, 6,11 olarak belirlenmistir. PER uygulama grubunda

ikinci mitozu gegirmis 6rnek metafaz plagi Sekil 4.3’de gosterilmistir.

Ayrica PER uygulama gruplar i¢in RI degerleri hesaplandiginda, DMSO’da 2,24+0,07
iken PER’de ise sirasiyla 1,95+0,05; 1,88+0,07; 2,03+0,04; 2,02+0,05 diizeyine kadar
diigmiistiir (Cizelge 4.12). Bu degerler DMSO ile karsilastirildiginda, P>0,05 diizeyinde

onemsizdir

Sekil 4.3. Permetrin uygulama grubunda ikinci mitozu gecirmis metafaz plagi
Cizelge 4.11. Permetrin uygulama gruplarina ait KKD degerleri ve istatistiki analiz
sonuglari
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Kontrol 1. 2. 3. 4. KKD/hicre  Min.-Maks.
gruplari donér dondér donor dondr (Ortalama) KKD
Distile su 3,61 3,68 3,55 3,57 3,60+0,02 1-11
DMSO (%2) 3,76 3,60 3,72 3,72 3,70+0,01 1-10
EMS (10mM) 32,25 31,85 3356 32,78 32,61+0,01* 7-51
E 50 3,90 4,01 4,02 3,96 3,97+0,03* 1-8
E g 100 4,65 4,50 4,61 4,51 4,56+0,02* 1-10
E £ 250 5,73 5,84 5,87 5,86 5,82+0,03* 1-11
E 500 6,19 6,14 6,17 6,11 6,15+0,02* 3-12

Min. = en az, Maks. = en ¢cok, * DMSQO’ya gore 0,05 diizeyinde 6nemli.

Cizelge 4.12. Permetrin uygulama gruplarina ait RI degerleri ve istatistiki analiz
sonugclari

Kontrol gruplan M1 M2 M3 RI
Distile su 60 116 224 2,41%0,03
DMSO (%2) 62 126 194 2,240,07
EMS (10mM) 81 140 178 2,01£0,07
- 50 145 130 125 1,95£0,05
E
=E 100 138 172 90 1,88£0,07
o
Z2 250 88 212 100 2,03+0,04
=
& 500 83 234 78 2,02£0,05

4.3.4. imidakloprid insektisitine ait KKD bulgular

Neonikotinoid insektisitlerden IMI’nin insan periferal lenfosit hiicrelerinde genotoksik
etkisinin belirlenmesi amaciyla 6n denemeler yapilmistir. 50, 100, 250 ve 500 ppm
olmak iizere belirlenen dort farkli konsantrasyonda IMI uygulanmasi sonucu elde edilen
ortalama KKD’ler sirasiyla 4,43+0,01; 4,68+0,01; 5,92+0,01 ve 7,12+0,01 iken, bu
oranlarin DMSQ’da ise 3,70+0,01 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.13). Tiim IMi
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uygulamalarina ait sonuglar, DMSO grubuna ait sonuclar ile karsilastirildiginda P<0,05
diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur. IMI’nin ikinci mitozu
gecirmis metafaz plaklarinda (Sekil 4.4) en yiksek KKD, 500 ppm iMi’de 17
KKD/hiicre olarak gozlenmistir. 500 ppm IMI uygulama grubunda her donérde
belirlenen ortalama KKD’ler sirasiyla 7,14; 7,13; 7,10; 7,11°dir.

IMI uygulama gruplari icin hesaplanan RI degerleri ise tim kontrol gruplarina gére
daha diisiik bulunmustur. IMI uygulama gruplarinda R1i sirasiyla 1,95+0,04; 1,88+0,07;
2,01+0,08; 1,99+0,03 iken DMSO’da 2,24+0,07"dir (Cizelge 4.14). Ancak bu degerler
P>0,05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemsizdir.

Sekil 4.4. imidakloprid uygulama grubunda ikinci mitozu gegirmis metafaz plag
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Cizelge 4.13. Imidakloprid uygulama gruplarina ait KKD degerleri ve istatistiki analiz
sonugclari

Kontrol 1. 2. 3. 4. KKD/hiicre Min.-Maks.

gruplar donér dondr dondr dondr (Ortalama) KKD

Distile su 3,61 3,68 3,55 3,57  3,60+0,02 1-11
DMSO (%2) 376 3,60 3,72 3,72  3,70+0,01 1-10

EMS (10mM) 32,25 31,85 33,56 32,78  32,61+0,01* f-srl

a 50 4,41 4,46 4,40 4,45 4,43+0,01* 1-12
g A 100 4,70 4,69 4,65 4,68 4,68+0,01* 1-12
E é 250 5,96 5,93 5,89 5,90 5,92+0,01* 1-11
% 500 7,14 7,13 7,10 7,11 7,12+0,01* 3-17

Min. = en az, Maks. = en ¢ok, * DMSQ’ya gore 0,05 diizeyinde énemli.

Cizelge 4.14. Imidakloprid uygulama gruplarina ait RI degerleri ve istatistiki analiz
sonugclari

Kontrol gruplan M1 M2 M3 RI
Distile su 60 116 224 2.41+0,03

DMSO (%2) 62 126 194 2.24+0,07
EMS (10mM) 81 140 178 2.01+0,07

=

x 50 132 156 112 1,950,04

; g 100 108 232 60 1,88+0,07

<&

2 250 80 236 84 2.01+0,08

=

=

500 92 220 88 1,99+0,03
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4.3.5. Asetamiprid insektisitine ait KKD bulgulari

Caligmamizda genotoksisitesini belirlemek amaciyla kullandigimiz ikinci neonikotinoid
insektisit olan ASE’nin 25, 50, 100 ve 250 ppm konsantrasyonlarinda uygulamasi
sonucu elde edilen ortalama KKD’ler sirasiyla 3,92+0,03; 5,80+0,01; 6,14+0,004 ve
6,73+0,01 olarak bulunmustur. Bu oranlar DMSO’da ise 3,70+0,01 olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.15). ASE’nin tiim uygulama gruplarinda elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak DMSO ile karsilastirildiginda, énemli bulunmustur (P<0,05). ASE
uygulamasinda ikinci mitozu gegirmis metafaz plaklar (Sekil 4.5) icerisindeki en az ve
en ¢cok KKD’lere bakildiginda, en ylksek uygulama grubu olan 250 ppm’de 14 KKD
sayllmigtir. En az KKD’ye ise 25 ppm ASE uygulama grubunda rastlanmigtir (2 KKD).
Tiim dondrlerinden alinan kanlarla ayri ayri hazirlanan 250 ppm ASE uygulamasinda,
her dondr icin ortalama KKD’ler sirasiyla 6,74, 6,76, 6,70 ve 6,72’dir.

Sekil 4.5. Asetamiprid uygulama grubunda ikinci mitozu gecirmis metafaz plagi
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ASE uygulama gruplarinda hesaplanan Ri’ler negatif ve pozitif kontrol gruplarina gére
daha diisiik bulunmustur. ASE uygulama gruplarinda RI degerleri sirastyla 1,93+0,02;
1,98+0,03; 2,18+0,04; 1,83+0,06 diir (Cizelge 4.16). ASE uygulamalarmin RI degerleri
DMSO ile karsilagtirildiginda sonuglar istatistiki olarak P>0,05 diizeyinde 6nemsizdir.

Cizelge 4.15. Asetamiprid uygulama gruplarina ait KKD degerleri ve istatistiki analiz
sonugclari

Kontrol 1. 2. 3. 4, KKD/hicre  Min.-Maks.
gruplari donér  donér dondr dondor (Ortalama) KKD
Distile su 3,61 3,68 3,55 3,57 3,60+0,02 1-11
DMSO (%2) 376 3,60 3,72 3,72 3,70+0,01 1-10
EMS(10mM) 32,25 3185 3356 32,78 32,61+0,01* 7-51
-E 25 4,01 3,86 3,90 391  3,92+0,03* 2-9
B
SE 50 5,78 5,80 5,83 579  5,80+0,01* 1-16
o
< o
5 100 6,14 6,13 6,14 6,15  6,14+0,04* 1-11
4 5]
< 250 6,74 6,76 6,70 6,72  6,73+0,01* 3-14

Min. = en az, Maks. = en ¢ok, * DMSQO’ya gore 0,05 diizeyinde 6nemli.

Cizelge 4.16. Asetamiprid uygulama gruplarina ait Ri degerleri ve istatistiki analiz
sonugclari

Kontrol gruplari M1 M2 M3 Ri

Distile su 60 116 224 2,41+0,03
DMSO (%2) 62 126 194 2,24+0,07
EMS (10mM) 81 140 178 2,01+0,07

a 25 108 212 80 1,93+0,02
E = 50 92 224 84 1,98+0,03
ﬁ @ 100 84 160 156 2,18+0,04
2 250 140 188 72 1,83+0,06
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Yapilan bu c¢aligmada insektisitlerin genotoksisitesini belirlemek i¢in kullanilan KKD
testi, in vitro olarak uygulanan sitotoksik testlerden biridir. Bu test yonteminde insan
periferal lenfosit hucrelerinde, mitoz boélinme esnasinda meydana gelen kardes
kromozomlar arasindaki degisimler hedef alinmaktadir. TUm insektisitlerin, doz artisina
bagli olarak her uygulama grubunda KKD sayisim artirdigi gézlenmistir (P<0,05).
Calismada kullanilan dort insektisit iginde en yiiksek KKD oran1 ise 17 KKD/hiicre ile
500 ppm IMI’de gdzlenmistir.

4.4. Mikronukleus Testi (MN) ile Elde Edilen Bulgular

Yapilan bu ¢alismada, Uglincu genotoksisite testi olarak kullanilan MN igin, dort farkli
donorden alman kanlarla hazirlanan insan periferal kan kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda BiF, PER, IMI ve ASE insektisitleri uygulamas1 sonucu elde edilen
iki ndkleuslu (bintkleus) hicreler icindeki MN sayilari, MN yuzdeleri ve Nukleer
Boliinme Indeksi (NBI) verileri Cizelge 4.17 — 4.21°da sunulmustur. Negatif ve pozitif
kontrol gruplart kendi aralarinda, tim insektisitlere ait uygulama gruplar ise negatif
kontrol grubu olarak kullanilan DMSO ile karsilastirilmis ve sonuglar istatistiki olarak
degerlendirilmistir. MN frekanslar1 tespit edilirken her insektisit uygulama grubu igin
hazirlanan preparatlarda 1000 adet binlkleuslu hiicre sayilmis, bu hiicreler iginde
mikroniikleuslu olanlar saptanmis ve kaydedilmistir. Ayrica insektisitlerin sitotoksik
etkilerini belirlemek amaciyla, her donorden hazirlanan preparatlarda rastgele 1000

hiicre say1lmis ve bir, iki, ii¢ ve dort niikleuslu hiicre oranlariyla NBI’ler hesaplanmistr.

4.4.1. Kontrol gruplarina ait MN bulgular

Insektisitlere ait genotoksisitenin belirlenebilmesi i¢in daha 6nce kullanilan SMART ve
KKD test sistemlerinde oldugu gibi MN testi i¢inde negatif kontrol gruplarinda distile
su ve DMSO, pozitif kontrol grubunda ise EMS kullanilmigtir. Kontrol gruplarindan
DMSO ve EMS, distile su ile Kkarsilastirilirken, uygulama gruplar1 DMSO ile
karsilagtirilmistir  (Cizelge 4.17). Toplam MN ylzdeleri distile suda 0,70%0,38,
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DMSOQO’da 0,83£0,65 olarak bulunmustur. EMS pozitif kontrol grubunda ise bu deger
5,63+1,60’dir. Distile su ve DMSO kontrol grubu arasindaki fark P>0,05 dlzeyinde
onemsiz iken pozitif kontrol olan EMS ile negatif kontrol grubu distile su arasindaki
fark Onemli bulunmustur (P<0,05). Binikleuslu hiicrelerdeki MN sayilarina
bakildiginda, negatif kontrol gruplarinda sadece tekli MN gozlenip, ikili ve t¢lid MN
gozlenmezken, pozitif kontrol grubu olan EMS’de ise birli, ikili ve Gg¢li MN tipleri
gozlenmistir (Sekil 4.6). Tiim kontrol gruplarina ait NBI degerleri ise distile su icin
1,52+0,15; DMSO i¢in 1,54+0,17 ve EMS icin 1,29+0,25’dir. DMSO ve EMS’ye ait
NBI sonuglar distile su ile karsilastirildiginda DMSO’nun sitotoksik etki gostermedigi
(P>0,05), EMS’nin ise gosterdigi belirlenmistir (P<0,05).

Sekil 4.6 Etil metansilfonat’a ait ¢l mikrontkleus
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Cizelge 4.17. Kontrol gruplarma ait MN yizdeleri, NBI ve istatistiksel analiz sonuglari

. - . Nukleer
Uygulama Incelenen BNH I¢indeki MN Bolinme
Konsantrasyon BNH MN . . . .
Gruplan S : - Yuzdesi Indeksi
ayist i 2l 3’ld (NBI)
Distile su - 4000 28 - - 0,70+0,38 1,52+0,15
DMSO %2 4000 33 - - 0,83+0,65 1,54+0,17
EMS 10mM 4000 142 22 13  5,63+1,60* 1,29+0,25*

BNH: biniikleuslu hiicre, * Distile su’ya gére 0,05 diizeyinde énemli.

4.4.2. Bifenthrin insektisitine ait MN bulgular:

Insan periferal lenfosit hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda (50, 100, 250 ve 500 ppm)
BIF uygulamas1 sonucu elde edilen MN vyiizdeleri sirasiyla 1,10+0,73; 1,48+0,85;
1,85+0,44 ve 2,05+0,68 iken, bu oranlarin DMSO i¢in 0,83+0,65 oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.18). BIF uygulama gruplarinda toplam MN sayilar1 incelendiginde,
en fazla MN en yilksek uygulama grubu olan 500 ppm’de gozlenmistir. Ayrica
uygulama gruplarinda t¢lii MN sadece en yuksek konsantrasyonda tespit edilmistir
(Sekil 4.7). BIF uygulama gruplarina ait MN yiizdeleri DMSO ile Karsilastirildiginda,
sonuclar 50 ppm BIF uygulamasinda &nemsizken (P>0,05), diger U¢ uygulamada ise

onemli bulunmustur (P<0,05).

Sitotoksik etkinin belirlenmesi i¢in hesaplanan NBI degerleri, tim BIF uygulama
gruplarina igin sirastyla 1,55+0,13; 1,46+0,21; 1,38+0,20 ve 1,25+0,18’dir. Cizelge 4.18
incelendigi zaman konsantrasyon artisina bagli olarak sitotoksik etkinin arttigi ve
niikleer béliinmenin azaldig1 belirlenmistir. BIF uygulama grubuna ait NBI degerleri
konsantrasyon artisina bagl olarak diiserken, DMSO ile karsilagtirildiginda sadece en
yuksek uygulama grubu olan 250 ve 500 ppm konsantrasyonlarda bu degerler

istatistiksel olarak anlamli (P<0,05) bulunmustur.
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Sekil 4.7. Bifentrin insektisitine ait G¢li mikroniikleus

Cizelge 4.18. Bifentrin uygulama gruplarina ait MN yiizdeleri, NBI ve istatistiksel

analiz sonuglari

; - . Nukleer
Incelenen BNH Icindeki e

Uygulama Konsantrasyon BNH MN .I.\/IN _ B.olunm'e

Gruplar Savisi —————  Ylzdesi Indeksi

y i 2l 3l (NBI)

DMSO %2 4000 33 - - 0,83+0,65 1,54+0,17
EMS 10mM 4000 142 22 13 5,63+1,60* 1,29+0,25*
50 4000 38 3 - 1,10+0,73 1,55+0,13

Bifentrin 100 4000 51 4 - 1,48+0,85*  1,4640,21
(Ppm) 250 4000 66 4 - 185:044% 138+0,20*
500 4000 71 4 1 2,05+0,68* 1,25+0,18*

BNH: biniikleuslu hiicre, * DMSQ’ya gore 0,05 diizeyinde 6nemli.
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4.4.3. Permetrin insektisitine ait MN bulgular

Insan periferal lenfosit hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda (50, 100, 250 ve 500 ppm)
PER uygulamasi sonucu e¢lde edilen MN vyizdeleri sirasiyla 0,95+0,70; 1,25+0,75;
1,63+0,52 ve 1,85+0,68 iken, bu oranin negatif kontrol grubu olan DMSO icin
0,83+0,65 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.19). PER uygulama gruplarina ait
bintkleuslu hiicrelerdeki MN sayilar1 incelendiginde, en fazla MN en ylksek uygulama
grubunda gozlenmistir. Ayrica uygulama gruplarinda ti¢li MN sadece en yuksek
konsantrasyon olan 500 ppm PER’de goriilmiistiir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Permetrin insektisitine ait G¢lt mikrontkleus

PER uygulama gruplari i¢in NBi’de hesaplanmustir. Tiim uygulama gruplarina ait NBI
degerleri swrastyla 1,50+0,09; 1,44+0,15; 1,36+0,18 ve 1,28+0,22’dir. Sonuclar



110

incelendiginde konsantrasyon arttik¢a niikleer boliinmenin azalarak sitotoksik etki
gozlendigi belirlenmistir. Ancak NBI bakimindan DMSO kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, sadece 250 ve 500 ppm’de sonuclar istatistiksel olarak anlamli
(P<0,05) bulunmustur.

Cizelge 4.19. Permetrin uygulama gruplarina ait MN yizdeleri, NBI ve istatistiksel
analiz sonuglari

. ., . Nukleer
Uygulama Incelenen BNH Icindeki MN Blinme
Konsantrasyon BNH MN . : ! .
Gruplan S - : Yuzdesi Indeksi
AyIst 'l 2’ 3’10 (NBi)
DMSO %02 4000 33 - - 0,83+0,65 1,54+0,17
EMS 10mM 4000 142 22 13 5,63+1,60* 1,29+0,25*
50 4000 36 1 - 0,95+0,70 1,50+0,09
Permetrin 100 4000 46 2 - 1,25+0,75* 1,44+0,15
(ppm) 250 4000 57 4 - 1,63+052* 1,36+0,18*
500 4000 65 3 1 1,85+0,68* 1,28+0,22*

BNH: biniikleuslu hiicre, * DMSQO’ya gore 0,05 dlzeyinde énemli.

4.4.4. imidakloprid insektisitine ait MN bulgular

Literatiir bilgisi ve én denemelerle belirlenen 50, 100, 250 ve 500 ppm IMi uygulamasi
sonucu elde edilen MN yuzdeleri sirasiyla 0,954+0,80; 1,33+0,78; 1,70+0,56 ve
1,90+0,66’dir (Cizelge 4.20). Biniikleuslu hiicrelerdeki mikroniikleus sayilari
incelendiginde, en fazla mikroniikleus en yiiksek uygulama grubu olan 500 ppm’de
gozlenmistir (65 tekli, 4 ikili, 1 G¢l). Ayrica tiglii mikroniikleus yalnizca 500 ppm’de
tespit edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Imidakloprid insektisitine ait ii¢lii mikroniikleus

Cizelge 4.20. Imidakloprid uygulama gruplarma ait toplam MN yiizdeleri, NBI ve

istatistiksel analiz sonuglari

; - . Nukleer
Uygulama Incelenen = BNH Icindeki MN BSlinme
Konsantrasyon BNH MN . . ; )
Gruplari Sayist Y lizdesi Indeksi
1 2 3 (NBI)
DMSO %2 4000 33 - - 0,83+0,65 1,54+0,17
EMS 10mM 4000 142 22 13  5,63+1,60*  1,29+0,25*
= 50 4000 36 1 - 0,95+0,80 1,54+0,23
R
é‘ e 100 4000 49 2 - 1,33+0,78*  1,50+0,20
Q.
S8 250 4000 60 4 - 170+056* 1,37+0,30*
£
= 500 4000 65 4 1 1,90+0,66*  1,28+0,28*

BNH: biniikleuslu hiicre, * DMSQO’ya gére 0,05 diizeyinde 6nemli.
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IMI uygulama gruplar1 i¢in NBI hesaplandiginda ise bu degerler sirasiyla 1,54+0,23;
1,50+0,20; 1,37+0,30 ve 1,28+0,28’dir. Sonuglar incelendiginde konsantrasyon arttik¢a
niikleer boliinmenin azaldigi ve sitotoksik etkinin meydana geldigi belirlenmistir.
Ancak DMSO kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda sadece en yiiksek ki
konsantrasyonda (250, 500 ppm) sonuglar istatistiksel olarak anlamli (P<0,05)
bulunurken, bunun altindaki uygulama dozlarinda (50, 100 ppm) sonuglar P>0,05

duzeyinde 6nemsizdir.

4.4.5. Asetamiprid insektisitine ait MN bulgular:

25, 50, 100 ve 250 ppm ASE uygulamasi sonucu elde edilen insan periferal lenfosit
hicrelerindeki MN yizdeleri sirasiyla 0,95+0,70; 1,15£0,73; 1,48+0,54 ve
1,7840,78°dir (Cizelge 4.21). ASE uygulama grubunda MN yuzdeleri DMSO ile
karsilastirildiginda 50, 100 ve 250 ppm lik ASE uygulamalarinda sonuglar istatistiki
olarak 6nemlidir (P<0,05). Mikroniikleus sayilari incelendiginde, en fazla mikroniikleus

ve Ucli mikronuikleus 250 ppm uygulama grubunda gézlenmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Asetamiprid insektisitine ait t¢li mikrontkleus
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Ayrica tiim insektisitler gibi ASE uygulama gruplari icinde NBI hesaplanmustir.
Uygulama gruplarina ait NBI degerleri sirasiyla 1,54+0,24; 1,50+0,31; 1,28+0,25 ve
1,18+0,28’dir. Sonuglar incelendiginde konsantrasyon artisina bagli olarak nikleer
boliinmenin azaldig1 ve sitotoksik etkinin meydana geldigi belirlenmistir. Bu sonuglar
DMSO negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda ise en yiiksek iki konsantrasyonda
(100 ve 250 ppm) sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu (P<0,05) bulunmustur.

Cizelge 4.21. Asetamiprid uygulama gruplarina ait MN ylzdeleri, NBI ve istatistiksel
analiz sonuglari

; - . Nukleer
Uygulama Incelenen BNH I¢indeki MN BSlinme
Konsantrasyon BNH MN . : ! .
Gruplan Savisi Ylzdesi Indeksi
y 1 2 3 (NBI)
DMSO %2 4000 3 - - 0,83+0,65  1,54%0,17
EMS 10mM 4000 142 22 13 5,63+1,60* 1,29+0,25*
- 25 4000 38 - - 0,95+0,70  1,54+0,24
E— c 50 4000 42 2 - 1,15+0,73* 1,50+0,31
S
% Z 100 4000 51 4 - 1,48+0,54* 1,28+0,25*
wn)
< 250 4000 58 5 1 1,78+0,78* 1,18+0,28*

BNH: biniikleuslu hiicre, * DMSQO’ya gore 0,05 diizeyinde énemli.

Calismada kullanilan son genotoksisite testi olan MN, mitoz boliinme esnasinda toksik
ajanin etkisiyle tam kromozomlarin veya kromozom fragmentlerinin niikleus olusurken
disarida kalmasiyla karakterize edilir. Kullandigimiz tiim insektisitlerde doz artisina
paralel olarak MN yiizdeleri artmistir. Uygulanan tiim insektisitler igerisinde en yiiksek

MN degerleri 71 tekli, 4 ikili, 1 tcli olmak tizere 500 ppm BiF’de gdzlenmistir.
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45. Insektisit ve Semizotu (Portulaca oleracea L.) Bitkisine ait Metanol

Ekstraktinin (POyet) In Vivo ve In Vitro Testler icin Birlikte Uygulamasi

Calismada genotoksik etkileri belirlenen dort farkli insektisite karsi semizotu bitkisinin
metanol ekstresi (POpet) kullanilarak bu bitkinin antigenotoksik etkileri de
gosterilmistir. Bu amagla her insektisitin en yiiksek uygulama gruplarma hem in vivo

hemde in vitro testlerde POy, uygulanarak antigenotoksik sonuglar tespit edilmistir.

45.1. insektisitlere POy uygulamasi sonucu elde edilen SMART bulgular

Calismada SMART ile dort farkli insektisitin sebep oldugu genotoksik etki tiim
uygulama gruplarinda goézlenmistir. Ancak bu etki yalnizca en yuksek uygulama
gruplarinda 7 ppm BIF (Cizelge 4.3), 8 ppm PER (Cizelge 4.4), 2 ppm IMI (Cizelge
4.5) ve 2 ppm ASE (Cizelge 4.6) istatistiki olarak onemli bulunmustur. Bu nedenle
POnet’in antigenotoksik etkisinin belirlenmesi igin her insektisitin en yiksek uygulama

grubu ve %1 POn, besiyerine birlikte ilave edilerek degerlendirilmistir.

Uygulama sonucunda; mwh/flr® kanat fenotipinde sadece insektisit iceren uygulama
gruplarina gdre, mutasyon sayilar1 tiim klon tiplerinde azalmistir. Ornegin toplam klon
frekansi, negatif kontrol grubu olan DMSO’da 0,13, enyiiksek BIF, PER, IMI ve
ASE’de de sirasiyla 0,26, 0,31, 0,29 ve 0,30 iken, BIF+POpet; PER+POpet; IMI+POpmet
ve ASE+POpe uygulama gruplarinda sirasiyla 0,15; 0,15; 0,13 ve 0,14 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.22). Insektisitlerle beraber POme uygulanan gruplarda, yalniz
insektisit iceren gruplara gore sonuglar istatistiki olarak pozitif etkiliden negatif etkiliye
gerilemistir (P>0,05). mwh/TM3 kanat fenotipinde ise toplam klon frekans1t DMSO ig¢in
0,09, BIF i¢in 0,14, PER i¢in 0,14, IMI i¢in 0,13 ve ASE icin 0,14 olarak bulunurken
BIF+POyet; PER+POpet; IMI+POpmer Ve ASE+POpet uygulama gruplarinda sirasiyla
0,11, 0,09, 0,09 ve 0,11 olarak belirlenmistir. insektisit+POme; Uygulanan gruplarda en
yuksek insektisit uygulama gruplarina gére mutasyon frekanslarinda diisiis olmustur
(P>0,05).
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Ayrica insektisitler ve insektisit+POpe uygulama gruplari igin ayr1 ayri KIF degerleri de
hesaplanmistir. BIF, PER, IMI ve ASE’nin mwh/flr® kanat fenotipindeki en yiiksek
uygulamalarinda KIF degerleri sirasiyla 1,07, 1,28, 1,18 ve 1,23’diir. Bu degerler
BIF+POyet; PER+POpet; IMI+POmer Ve ASE+POpe uygulama gruplarinda ise 0,61,
0,61, 0,51 ve 0,56 olarak hesaplanmastir.



Cizelge 4.22. Insektisit+POpe uygulamasindan elde edilen SMART bulgular1 ve istatistiksel analizleri

9T1

Klon

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT klon ikiz klon X mwh klon X klon indiiksiyon

uygulama sayis (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) (m=2) frekansi
(N) (KiF)
gruplari
No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D
(mwh/flr®) Normal kanat
Distile su 80 8 (0,10) 1 (0,01 0 (0,00 9  (0,11) 9  (0,11) 0,46
DMSO 80 9 (011) i 1 (001 i O (0000 i 10 (0,13 i 10 (0,13) i 0,51
EMS 80 29 (036) + 11 (014 + 3 (004 i 39 (049 + 43 (054) + 2,00
7 BIF 80 21 (026) + 0 (0000 - 0 (0,000 - 21 (026) + 21 (0,26) i 1,07
7 BIF+PO, 80 12 (015 i O (0,000 - O (0,000 - 12 (0,15 i 12 (0,15) i 0,61
8 PER 80 24 (030) + 1 (001 i O (000) - 25 (031 + 25 (0,31) + 1,28
8 PER+PO et 80 12 (015 i O (0,000 - O (0,000 - 12 (015 i 12 (0,15) i 0,61
2 iMi 80 22 (028 + 1 (001 i O (0000 - 23 (0290 + 23 (029 + 1,18
2 IMI+PO ey 80 10 (013) i O (0,000 - O (0,000 - 10 (0,13) i 10 (0,13) i 0,51
2 ASE 80 23 (029 + 1 (001 i O (0000 - 24 (030) + 24 (030) + 1,23
2 ASE+PO e 80 11 (013) i O (000) - O (0000 - 11 (014 i 11 (0,14) i 0,56
(mwh/TM3 ) Serrat kanat

Distile su 80 7  (0,09) 0  (0,00) 7 (0,09) 7 (0,09) 0,35
DMSO 80 7 (0,09 i 0 (0,00 i 7 (009 i 7 (009 i 0,35
EMS 80 19 (024) - 10 (0,13 + Dengeleyici 29 (036 + 29 (036) + 1,49
7 BIF 80 11 (014 i 0 (0,000 - TM3 11 (014) i 11  (0,14) i 0,56
7 BIF+PO, 80 9 (011) i 0 (0,000 - 9 (©11) i 9 (011 i 0,46
8 PER 80 11 (014 i o0 (000 . Kromozomu . p vl i 014 i 056
8 PER+POye; 80 7 (009 i o (000 - varhgmdaflr®™ 7 o9 i 7 (009 i 0,35
2 iMi 80 10 (013) i 0 (0,000 - mutasyonu 10 (0,13) i 10 (0,13) i 0,51
2 IMI+PO et 80 7 (009 i 0 (000 - gyzlenmez. 7 (009 i 7 (009) i 0,35
2 ASE 80 11 (014 i 0 (0,000 - 11 (014) i 11  (0,14) i 0,56
2 ASE+PO et 80 9 (011) i 0 (0,000 - 9 (©11) i 9 (011) i 0,46

KTT: kiiglk tek tip, BTT: bilyik tek tip, DMSO:dimetil sulfoksit; EMS: etil metansiilfonat; BIiF: Bifentrin; PER: Permetrin; IMI: Imidakloprid; ASE: Asetamiprid; POne: Portulaca oleracea metanol
ekstrakti; No: klon sayisi; Fr: frekans; D: istatistiksel sonug; Frei and Wiirgler (1988)’e gore diizenlenmistir; +: pozitif; -: negatif; i: onemsiz; m:carpim faktorii.
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4.5.2. Insektisit+PO e uygulamasi sonucu elde edilen KKD bulgular:

POnet’in KKD izerine etkisini gozlemek icgin dort farkli dondrden alinan kanlarla
hazirlanan periferik kan kiltirlerine tim insektisitlerin en yuksek dozu ile birlikte
kendisi kadar POpet (1:1/v:v) uygulamasi sonucu elde edilen KKD frekanslar1 ve RI
degerleri Cizelge 4.23-4.24’de sunulmustur. Ayrica tiim insektisit gruplarinin negatif
kontrol grubuyla karsilastirilmasi sonucu elde edilen istatistiksel veriler de ayni

cizelgelerde belirtilmistir.

Calismanin  ilk asamasinda insektisitlerin enyiiksek uygulama gruplarindaki
KKD/hiicre; 500 ppm BIF i¢in 7,05+0,02, 500 ppm PER i¢in 6,15+0,02, 500 ppm IMi
icin 7,12+0,01 ve 250 ppm ASE igin ise 6,73+0,01 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.9-
4.16). Insektisit+POme uygulamasi sonucu elde edilen KKD/hiicre oranlar1 ise;
BIF+POyet; PER+POpmer; IMI+POpet Ve ASE+POpet igin sirastyla 3,80+0,01; 3,83+0,04;
3,88+0,04ve 3,86+0,05’dir (Cizelge 4.23). Insektisit+POmet KKD/hiicre oranlari her
insektisitin en yiksek uygulama grubuyla karsilastirildiginda, KKD/hiicre oranlarindaki

diisiis antigenotoksisite agisindan dnemlidir (P<0,05).

Antigenotoksisite c¢alismas1 igin insektisit+POpye uygulama gruplarinda Ri’de
hesaplanmig ve genel olarak bu degerler diisiik bulunmustur. RI, DMSO’da 2,24+0,07,
EMS’de 2,01+0,07, en yiiksek BIF, PER, IMi ve ASE uygulamalarinda sirasiyla
2,58+0,04, 2,02+0,05, 1,99+0,03 ve 1,83+0,06 iken, BIF+POpe; PER+POp;
IMI+POyet Ve ASE+POpet uygulama gruplarinda ise sirasiyla 2,24+0,11; 1,95+0,05;
1,98+0,05; 2,04+0,08’dir (Cizelge 4.24). Ri degerleri kontrol grubu olan DMSO’ya

gore diisiis gostersede sonuglar istatistiksel olarak P>0,05 diizeyinde 6nemsizdir.
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Cizelge 4.23. Insektisit+POpe icin KKD degerleri ve istatistiksel analizleri

Uveul ! . 2. 3. 4. KKD/hucre Min.-Maks.
yguwlama grupiant  yonsr  donér  dondr  donor (Ortalama) KKD
Distile su 361 3,68 3,55 3,57 3,60+0,02 1-11
DMSO (%2) 3,76 3,60 3,72 3,72 3,70+0,01 1-10
EMS (10mM) 32,25 31,85 33,56 32,78 32,61+0,01* 7-51
BiF 500 ppm 6,99 7,04 7,07 7,11 7,05+0,02* 4-13
BIF+POp (1:1) 3,76 3,80 3,83 3,81  3,80+0,01** 1-10
PER 500 ppm 6,19 6,14 6,17 6,11 6,15+0,02* 3-12
PER+POpe (1:1) 3,80 3,88 3,82 3,84  3,83+0,04** 1-10
IMi 500 ppm 714 713 710 7,11 @ 7,12+0,01* 3-17
IMi+PO (1:1) 3,88 3,86 3,86 3,92  3,88+0,04** 1-11
ASE 250 ppm 6,74 6,76 6,70 6,72 6,73+0,01* 3-14
ASE+POpet (1:1) 3,82 3,84 3,92 3,86  3,86+0,05** 1-12

*DMSO’ya gore 0,05 diizeyinde dnemli, **kendi insektisit grubuna gére dnemli.

Cizelge 4.24. Insektisit+POpe uygulama gruplarina ait Ri degerleri

Uygulama gruplar M1 M2 M3 Ri
Distile su 60 116 224 2,41%0,03
DMSO (%2) 62 126 194 2,24+0,07
EMS (10mM) 81 140 178 2,01+0,07
BIiF 500 ppm 84 240 76 2,58+0,04
BIF+POpe (1:1) 120 130 172 2,24+0,11
PER 500 ppm 88 234 78 2,02+0,05
PER+POet (1:1) 08 122 146 1,95+0,05
iMi 500 ppm 92 220 88 1,99+0,03
IMI+POpme; (1:1) 112 100 160 1,98+0,05
ASE 250 ppm 140 188 72 1,83+0,06
ASE+POpmet (1:1) 168 141 122 2,04+0,08

4.5.3. Insektisit+ POyt uygulamasi sonucu elde edilen MN bulgular

POnet’in antigenotoksik etkisinin belirlenmesi icin daha 6nceden MN testinde belirlenen
BIF, PER, IMI ve ASE insektisitlerinin en yiiksek konsantrasyonlarina kendisi kadar

POmet (1:1/v:v) uygulamas: sonucu elde edilen MN vyiizdeleri ve NBI verileri Cizelge
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4.4°de sunulmustur. En yilksek BIF, PER, IMI ve ASE i¢in MN yiizdeleri sirasiyla
2,05+£0,68, 1,75+0,75, 1,90+0,66 ve 1,78+0,78 iken, insektisit+POnye uygulamasi
sonucu elde edilen MN yiizdeleri BIF+POpet; PER+POpmer; IMI+POmet V& ASE+PO et
igin sirastyla 0,90%0,60; 0,90+0,66; 0,85+0,65 ve 0,90+0,62°dir. Bu oranlarin EMS’de
5,63£1,60; negatif kontrol grubu olan distile su i¢in 0,70+0,38; DMSO igin ise
0,83+0,65 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.25). Insektisit+POnmet Uygulama gruplar
kendi insektisitlerinin en yiiksek uygulamalar1 ile karsilastirildiginda, POy P<0,05
diizeyinde 1iyilestirici etkili bulunmustur. Insektisit+POmet uygulama gruplari igin
NBI’de hesaplanmistir (Cizelge 4.25). Tum insektisit uygulama gruplarma ait NBI
degerleri, 500 ppm BIF icin 1,25+0,18, 500 ppm PER igin 1,28+0,22, 500 ppm IMI i¢in
1,28+0,28 ve 250 ppm ASE icin 1,18+0,28’dir. Ancak BIF+POpe; PER+POpet;
IMI+POyet Ve ASE+POpet icin bu degerler sirastyla 1,55+0,21; 1,54+0,22; 1,50+0,22 ve
1,57+0,27 olarak bulunmustur. Insektisit+POme Uygulama sonuclar: kendi insektisit
gruplart ile karsilastirildiginda, POp, istatistiksel olarak boliinmeyi tesvik etmistir.
(P<0,05).

Cizelge 4.25. Insektisit+POne uygulama gruplari icin MN degerleri

: - . Nukleer
Incelenen BNH Icindeki o
SN EE] Konsantrasyon BNH MN .MN . B.»olunm.e
Gruplan Savisi ——————— Ylzdesi Indeksi
Y i 2l 3’10 (NBI)

Distile su - 4000 28 - - 0,70+£0,38 1,52+0,15

DMSO %2 4000 3 - - 0,83+0,65 1,54+0,17
EMS 10mM 4000 142 22 13 5,63+1,60° 1,29+0,25*
BiF 500 4000 71 4 1 2,05+0,68" 1,25+0,18*

BIF+PO et 500 + 500 4000 3B - - 0,90+0,60" 1,55+0,21
PER 500 4000 63 2 1 1,75%0,75" 1,28+0,22*

PER+PO et 500 + 500 4000 36 - - 0,90+0,66™ 1,54+0,22
iMi 500 4000 65 4 1 1,90+0,66° 1,28+0,28*

IMi+PO et 500 + 500 4000 3 - - 0,85+0,65" 1,50+0,22
ASE 250 4000 58 5 1 1,78+0,78" 1,18+0,28*

ASE+POpet 250 + 250 4000 34 - - 0,90+0,62™ 1,57+0,27

BNH: biniikleuslu hiicre, - DMSO’ya gére 0,05 diizeyinde énemli, = BIF, PER, iIMi ve ASE insektisit
uygulama gruplarma gére 0,05 diizeyinde énemli.
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4.6. Insektisit ve Semizotu (Portulaca oleracea L.) Bitkisine ait Su Ekstraktinin

(POg) In Vivo ve In Vitro Testler icin BirlikteUygulamasi

Deneylerde kullanilan dort insektisitin in vivo ve in vitro genotoksik etkileri belirlenmis
ve daha 6nceden hazirlanan Semizotu bitkisine ait su ekstrakti (POsg,) ile bu etkiler
giderilmeye c¢alisilmistir. POg,’nun antigenotoksik etkisini belirlemek icin SMART da

her insektisitin en yliksek dozuyla beraber POg, (1:1/v:v) uygulanmustir.

4.6.1. POg, uygulamasi sonucu elde edilen SMART bulgulari

Calismanin ilk asamasinda insektisitlerin genotoksik etkileri belirlenerek her insektisitin
en yilksek uygulama grubunda (7 ppm BIF, 8 ppm PER, 2 ppm iMi ve 2 ppm ASE)
sonuclar istatistiksel olarak P<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.3-4.6). Bu
calismanin ikinci asamasi olan semizotunun su ekstraktinin antigenotoksisitesinin
belirlenmesi igcin ise (POme’de oldugu gibi) SMART’da en yuksek insektisit
uygulamasiyla beraber besiyerine %1 oraninda POy, eklenmistir. Uygulama sonucunda;
yalniz insektisit igeren uygulama grubuna gore, her iki kanat tipinde de mutasyon
sayilar1 tiim klon tiplerinde azalmistir. Ornegin mwh/flr® kanat fenotipinde toplam klon
frekansi, negatif kontrol grubu olan DMSO uygulamasinda 0,13, enyiiksek BIiF, PER,
IMI ve ASE’de uygulamalarinda sirasiyla 0,26, 0,31, 0,29 ve 0,30 iken, BIF+POg,;
PER+POyg; IMI+POg, ve ASE+POQs, uygulama gruplarinda sirasiyla 0,14; 0,14; 0,13 ve
0,13 olarak gozlenmis ve POg, etkisiyle mutasyon frekansinda diisiis gosterdigi
belirlenmistir (Cizelge 4.26). Sonuclar insektisit+POg, uygulamalarinda, kendi
insektisitine gore istatistiki olarak pozitif etkiliden Onemsiz etkiliye gerilemistir
(P>0,05).

mwh/TM3 kanat fenotipinde ise tim insektisit uygulama gruplarinda, biitiin mutant
klonlarda, istatistiksel olarak genotoksik etki gozlenmemistir (P>0,05). Soyle ki; toplam
klon frekans1t DMSO icin 0,09, BIF icin 0,14, PER icin 0,14, IMI i¢in 0,13 ve ASE i¢in
0,14 olarak bulunurken BIF+POg; PER+POg; IMI+POg, ve ASE+POg uygulama
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gruplarinda ise sirasiyla 0,11, 0,10, 0,09 ve 0,11 olarak belirlenmistir. TUm insektisitler
icin, insektisit+POg, uygulamalarinda gozlenen toplam klon frekanslarinda ki diisiise

bagl olarak POg,’nun antigenotoksik etkili oldugunu soyleyebiliriz (P<0,05).

Insektisitler ve insektisit+POg, uygulama gruplar icin ayr1 ayr1 KIF degerleri
hesaplandiginda, mwh/flr® kanat fenotipinde BIF, PER, IMi ve ASE i¢in sirasiyla 1,07,
1,28, 1,18 ve 1,23 olan bu degerler BIF+POyet; PER+POpet; IMI+POpmer Ve ASE+PO et
uygulama gruplarinda 0,56, 0,56, 0,51 ve 0,51 olarak hesaplanmistir.



Cizelge 4.26. Insektisit+POg, uygulamasinda elde edilen SMART bulgulari

Klon

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT klon Ikiz klon X mwh klon ¥ klon indiiksiyon

uygulama sayisl (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) (m=2) frekansi
gruplar (N) (KiF)
No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D
(mwh/flr®) Normal kanat
Distile su 80 8 (0,10 1 (0,01) 0  (0,00) 9  (0,11) 9 (0,11) 0,46
DMSO 80 9 (1) i 1 (001 i 0 (000 i 10 (0,13 i 10 (013) i 0,51
EMS 80 29 (036 + 11 (0,14 + 3 (004 i 39 (049 + 43 (054) + 2,00
7BIF 80 21 (026 + 0 (0000 - 0 (000 - 21 (026 + 21 (0,26) i 1,07
7 BIF+PO,, 80 11 (014 i 0 (0000 - O (0000 - 11 (014 i 11  (0,14) i 0,56
8 PER 80 24 (030 + 1 (001) i O (000 - 25 (031) + 25 (0,31) + 1,28
8 PER+PO,, 80 11 (014 i O (0000 - 0 (000 - 11 (014 i 11 (014) i 0,56
2 iMi 80 22 (028 + 1 (001) i O (0000 - 23 (029 + 23 (029) + 1,18
2 IMi+PO, 80 10 (013) i O (0000 - 0 (0000 - 10 (0,13) i 10 (013) i 0,51
2 ASE 80 23 (029 + 1 (001 i O (0000 - 24 (030) + 24 (0,30) + 1,23
2 ASE+PO,, 80 10 (013) i O (0000 - 0 (0000 - 10 (0,13) i 10 (0,13) i 0,51
(mwh/TM3) Serrat kanat

Distile su 80 7 (0,09 0  (0,00) 7 (0,09 7 (0,09 0,35
DMSO 80 7 (009 i O (0,000 i 7 (09 i 7 (009 i 0,35
EMS 80 19 (024) - 10 (013) +  pengeleyici 29 (0.36) + 29 (036) + 1,49
7BIF 80 11 (014) i 0 (0,000 - ™3 11 (0,14 i 11  (0,14) i 0,56
7 BIF+PO,, 80 9 (0L) i 0 (000 - oo 9 (011 i 9 (011) i 0,46
8 PER 80 11 (014) i 0 (0,000 - N s 11 (014 i 11 (014) i 0,56
8 PER+PO,, 80 8 (010) i o0 (000 - varhgmndaflr 8 (0100 i 8 (0,0) i 0,41
2 iMi 80 10 (013) i O (0,000 - mutasyon 10 (013) i 10 (013) i 0,51
2 IMi+PO, 80 7 (009 i 0 (000 -  9ozlenmez. 7 (09 i 7 (009 i 0,35
2 ASE 80 11 (014) i 0 (0,000 - 11 (014) i 11 (014) i 0,56
2 ASE+PO,, 80 9 (011) i 0 (0,00 - 9 (1) i 9 (011) i 0,46

KTT: kiigiik tek tip, BTT: biiyiik tek tip, DMSO:dimethyl sulfoksit; EMS: etil metansiilfonat; BIF: Bifentrin; PER: Permetrin; IMI: Imidakloprid; ASE: Asetamiprid; POy,: Portulaca oleracea su ekstrakts;

No: klon sayisi; Fr: frekans; D: istatistiksel sonug; Frei and Wiirgler (1988)’e gore diizenlenmistir; +: pozitif; -: negatif; i: dnemsiz; m:carpim faktori.

¢cl
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4.6.2. insektisit+POs, uygulamasi sonucu elde edilen KKD bulgular

Tum insektisitlere POy, uygulamasi sonucu elde edilen KKD/hiicre orani ve R1I verileri
Cizelge 4.27-4.28’de sunulmustur. Insektisit+POg, uygulamasi sonucu elde edilen
KKD/hiicre oranlart BIF+POg,; PER+POg; IMI+POg, ve ASE+PQyg, icin sirastyla
3,79+0,08; 3,80+0,06; 3,86+0,06 ve 3,81+0,04 iken bu oranlar en yilksek BIF, PER,
IMI ve ASE insektisit uygulama gruplarinda 7,05+0,02, 6,15+0,02, 7,12+0,01 ve
6,73+0,01 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.27). Insektisit+POg, sonuclarmin kendi
insektisit gruplariyla karsilastirildiginda iyilestirici etkili oldugu belirlenmistir (P<0,05).

Insektisit+POg, uygulama gruplari i¢in Ri’de hesaplanmis ve genel olarak bu degerler
diisiik bulunmustur. RI, DMSO kontrol grubunda 2,24+0,07, en yiiksek BiF, PER, IMi
ve ASE uygulamalarinda sirasiyla 2,58+0,04, 2,02+0,05, 1,99+0,03 ve 1,83+0,06 iken,
BIF+POy,;; PER+POg; IMi+POy, ve ASE+POg, uygulama gruplarinda ise sirasiyla
1,96+0,05; 1,94+0,07; 1,95+0,05; 1,95+0,06°dir (Cizelge 4.28). Insektisit+POq,
uygulamalar1 kendi insektisit gruplarina gore diislis gostermelerine ragmen sonuglar

istatistiksel olarak P>0,05 duizeyinde 6nemsizdir.

Cizelge 4.27. Insektisit+POyg, icin KKD degerleri ve istatistiksel analizleri

Kontrol 1. 2. 3, a, KKD/hiicre Min.-

; ; ; ; Maks.

gruplari dondr dondér dondr dondr (Ortalama) KKD
Distile su 3,61 3,68 3,55 3,57 3,60+0,02 1-11
DMSO (%2) 3,76 3,60 3,72 3,72 3,70+0,01 1-10
EMS 10mM 32,25 31,85 3356 32,78 32,61+0,01* 7-51
BiF 500 ppm 6,99 7,04 7,07 7,11 7,05+0,02* 4-13
BIF+POy, (1:1) 3,78 3,76 3,80 3,82 3,79+0,08 1-10
PER 500 ppm 6,19 6,14 6,17 6,11 6,15+0,02* 3-12
PER+POg, (1:1) 3,80 3,78 3,80 3,82 3,80+0,06 1-10
IMi 500 ppm 7,14 7,13 7,10 7,11 7,12+0,01* 3-17
IMi+PO,, (1:1) 3,88 3,86 3,86 3,82 3,86+0,06 1-11
ASE 250 ppm 6,74 6,76 6,70 6,72 6,73+0,01* 3-14
ASE+POg, (1:1) 3,80 3,82 3,84 3,80 3,81+0,04 1-11

* DMSO’ya gore 0,05 diizeyinde dnemli
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Cizelge 4.28. Insektisit+POg, uygulama gruplarina ait RI degerleri

Kontrol gruplar: M1 M2 M3 RI
Distile su 60 116 224 2,41+0,03
DMSO (%2) 62 126 194 2,24+0,07
EMS 10mM 81 140 178 2,01+0,07
BIiF 500 ppm 84 240 76 2,58+0,04
BIF+ POy, (1:1) 138 140 122 1,96+0,05
PER 500 ppm 88 234 78 2,02+0,05
PER + POg, (1:1) 142 138 120 1,94%0,07
iMi 500 ppm 92 220 88 1,99+0,03
IMi+ PO, (1:1) 140 140 120 1,95+0,05
ASE 250 ppm 140 188 72 1,83+0,06
ASE + PO, (1:1) 140 138 122 1,95+0,06

4.6.3. Insektisit+POq, uygulamasi sonucu elde edilen MN bulgular:

Dort  farkli dondrden alinan kanlarla hazirlanan periferik kan kiltiirlerine
insektisitlerinin en yiiksek konsantrasyonlar1 ile beraber kendisi kadar POy, (1:1 v:v)
uygulanarak semizotu su ekstraktina ait antigenotoksisite ¢alismasi sonucu elde edilen
MN ve NBI verileri Cizelge 4.29’da sunulmustur. Genotoksisite belirlenirken elde
edilen verilere gore en yiiksek BIF, PER, IMI ve ASE i¢in MN yizdeleri sirasiyla
2,05+0,68, 1,75+0,75, 1,90+0,66 ve 1,78+0,78 iken, semizotu su ekstraktinin
antigenotoksisitesinin belirlenmesi igin insektisit+POsg, uygulamasi sonucu elde edilen
MN yiizdeleri BIF+POs,; PER+POg,; IMI+POg, ve ASE+POy, i¢in sirastyla 0,88+0,72;
0,88+0,72; 0,83%0,77 ve 0,85+0,69 olarak bulunmustur. Bu oranlarin pozitif kontrol
grubunda 5,63+1,60 negatif kontrol grubunda ise distile su icin 0,70+0,38; DMSO igin
ise 0,83+0,65 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.29). Insektisit+POg, uygulamasinda
gozlenen MN yiizdelerindeki diisiis, POs,’nun antigenotoksik etkili oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

Insektisitlerin boliinme {izerine ket vurucu etkisinin giderilip giderilmediginin

belirlenmesi i¢in her grupta NBI hesaplanmistir. En yiiksek insektisit uygulama
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gruplarma ait NBI degerleri BIF icin 1,25+0,18, PER igin 1,28+0,22, IMI icin
1,28+0,28 ve ASE igin 1,18+0,28 iken, insektisit+POg, uygulama gruplarina ait NBI
degerleri BIF+POg,;; PER+POg; IMI+POy, ve ASE+POyg, icin sirasiyla 1,56+0,19;
1,56+0,18; 1,52+0,29 ve 1,52+0,40°dir. Elde edilen bu degerler kendi insektisit

gruplariyla karsilastirildiginda sonug istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Cizelge 4.29. Insektisit+POg, uygulama gruplar1 igcin MN degerleri ve istatistiki

analizleri

Incelenen BNH icindeki Nikleer
Uygulama Konsantrasvon BNH MN MN Bolinme
Gruplan y Sayisi i 2’1l 3 Y Uzdesi indel_csi

i 0 (NBI)

Distile su - 4000 28 - - 0,70+0,38 1,52+0,15

DMSO %2 4000 33 - - 0,83+0,65 1,54+0,17
EMS 10mM 4000 142 22 13 5,63+1,60* 1,29+0,25*
BiF 500 4000 71 4 1 2,05+0,68* 1,25+0,18*

BIiF+POg, 500 + 500 4000 35 - - 0,88+0,72 1,56+0,19
PER 500 4000 63 2 1 1,75+0,75*  1,28+0,22*

PER+POq, 500 + 500 4000 35 - - 0,88+0,72 1,56+0,18
imi 500 4000 65 4 1 1,90+0,66* 1,28+0,28*

IMi+POy, 500 + 500 4000 33 - - 0,83#£0,77  1,52+0,29
ASE 250 4000 58 5 1 1,78+0,78* 1,18+0,28*

ASE+PQy, 250 + 250 4000 34 - - 0,85+0,69 1,52+0,40

BNH: biniikleuslu hiicre, * DMSQO’ya gére 0,05 diizeyinde dnemli.
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5. TARTISMA ve SONUC

Tarih boyunca, tarimsal savasimda kullanilan insektisitlere karsi, zararlilar direng
gelistirmislerdir. Bu direng, bitkisel kdkenli, spesifik, yeni nesil sentetik insektisitlerin
gelistirilmesine neden olmustur. Ancak sentetik insektisitler insan eliyle Uretilen
ekolojik zararli kimyasallardir. Bunlarin potansiyel sinerjist ve antagonist etkileri
insanlarda tam olarak belirlenememistir (Demsia et al. 2007). Ancak yeni dretilen bu
sentetik insektisitlerin boceklerdeki ve memelilerdeki etki mekanizmalar1 benzerdir. Bu
benzerligin insan genomunda da mutasyonlara neden olabilecegi yapilan son ¢aligmalar

ile belirlenmistir.

Bu calismada kullanilan insektisitler, son 30 yil i¢inde iilkemizde ve diinyada siklikla
kullanilan sentetik kimyasallardir. Drosophila melanogaster ile yapilan in vivo somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), in vitro ortamda ise insan lenfosit
kiltiiriiyle yapilan kisa siireli genotoksisite testlerinden kardes kromatid degisimi
(KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri giiniimiizde ¢esitli mutajenlerin etkilerinin ortaya
¢ikarilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu calismada da, Bifentrin (BIF),
Permetrin (PER), Imidakloprid (IMI) ve Asetamiprid (ASE) insektisitlerin olasi
genotoksik ve sitotoksik etkileri SMART, KKD, MN test yontemleri kullanilarak
aragtirtlmistir. Ayrica in vivo ve in vitro olarak belirlenen genotoksik ve sitotoksik
etkiler semizotu (Portulaca oleracea L.) bitkisinin metanol (POmet) ve su ekstraktlari
(POg) ile giderilmeye galisilmistir. Calismada insektisitlerden elde edilen veriler, tim
insektisitlerin ortak ¢oziiciisii olan Dimetil siilfoksit (DMSO) ile karsilastiriimistir.
Ayrica DMSO ve distile su da kendi aralarinda karsilastirilmis ve genotoksisite
acisindan fark olmadigi (P>0,05) istatistiksel olarak belirlenmistir (Tablo 4.2, 4.7, 4.8,
4.17).

Calismada kullanilan ilk genotoksisite testi olan SMART icin LDsg ve LD1go degerinin
belirlenmesi amaciyla farkli konsantrasyonlarda insektisit igeren besi yerlerinde larvalar

beslenmis ve 24 saat i¢inde yasayabilen/yasayamayan bireyler kaydedilmistir. Bu
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sonuglara gore, LDsy degeri BIiF ve PER igin 5 ppm, IMI igin 1,5 ppm, ASE icin de 1,6
ppm olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Kullanilan tiim insektisitlerin LDsg degerlerine
ait larval mortalite/hayatta kalis oranlari, kontrol grubu olan DMSO ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak P<0,05 diizeyinde onemli bulunmustur. Daha
sonra tlm insektisitler icin belirlenen LDsy degerleri kullanilarak uygulama gruplar
olusturulmustur. LDso degeri, uygulama gruplar icin en yliksek doz kabul edilip daha
diisiik dozlarda da calisilmistir. Ancak SMART’da uygulama gruplarinin higbirinde
yeterli diizeyde mutant klon gbézlenememistir. Bu nedenle uygulama gruplarina ait doz
araliklarinin belirlenebilmesi amaciyla, bir kez de LDjgy degerlerine kadar g¢aligilma
genisletilmistir. BIF, PER, IMI ve ASE i¢in LDigo degerleri sirasiyla 10, 10, 3 ve 3,2
ppm olarak belirlenmistir. Bu deger baz alinarak her insektisit grubu i¢in dort farklh
uygulama grubu olusturulmustur. Deneylerden elde edilen verilere gore, insektisitlerin
D. melanogaster larvalarinda yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki gostererek hayatta
kalis oranlarin1 diisiirdiigii ve belirli bir konsantrasyondan sonra mortaliteye sebep
oldugu belirlenmistir. Calismada insektisit uygulama gruplarindan bagka negatif ve
pozitif uygulama gruplar1 olusturulmustur. Negatif kontrol grubu olarak distile su ve
insektisitlerin ¢ozuclsu olan %1’lik DMSO, pozitif kontrol grubu olarak da mutajenik

ve genotoksik etkisi iyi bilinen 1 ppm etil metansiilfonat (EMS) kullanilmstir.

Yapilan bu denemelere gore larvalar i¢in hayatta kalis oran1 negatif kontrol gruplari
olarak kullanilan distile su ve DMSO icin %98, pozitif kontrol grubu olan EMS i¢in de
%87 olarak  bulunurken, insektisit gruplarinda bu  degerler uygulama
konsantrasyonlarina gore sirastyla; 4, 5, 6, 7 ve 10 ppm BIF i¢in %90, %49, %38, %20,
%0; 5, 6, 7, 8 ve 10 ppm PER i¢in %52, %41, %29, %13, %0; 0,5, 1, 1,5, 2 ve 3 ppm
IMI igin %99, %80, %55, %19, %0; 0,5, 1, 1,6, 2 ve 3,2 ppm ASE igin %94, %77, %51,
%14,%0 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Bu calismada kullanilan tiim insektisitler, konsantrasyon artisina paralel olarak
D.melanogaster’in 3. evre larvalarinin yasam yiizdesini diisiirmiistiir. Hayatta kalma
oraninda gozlenen azalmalarin insektisitlerin toksik etkilerinden kaynaklandigi

distintilmektedir.  Sentetik insektisitlerin  hepsi norotoksik etkili olup, hedef
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organizmalarin sinir sistemleri lizerinde toksik etki gosterirler. Boceklerin merkezi ve
periferik sinir sistemi, memeli sinir sistemi ile benzerlik gosterir. Bu nedenle
insektisitlerin toksik etki mekanizmalar1 insanlarda da aynidir. Ancak toksik etkinin
siddeti, maruz kalma siiresi ve diizeyine, biyotransformasyon hizina ve absorbsiyon
yoluna baghdir. Insektisitler, sinir hiicrelerinde sodyum, potasyum ve klor iyonlarinin
membran gegigini engelleyerek (organik Kklorlular, piretroidler gibi), spesifik enzimleri
inhibe ederek veya sinir uclarindaki kimyasal ndrotransmitterleri etkileyerek (organik
fosforlular, karbamatlar, neonikotinoidler gibi) ndrotoksisitelerini gosterirler (Vural
2005).

Piretroid insektisitler, memelilerde cok toksik olarak kabul edilmezler. Insanda letal oral
doz 70 kg agirligindaki bir insan i¢in 50 g’dir. Ancak kapali ortamlarda kullanilmalari
durumunda insanlar Gzerindeki toksik etkileri daha yuksektir (\Vural 2005). Memelilerde
bu insektisitlerin toksisitesinin diisiik olmasinin diger nedenleri de, metabolizmalarinin
hizli olmasi ve dermal absorpsiyonlarinin az olmasidir (Klaassen 2001; Bradberry et al.
2005). Piretroidler voltaj bagimli sodyum kanallarinin 6zelliklerini degistirerek daha
fazla acik kalmasina ve merkezi sinir sisteminin asir1 uyarilmasina neden olurlar. Yeni
nesil piretroidler ise i¢erdikleri siyano grubuna bagli olarak sodyum kanallar1 yaninda
beyindeki GABA ¢ikishh klor kanallarinin gecirgenligini de degistirirler. Boylelikle
sinirler, kaslar ve salgi bezlerini etkileyerek daha agir bir tablo olustururlar. (Klaassen
2001; Bradberry et al. 2005). Piretroid ailesinden asefat, metomil ve permetrin gibi
insektisitler ile yapilan toksisite ¢alismasinda yaprak biti olan Myzus persicae’nin ergin
bireylerinde yasam siireleri kisalmistir (Hsieh and Allen 1986). Bu ¢alismada kullanilan
bifentrin  ve permetrin gibi piretroid insektisitler de benzer ndrotoksik
mekanizmalarindan dolayi, D.melanogaster larvalarinda diisiik konsantrasyonlarda da
toksik etki goOstermektedir. Piretroid insektisitlerden birisi olan sipermetrinin,
D.melanogaster’in gesitli gelisim evrelerinde toksisiteye neden oldugu bildirilirken
(Karatas and Bahcgeci 2008), Prasanthi and Rajini (2005) tarafindan erkek farelerle
yapilan bir caligmada ise bir piretroid olan fenvaleratin oksidatif hasara neden olma

potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica sinerjist etkili olarak permetrin ve
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diklorvos veya phoxim karigimi, bifentrin ve diklorvos veya phoxim karigimi, zebra
baliklarinda ayr ayri ¢ok yiiksek toksisite gostermektedirler (Zhi-Yong et al. 2009).

Ikinci insektisit grubumuz icinde yer alan IMI ve ASE neonikotinoidleri sistemik
insektisitler oldugu icin sadece etkili dozlarda hedef organizmaya 6zgudurler.
Neonikotinoidler, hem memeli hem de bdceklerin post-sinaptik membranlarinda
bulunan nikotinik asetilkolin reseptorlerine (nAChR) baglanarak agonist etki gosterirler
(Tomizawa and Casida 2003, 2005). Memelilerdeki nikotinik asetilkolin reseptord,
boceklerdeki reseptorlere gore ¢ok az yapisal degisiklik gostermektedir. Memelilerde
sinir sistemine ait reseptorlerde baglanma nAChR’nin 04/B2 yilizeyinde olmaktadir ve
muhtemelen boceklerde de buna benzer bir yiizey bulunmaktadir (Casida and Quistad
2004). nAChR’ler, bocekler ve memelilerin sinir sisteminde bulunan temel iyon uyarici
reseptorlerdir. Memelilerde ayrica sinir kas kavsaginda sarkolemma Uzerinde bol
miktarda bulunurlar (Raymond-Delpech et al. 2005). Reseptoriin hiicre disinda uzun N-
terminal bolimii yer alir ve uyarict Ozellikteki bir norotransmiter olan ACh’nin
baglanma bolgesini olusturur. Reseptore ACh’nin baglanmasiyla birlikte, nAChR’lerin
merkezinde yer alan iyon kanalindan, katyon iyon akist gerceklesir (Karlin 2002).
BOylece sinaps sonrast sinir ve kas hiicre zar1 depolarize olurken aksiyon potansiyelinin
olusumu tetiklenmis olur. nAChR, neonikotinoid insektisitlerin hedef bolgesidir. Bu
insektisitler sinir sistemindeki nAChR’lere baglanip agonist etki ederek ndroeksitasyon
(ndronun uyarilmasi) yaparlar (Scharf 2003). Neonikotinoidlerin ilk toksik belirtisi,
nAChR’e lizerine gosterdikleri agonist etki ile ortaya ¢ikan ndroeksitasyon iken diger
bir etkisi ise uzun siiren noroinhibitor etkileridir (Watson 2001). Néronal nAChR’lerin
Ca*? gecirgenligi oldukca fazladir. Ayrica, néronal NAChR’lerin aktivasyonu sonucu
artan Ca*? tiretimi 6nemli hiicre ici sinyaller olusturabilir (Vernino et al. 1992; Dajas-
Bailador and Wonnacott 2004). Rathouz et al. (1996), nikotinik agonistlerin
nAChR’lere baglanmasiyla voltaj-kapili Ca*? kanallarmin aktive oldugunu ve bunun
sonucunda hiicre ici Ca*? salgilanmasii  arttigii  bildirmislerdir. Kullanilan
neonikotinoid ¢esidine, kullanilan canli tiirline ve etki ettigi dokuya gore
neonikotinoidlerin etkileri canlidan canliya degisiklik gdostermektedir (Dondero et al.
2010). Bu ¢alismada kullanilan neonikotinoid insektisitlerden IMI ve ASE’nin 0,5, 1,
15 ve 2 ppm konsantrasyonlarinda, D.melanogaster larvalarina ait larval

mortalite/hayatta kalis oranlar1 yaklasik olarak ayni bulunmustur. Elde edilen sonuglar
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benzer caligmalarla paralellik gostermektedir. Soyle ki; Arazi ve sera calismalart ile
IMI’nin bir misir kurdu olan Helicoverpa zea iizerinde ovisidal etki gosterdigi (All et al.
2001), ASE’de ise bu etkinin az oldugu belirlenmistir (Parrish et al. 2001).
Colpoclypeus florus ve Trichogramma platneri ektoparazit bocekleri ile yapilan IMI
uygulamasinda, topikal (deriye uygulanan) yiksek akut toksisite belirlenirken, bir
giinliik kisa maruziyette toksik olmadigi belirlenmistir (Brunner et al. 2001). Kuru
toprakta bulunan 0.2-0.5 mg/kg konsantrasyonundaki IMI’ye maruz kalan Eisenia fetida
(toprak solucani)’da sperm anormalligi doz artisina bagli olarak 6nemli derecede
artmistir (Zang et al. 2000). Kim et al. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada ASE’nin
Deraeocoris brevis boceginin erginleri lizerine akut, nimfleri {izerine ise orta derecede
toksisite gosterdigi bildirilmistir. Stapel et al. (2000) Amerika Birlesik Devletlerinde
pamuk arazilerine diizenli asefat ve IMI uygulanmasindan sonra pamuk nektar
tizerinden beslenmis olan Microplitis croceipes disilerinde Omiir uzunlugunun
kisaldigin1 ve insektisit uygulanmasindan sonra 2-18 giin periyodunda parazitoidin
konak arama yeteneginin azaldigimi gézlemislerdir. Proenca et al. (2005) tarafindan
imidakloprid zehirlenmesi nedeni ile Olen insanlarda yapilan otopsilerde, insan
dokularinda likid kromotografi/kitle spektrofotometrisi ile 6rneklemeler yapilmis ve

hemen tiim organ ve dokularda ilag ve metaboliti saptanmustir.

Calismada insektisitlerin toksik etki diizeyleri ve uygulama dozlar1 belirlendikten sonra,
in vivo ve in vitro genotoksisite testlerinin uygulamalarina gegilmistir. Bu ¢alismanin ilk
genotoksisite testi olan SMART i¢in tiim insektisit gruplart DMSO kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, konsatrasyon artis1 ile paralel olarak toplam mutant klon
frekanslarinda artis gozlenmistir. Fakat belirlenen bu artislar sadece en yiiksek
uygulama gruplarinda, normal kanat fenotipinde (mwh/flr®), istatistiksel olarak pozitif
(+) etkili bulunmustur (P<0,05). DMSO negatif kontrol grubunda 0,13 olan toplam klon
frekansi1, 7 ppm BIF’de 0,26’ya, 8 ppm PER’de 0,31’e, 2 ppm IMI’de 0,29°a ve 2 ppm
ASE’de ise 0,30’a yiikselmistir (Cizelge 4.3-4.6). Ikinci genotoksisite test teknigi olan
KKD’de ise, insektisitlere ait tiim uygulama gruplarinda, DMSO kontrol grubuna gore
ortalama KKD’ler artig gostermis ve bu artiglar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur

(P<0,05). Bu degerler DMSO’da 3,70 iken, BIF icin sirasiyla 4,13, 4,62, 6,50 ve 7,05,
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PER igin sirastyla 3,97, 4,56, 5,82 ve 6,15, IMI icin sirasiyla 4,43, 4,68, 5,92 ve 7,12
ve ASE icin sirasiyla 3,92, 5,80, 6,14 ve 6,73 olarak bulunmustur (Cizelge 4.9-4.16).
Son genotoksik testimiz olan MN testinde ise tiim insektisit uygulama gruplarinin en
yiiksek konsantrasyonunda gozlenen ortalama MN sayisi artarken, NBI degerleri diisiis
gostermistir. DMSO’ya gore her iki deger degisikligi de istatistiksel olarak dnemli
bulunmustur (P<0,05). Elde edilen MN sayis1 ve NBI verileri sirastyla DMSO’da 0,83
ve 1,54, 500 ppm BiF’de 2,05 ve 1,25; 500 ppm PER’de 1,85 ve 1,28; 500 ppm IMi’de
1,90 ve 1,28; 250 ppm ASE’de ise 1,78 ve 1,18 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.18-
4.21).

Tum genotoksik testlerden elde edilen veriler literatlirdeki benzer ¢alismalarla paralellik

gOstermektedir.

Piretroid insektisitlerin, memelilerde toksik etkilerinin diisiik olmasina ragmen, yapilan
deneysel calismalarda ratlarda burun mukozasi, akciger, karaciger, lenfoid dokular,
timus gibi dokular {izerinde patolojik degisikliklere neden oldugu; yine kanda oksidatif
stresi isaret eden enzim diizeylerinde artisa neden oldugu saptanmistir (Dogruman vd
2000; Unal vd 2009). Sankar et al. (2010)’un piretroid insektisitlerden sipermetrinle
yaptiklart MN testinde de rat kemik iligi hiicrelerinde bazi kromozomlarin tamami veya
fragmentlerinin ¢ekirdek boliinmesi sonrast ¢ekirdek disinda kalarak MN’leri
olusturdugu belirlenmistir. Kocaman ve Topaktas (2010) sipermetrinin, insan periferal
lenfositlerinde MN, KKD ve kromozomal aberasyonlara neden oldugunu
bildirmislerdir. Berkdz vd (2010), piretroid insektisit deltametrinin ise albino Wistar
sicanlarinda lipit peroksidasyonunu indiikledigini gostermistir. Yine bir piretroid olan
fastak ile yapilan bir ¢alismada, Odontophrynus cordobae ve Rhinella arenarum
kurbaga iribaslarimin eritrositlerinde, klastojenik etki ile mitotik strecin bozuldugu
tespit edilmistir (Bosch et al. 2011). Bunun yan1 sira fastak nikleer hasarlara, reaktif
oksijen ve azot turevlerinin hticre icinde birikimlerine de neden olmaktadir (Altuntas
and Delibas 2002).
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Fernandes et al. (2007) piretroidlerin eritrositlerde sekil bozukluklari, biniikleuslu
eritrositler gibi hiicrede ¢esitli morfolojik degisimlere neden oldugunu belirtmislerdir.
Bu morfolojik degisimler mitokondrideki oksidatif stresten kaynaklanmakta ve hiicrede
apoptotik degisimler gerg¢eklesmektedir. Boylece kromozom anomalileri ve anoploidi
gibi nukleer hasarlar gozlenmektedir (Cavas and Ergene-Gozilkara 2005). Piretroidler
sadece eritrositlerde degil, hepatositler, lenfositler ve diger viicut hiicrelerinde de DNA
hasarlarina neden olurlar (Cortes- Gutierrez et al. 2011; Hussain et al. 2011). Shakoori
et al. (1992)’un piretroidlerle yaptiklari ¢alismada tavsanlarda giinliik oral alimlarda
16kositoz belirlemislerdir. He et al. (1989) ise insanlarda piretroid zehirlenmelerinin
%15’inde lokositoza rastlarken, Institoris et al. (1999) ve Matsushima et al. (2003)

ratlarda piretroid uygulamalarinda 16kopeni de gézlemlemislerdir.

Calismada kullanilan ikinci insektisit grubu olan neonikotinoidlerle yapilan benzer

uygulamalar elde ettigimiz sonuclarla paralellik gostermektedir.

Bu ¢alismada da kullanilan ve neonikotinoid insektisit olan IMi’nin toprak solucaninda
(Eisenia fetida) DNA hasarlarin1 6nemli derecede arttirdig1 (P<0,01) ve doz-etki iligkisi
gosterdigi belirlenmistir. Ancak Vicia faba (bakla)’da MN testinin sonuglari, IMI’nin
baz1 konsantrasyonlarinda kontrole gore istatistiksel olarak Onemli farkliliklar
olusturmadigini  da gostermistir (Zang et al. 2000). iIMi uygulanmis Rana
limnocharis’in ve Rana n. hallowell’in iribaslari i¢in MN frekansi bakimindan negatif
kontrol ile uygulama gruplari arasinda Onemli farkliliklar bulunmustur. Comet
analizinde ise, IMI uygulanan gruplarda eritrosit DNA hasarlar1, negatif kontrol ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak onemli derecede artis meydana getirmistir (Feng et
al. 2004). In vitro insan periferal kan lenfositlerinde de IMI uygulamasi sonucu MN ve
KKD frekansinda meydana gelen artig, negatif kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel
olarak 6nemli bulunmus ve yine comet analizinde de DNA hasarlarinin dagilimi IMI
uygulanmis tiim gruplarda kontrole gore istatistiksel olarak dnemli derecede farklilik
gostermistir (Feng et al. 2005). Lucero et al. (2000) iMI’ye maruz kalan tarim
isgilerinde MN oranmin arttigin1 belirlemislerdir. ASE ise insan periferal lenfosit

hicrelerinde hem 24 hem de 48 saatlik muamelede tim konsantrasyonlarda MN ve
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KKD frekansini, kontrole ve ¢Oziici kontrole gére 6nemli derecede artirmig, mitoz
bolinme indeksini de dismiistiir (Yavuz Kocaman 2007). Yao et al. (2006) yine
neonikotinoid olan ASE’nin U¢ bakteri tiriinde (E. coli K12, Pse.FH2 ve B. subtilis)
stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktivitesini kisa bir sire icin

arttirdigin1 saptamiglardir.

Yapilan benzer galismalar ve elde ettigimiz verilere gore BIF, PER, IMI ve ASE yiiksek
dozlarda genotoksik etki gostermektedir. Bu genotoksik etkinin olusum mekanizmasi
ise sOyledir; insektisitlerin olusturdugu sinir ve endokrin sinyallerdeki kesintiler, hiicre
icinde Ca*? degisimine neden olmustur. Béylece oksidatif strese neden olan nitrik oksit
sentaz gibi proteolitik enzimlerin aktivasyonuna ve serbest radikallerin Gretilmesinde
artisa yol agmaktadir (Kaymak vd 2014). Sitoplazmada artan Ca*?, inaktif durumdaki
Ca* bagimli proteazlar1 ve niikleazlar1 aktiflestirerek sitoplazmik proteinlerin
parcalanmasina ve apoptozise O0zgili interniikleozomal DNA kiriklarinin olusmasina
neden olmakta ve 180 baz cifti ve katlar1 seklinde kirilmalar olusmaktadir (Berliocchi
et al. 2005). Huicre icerisinde ise insektisitler gibi toksik maddeler hiicresel bilesenlerin
elektron alma/verme gibi redoks dongiilerine (geri doniistimlii oksidasyon yoluyla)
girerek Reaktif Oksijen Tdurlerinin (Reactive Oxygene Species/ROS) seviyesini
arttirabilirler. Hiicre metabolizmasinda glutatyon gibi indirgeyicilerin rezervlerini
tiketebilir ve sonucta antioksidan potansiyelini azaltabilirler. Antioksidan ve azalmis
antioksidan potansiyeline yol acan enzimleri aktive edebilirler. Enerji saglayan siireglere
miidahale ederek detoksifikasyon ve metabolizma icin gerekli kaynaklar1 azaltabilirler
ve temel yasamsal siireclerdeki degisimler (transkripsiyon ve translasyon gibi) dolayli
yoldan ROS diizeyini arttirabilir (Stara et al. 2013). Ayrica insektisitler, serbest radikal
olusturmakta ve ROS temizleyen enzimlerin yapisinda da degisiklik meydana getirerek
oksidatif stres olugsmasina sebep olmaktadir (Dettbarn et al. 2006; Giordano et al. 2007).
Hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi ROS’lar ise biyolojik makromolekiillerle
reaksiyona girerek enzim inaktivasyonu ve DNA hasarina neden olabilirler (Banerjee et
al. 2001). Oksidatif stres sonucunda olusan serbest radikaller, lipid peroksidasyonuna
yol acgarak hiicre membraninin gegirgenliginin bozulmasina yol agar. Bu siireg

sonucunda olusan zincirleme reaksiyonlar ile hiicrenin organelleri igerisinde bulunan
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doymamig yag asitleri, ¢esitli enzimlerin yapisina giren proteinler, karbonhidratlar ve
nlkleik asitler de hasar gorurler (Ikeda and Long 1990; Schmidley 1990; Hermes-Lima
and Zenteno-Savin 2002). Lipid peroksidasyonu sonucunda ise son Urlin olarak
malonildialdehid (MDA) meydana gelir. MDA hiicre zarindan kolayca geger ve hiicre
icinde Schiff bazlariyla birleserek, lipofuksin seklinde sitoplazma i¢inde toplanir. Hiicre
kiltirlerinde yapilan ¢alismalar ile lipid peroksidasyonu sonucu olusan MDA’nin da

genotoksik ve mutajenik etkileri oldugunu ortaya koymustur (Schmidley 1990).

Deneylerde kullanilan tim insektisitlerin genotoksisitesi tespit edilmis ve genotoksik
mekanizmalarinin oksidatif strese dayali oldugu literatlir bilgileri ile de desteklenerek
belirlenmistir. Calismanin ikinci asamasi olan antigenotoksisite i¢in yiuksek antioksidan
degerlere sahip oldugu bilinen semizotu (Portulaca oleracea L.) bitkisinin metanol
(POmet) ve su ekstraktlar1 (POg,) kullanilarak in vivo ve in vitro olarak belirlenen

genotoksik etkiler giderilmeye ¢aligilmistir.

Antigenotoksisite ¢alismalarinda SMART igin tim insektisitlerin en yiksek uygulama
konsantrasyonu ile birlikte besiyerine %1 oraninda POpe Ve %1 oraninda POg, ayr1 ayri
eklenmistir. Uygulama sonucunda; yalniz insektisit iceren uygulama grubuna gore, her
iki kanat tipindeki mutasyon frekanslar1 ve tum mutant klonlarda azalma gdzlenmistir.
Ornegin toplam klon frekans, en yiiksek insektisit uygulama gruplarinda 7 ppm BIF’de
0,26, 8 ppm PER’de 0,31, 2 ppm IMI’de 0,29 ve 2 ppm ASE’de ise 0,30 iken,
BIF+POyet; PER+POpet; IMI+POpmer Ve ASE+POpet uygulama gruplarinda sirasiyla
0,15; 0,15; 0,13 ve 0,14 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.22). BIF+POg,; PER+POq,;;
IMI+POg, ve ASE+POg, uygulama gruplarinda ise bu degerler 0,14, 0,14, 0,13 ve 0,13
olarak bulunmustur (Cizelge 4.26). Sonuglar istatistiki olarak pozitif etkiliden negatif

etkiliye gerilemistir (P>0,05).

In vitro olarak yapilan KKD ve MN calismalarinda ise insektisitlerin en yiiksek
uygulama konsantrasyonlarina kendisi kadar POy, ve POy, ayr1 ayri eklenmis ve hem
POmet hemde POg’ya bagli olarak KKD ve MN oranlarinin diistigi gézlenmistir.
Ornegin insektisitlerin en yiiksek uygulama grubunda KKD’ler BIF, PER, IMi ve ASE
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icin sirasiyla 7,05, 6,15, 7,12 ve 6,73 iken BIF+POmet; PER+POper; IMI+POpmer Ve
ASE+POpet uygulama gruplarinda sirasiyla 2,24, 1,95, 1,98 ve 2,04 olarak bulunmustur.
BIF+POg,; PER+PQOg,; IMI+POg, ve ASE+POg, uygulama gruplarinda ise bu degerler
sirasiyla 1,96, 1,94, 1,95 ve 1,95 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.23, 24, 27 ve 28).
KKD’de her iki semizotu ekstrakti uygulamasinda da sonuglar istatistiksel olarak
o6nemli bulunmustur (P<0,05). MN c¢alismasinda ise bu degerler en yiiksek insektisit
uygulama gruplarinda BiF i¢in 2,05; PER icin 1,75; IMI i¢in 1,90 ve ASE icin 1,78’dir.
Insektisit+POpmet uygulamasi sonucu elde edilen ortalama MN’ler ise BIF+POpg;
PER+POpet; IMI+POpmet Ve ASE+POpgt icin sirastyla 0,90; 0,90; 0,85 ve 0,90 iken,
BIF+POyg,; PER+POy,; IMi+POg, ve ASE+POQy, icin sirasiyla 0,88, 0,88, 0,83 ve 0,85
olarak tespit edilmistir (P>0,05). Insektisit+POg, uygulama gruplarn icin NBI’de
belirlenmistir. Tiim uygulama gruplarina ait NBI degerleri BIF’de 1,25, PER’de 1,25,
IMI’de 1,28 ve ASE’de 1,18 olarak belirlenirken, BIF+POmet; PER+POmet; IMI+POmet
ve ASE+POy i¢in sirasiyla 1,55, 1,54, 1,50 ve 1,57, BIF+POy,; PER+POy,; IMI+POg,
ve ASE+POQy, i¢in sirastyla 1,56, 1,56, 1,52 ve 1,52°dir (P>0,05) (Cizelge 4.25 ve 4.29).

Yukarida da anlatildigi gibi viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipid
tabakasinin peroksidasyonuna neden olan serbest radikal iiretimi arasindaki dengesizlige
oksidatif stres denir. Oksidatif stres, membran akiciliginda degisiklige, DNA hasarina
ve karsinojenik etkiye sebep olmaktadir (Singh and Pandey 1989; Bagchi et al. 1995).
Yapilan bu c¢alismada da oldugu gibi insektisitlerin etkisiyle hiicrede oksidan ve
antioksidan arasindaki denge bozuldugunda serbest radikaller g¢ogalmakta, oksidatif
strese ve DNA hasarlarina neden olmaktadir. DNA hasar1 ve oksidatif stres, kanser,
yagslanma, telomer kisalmalari, cesitli hastaliklar ve patolojik durumlarda 6nemli rol
oynamaktadir (Martin-Ruiz et al. 2004; Soltani et al. 2009). Son yillarda yapilan
calismalarda pestisit zehirlenmelerinde iiretilen serbest radikaller tarafindan meydana
gelen oksidatif stresin ve lipid peroksidasyonunun arttigi da bildirilmektedir (Orug¢ and
Uner 2000; Hazarika et al. 2003).

Pestisitlerin neden oldugu oksidatif stres sonucu etkilenen en énemli sistemlerden biri

de antioksidan sistemdir. Antioksidanlar hem dolayli hem de dolaysiz olarak
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ksenobiyotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen
etkilerine karsi hiicreleri koruyan maddelerdir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir
reaksiyonunu engelleyerek veya serbest radikal tdrlerini toplayarak lipid
peroksidasyonunu inhibe ederler (Cheeseman and Slater 1993; Bagchi et al. 1995).
Calismada SMART, KKD ve MN’de gosterildigi gibi insektisitlerin neden oldugu
oksidatif stres kaynaklt DNA hasarlari, kromozom kiriklarina, mitozda tam kromozom
veya kromozom fragmentleri kaybina, nokta mutasyonlara ve delesyonlara sebep
olabilmektedir. Son otuz yilda yapilan bir¢ok c¢alisma, bitkilerin antikanserojenik ve
antimutajenik  aktivitelerinin  degerlendirilmesi {izerine yogunlagmistir. Cesitli
fitokimyasallar iceren meyve ve sebzeler, antioksidan, antimutajen ve antikanserojenik
etki gosterebilirler (Arora et al. 2002). Bitkisel kaynakli dogal bilesiklerle yapilan
calismalarin bircogu, oksidatif stresin neden oldugu genotoksisiteye karsi bitkisel
bilesiklerin koruyucu bir aktivite sergiledigini gostermistir (Plazar et al. 2008). Sifali
bitkiler, antioksidanlar ve ROS siipiiriicii molekiillerin potansiyel bir kaynagi olup
(Arora et al. 2005), yiiksek oranda ve gesitlilikte vitamin ve mineral bulundururlar.
Cesitli arastirmacilar, bu sifali bitkilerden birisi olan semizotunun hicbir toksisite ve
genotoksisite gostermedigini (Yen et al. 2001), vitaminler (A, B1, B2, B6, C, E, niasin,
nikotinik asit,  karoten, riboflavin, o tokoferol, glutatyon vb.), mineraller (K, Ca, Fe,
Mg, Na, P, Cu, Zn, Cl ve Mn) ve doymamis yag asitleri, kalp krizini onledigi ve
bagisiklik sistemini gii¢lendirdigi bilinen Omega-3 yag asitleri, glutatyon, a-linoleik
asit, glutamik asit ve aspartik asit bakimindan zengin oldugunu bildirmislerdir (Liu et
al. 2000; Dweek 2001; Simopoulos 2004; Coruh ve Ercisli 2011). Yine semizotu bitkisi
izolosin, 16sin, lisin, metiyonin, sistin, fenilalanin, tirozin, treonin ve valin gibi birgok
amino asitten olusan oldukga zengin bir kaynak olarak kabul edilmektedir (Dkhil et al.
2011). Uddin et al. (2012)’e gore, farkli semizotu turleri igerdikleri mineral ve
antioksidanlar ile fonksiyonel gida ve besin destekleri (nutrasétikler) olarak da

kullanilabilirler.

Onceki yillarda yapilan antigenotoksisite ¢alismalarinda semizotunun giiglii bir radikal
siipiiriicii kapasiteye sahip oldugu da belirlenmistir. Ornegin Behravan et al. (2011)

insan lenfosit hiicrelerinde ¢esitli oksidatif ajanlarin neden oldugu DNA hasarlarini,
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semizotu su ekstrakti ile Oonemli Olgiide gidermislerdir. Yen et al. (2001), insan
lenfositlerinde kinolinin neden oldugu mutajeniteyi semizotu su ekstraktinin giderdigini
bildirmislerdir. Semizotu igerdigi askorbik asit ve glutatyon ile niikleik asitlerde ve
DNA’da hasara neden olan peroksidazlar1 ve serbest radikalleri siipiirlirken, yani sira bu
radikallerin Uretimlerini de azaltir (Folkes et al. 2011). Ayrica You Guo et al. (2009),
semizotunda bulunan polisakkaritlerin siiperoksit anyonlarini, nitrik oksit ve hidroksil
radikallerini 6nemli derecede supurebildiklerini ve bu polisakkaritlerin T ve B
lenfositlerinin ¢ogalmasini da arttirabildiklerini bildirmislerdir. Dkhil et al. (2011)
ratlarin karaciger, bobrek ve testislerinde yaptiklart c¢alismada ise semizotunun
glutatyon, katalaz, superoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon S transferaz,
glutatyon perosidaz ve glutatyon duzeyini artirdigin1 ve yine bu ¢alismada semizotunun

MDA ve nitrit/nitrat oranin diisiirerek antioksidan aktivite gésterdigini belirlemislerdir.

Benzer sekilde sifali bitkiler kullanilarak D.melanogaster’de yapilan in vivo deneylerde
Echium amoenum (iran boraji)) metanol ekstraktmin D.melanogaster’de EMS’nin
genotoksik etkilerini azalttigi (Uysal et al. 2015), R.canina (kusburnu)’nin DNA
hasarma neden olan EMS {izerine siipiiriicti etki gosterdigi (Kizilet et al. 2013), Panax
ginseng (Kore ginsengi)’in antirckombinojenik etkili oldugu (Pereira et al. 2008),
Salvia lavandulifolia (adagay1), Hypericum scabrum (binbirdelik otu), Capsella bursa
pastoris (coban c¢antasi) ve Teucrium orientale (mayasil otu) bitkilerinin su
ekstraktlarmin D. melanogaster’de IMI ve ASE’nin miir uzunlugunu kisaltic1 etkilerini
giderdigi (Unver 2015) gozlemlenmistir ve bu ¢alismalar bizim sonuglarimiz1 destekler
niteliktedir.

Insan periferal lenfosit hiicreleriyle daha 6nce yapilan antigenotoksisite ¢alismalar1 da
elde ettigimiz sonuglarimizla son derece uyumludur. Kasimoglu and Uysal (2014),
sipermetrin ve fenvelerat insektisitlerinin insan periferal lenfositlerinde meydana
getirdigi genotoksik etkinin R. canina (kusburnu) su ve etanol ekstraktlari ile Siddique
et al. (2007), yine insan periferal lenfositlerinde sipratoren asetatin genotoksik etkisini
Ocimum sanctum (feslegen ) bitkisi ile giderildigini bildirmislerdir. Ayrica Gupta et al.

(2009), anabolik steroidler olan trenbolon ve metiltestosteron tarafindan insan periferal
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lenfositlerinde uyarilan genotoksik hasarlara karsi Camellia sinensis (yesil cay)

ekstresinin antigenotoksik etkisini g0stermislerdir.

Benzer sekilde gesitli canlilarda yapilan in vivo ve in vitro antigenotoksisite testleri de
sonuglarimiz1 desteklemektedir. Loizzo et al. (2007)’a gore, Salvia officinalis (bahce
adagay1), Laurus nobilis (akdeniz defnesi) ve Pistacia palestina (filistin menengici) gibi
bitki ekstraklari insanda tiimér hiicrelerinin gelisimini Onlemektedir. Hypericum
(kantaron otu) cinsine ait bitkiler ovaryum kanseri, mide kanseri, lenfosit timorl ve
cesitli karsinomlar1 etkili bir sekilde tedavi etmektedir (Duke 1985). Ramos et al.
(2010) Salvia (adagayi)’nin su ekstraktlarinda bulunan rosmarinik asit ve luteolin-7-
glukozidin, oksidatif ajanlara maruz birakilmis olan organizmalari, oksidadif DNA

hasaria kars1 korudugunu ve DNA onarimini uyardigini bildirmislerdir.

Bu calismada iilkemizde ve diinyada son otuz yilda siklikla kullanilan sentetik
insektisitlerden BiF, PER, IMI ve ASE’nin neden oldugu genotoksisite in vivo ve in
vitro olarak belirlenmistir. Calismada kullanilan insektisitler bitkisel kokenli sentetik
insektisitler olup memelilerde diisiik toksisite gostermektedirler. Ancak benzer
calismalarda ve sonuglarimizda da gorildigi gibi ylksek dozlarda hiicrede oksidatif
strese ve buna bagl olarak DNA hasarlarina neden olmaktadirlar. Caligmanin ikinci
kisminda ise in vivo ve in vitro testlerde insektisitlerin neden oldugu oksidatif stres
kaynakli DNA hasarlar1 ve buna bagli mutajenite, semizotu metanol (POne) Ve su
(POsy) ekstraktlartyla giderilmistir. Semizotunun igerdigi zengin vitamin, mineral ve
antioksidan maddelerin ¢ok yiksek antioksidan, antigenotoksik ve antimutajenik etkiye
sahip oldugu bilinmektedir. Bu etken maddeler, semizotu bitkisinin peroksidaz ve
serbest radikalleri siipiliren ve iiretimlerini azaltan gii¢lii antioksidan bitkilerden olmasini

saglamaktadir.
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