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OZET

SIGNUM PESTISIDi VE AKTiF MADDELERININ IN VITRO SARTLARDA
INSAN PERIFERAL KAN LENFOSITLERI UZERINE MiKRONUKLEUS
OLUSTURMA ETKILERININ ARASTIRILMASI

Akin CAYIR
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danigman: Prof. Dr. Mahmut COSKUN
07/02/2011, 129

Bu ¢alisma, sitokinez bloklama-mikronukleus teknigi (CBMN) kullanilarak signum
fungusiti ve aktif maddelerinin (boscalid ve pyraclostrobin) insan periferal kan
lenfositlerinde olas1 genotoksik ve sitotoksik etki potansiyellerini arastirmak amaciyla
yapilmigti.  Fungusitler ile muamele edilen lenfositlerde mikronukleus (MN),
nukleoplazmik koprii (NPB) ve niikleer tomurcuklanma (NBUD) olusumlari ile sitokinez-
bloklama proliferasyon indeksi (CBPI) degerlendirilmistir.

Her ii¢ fungusitin test edilen konsantrasyonlari, Go fazi ile siklusta ilerleyen
lenfositlerde kontrol olarak kullanilan ¢oziicii ortama gore daha fazla sayida MN
olusumuna neden olmuslardir. 2, 6, 25 pg/ml signum, 0,5, 2 pug/ml boscalid ve 0,5, 1,5, 2
ug/ml pyraclostrobin konsantrasyonlarinin BNMN frekansini; 0,25 pg/ml pyraclostrobin
konsantrasyonunun ise NPB frekansini istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirdig: tespit
edilmistir. Fungusitlerin test edilen biitiin konsantrasyonlar1 Gy faz1 lenfositlerinde NBUD
olusumunu istatistiksel olarak arttirmazken, sitotoksisitenin konsantrasyona bagli olarak
arttig1 saptanmistir.

0,5, 1, 1,5, 3 pg/ml signum, 0,5, 1, 1,5 pg/ml boscalid ve 0,75 pg/ml
pyraclostrobinin  BNMN frekansmni; 1, 1,5, 2, 3 pg/ml signum ile 0,75 pg/ml
pyraclostrobinin ise NPB frekansini siklusta ilerleyen lenfositlerde istatistiksel olarak
arttirdig1 saptanmustir. Ayrica 0,75 ug/ml pyraclostrobin, siklusta ilerleyen lenfositlerde
istatistiksel olarak anlamlit NBUD olusumuna neden oldugu, her bir fungusitin artan

konsantrasyonlari ile birlikte sitotoksisitenin arttig1 gorilmiistiir.

vii



Test edilen baz1 konsantrasyonlarin istatistiksel olarak anlamli derecede MN
olusumuna neden olmasi signum, boscalid ve pyraclostrobinin in vitro sartlarda insan
periferal kan lenfositlerinde genotoksik etkili oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmistir. Bununla
birlikte her iki muamele sekli dikkate alindiginda bu calismada degerlendirilen
fungusitlerin sitotoksik oldugu tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: Signum, Boscalid, Pyraclostrobin, Mikronukleus, Nukleoplazmik

Koprii, Nuklear Tomurcuklanma, Sitotoksisite
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE MICRONUCLEUS FORMATION EFFECTS OF
THE SIGNUM PESTICIDE AND ITS INGREDIENTS ON HUMAN PERIFERAL
BLOOD LYMPHOCYTES IN THE IN VITRO CONDITION

Akin CAYIR
Canakkale Onsekiz Mart University

Graduate School
Chair for Biology Thesis, PhD
Advisor: Prof. Dr. Mahmut COSKUN
07/02/2011, 129

The aim of this study was to investigate the possible genotoxic and cytotoxic
potential of the signum fungicide and its active ingredients (boscalid and pyraclostrobin)
on human peripheral blood lymphocytes by using the cytokinesis-block micronucleus
(CBMN) assay. Micronucleus (MN), nucleoplasmic bridge and nuclear budding
formations and the cell blocked proliferation index (CBPI) were evaluated in lymphocytes
after treatment with fungicides.

Tested concentrations of each fungicide induced more MN formation compared to
the solvent control in Go phase and proliferating lymphocytes. BNMN frequencies induced
by 2, 6, 25 ug/ml signum, 0,5, 2 pg/ml boscalid and 0,5, 1,5, 2 pug/ml pyraclostrobin
concentrations and NPB frequencies induced by pyraclostrobin increased statistically
significant in Gy phase lymphocytes. All concentrations of each fungicide in Gg
lymphocytes did not statistically increase NBUD formation, while the cytotoxicity was
increased in a concentration-dependent.

BNMN frequencies induced by 0,5, 1, 1,5, 3 pg/ml signum, 0,5, 1, 1,5 pg/ml
boscalid and 0,75 pg/ml pyraclostrobin and NPB frequencies induced by 1, 1,5, 2, 3 ng/ml
signum and 0,75 pg/ml pyraclostrobin increased statistically in proliferating lymphocytes.
In addition, 0,75 pg/ml pyraclostrobin increased NBUD frequencies in proliferating
lymphocytes. Cytotoxicity increased with the increasing of the concentrations of each

fungicide.



Because of the statistically significant increase of MN formation at the some
concentrations, it could be concluded that signum, boscalid and pyraclostrobin are
genotoxic in the in vitro condition on the human peripheral blood lymphocytes. However,
evaluated fungicides in this study are cytotoxic considering each of the two treatments.

Keywords: Signum, Boscalid, Pyraclostrobin, Micronucleus, Nucleoplasmic Bridge,
Nuclear Bud, Cytotoxicity
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BOLUM 1- GIRiS AKkin CAYIR

BOLUM 1
GIRIS

Cevre Koruma Ajansi (Environmental Protection Agency-EPA), diinyada yaklasik
olarak 84 000 ¢esit kimyasalin kullanildigi ve her y1l 1500 yeni kimyasalin insan hayatinda
yerini aldigin1 bildirmistir (Denison, 2009). Toplam kimyasal madde miktar1 icerisinde
bliyiik bir paya sahip olan pestisitler, herhangi bir zararlinin etkisini durduran veya azaltan,
zararhy1 6ldiiren veya ortamdan uzaklasmasi i¢in kullanilan madde veya madde karigimlari
olarak tanimlanmaktadir (EPA, 2009). Giiniimiizde yaygin olarak kullanilmakta olan
pestisitlerin yapisinda farkli kimyasal siniflara ait bir¢ok bilesik icerdikleri, 800’den fazla
tarim ilacinin yapisinda birden ¢ok kimyasal madde oldugu bilinmektedir.

Ticari olarak satilan bir pestisit, hedeflenen organizmaya karsi etkili olmasi beklenen
aktif madde(ler) ile inert icerikten olusur. EPA (2006) bir pestisit formiilasyonunu, aktif
madde ve inert icerigin bir kombinasyonu olarak tanimlamaktadir. Tek bir pestisit farkll
amaglarla kullanilan bircok inert icerik icerebilir (EPA, 2005). Inert igerikler ¢oziicii,
stirfaktan, koruyucu ve benzeri degisik fonksiyonlar1 olan kimyasallardir (EPA, 2002).
Genel anlamiyla “inert” kelimesi fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak aktif olmayan
anlaminda kullanilmaktadir. Ancak EPA (2002), pestisit formiilasyonunda kullanilan inert
icerigin biyolojik ve kimyasal olarak aktif olabilecegi ve dolayisi ile insanlara toksik
olabilecegini bildirmistir.

Cesitli zararhilarin  tarim iriinlerinde meydana getirecegi zarar1 minimuma
indirgemek i¢in uygulanan yontemlerin basinda kimyasal miicadele gelmektedir. Bu
yontem, hem uygulanabilme olanagi hem de etkili cevap alinabilmesi bakimindan yaygin
olarak kullanilmaktadir (Bolognesi, 2003). Bu anlamda diinyada her yil yaklasik 2,5
milyon ton pestisitin uygulandigi ve zamanla bunun artacagi tahmin edilmektedir
(Pimentel, 1995; FAO, 2002). Delen ve ark. (2005)’e gore Tiirkiye’de 1979 yilinda 839
584 kg olan pestisit tiiketimi 2002 yilinda 12 198 917 kg oldugu bildirilmistir. Birgok tilke
ile karsilastirildiginda Tiirkiye genelinde pestisit tiiketim miktarinin az oldugu ancak
tarimsal arazilerin dagilimi ve yetistirilen triinlerin farklilig1 nedeni ile baz1 bolgelerde
pestisit kullaniminin daha fazla oldugu bilinmektedir.

Uretimi artirmak ve {iretilmis olan {iriinii uzun siire korumak amaciyla kullanilan
pestisitlerin, bu pestisitleri kullananlar veya dolayli yollarla maruz kalanlar iizerinde zararl
etkilerinin oldugu goriilmiistir. Bu konuda Diinya Saglik Orgiiti (World Health
Organization-WHO) (1990) tarafindan yayinlanan bildiride, her yil yaklagik 3 milyon
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kisinin pestisit kullanimina bagli olarak zehirlendigi, 200 000 kisinin akut toksisite nedeni
ile 6ldiigii ve bu oSlimlerin biiylik ¢ogunlugunun ozellikle gelismis iilkelerde meydana
geldigi bildirilmistir. Tiirkiye’de yapilan bir aragtirmaya gore 1997 ile 2001 yillar1 arasinda
tarimda kullanilan gesitli pestisitler nedeniyle 843 kisinin akut zehirlenme ile 6ldiigi tespit
edilmistir (Nesime ve ark., 2004). Bu durum, insan sagligi bakimindan yarattigi tehlike
dikkate alindiginda, yasaklanmis olan bir¢ok pestisitin tiim yasaklara ragmen kullanildigini
(Wilson, 2001; Sankararamakrishnan, 2005) veya yasakli olmayan pestisitlerin de
bilingsizce uygulandigini gostermektedir.

Pestisitlerden en tist diizeyde fayda saglarken, insan ve gevre sagligi acisindan
olusturacagi zararli etkilerin en aza indirgenmesi, uygulayan ve friinleri kullananlar
tizerinde etkili olmamas1 amaglanir. Ancak zararli etkilerinin yeteri kadar bilinmemesi,
hedeflenen organizmanin disindaki diger organizmalar1 etkilenmesi ve asiri
kullanilmalarindan dolay1 tasidiklart riskler bulunmaktadir. Bu gibi nedenler, hedeflenen
organizmalarin zaman i¢inde uygulanan pestisitlere daha da direncli hale gelmesine neden
olmaktadir. Bu durum insanlar1 yeni arayislara yonlendirmekte ve farkli 6zellikler tasiyan
kimyasallarin {retilmesi ve kullanilmasi kagmilmaz olmaktadir. Zararlilarla miicadele
kapsaminda 2000-2008 yillar1 arasinda 71 yeni aktif maddenin tiretildigi bildirmistir (EPA,
2008).

Pestisitlerin akut toksisiteleri ile ilgili olarak bir¢ok veri bulunmasina ragmen, kronik
etkileri ile ilgili bilgiler azdir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajans1 (The International
Agency for Research on Cancer-IARC) (2002), potansiyel karsinojen olan bir¢ok
insektisit, fungusit ve herbisit ile ilgili olarak yayinladig1 raporda, deney hayvanlar ile
yapilan caligmalar sonucunda 56 pestisit c¢esidinin karsinojen oldugunu bildirmistir
(Bolognesi, 2003). Kanser epidemiyolojisi konusunda yapilan caligmalarda pestisitlere
stirekli maruz kalan kisilerde 16semi, non-Hodgin lenfoma, mesane, pankreas, troid, nazal
ve mide kanserlerinde artis, parkinson, diisiik, 6lii dogum ve dogumsal anomalisi olan
cocuk oraninda artig, erkek bireylerde fertilitede azalma oldugu belirlenmistir (Sivikova,
1999a; Pastor, 2002; Abell, 2000). Gelismis iilkelerde yilda 37.000 kisinin pestisit
kullanimina bagli olarak kansere yakalandigi rapor edilmistir (WHO, 1990). Bununla
birlikte, bakteri ve memeli sistemleri kullanilarak yapilan deneyler sonucunda son yillarda
siklikla kullanilan klorlanmig-organikler, karbamatlar, organofosfatlar ve piretroitlerin
genotoksik etkilerinin oldugu (Testa, 2002; Zhang, 1996; Albertini, 1997; Anwar, 1994,
Vaglenov, 1997), birgok pestisitin mutajenik 6zellige sahip oldugu ve potansiyel kimyasal

mutajenler olduklar1 bildirilmistir (Bolognesi, 2003).
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Pestisitlerin etkisiyle olusan genetik degismeler, gen mutasyonlari, yapisal ve
kromozomal degismeler seklindedir. Parry ve ark. (2002)’na gére Duesberg ve ark. (1999)
ve Cowell (2001)’in yaptiklar1 ¢alismalarda genetik degismelerin karsinogenez siirecinde
etkin rol oynadiklar bildirilmistir. Kimyasallardan kaynakli genetik degismelerin (6zellikle
kanser ve dogum anomalisi ile ilgili) ortaya cikarilmasi, bilim insanlarin1 kimyasallarin
genotoksik potansiyellerini arastirmaya ve bu anlamda gecerli metotlar1 gelistirmeye tesvik
etmistir.

Kimyasallarin etki mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmas: ve toksisite seviyelerinin
belirlemesi ile ilgili birgok yontem mevcuttur. In vivo ve in vitro ortamda gergeklestirilen
bu testler sayesinde toksik maddelere iliskin g¢esitli parametreler belirlenmektedir.
Toksikolojik ¢alismalarin temelini olusturan genetik toksikoloji, in vivo ve in vitro
kosullarda ¢esitli ajanlarin tek baslarina veya birlikte DNA’da meydana getirdikleri
degisiklik veya mutasyonlar1 belirlemeye c¢alismaktadir. Son yillarda, degisik genetik
degismelere etkin cevap verebilmesi amaciyla birgok test kullanilmistir. Metabolik
aktivasyon sistemlerinin (S9 karisimi) kesfedilmesi ile birlikte bakteri ve memeli
sistemlerinin kullanildig1 in vivo yontemler yerine, hizli cevap alinabilmesi, ekonomik
olmasi, fazla is yiikkli gerektirmemesi, aynt anda ¢ok sayida veri elde edilmesi gibi
nedenlerden dolayt in vitro yontemler tercih edilmektedir. DNA’da meydana gelen
degisiklikler sonucunda ortaya ¢ikan kalici ve gecici genotoksik cevaplarin ortaya
cikarilmasi i¢in birgok biyo-belirleyici (biyomarkir) bulunmasina ragmen, in vitro ve in
vivo ortamda meydana gelen genotoksik etkilerin ortaya ¢ikarilmasinda kardes kromatid
degisimi (KKD), kromozom aberasyonlart (KA) ve mikronukleus (MN) olusumu gibi
sitogenetik yontemler kullanilmaktadir (Bonassi ve ark., 2008). Bu belirleyiciler, diger
genotoksik ajanlar (radyasyon) gibi, kimyasallarin DNA’da olusturdugu erken biyolojik
hasar derecelerinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadirlar.

Bu c¢alismada degerlendirilen signum fungusiti ve aktif maddeleri olan boscalid ve
pyraclostrobin BASF firmasi tarafindan gelistirilmis ve onay alindiktan sonra piyasaya
strilmiistiir. Yapilan arastirmalar, signum fungusiti ve aktif maddeleri ile ilgili
karsinojenik, mutajenik ve genotoksik 6zelliklerine ait bilgilerin sadece liretici firmaya ait
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte BASF firmasinin yapmis oldugu arastirmalara
dayanarak EPA ile Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization-FAO)
tarafindan degerlendirilen bu ii¢ kimyasalin genotoksik etkilerinin insan periferal kan
lenfositlerinde arastirilmadigi goriilmektedir. Hauke ve ark. (2004), yeni bir fungusit olan

signumun diinyada etkili bir sekilde kullanildig1 ve kullaniminin her gecen giin arttigini
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bildirmistir. Tez calismasinda ticari olarak satilan signum, aktif maddeleri boscalid ve
pyraclostrobinin ¢esitli konsantrasyonlar1 ile kiiltiir ortaminda muamele edilen insan
periferal kan lenfositlerinde olusabilecek genotoksisitelerinin sitokinez bloklama-
mikronukleus teknigi (CBMN) kullanarak degerlendirilmesi amacglanmustir.

Bu ¢alismayla, insan periferal kan lenfositleri ile degisik konsantrasyonlari muamele
edilen bu ii¢ kimyasalin genotoksik potansiyeline iliskin literatiir eksigi giderilmis
olacaktir. Ayrica, uygulanan konsantrasyonlar ile elde edilen MN frekansi arasindaki iliski
incelenecek ve olasi doz-cevap iligkisi belirlenecektir. Degerlendirilen pestisitlerin
genotoksik potansiyellerinin yaninda olusturacaklar: sitotoksisite ile ilgili bilgiler de elde
edilecektir. Elde edilecek veriler Tiirkiye’de de yakin bir gegmiste kullanimina baglanan
signumun olast kalintt durumlarinda bireylerde olusabilecek genetik  riskin

degerlendirilmesine ve eksik olan literatiir bilgisine katki saglayacaktir.

1.1. MN Teknigi

In vitro MN teknigi, interfaz hiicrelerin sitoplazmalarinda olusan MN’lerin
degerlendirilmesine olanak saglayan bir genotoksisite testidir (OECD, 2007). Bu yontem,
hiicre boliinmesi sirasinda veya sonrasinda test maddelerine maruz kalan hiicrelerde
meydana gelen aneujenik (kromozomlarda sayisal degisiklikler) ve klastojenik
(kromozomlarda yapisal degisiklikler) aktivitelerin degerlendirilmesine olanak saglar
(OECD, 2007). Kilasik sitogenetik tekniklerde, kromozomlar metafaz evresinde
incelenmekte, ortaya ¢ikan hasarlar gozlemlenmekte ve degerlendirilmektedir (Natarajan
ve Obe, 1982). Bu yaklasim detayli bir arastirma olanagi sunmakla birlikte kompleks
olmasi, fazla is yiikii gerektirmesi ve deney sirasinda olusan artefaktlarin yanlis
degerlendirilmesinden dolayr bilim adamlarimi yeni arayiglara sevk etmistir. 1960’11
yillarda klasik metafaz KA yontemine alternatif olabilecek ve daha basit bir yontem olan
MN teknigi gelistirilmeye baslanmistir. Bu donemde radyasyona maruz birakilan Vicia
faba kok meristem hiicrelerinde MN frekansi1 belirlenmistir. Natarajan (2002)’ye gore
Schmid (1976) MN teknigini fare kemik iligi polikromatik eritrositler i¢in standardize
etmis ve ortaya ¢ikan kromozom hasarlarint MN frekansi seklinde belirlemistir.

MN teknigi yalnizca bdliinebilen Okaryotik hiicrelere uygulanmaktadir. Diger bir
deyisle, boliinmeyen, boliinme kinetigi bilinmeyen veya kontrol edilemeyen hiicre
populasyonlarinda etkili bir sekilde kullanilamamaktadir. Birden fazla hiicre siklusu
geciren bir hiicrede olusan MN’nin akibeti hakkinda kesin bilgiler bulunmamaktadir.

Bundan dolay1 kiiltiir ortaminda sadece bir kez boliinen hiicrelerde MN frekansini
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saptamak giivenilir sonuclar elde edilmesini saglamaktadir (Fenech, 2000). Bir hiicre
populasyonunda boliinen ve bdliinmeyen hiicrelerin ayirt edilebilmesi MN tekniginin
onemli gelisim agamalarindan biridir. 1985 yilinda Fenech ve Morley’in sitokalasin-B’yi
MN tekniginde kullanmalar1 ile bu 6zellik basarilmistir (Fenech ve Morley, 1985). MN
tekniginde, bir ¢ekirdek bolinmesini tamamlayan hiicreler sitokalasin-B ile bloke edilirler.
Bu asamada sitoplazma boliinmesi (sitokinez) sirasinda iki yavru cekirdek arasindaki
sitoplazmanin bogumlanmasinda goérevli olan mikrofilament halkasinin olusmasinda rol
oynayan aktin polimerizasyonu sitokalasin-B tarafindan engellenir (Fenech, 2000).
Hiicreler bu islemden sonra iki nukleuslu (binukleat-BN) olarak goriilmektedirler.
Sitokalasin-B’nin uygulandigi hiicre popiilasyonlarinda hiicrelerin biiyiik bir ¢ogunlugu
BN asamasinda birikmektedirler. Bu teknik, giinimiizde sitokinez bloklama-mikronukleus
teknigi (CBMN) yontemi olarak bilinmektedir CBMN yontemi, genetik toksikoloji

alaninda standart bir yontem haline gelmistir (Fenech, 2006).

(@)
@w.&@w
(b)
@w‘w@w

Sekil 1. (a) Tiim kromozom ve asentrik kromozom parcasindan MN olusumu, (b) Zit

1SeWepio]q g-UISe[eoNs

oe® o0

kutuplara ¢ekilen disentrik kromozomun olusturdugu nukleoplazmik koprii (NPB) ve

beraberinde olusan MN. Boliinen hiicrelerde sitokalasin-B’nin binukelat asamasindaki rolii

(Fenech, 2000)

1.2. MN Olusum Mekanizmalari

MN, hiicre bdliinmesinin anafaz safhasinda kutuplara c¢ekilemeyen tiim
kromozom(lar), kromatid (ler) veya asentrik kromozom/kromatid parcalarindan olusan

nukleus dis1 kii¢iikk bir yapi olarak tanimlanmaktadir (Fenech, 1985). Geride kalan
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kromozom pargalar1 ve/veya kromozomlarin etrafinda mitoz bdliinmenin telofaz
sathasinda bir ¢ekirdek zar1 olusmakta ve daha sonra interfaz sathasindaki ana nukleusun
morfolojisini almaktadir (Fenech, 2000). Kromozomal pargalardan olusan MN’ler,
dogrudan c¢ift iplikli kiriklardan, genetik replikasyondan sonra tek iplik kiriklarinin ¢ift
iplik kiriklarina doniistiiriilmesinde veya DNA sentezinin inhibe edilmesi sonucunda
olusabilirler. iki kromozom kiriginin yanlis tamir edilmesiyle, disentrik (iki sentromerli)
kromozom ve bir asentrik (senromersiz) parcanin olusmasi ile sonuglanan asimetrik
kromozom yeniden diizenlenmesine neden olabilir. Cogunlukla olusan bu disentriklerin
sentromerleri hiicre boliinmesinin anafaz sathasinda zit kutuplara cekilirler. Sonucunda iki
yavru nukleusu birlestiren NPB’ler ve asentrik parcalarin olusturdugu MN’ler goriiliirler
(Fenech, 2000). Tim kromozom(lar)dan olusan MN’ler, kromozom ayrilma
mekanizmasindaki hatalardan (hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki islev bozuklugu,
mitotik ipliklerin, kinetekor ve mitotik aygitin goérevlerini tam yapamamasi), hiicresel
fizyolojinin degismesi, mekanik hasarlar (Albertini ve ark., 2000) ve sentromerik DNA’nin
hipometilasyonundan dolay1 olusabilirler (Fenech ve ark., 2005). MN’ler ayrica breakage-
fusion-bridge (BFB) ile olusan gen amplifikasyonlari sonucunda da olusabilirler. Amplifiye
edilmis DNA secici bir sekilde nukleusun periferinde bir ¢ikinti olarak yerlesmekte ve
hiicre siklusunun S fazinda nuklear tomurcuk (nuclear bud-NBUD) olarak elimine
edilmektedir (Fenech, 2002). Fenech (2007), MN olusumunun DNA hipometilasyonu
sonucu olustugunu bildirmistir. DNA metilasyonu inhibitérii olan 5- azacytidinenin 1, 9 ve
16. kromozomlarin heterokromatin bolgelerinde kondensasyona neden oldugu ve bu
kromozomlarda meydana gelen kayiplarin MN’yi olusturdugu bildirilmistir. ~ Ayrica
mitotik iplikleri kontrol nokta gen (APC, BUB1 and HCDC4) CpG adaciklarinin
hipermetilasyonu, bu genlerin anlatimlarini azaltabilmektedir. Bu durumun MN olusumuna
yol acacak kromozom yanlis ayrilmalara sebep oldugu bildirilmistir (Fenech, 2006).
Ayrica yapilan ¢alismalar MN olusumunun, DNA satellit hipometilasyonunun bir sonucu

olarak arttig1 bildirilmistir.
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[{2N) + MIN] + (2N}

(2N) + [{2N)} + MN]

Yavru Hiicreler

[{2N) + MNJ + (2N)

(2N) + [(2N) + MN]

Metafaz Anafaz Yavru Hiicreler

Sekil 2. Asentrik kromozom/kromatid parcalarindan MN olusumu (Mateuca ve ark., 2006)

1) Amphitelic

(2N) + (2N)

(2N +1) + (2N-1)

[(2N) + MN] + {2N-1)

(2N) + [(2N-1) + MN]

[{2N) + MN] + (2N-1)

(2N} + [{2N-1) + MN]

Metafaz Anafaz Yavru Hiicreler

Sekil 3. Tubulin ipliklerinin kinetekora yanlis baglanmasindan dolayr kutuplara
¢ekilemeyen kromozom/kromatidlerden olusan MN (Mateuca ve ark., 2006)
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[(2N) + MNJ + {2N-1}

(2N) + [{2N-1) + MN]

Metafaz Anafaz Yavru Hiicreler

[(2N-1) + MN] + (2N-1)

(2N-1) + [(2N-1) + IN]
Anafaz Yavru Hiicreler

Metafaz

Sekil 4. Tubulin depolimerizasyonu sonucu kutuplara ¢ekilemeyen

kromozom/kromatidlerin olusturdugu MN (Mateuca ve ark., 2006)

[(2N} + IMN] + (2N-1)

(2N} + [(2N-1) + MN]

Metafaz "
Yavru Hiicreler

[(2N-1) + MN] + (2N-1)

(2N-1) + [{2N-1) + MN]
Yavru Hiicreler

Metafaz

Sekil 5. Sentomerik DNA, kinetekor veya kinetekor proteinlerindeki hasarlanmalar sonucu

olusan MN (Mateuca ve ark., 2006)
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[{2N-1) + MN] + (2N-1)

(2N-1) + [(2N-1) + MIN]

Yavru Hiicreler

Sekil 6. Geg replikasyon, kromozom/kromatidlerin nukleus periferalinda bulunmalar1 ve

histon proteinlerinin epigenetik modifikasyonu sonucu olusan MN (Mateuca ve ark., 2006)

[(2N + x) + MIN]+{2N - x}

<: (2N +x) + [(2N - x) + MN]

Yavru Hiicreler

[{2N - X} + MN(x) + MN] + (2N-x)
(2N - X} + [{2N - x) + MIN(x) + FIN]

(2N - x) + MINOOT + [(2N - X} + 1AN]

[(2N - x) + HIN]+ [(2N - x) + MN(x)]

Sekil 7. ki kromozom kiriginin yanlis tamir edilmesi sonucu olusan nukeloplazmik koprii

ve/veya olusan kopriiniin kirilmasi sonucu olusan MN (Mateuca ve ark., 2006)

—> (2N+x)+(2N-x)

Yavru Hilcreler

[(2N - x) + MN()] + (2N-x)

< {2N-X} + (2N - X) + MN(x)]

Sekil 8. Telomer ug birlesmesi ve olusan kopriilerin kirilmasi sonucu olusan MN (Mateuca

ve ark., 2006)
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[(2N + x) + MNI+(2N - x)

(2N +X) + [(2N - X} + MIN]

[(2N + 1) + MN] + (2N + 1}

{2N+ 1) + [{2N + 1) + MIN]

Sekil 9. Nukleusun spesifik bolgelerinde segici olarak lokalize olan gen amplifikasyon

bolgelerinin BFB siklusu sonucunda olusturdugu MN (Mateuca ve ark., 2006)

1.3. CBMN Tekniginin Avantaj ve Dezavantajlar:

CBMN yonteminin kromozom hasarlarin1 gostermede klasik metafaz kromozom
analizi kadar duyarli oldugu gosterilmistir (Fenech ve ark., 1999a). DNA hasar gostergesi
olan MN’ler yavru hiicrelere aktarilirken metafaz kromozomlarinda meydana gelen
hasarlar yavru hiicrelere aktarilmayabilirler (OECD, 2007). KA yontemi ile
kiyaslandiginda, MN’nin preparatta sayiminin daha kolay oldugu, sayacak kisinin kisa
zamanda ve kolaylikla egitilebildigi ve sayim icin daha az zaman gerektigi goriilmektedir
(Norppa ve Falck, 2003). Ayrica CBMN yo6nteminde binlerce BN hiicreyi degerlendirmek
miimkiindiir. Buna karsilik KA yonteminde 100 veya birka¢ 100 metafaz kromozomu
degerlendirilebilmektedir. Dolayis1 ile degerlendirilen BN sayisinin fazla olmasi
istatistiksel degerlendirmede daha gergekci sonuglarin  elde edilmesine olanak
saglamaktadir. CBMN yonteminde hiicre kiiltiiriinii 24-48 saat siire zarfinda sitokalasin-B
ile durdurulabildiginden c¢ok sayida biniikleat hiicre elde etmek miimkiindiir. Ancak KA
yonteminde hiicrelerin sitokinezde durdurulmasi 1-4 saat slirmekte, daha uzun siire
durdurma kromozomlarin daha da kalinlasmasina neden olmakta bu durum
degerlendirmelerini zorlastirmaktadir. Son yillarda CBMN yo6nteminde biniikleat sayiminin
otomasyon sistemi ile yapiliyor olmasi ayni ¢alismayr degerlendiren birden fazla kisi

arasinda ortaya ¢ikabilecek farklilig1 da ortadan kaldirmaktadir (Mateuca ve ark., 2006).
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CBMN yonteminin en Onemli avantaji klastojenik ve aneujenik kromozom
hasarlarinin ikisini de ayni anda degerlendirebilme olanagidir (Fenech, 1999a, 2000).
MN’nin yapis1 ile ilgili olarak yapilan sentomer ve kinetekor calismalar1 ile CBMN
tekniginin birlestirilmesi sonucu, olusan bir MN’nin orijini hakkinda bilgi elde
edilebilmektedir. Tiim kromozomlardan veya kromozom parcalarindan olusan MN’ler
arasinda ayirimin yapilmast CBMN yonteminin duyarliligint  ve 6zgiinliiglini
arttirmaktadir. Sentromerik bélgeyi tanimlamak i¢in kullanilan in-situ hibridizasyon
yontemi ile kromozomlara 6zgii problarin kullanilmasi sonucu BN hiicrelerdeki iki nukleus
arasinda dengesiz kromozom dagilimma neden olan non-disjunction (ayrilmama)
saptanabilmektedir. Bu yoOntemde kinetekor proteinleri ve sentromerik DNA dizileri
icermeyen MN’ler asentrik kromozom pargalari olarak kabul edilmektedir (Fenech,
1999a).

Kullanilmaya baslandigr giinden beri siirekli olarak gelistirilen CBMN teknigi
kromozom kiriklari, kromozom kayiplari ve kromozom ayrilmama olaylarinin yaninda
nekroz, apoptoz ve hiicre gelismesinin durdurulmasi (cytostasis) olaylarii da
degerlendirebilmesinden dolay1 ¢ok kapsamli bir metot olarak degerlendirilmektedir
(Fenech, 2006). Bu o6zelliklerinin yaninda, yapilan yeni ¢alismalarla CBMN tekniginde
DNA yanlis tamiri ve telomer ug¢ birlesmesi ile disentrik biyomarkir1 olarak tanimlanan
NPB’lerin degerlendirilebilecegi gosterilmistir. Ayrica gen amplifikasyonu veya gen
dozajlarmin bir gostergesi olan NBUD’larin da bu teknik sayesinde degerlendirilebilecegi
bildirilmistir (Fenech, 2006). CBMN teknigi, hiicrede olusan hasarlarin gostergeleri olan
bircok olayr (kromozomal kararsizliklari, mitotik islev bozukluklarini, hiicre
proferilasyonu ve hiicre 6limi gibi) aynt anda degerlendirebilmesinden dolay1 “Cytome
assay” olarak tanimlanmaktadir. Fenech (2006)’e gore Cytome assay; calisilan bir
sistemdeki her bir hiicre canlilik 6zelligi bakimindan (nekroz, apoptoz) sitolojik olarak
sayilabilmekte, mitotik durumu (tek c¢ekirdekli, metafaz, anafaz, iki nukleuslu ve ¢ok
nukleuslu) ve kromozomal karasizligi (MN, NPB, NBUD, sentromer ve kinetekor

problarin kullanilmas1 durumunda MN igerigi) bakimindan degerlendirilebilmektedir

(Fenech, 2006).
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A G

CBMN
CYTOME
ASSAY

Sekil 10. A: Mononukleat hiicre, B: BN hiicre C: Polinukleat hiicre, D: Nekrotik hiicre, E:
Apoptotik hiicre, F: MN, G: NPB ve MN, H: NBUD ( Fenech, 2006)

CBMN tekniginin Onemli avantajlarindan bir digeri ise boliinen hiicre
populasyonlarinda nukleus boliinmesinin  ilerlemesi ve derecesinin  kolaylikla
Olciilebilmesidir. Bu durum sitokalasin-B eklendikten sonra belli bir siire kiiltiirde kalan
hiicrelerden tek, iki, ii¢c ve dort nukleuslu hiicrelerin sayimi ile elde edilmektedir. Nuklear
boliinme indeksi (Nuclear Division Index-NDI) veya sitokinez-bloklama proliferasyon
indeksi (Cell Blocked Proliferation Index-CBPI) olarak tanimlanan bu yontem Eastmond
ve Tucker (1989) tarafindan onerilmis. NDI’nin 6l¢iilmesi fiziksel veya kimyasal ajanlarin
sitotoksik 6zellikleri hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir. NDI ve BN hiicrelerin orani
hiicrelerin kiiltiir sirasinda uygulanan mitojene verdigi cevap ile ¢alismada degerlendirilen
ajanlarin sitotoksik etkilerinin 6l¢iilmesinde yararl bir yontemdir (Fenech, 1997).

In vitro MN teknigi sitokalasin-B’nin kullanildigi veya kullanilmadigi birgok hiicre
tipi i¢cin giicli ve etkili bir yontemdir (OECD, 2007). Bu teknigin dogrulugunun
kanitlandig1 bircok calisma bulunmaktadir. CHO (Chinese Hamster Ovary), V79, CHL
(Chinese Hamster Lung) ve L5178Y gibi bir¢ok hiicre tipinin kullanildigi ¢alismalarin

12



BOLUM 1- GIRiS AKkin CAYIR

yaninda insan lenfositlerinin kullanildigi birgok ¢alisma da bulunmaktadir (Lorge, 2006;
Aardema, 2006; Oliver, 2006; Kersten, 1999). Fransiz Genetik Toksikoloji Toplulugu
(Société Frangaise de Toxicologie Génétique-SFTG) (Lorge, 2006; Aardema, 2006; Oliver,
2006) tarafindan gergeklestirilen uluslararasi gecerlilik caligmalar1 ile uluslararasi
genotoksisite testleri ¢alistayr (International Workshop on Genotoxicity Testing-IWGT)
(Kirsch-Volders, 2000, 2003) tarafindan yayinlanan raporlar, in vitro MN tekniginin
gecerliligini dogrulayan onemli verilerdir. Ayrica simdiye kadar yayinlan veriler Avrupa
Alternatif Metotlarin Degerlendirilmesi Merkezi (European Centre for the Validation of
Alternative Methods - EVCAM) tarafindan tekrar degerlendirilmis, yontemin gegerliligi
ECVAM Bilimsel ve Teknik Danisma Kurulu (ESAC) tarafindan uygun bulunmustur
(ECVAM, 2006; ESAC, 2006).

Diger taraftan CBMN teknigin ¢esitli dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Yontemin
uygulanmasi sirasinda kullanilan sitokalasin-B’nin MN olusumuna neden olmasi en 6nemli
dezavantaji olarak degerlendirilmektedir. insan lenfositleri, fare dalak lenfositleri, fare
fibrolastlart gibi hiicrelerle yapilan galismalarda 1-6 pg/ml araligindaki sitokalasin-B’nin
doza bagli olarak MN frekansinda bir artisa neden olmadig: bildirilmistir (Fenech, 1997).
Fenech (1997)’e gore Kolber (1990), baz1 spesifik neoplastik hiicre tiplerinin (EL4,
BW5147) sitokalasin-B’ye daha duyarli olabilecegini bildirmistir. Sitokalasin-B’nin
kullanilmasi, sitokalasin ile ayni etki tarzina tasiyan kimyasallarin 6zelliklerinin
belirlenmesinde sorun olacagi ve bu kimyasallarin etki tarzlarinin goriilemeyebilecegi

bildirilmistir (Fenech, 1997).

1.4. Nukleoplazmik Kopriiler

Fenech (2006), CBMN tekniginde biniikleat hiicrelerde iki nukleus arasinda yer alan
NPB’lerin sayilmas1 gerektigini bildirilmistir. Boylece BN hiicrelerde bulunan MN’lerin
sayllmasi ile birlikte bir kromozom yeniden diizenlenme (re-arrangement) ifadesi olan
NPB’ler de degerlendirilmis olunacaktir (Umegaki ve Fenech, 2000). NPB’ler genel olarak
herhangi bir ajana maruz kalan bir hiicrede olusan bir disentrik (iki sentromerli)
kromozomun mitoz boliinmenin anafaz sathasinda zit kutuplara cekilirken olustugu
diistiniilmektedir. BN hiicrelerde bulunan iki nukleusu birbirine baglayan yapilar oldugu
icin NPB olarak tanimlanmaktadir. Fenech (2006), normal hiicre bdliinmesinde niikleer
membran olugmadan Once disentrik anafaz kopriilerinin gdzlenmesinin zor oldugunu,
hiicrelerin anafaz ve telofaz sathalarini1 hizli bir sekilde gecerek sitokinezi tamamladiklari

ve yavru nukleuslarin ayrilmalarindan dolayr olast NPB’lerin kirildigini ifade etmistir.
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Ancak CBMN tekniginde sitoplazma boliinmesinin sitoklasin-B ile inaktive edilmesinden
dolayt BN hiicreler arasinda yer alan NPB’ler kirilmayarak goriiniir hale gelirler. Ayrica
Fenech (2006) olusan NPB ifadesi olan kromozomlarin etrafinda olusan zar nedeni ile de
gozlemlendiklerini bildirmistir.

Umegaki ve Fenech (2000) yaptiklari ¢alisma ile hidrojen peroksit, superoksit ve
aktive edilen insan nétrofilleri ile inkiibe edilen WIL2-NS hiicrelerinde NPB’lerin bir DNA
hasar1 gostergesi olmasi bakimindan bir biyomarkir olarak kullanilabilecegini
dogrulamiglardir. Bu ¢alismada, DNA’da iplik kirig1 olusturan kimyasallar ile doza bagl
elde edilen DNA hasari incelenmistir. Elde edilen sonuglara gére BN hiicrelerdeki NPB
frekansiin kontrole gore 20 kat kadar arttigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada, ayn1 binukleat
hiicrelerde sayilan MN’ler ile NPB’ler arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir korelasyon
bulunmustur. Bir veya birden fazla NPB’ye sahip BN hiicrelerin %60’indan fazlas1 aym
zamanda bir veya birden fazla MN ig¢ermektedir. Bu durum MN olarak ifade edilen
asentrik kromozom parcalar1 ile NPB olarak ifade edilen disentrik kromozomlarin ayni
hiicre i¢inde birlikte ifade edildigini gdstermektedir.

DNA’daki iplik kiriklarmin yanlis tamir edilmesinden sonra NPB’leri olusturan
degisik mekanizmalarin oldugu bildirilmistir. Bu mekanizmalardan bir tanesi telomer ug
birlesmesi olarak tanimlanmakta ve telomer kisalmasinin bu mekanizmaya neden oldugu
bildirilmistir. Fenech (2006) bu durumda meydana gelebilecek NPB’ye bir MN’nin eslik
etmeyecegini ifade etmistir. Rodent modelleri ve insan intestinal sistem kanserleri ile
yapilan calismalarda telomer uzunlugu ile NPB’ler arasinda pozitif bir korelasyon
bulunmus ve NPB insidansinin telomer kisalmasmin bir 6l¢iisii olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir (Rudolph ve ark., 2001). Fenech (2006)’e gore NPB’lerin DNA’nin yanlis
tamir edilen parcalarindan olustugunu ve genom hasarini1 dogrudan gosterdigi i¢in CBMN
tekniginde degerlenilmesi gerektigini bildirmistir. Kromozom kayip veya kiriklarmi ifade
eden MN’nin degerlendirilmemis olmasi durumunda DNA’da meydana gelen farkli

hasarlanmalarin goz arda edilmis olacag: bildirilmistir.

1.5. Nuklear Tomurcuklanmalar

NBUD, gen amplifikasyonuna neden olan 6zel kiiltiir sartlarinda biiyiiyen hiicrelerde
gosterilmistir (Ma, 1993; Shimura, 1999). Bununla birlikte Shimuzi (1998, 2000) memeli
hiicreleri ile yaptigi deneylerde amplifiye edilmis DNA’nin segici olarak nukleusun
periferinde lokalize oldugu ve NBUD olarak elimine edildigini gdstermistir. Bu modelde

meydana gelen tomurcuk, mitoz béliinmenin S faz1 boyunca MN olusturmak tizere elimine
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edilmektedir. Nukleusun amplifiye edilmis DNA dizilerine karst hassas oldugu
bildirilmistir. Shimuzi (1998, 2000)’ye gore nukleusun fazla amplifiye DNA’y1 aktif bir
islemle elemine ettigi, bunu amplifiye DNA’y1 nukleusun periferinde biriktirerek yaptigi,
fazlalik olan bu DNA’nin MN olusturmak iizere tomurcuklanma yapig1 ve bu yolla elimine
ettigini agiklamstr.

Lindberg ve ark. (2007)’na gore Gisselsson ve ark. (2001), NBUD’larin anafaz
kopriilerin kirilmasi sonucu meydana geldigini bildirmistir. Bu modelde BN hiicreler
arasinda meydana gelen bir NPB’nin farkli iki yerinde kirilmasi sonucu, olusan parcanin
MN’yi olusturacag ifade edilmistir. Bununla birlikte meydana gelen anafaz kopriisiiniin
tek bir yerinde kirilmasi durumunda ana nukleuslara bagli kalan parcalarin NBUD’lar1
olusturacag: ileri siiriilmiistii. Bu modelde ileri siiriilen anafaz kd&priilerinin kirilmasi
olaymin, sitokinezi bloklanmis BN hiicrelerde nasil oldugu acik degildir. Bununla birlikte
Lindberg ve ark. (2007) tarafinda yapilan calismada, NBUD’larin yapilarinda tim
kromozomlarin da bulundugu, dolayisi ile NBUD’larin sadece anafaz koprii kiriklarindan
olusamayacagi bildirilmistir.

Lindberg ve ark. (2007)’na gore Tanaka ve Shimizu (2000) tarafindan COLO
320DM hiicrelerinde yapilan calismada MN ve NBUD olusumu amplifiye edilmis double
minutelarla (DM) agiklamislardir. Meme, akciger, kolon gibi insan tiimorlerinde
gozlemlenen ekstrakromozomal DNA pargalar1 olan DM’ler, tiimor gelisimi sirasinda gen
amplifikasyonunun bir gostergesi olarak bilinmektedirler. Tanaka and Shimizu (2000),
modeline gore, sitoplazmada kalan bazit DM’lerin mitoz bitiminde lamin tarafindan
yakalandig1 ve MN olusturduklar ileri siiriilmiistiir. Bununla birlikte bazi DM’lerin lamin
B’nin yeniden diizenlenmesi ile DNA sentezinden bagladigi S fazindan sonra yakalandigi
ve NBUD’lar1 olusturdugu ifade edilmistir.

NBUD, ana nukleuslarla baglantiy1 saglayan kalin veya ince saplarinin disinda MN
ile aym1 morfolojik 0©zellige sahiptirler. Sahip olduklar1 kalin veya ince saplar
tomurcuklanmanin bulundugu siirece gore degisiklik gostermektedir. Tomurcuk olusturma

stiresi ve hiicreden MN olusturmak {izere ayrilmasi daha aydinlatilmis degildir (Fenech,
2006).

1.6. MN Olusumu ile Kanser Gelisimi Arasindaki iliski
Gelismis iilkelerde kanser, kardiyovaskiiler hastaliklarin neden oldugu oliimlerden
sonra ikinci sirada yer alan 6liim nedenidir (Murgia ve ark., 2008). Kanser dnleme ¢abalar1

arasinda, kanserin gelisimini Onceden haber veren biyomarkirlarin gelistirilmesi ve
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gelistirilen biyomarkirlarin bu anlamda gegerliliginin dogrulanmas: gelmektedir. Kanser
riskini gostermede biyomarkir olarak kullanilan KA, KKD ve MN teknigi gibi sitogenetik
yontemler, insan periferal kan lenfositleri kullanilarak gerceklestirilmektedir. Ozellikle elde
edilen baz1 olumlu sonuglar nedeni ile bu yontemler son yillarda biiyiik ilgi odagi haline
gelmis durumdadir. KA yontemi, biitiin kanser riskleri ile kromozom hasarlar1 arasindaki
iliskiyi dogrulayan ilk biyomarkirdir. Bu yontemin, meydana gelen kromozom hasarlart ile
kanser riski arasindaki iliskiyi dogrulamasina ragmen, ekonomik yiikii ve elde edilen
sonuglarin degerlendirilmesi ¢ok fazla zaman gerektirmesi bu alanda calisan bilim
insanlarin1 yeni arayiglara sevk etmistir. Bu anlamda kolay, hizli ve ekonomik bir
biyomarkir daha uygun olacaktir (Murgia ve ark., 2008).

Kanser gelisimi ile MN frekansi1 arasindaki var olabilecek iliski birgok arastirmada
degerlendirilmistir. Matauce ve ark. (2006)’na gére Hagmar ve ark. (1994, 1998)’nin
kuzey Avrupa iilkeleri ve Italya kohort calismalarinda, insan periferal kan lenfositlerinde
elde edilen MN frekansi ile kanser riski arasinda bir iligkinin olmadig bildirmislerdir. Bu
caligmalardan, MN frekansinin kanserin 6n habercisi olarak kullanilamayacagi sonucu
ortaya cikmaktadir. Ancak, calismanin kapsaminda az veri olmasi elde edilen sonucun
tartismalt olmasina neden olmaktadir. Bunun yaninda calisilan populasyonlarin ¢esitli
ozellikler bakimindan heterojen bir yapiya sahip olmasi da sonuglarin giivenilirligini
etkilemektedir. Bonassi ve ark. (2007) tarafindan Avrupa’da yapilan kohort ¢alismada, ¢ok
yiikksek MN frekansina sahip olan bireylerde biiylik bir olasilikla 12-15 yil sonra kanser
gelisiminin olabilecegi belirtilmistir (Matauce ve ark., 2006 ).

Son yillarda devam eden arastirmalarin sonuglart bu konu ile ilgili yeni bulgularin
elde edilmesini saglamistir. Cesitli dokulardaki MN frekans1 ile kanser gelisimi arasindaki
iliskin oldugu hipotezi, yapilan c¢alismalar sonucunda elde edilen bir¢ok bulgu ile
desteklenmektedir.

1. Kanser hastalarinda artan MN frekansi; Daffaud ve ark. (1997), meslekleri geregi
herhangi bir genotoksik ajana maruz kalmamis 198 saglikli erkek ve bayan ile tedavi
edilmemis 70 erkek ve kadin kanser hastasindan aliman kan Orneklerindeki MN
frekansi incelenmistir. Saglikli erkek bireylerde kendiliginden meydana gelen MN’li
hiicre oram1 9,7 £ 2,8 bayanlarda ise 9,8 = 3,1 olarak bulunmustur. Kanser
hastalarinda ise kendiliginden olusan MN frekanst erkeklerde 21,1 + 15,3 ve
bayanlarda 19,1 £ 11,2 olarak bulunmustur.

2. Genetik hasarlara bagli olarak meydana gelen Bloom sendromlu bireyler, yiiksek

MN frekansina ve yiiksek kanser riskine sahiptirler (Rosin ve German., 1985).
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3. Kilinik oral pre-malignansileri c¢esitli kimyasallarla onleme calismalarinda, oral
mukozadaki MN frekansi kanserin bir belirteci olarak kullanilmaktadir. Calismada,
oral mukoza lezyonlu hastalarin tedavi edilmeden 6nce ve tedaviyi takip eden 3. ve
12. aylarda MN frekanslar1 belirlenmistir. Kimyasal tedavi oncesi lezyonlu oral
mukozadaki MN frekansi normal mukoza MN frekansindan daha yiiksek
bulunmustur. Ancak tedavi edildikten 3 ay sonra lezyonlu mukozadaki MN frekansi
ilk duruma gore azalmistir. Bu durum uygulanan kemoterapi ile MN olusumunun
baskilandigi ortaya ¢ikarmaktadir (Benner ve ark., 1994).

4. lyonize radyasyon, benzen ve tiitiin gibi birinci siif karsinojenlerin insan ve
hayvanlarda MN artigina neden oldugu goriilmiistiir. Yani karsinojenite ile genetik
hasar arasinda anlamli bir korelasyon bulunmaktadir (Sorsa ve ark., 1992).

5. Familial kutan6z malignat melanomali (CMM) hastalardaki periferal kan lenfositleri
ile fibroblastlarda yiiksek MN frekansi elde edilmistir (Weichental ve ark., 1989).

6. Saglikli bireylerle karsilastirildiginda sigaradan dolayr meydana gelen akciger
kanserli hastalarda yiiksek MN frekansi bulunmustur (Cheng ve ark., 1996). Bu
calismada 52 kontrol ve 42 vakada MN frekanslari karsilastirilmistir. Yapilan detayli
incelemeler, sigara icen ve eskiden sigara icen akciger kanserli hastalarin istatistiksel
acidan 6nemli sayilacak derecede yiliksek MN frekansina sahip oldugu anlasilmistir
(p=0,04). Bu farklilik hi¢ sigara igmeyenlerde goriilmemistir.

7. Uterus servikal kanserinin ilerleyen farkli evreleri ile periferal lenfosit ve servikal
epitelyum hiicreleri arasinda elde edilen yiiksek MN korelasyonu, servikal kanser
patogenezi ile MN frekansi arasinda olan iliskiyi agiklamaktadir (Leal-Garza ve ark.,
2002). Bu calismada servikal kanser gelisiminin evreleri ile servikal epitelyum ve
PBL’deki MN frekanslar1 arasinda bir iliski olup olmadig: arastirilmistir. Calismada
40 kisiden alinan ornekler degerlendirilmis ve bu kisiler hastalik evrelerine gore 4
siifa ayrilmiglardir. Her iki hiicre tipinde elde edilen MN frekanslar1 ile kanser
evreleri karsilastirildiginda;1- MN frekans: ile servikal lezyon sathalar1 arasinda
korelasyon oldugunu, 2- MN frekansi ve artan servikal kanser riski arasinda pozitif
lineer bir iliski gozlemlenmistir. Sonug olarak MN’nin kanser riskini tahmin etmede
kullanilabilir bir biyomarkir oldugu ifade edilmistir.

8. El-Zein ve ark.(2006) tarafindan yapilan ¢alismada, akciger kanser riski ile MN ve
diger CBMN biomarkirlar1 (NPB, NBUD) arasinda kanser riski ile ilintili olarak
giiclii bir kanit oldugunu savunmustur. Vaka - kontrol ¢aligmasi olarak yapilan bu

calismada CBMN  teknigi  kullanilarak  nikotine-tiirevli  nitrosamine  4-
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(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone ~ (NNK)’nin meydana  getirdigi
kromozomal hasarlarin frekanst belirlenmeye c¢alisilmistir.  Kendiliginden ve
NNK’nin neden oldugu kromozomal hasarlar kontrol ile karsilastirildiginda akciger
kanseri kisilerde 6dnemli derecede yiiksek bulunmustur. Kanser riskinin artisi ile
birlikte MN, NPB ve NBUD’un frekanslari sira ile 2, 29, 6 kat artmustir. E1-Zein ve
ark.(2006), calismada elde edilen bulgular neticesinde, CBMN tekniginin kanser
riskini tahmin etmede kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Ayrica CBMN tekniginin
NNK’nin neden oldugu genetik hasarin degerlendirilmesine son derece duyarl

oldugu belirtilmistir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Boscalid ile ilgili Yapilan Toksisite Calismalari

Gida Giivenligi Komisyonu Pestisit Uzman Komitesi (Food Safety
Commission- Pesticides Expert Committee-FSC-PEC) (2004)’ne gore, Wistar
sicanlart ve ICR fareler ile yapilan akut toksisite testlerinde oral olarak verilen
boscalid i¢in LDsg >5000 mg/kg viicut agirligi bulunmustur. Boscalidin deriye
uygulanmasi durumunda LDsp dozu >2000 mg/kg bulunmus, inhalasyon durumunda
ise 6,7 mg/L bulunmustur. 10 erkek ve 10 disi si¢an ile yapilan akut ndrotoksisite
testleri i¢i besin yolu ile boscalidin 0, 500, 1000, 2000 mg/kg viicut agirligi
konsantrasyonlar1 verilmistir. Herhangi bir grupta ndrotoksisite gdzlemlenmemis
ancak birkag erkek sicanin tiiylerinde diklesme goriilmiistiir (FSC-PEC, 2004). Yeni
Zelanda beyaz tavsanlari ile yapilan ¢aligmalarda gozlerde herhangi bir iritasyona
rastlanmamustir (FSC-PEC, 2004). Benzer sekilde Guinea domuzlari ile yapilan deri
duyarlilik testinde herhangi bir irritasyon gozlemlenmemistir (FSC-PEC, 2004).

10 erkek ve 10 disi Wistar sigan ile yapilan subkronik toksisite ¢alismalarinda
boscalidin 0, 100, 500, 2000, 5000 ve 15 000 mg/kg konsantrasyonlar1 denenmistir.
Belirlenen hayvan gruplari, besinlere karistirilarak 90 giin boyunca belirlenen
konsantrasyonlarla beslenmislerdir. 15 000 mg/kg verilen siganlarda kan trigliserid
konsantrasyonu ile disi havyalarda dalak agirhiginda azalma gézlemlenmistir. Disi ve
erkek siganlarin tiroit bezi agirliginda normal viicut oranina gore artis gézlenmistir.
Ayrica erkeklerde protrombin zamanimin azaldigi, buna karsilik total protein,
globiilin ve total kolesterol miktarinda artis oldugu tespit edilmistir. 5000 mg/kg
konsantrasyonunda karaciger agirliginin diger dokulara gore arttigi ve kan kalsiyum,
total protein ve albiimin seviyesinde artis oldugu goriilmistiir. Herhangi bir etkinin
gozlemlenmedigi doz degerinin (No observable adverse effect level-NOAEL) 500
mg/kg oldugu belirlenmistir (FSC-PEC, 2004).

Benzer sekilde farelerde subkronik toksisite testleri gergeklestirilmis ve 10
erkek ile 10 disiden olusan C57BL16 fareler boscalid igeren besinlerle
beslenmiglerdir. Calismada boscalidin 0, 15, 1000, 4000 ve 8000 mg/kg
konsantrasyonlari denenmis ve hayvanlar 90 giin boyunca besin yolu ile belirlenen
konsantrasyonlara maruz birakilmislardir. 8000 mg/kg konsantrasyonunda disilerde

kan trigliserid konsantrasyonunda azalma go6zlemlenmistir. Kan total protein,
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alblimin ve globiillin miktarinda azalma goriiliirken erkeklerin hepatositlerinde
onemli sayilacak oranda yag miktari degisimi gézlemlenmistir (FSC-PEC, 2004).

5 erkek ve 5 disi Beagle kopekleri ile yapilan kronik toksisite testlerinde,
kopekler sira ile boscalidin 0, 200, 800, 2000, 20 000 mg/kg konsantrasyonlarina
besin yolu ile 12 ay siire maruz birakilmiglardir. Bu siire sonunda yapilan
degerlendirmelerde, 2000 mg/kg konsantrasyona maruz kalan erkek ve disi
kopeklerde kan klor seviyelerinde azalma tespit edilmistir. Disi kopeklerde kan
alkalin fosfataz, total protein, globiilin, total kolesterol diizeyinde ve tiroit agirliginda
artma gozlemlenmigtir. 2000 mg/kg ve daha yiiksek konsantrasyonlarda disi ve
erkeklerin kan trigliseridlerinde artma, disi kdpek alanin transferaz miktarinda ve
tiroit agirliginda artma gézlemlenmistir (FSC-PEC, 2004).

Wistar siganlarla yapilan kronik toksisite testlerinde 20 erkek ve 20 disi sican
boscalidin 0, 100, 500, 2500 ve 15 000 mg/kg konsantrasyonlarini i¢eren besinlerle
24 ay beslenmislerdir. 15.000 mg/kg boscalid verilen hayvanlarda 17. aydan itibaren
biling kaybmin meydana geldigi, 2500 mg/kg boscalid iceren besinlerle beslenen
erken ve disi siganlarin total protein, globiilin, hepatosit sentrilobuler hipertrofi, tiroit
foliikiiler hiicrelerde fokal hiperplazi artig1 goriilmiistiir (FSC-PEC, 2004).

Boscalidin 0, 100, 500, 2500 ve 15 000 mg/kg konsantrasyonlariin Wistar
sicanlarinda neden olabilecegi karsinojenitenin degerlendirilmesi amaciyla 50 erkek
ve 50 disiden olusan sicanlar 24 ay boyunca belirlenen konsantrasyonlarin ilave
edildigi besinlerle beslenmislerdir. 15 000 mg/kg boscalidin ilave edildigi besinlerle
beslenen erkek ve disi siganlarda 17. aydan itibaren biling kaybinin basladigl ve
calismanin sonlandirildigr bildirilmisti. 2 500 mg/kg konsantrasyonu igeren
besinlerle beslenen erkek ve disi sicanlarda hepatosit sentilobiiler hipertrofi ve tiroit
folikiil hiicrelerinde hipertrofi gézlemlenmistir. Disilerin folikiil hiicrelerinde fokal
hiperplazi ve tiroit agirliginda artma oldugu bildirilmistir. Ayrica erkeklerde total
vicut agirhigr artisinda baskilanma goriilmesinin yaninda disi tiroit folikiiler
hiicrelerde adenoma gozlemlenmistir. Genel olarak tiroit folokiiler hiicrelerdeki fokal
hiperplazi, folikiiler hiicre adenoma ve folikiiler hiicre adenokarsinoma insidansinin
kontrole gore anlamli bir sekilde arttigi goriilmiistiir. Disilerde higbir etkinin
gbzlemlenmedigi konsantrasyon degeri 100 mg/kg iken erkeklerde 500 mg/kg olarak
hesaplanmistir (FSC-PEC, 2004).

Boscalidin  genotoksik aktivitesi in vitro ve in Vvivo yontemlerle

degerlendirilmistir (Cizelge 1). Metabolik aktivasyon sistemi varhiginda veya
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yoklugunda bakterilerle yapilan testlerde mutajen Ozellik gostermedigi ortaya

cikmistir. Benzer sekilde boscalidin fare kemik iligi hiicrelerinde MN olusturmadigi

ve programsiz DNA sentezinin meydana gelmedigi goriilmiistiir. Kiiltiire edilmis

Chinese hamster hiicrelerde KA’larmma ve gen mutasyonlarina neden olmadigi

goriilmiistiir (FSC-PEC, 2004).

Cizelge 1. Boscalidin ¢esitli test sistemleri kullanilarak elde edilen genotoksisite sonuglari

(FSC-PEC, 2004).

) ) Doz (mg/kg viicut
Test sistemleri Hiicre/Hayvan Sonuglar
agirlign)
Mikrobiyal ters S. typhimurium TA100,
mutasyon (S9 TA98, TA1535, TA1537, - Negatif
karisimi) E. coli WP2uvrA
Programsiz DNA Sican primer hepatosit )
) - Negatif
In sentezi kiiltiirti
vitro Kromozom )
Chinese hamster- ]
aberasyonu (S9 ' - Negatif
hiicreleri (V79)
Karigimi)
Genetik mutasyon Chinese hamster )
- Negatif
(S9 karisimi) Ovaryum hiicreleri
500, 1000, 2000
In _ ) (mg/kg 24 saat ara )
_ Rodent mikronukleus ~ NMRI fareleri, 5 erkek ] ) Negatif
Vivo ile peritonal

uygulama)

2.2. Pyraclostrobin ile Tlgili Yapilan Toksisite Calismalar

Pyraclostrobinin toksikolojik ve genotoksik ozellikleri ile ilgili olarak EPA ve Pest
Management Regulation Agency (PMRA) tarafindan yayinlan ¢aligmalar disinda herhangi
bir veriye rastlanmamistir. EPA pyraclostobinin fungusit olarak kullanilabilirligini, ¢evre
ve diger organizmalar icin gilivenilirligi ile insan saghigi riskine yonelik veriler
yayinlamistir. Pyraclostrobinin akut toksisitesi ile ilgili bilgiler ¢izelge 2’de verilmistir.

Yapilan akut denemelerde, oral veya dermal olarak alinan pyraclostrobinin diisiik

toksisiteli, ancak solunum yolu ile alinan kimyasalin ise orta derecede toksik oldugu
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bildirilmigtir. Kisa zamanli maruziyet durumlarinda pyraclostrobinin calisilan deney
hayvanlarindaki hedef organ1 onikiparmak bagirsagi olmustur. Farelere uygulanan
30,4/40,4 mg/kg viicut agirh@ ve daha yiiksek dozlarda, onikiparmak bagirsak
mukozasinda incelme goriilmiistiir. Sicanlara uygulanan 9,0/9,6 mg/kg viicut agirligl ve
daha yiiksek dozlarda onikiparmak bagirsaginda hiperplazi, kopeklere uygulanan 12,9/13,6
mg/kg viicut agirhigr dozlarda ise onikiparmak bagirsaginda mukozal hipertrofi
gorilmistiir. Test edilen biitiin dozlarda lireme sistemi {izerine her hangi bir olumsuz etki
gorilmemistir. 50 mg/kg viicut agirhigt doza kadar sican fetiislerinde herhangi bir

fetotoksik/teratojenik etki belirlenmemistir.

Cizelge 2. Pyraclostrobin ile yapilan toksisite ¢aligmalar1 (EPA, 2002).

Tipi Sonuglar Toksisite kategorisi
Akut oral toksisite LDso = > 5000 mg/kg v
Akut dermal toksisite LDso = > 2000 mg/kg I

Akut inhalasyon toksisitesi LCs0=<0,31 mg/L I
LCso =< 1,07 mg/L
Akut goz irritasyonu En az goz irritasyonu I

Akut deri irritasyonu Orta derecede deri irritasyonu 11|

Deri duyarlilagtirma -

Oral olarak radyoaktif isaretli pyraclostrobin verilen siganlar, verilen dozun %50’sini
absorbe edebilmislerdir. Kandaki konsantrasyon, uygulamadan 30 dakika sonra olgiilmiis,
8 veya 24 saat sonra da ikinci 6l¢iimler yapilmistir. Verilen dozun %74-91°1 digk: yolu ile
geri kalani ise idrar ile elimine edilmistir. Pyraclostrobinin tekrarli olarak verilmesi viicutta
atilma yollarinda bir farklilik yaratmamistir (FAO, n.d.).

Oral veya deri yolu ile siganlara verilen pyraclostrobinin diisiik akut toksisiteli
oldugu bildirilmistir. Yapilan c¢aligmalarda oral yola alindiginda LDs¢>5000 ve
dermal olarak viicuda alindiginda LDs5p>2000 mg/kg viicut agirligi olarak
bulunmustur. Solunum yolu ile alinan pyraclostrobinin orta derecede toksik oldugu
ve ¢Oziicii olarak aseton kullanildiginda LCsp’nin 0,31-1,07 mg/l, solvesso

kullanildiginda ise LCsp’'nin 4,07-7,3 mg/l olarak bulundugu bildirilmistir.
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Pyraclostrobin, deri ve gozleri orta derecede etkilemekte ancak deride hassaslastirma
etkisi bulunmamaktadir. Siganlara oral olarak verilen pyraclostrobin nefes darligi,
sendeleme, tiiylerin diklesmesi gibi klinik belirtilere yol agmistir (FAO, n.d.).

Fare, sican ve kopeklere kisa siireli ancak tekrarli olarak verilen pyraclostrobin
duodenal mukozal hipertrofi ve bazi kemiricilerle yapilan caligmalarda mide
mukozasinda iilser belirtileri goriilmiistiir. Pyraclostrobin deride ciddi tahris meydana
getirmezken tavsanlarda uzun siirebilen tahrisler meydana getirdigi bildirilmistir.
Calisma yapilan biitiin tlirlerde ( fare, sigan, kopek...) viicut agirliginda ve besin
tilketiminde azalma goriilmistiir (FAO, n.d.)..

Kisa siireli pyraclostrobin uygulamalari sonucunda viicut agirliginda azalmanin
yaninda total protein, globiilin, glikoz ve trigliserid gibi kimyasal parametreler ile
karacigerde yag depolamada azalma gozlemlenmistir. 400 mg/ml tekrarli dozlara
maruz birakilan rodentlerde orta derecede anemi olusmustur (FAO, n.d.).

In vitro caligmalar ile in vivo fare kemik iligi MN testleri pyraclostrobinin
gentoksik aktiviteye sahip olmadigin1 gdstermistir. Pyraclostrobinin karsinojenik
potansiyeli sigan ve farelerde calisilmistir. Bir calismada 200 mg/kg pyraclostrobin
ile beslenen siganlarda orta derecede hepatoselliiler adenoma insidanst goriilmiistiir.
Sican ve farelerde pyraclostrobinin karsinojenik potansiyeli ile ilgili bir bulguya
rastlanmamistir. Elde edilen genotoksik veriler ile yapilan karsinojenite c¢aligmalari
gdz Oniline alindiginda, pyraclostrobinin muhtemelen karsinojenik olmayacag:

bildirilmistir (FAO, n.d.).

2.3. Cesitli Pestisitler ile ilgili Yapilan Genotoksisite Calismalari

Renciizogullar1 ve ark. (2004) etoxazolenin (5, 10 ve 20 ug/ml) in vitro genotoksik
etkilerini belirlemek amaciyla insan lenfositleri iizerine ¢alismislardir. Etoxazolenin MN
(10 ve 20 pg/ml konsantrasyonlarda), KA ve KKD olusumlarina neden oldugu dolayist ile
genotoksik potansiyele sahip oldugu bildirilmistir. Yine Guadano ve ark. (1998) tarafindan,
rotenoneun genotoksik aktivitesi KKD, KA ve MN yontemleri ile insan periferal kan
lenfositlerinde incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore rotenonenin, MN frekansinda
artisa ve hiicre siklusunda gecikmeye sebep oldugu ancak KKD, KA frekanslarinda bir
artisa neden olmadig1 goriilmiistiir. Yiizbasioglu ve ark. (2006) tarafindan yapilan benzer
bir caligmada, afugan fungusitinin insan periferal kan lenfositlerinde olusturdugu KKD,
KA ve MN frekanslar1 belirlenmistir. Afuganin 5, 10 ve 20 ng/ml konsantrasyonlar1 énemli

derecede KA olusturmuslardir. Benzer sekilde biitiin konsantrasyonlar (2,5, 5, 10 ve 20
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png/ml) dikkate alindiginda KKD ve MN frekanslarimin da ¢oziicii kontrole gore arttigi
bildirilmigtir. Diger taraftan Ribas ve ark. (1997/98), bir herbisit olan paraquatin insan
periferal kan lenfositlerinde sitotoksik oldugunu ancak klastojenik veya aneujenik bir
Ozellik gostermedigini bildirilmislerdir.

Organoklorin pestisitler dichlorobiphenyl-trichloroetanenin (DDT) metaboliti olan
1,1-dichloro-2,2-bis (p-chlorophenyl)ethylenein (DDE) ile hexachlorobenzenin (HCB)
olas1 genotoksik potansiyeli in vitro kosullarda insan periferal kan lenfositlerinde MN
olusumu ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére, DDE’nin 6énemli derecede MN
frekansinda artisa neden oldugu ancak HCB’nin MN frekansinda 6nemli bir artiga neden
olmadigr gozlemlenmistir. Ayrica DDE ve HCB’nin yiiksek konsantrasyonlari hiicre
boliinmesinde 6nemli derecede azalmaya sebep olmustur (Ennaceur ve ark., 2008). Yine
Villarini ve ark. (1998) tarafindan deltamethrinin genotoksik potansiyeli in vitro MN
teknigi, comet assay ve KKD yontemleri kullanilarak insan periferal kan lenfositlerinde
arastirilmistir. Metabolik aktivasyonu varliginda deltamethrinin DNA hasar1 olusturdugu
ancak metabolik aktivasyon varliginda veya yoklugunda MN ve KKD frekanslarinda
onemli derecede artisa neden olmadigr goriilmiistiir. Moretti ve ark. (2002) tarafindan
yapilan benzer bir g¢alismada terbutrynin izole edilmis lenfositlerde (-/+ metabolik
aktivasyonun) MN ve KKD frekanslarinda istatistiksel olarak onemli bir artisa neden
olmadig1 ancak metabolik aktivasyonun olmadig: kiiltiirlerde terbutrynin DNA hasarina
neden oldugu comet assay ile gosterilmistir. Baska bir ¢alismada, malathionun izole
lenfositlerde ¢oziicii kontrole gore MN frekansini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttirdigi, hiicre boliinmesi inhibisyonu ve dolayisi ile yiiksek oranda sitotoksisiteye neden
oldugu gozlemlenmistir. Benzer sekilde tiim kan ile yapilan kiiltiirlerde MN frekansi
¢oziicii kontrole gore yiiksek bulunmustur (Titenko-Holland ve ark., 1997). Insan periferal
kan lenfositlerinin diginda pestisitlerin farkli hiicrelerde de genotoksik ve sitotoksik etki
gosterdigi bilinmektedir. Carbofuran Chinese hamster ovary (CHO) hiicrelerinde kontrole
gore 6nemli derecede MN ve KKD frekansinda artisa sebep oldugu bulunmustur. Ticari
formiilasyon sekli olan furadan, KKD frekansinda doza bagli olmayan bir artisa neden
olurken, MN frekansinin ise sadece 50 pg/ml konsantrasyonda arttig1 goriilmiistiir. Her iki
kimyasalin hiicre béliinmesinde gecikmeye neden oldugu bildirilmistir (Soloneski ve ark.,
2008).

Chauhan ve ark. (2007) tarafindan, deltamethrin (DEL) ve/veya isoproturonin (ISO)
genotoksik etkileri insan periferal kan lenfositlerinde ve fare kemik iligi hiicrelerinde KA

ve MN frekanslar1 belirlenerek incelenmistir. Elde edilen sonuglar DEL’in 10 uM
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konsantrasyonunun 6nemli derecede KA’lara neden oldugu ancak 25-100 uM arasindaki
konsantrasyonlarda uygulanan ISO ile ISO ve DEL karigimlarinin énemli etkileri olmadigi
gozlenmemistir. MN frekansi, 5 uM DEL, 100 uM ISO veya 5 + 50 uM DEL + ISO
konsantrasyonlarda &nemli derecede artmistir. Diger bir calismada, imidacloprid ve
metalaxylinin genotoksik aktivitesi in vitro ve in vivo kosullarda KKD ve MN olusumu ile
belirlenmistir. Pestisitlerin karigim halinde veya ayr1 ayr1 insan periferal kan lenfositleri ile
muamele edilmesi MN frekansinda énemli bir degisiklige neden olmustur. Imidaclopridin
insan periferal kan lenfositlerinde KKD’ye neden olmadig1 ancak metalaxylinin test edilen
konsantrasyonlarinin kontrole gore anlamli derecede KKD frekansinda artis goriilmiistiir.
Imidacloprid ve metalaxyl ile ayr1 ayri (p<0,01) muamele edilen sican kemik iligi
polikromatik eritrosit MN frekansinda 6dnemli derece artis goriilmiistiir (Demsia ve ark.,
2007). Yine lla ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, cyfluthrinin genotoksik
potansiyeli insan periferal kan lenfositlerinde MN, KA ve KKD olusumlar ile
belirlenmistir. Cyfluthrin ile 24 saat muamele edilen insan periferal kan lenfositlerinde
onemli derecede kromozom hasar1 olusmazken 48 saat muamele siiresi sonucunda 6nemli
derecede kromozom hasar1 meydana getirdigi saptanmistir. Ayn1 ¢alismada 12 ve 24 saat
stire ile cyfluthrine maruz birakilan sicanlarda, kemik iligi hiicrelerinde 6nemli derecede
kromozom hasar1 meydana gelmistir.

Yiizbasioglu ve ark. (2008) tarafindan, fluconazolenin genotoksik potansiyeli fare
kemik iliginde KA ve insan periferal kan lenfositlerinde MN, KA ve KKD ile
incelenmistir. In vivo KA yo6nteminde biitiin konsantrasyonlarin KA’lara neden olmadigi
goriilmiistiir. In vitro kosullarda uygulanan biitiin konsantrasyonlara bagli olarak MN,
KKD ve KA frekanslarinda ¢oziicii kontrole gore artis oldugu ve bunun doza baglh bir
sekilde arttig1 gortilmistiir. Fucic ve ark. (2008) tarafindan yapilan benzer bir caligmada,
fluconazolenin plasenta gegisi ile olusturacagi genotoksisitenin yaninda yasa bagh
genotoksik farkliliklar1 ortaya koymak amaciyla ergin, gen¢ ve yeni dogan siganlarin MN
frekanslarint incelemislerdir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda fluconazolenin ergin
sicanlarda herhangi bir DNA hasar olusturmadiklar1 goriilmiistiir. Ancak geng ve yeni
dogan siganlarda MN frekansinin anlamli bir sekilde arttig1 goriilmiistir.

Meslekleri geregi pestisitlere maruz kalan insan populasyonlar1 iizerine yapilan
biyomonitoring ¢aligmalarda erken biyolojik hasarlari gostermesi bakimindan sitogenetik
yontemler olan MN, KA ve KKD ve comet gibi yontemler tercih edilmektedir.

Pastor ve ark. (2003) tarafindan, mesleki pestisit maruziyeti ile sitogenetik hasar

arasindaki iliskinin incelendigi ¢alismada Yunanistan, Polonya, Ispanya ve Macaristan’da
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pestisit uygulayan bireylerdeki lenfosit ve agiz mukoza epitel hiicrelerinde MN frekanslari
degerlendirilmistir. Her iki hiicre tipindeki c¢iftci MN frekansinin kontrolden farkli
olmadigi, ancak CBPI degerlerinin kontrole gore daha diisiik oldugu bildirilmistir. Ayrica
lenfosit MN frekansinin yasa bagl olarak degistigi, Polonya populasyonunun daha yiiksek
MN frekansina sahip oldugu bildirilmistir. Bukkal hiicre MN frekanslar1 dikkate
alindiginda Ispanya cift¢i populasyonun diger iilke populasyonlarma gore yiiksek MN
frekansina sahip oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada farkli populasyonlarin pestisitlerden
etkilenme derecelerinin farkliliginin yaninda yas, sigara gibi faktorlerin de farkl etkilerini
yansitmasi bakimindan onemli veriler igermektedir. Elde edilen farkli sonuglar pestisit
uygulayan veya pestisitlerin bulundugu ortamlarda calisan farkli populasyon verilerinin
gerekliligini ortaya koymaktadir.

Pastor ve ark. (2001) Yunanistan’da gift¢ilerle yaptiklar1 sitogenetik biyomonitoring
calismasinda  biyomarkir olarak lenfosit ve bukkal hiicre MN frekanslari
degerlendirilmistir. Ciftiler ve kontrol grubu arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada
MN frekanslar1 bakimindan herhangi 6nemli bir fark bulunmamistir. Calismada agiz
mukoza hiicreleri MN frekansinin tiiketilen besinlerle degistigi bildirilmistir.

Costa ve ark. (2006) tarafindan, tez calismasinda degerlendirilen pyraclostrobin ile
ayni kimyasal sinifta yer alan funugistlerin de (Kresoxim-methyl) bulundugu kompleks
pestisit karistmlarina maruz kalmis ciftcilerde sitogenetik hasar belirlenmistir. Calismada
pestisitlere maruz kalmis 33 cift¢iden alinan periferal kan lenfositlerinde MN, KA ve KKD
incelenmigtir. Cif¢ilerde elde edilen MN ve KKD frekansinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak yiiksek oldugu bildirilmistir (p<0,005). Ancak elde edilen KA
frekanslar1 karsilastirildiginda, ciftciler ile kontrol grubu arasinda bir fark bulunamamastir.

Costa ve ark. (2007) tarafindan, meslekleri geregi pestisit karisimlarina maruz kalan
bireylerin olast genetik hasar1 belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada giftcilere ait MN
frekansinin kontrol grubuna gore istatistiksel agidan yiiksek bulundugu bildirilmistir
(p<0,001). Elde edilen bu sonuglar kapali ¢alisma alanlar, koruyucu onlemlerin etkili
oldugu vurgulanmistir.

Pastor ve ark. (2002) tarafindan, kompleks pestisit karigimlarina maruz kalan sera
calisanlarinin sahip olduklar1 olas1 genetik hasarin belirlenmesi i¢in 39 ¢iftgiden alinan
periferal kan oOrneklerine in vitro kosullarda MN teknigi uygulanmistir. Elde edilen
sonuclara gore ciftcilerin sahip olduklart MN frekansi ile kontrol grubu MN frekansi
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir. Bireylerin yaslarinin elde edilen MN

frekansini etkiledigi bildirilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

Tez calismasi Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu
tarafindan onaylanan rapor cergevesinde yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismada saglikli bir bayan
(24 yasinda) ve saglikli bir erkekten (28 yasinda) alinan periferal kan Ornekleri
kullanilmistir. Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (Organization for Economic Co-
operation and Development-OECD) in vitro MN tekniginde kullanilacak kan 6rneklerinin
geng, saglikli, sigara icmeyen, herhangi bir fiziksel ve/veya kimyasal ajana maruz
kalmamig kisilerden segilmesini Onermistir (OECD, 2007). Calismada genotoksik
ozellikleri arastirilan ve ticari olarak satilan signum fungusiti ile signumun aktif maddeleri

olan boscalid ve pyraclostrobin test maddeleri olarak kullanilmislardir.

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Ozelikleri
Lenfositlerde kromozom hasar1 meydana getirmek {izere kullanilan kimyasal

maddeler asagida anlatilmistir.

3.1.1. Signum

Signum, suda ¢ozilinebilen ve yapisinda aktif madde olarak %26,7 boscalid ile %6,7
pyraclostrobin igeren bir fungusittir. Aktif maddelere ek olarak %2,4 oraninda sodium
diisobutyl, napthalene ve sulphonate icermektedir. Briiksel lahanasi, beyaz lahana,
karnabahar, ¢ilek, havug, marul ve bakla gibi meyve ve sebzelerde Botrytis cinerea,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia spp., tarafindan olusturulan bazi hastaliklara kars1 koruyucu
etkisi bulunmasindan dolay:r tarimda kullanilmaktadir. Signumun fiziksel ve kimyasal
ozellikleri asagida verilmistir.
Form: Suda ¢oziinebilen graniiller seklinde
Renk: kahverengi/kahverengimsi
Koku: Cok az kendine spesifik
Suda ¢oziiniirliigii: Dagilabilen bir yapida
pH: 5-7 (%1°lik siispansiyonu)
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Cizelge 3. Signumun toksikolojik 6zelikleri (BASF, 2009).

Akut Toksisite
Besin yolu ile alinmasi ) LDsg oral (sigan): > 200, <
Orta derecede toksik
durumunda 500 mg/kg
o LDsg deri (si¢an): >2000
Deri ile temas Tahris edici degildir
mg/kg

] Muhtemelen herhangi bir LCs inhalasyon (si¢an) 4
Soluma yolu ile maruz kalma
probleme neden olmamakta saat: > 5,6 mg/L
Goz ile temas Tahris edici degildir -

Hassaslastirma - -

LDsp = %50 oldiiriicii doz, LCso = %50 oldiirticti konsantrasyon

3.1.2. Boscalid
Kimyasal ismi:  3-pyridinecarboxamide, 2-chloro-N-(4’chloro[ 1,1 biphenyl]-2-yl)
Genel ismi: Boscalid (BAS 510)
Kimyasal sinifi: Carboxamide aka anilide
EPA Kimyasal Kodu: 128008
Chemical Abstracts Service (CAS) No: 188425-85-6
Molekiiler formil: C1gH12C12N>O
Molekiiler agirligi: 343,21 g/mol
[k defa Kaydedilme tarihi: 2003
Pestisit tipi: Fungusit
Uretici firma:  BASF

Boscalid, carboxamide aka anilide sinifina ait olan bir fungusittir. Mitokondrial i¢ zar
sisteminde yer alan suksinat dehidrogenaz kompleksinin elektron transferini inhibe ederek
mantarlarin enerji siklusuna zarar vermektedir. Boscalid, Amerika Birlesik Devletleri,
Kanada, Kore Cumbhuriyetleri, Almanya ve Ingiltere basta olmak iizere birgok iilkede
kullanilmaktadir. Bu kimyasal 2002 yilinda BASF firmas: tarafindan gelistirilmistir (FSC-
PEC, 2004).
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Cl

N Cl

\

Sekil 11. Boscalid

3.1.3. Pyraclostrobin

Fonksiyonu: fungusit

Kimyasal isim

1- International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC): methyl N-{2-[1-(4-
chlorophenyl)-1H-pyrazol-3-yloxymethyl]phenyl }(N-methoxy)carbamate

2- Chemical Abstracts Service (CAS): methyl [2-[[[1-(4-chlorophenyl)-1H-pyrazol-3-
yl]Joxy]methyl]phenyl]Jmethoxycarbamate

CAS no: 175013-18-0

Molekiiler formiil: C1gH1gCIN304

Molekiiler agirligt: 387,82 g/mol

Acik formiilii:

(@)
/N
Cl N

__JHec—0—c-N—ocH,

I
o)

Sekil 12. Pyraclostrobin
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Pyraclostrobin = strobilurin sinifina ait bir fungusittir. Strobilurinler tarimsal
fungusitlerin 6nemli bir bolimiinii olusmaktadirlar. Ticari olarak satilan strobulirinler,
genis bir aktivite spektrumuna sahiptirler. Ozellikle ascomycetes, basidiomycetes,
deuteromycetes ve Oomycetes gruplarina karst onemli derecede aktivite gosterirler.
Strobilurinler gogunlukla mantarlardan (basidiomycetes) izole edilen dogal maddelerdir.
Yapisal olarak bu grubun iiyelerinin ortak 6zelligi, yapilarinda fungusitlere karsi etkili olan
(E)-B-methoxyacrylat grubunun bulunmasidir. 1996 yilinda satisa sunulan strobulirinlerin
1999 yilindaki satis1 yaklasik olarak 620 milyon dolardir. Bu satis orani kullanilan tim
fungusitlerin %10’unu olusturmaktadir. Tahil {irlinleri, yabani otlar, asma yapragi, patates
ve meyve, kabuklu yemis ve sebze tohumlarinda g¢esitli mantar tiirlerinin olusturdugu
hastaliklarla miicadelede yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bazi sentetik strobilurin
fungusitlerde bu grubun yaninda QSAR-es-benzeri (kantitatif yapi-etki iliskisi) gruplar
vardir. Elde edilen dogal strobilurinlerin 1sikta bozunduklar1 ve hastaliklar1 kontrol etmekte
yetersiz olduklar1 goriilmiistiir. Yapilan ¢aligmalar neticesinde yapisal olarak benzer etki
gosteren kimyasallar sentezlenmistir. Elde edilen sentetik strobilurinlerin 1s18a duyarl ve
fungusit aktivitelerinin giiclii olmas1 saglanmistir. Bunlar arasinda yer alan pyraclostrobin

BASF firmas tarafindan 2000 yilinda gelistirilmis ve 2002 yilinda piyasaya siirtilmiistiir.

3.1.4. Pyraclostrobinin Etki Tarz:

Strobilurinler mitokondrinin spesifik bir bolgesine baglanirlar. Bu bdlge sitokrom
b’nin quinol oksidasyon (Qo) bolgesidir. Sitokrom b diger Okaryot ve mantarlarin ig¢
mitokondrial zarlarina yerlesmis olan sitokrom bcl kompleksinin bir pargasidir. Bu
bolgeye bir inhibitdriin baglanmasi durumunda sitokrom b ve sitokrom c arasinda elektron
taginimi engellenmis olunmaktadir. Bu durum nikotinamid adenine dinukleotid (NADH) 1n
oksidasyonu ve ATP sentezinin azalmasina neden olmaktadir. Sonugta enerji iretimi
durmakta ve mantar 6lmektedir (Balba, 2007). Strobilurinler ile yapilan g¢alismalarda
mantarlarin spor boliinme sathalar1 ve zoospor donemlerinde bu kimyasallara karsi1 daha
duyarli olduklar1 bulunmustur. Cok fazla miktarda enerji gerektiren bu safhalardaki

mantarlara daha fazla etkili olduklar1 bildirilmistir.

3.1.5. Mitomisin C (Mitomycine-MMC)
Mitomisin C bu ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Kapali formiilii: C15H18N4Os
Molekiil agirhigi: 334,33 g/mol
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CAS No: 50-07-7
Sigma tirlin no: M4287

‘JF"'!H

Sekil 13. Mitomisin C

3.1.6. Dimetil Sulfoksit (DMSO)
Dimethyl sulfoxide bu ¢alismada boscalid ve pyraclostrobin i¢in ¢oziicii ortam olarak
kullanilmistir.
Kapali Formiilii: (CH3),SO
Molekiil agirligr: 78.13 g/mol
CAS No: 67-68-5
Sigma Uriin No: D2650

Sekil 14. Dimetil Sulfoksit

3.1.7. Sitokalasin B (Cytochalasin B)

Sitokalasin-B, bu ¢alismada bdliinen hiicrelerin sitoplazma boliinmesini durdurarak
hiicrelerin BN olarak kalmasini saglamak amaciyla kullanilmistir. CBMN tekniginde
sitokalasin-B’nin  3-6 pg/ml konsantrasyonunda kullanilmasi Onerilmistir. Yiiksek

konsantrasyonda kullanilan sitokalasin-B’nin MN frekansini artirdigi bildirilmistir. Tez
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calismasinda sitokalasin-B’nin kiiltiir ortaminda konsantrasyonu 6 pg/ml olacak sekilde
kullantlmistir.

Kapal1 Formiilii: Co9H37NOs5

CAS No: 14930-96-2

Sigma Uriin No: C6762

Sekil 15. Sitokalasin B

3.1.8. Fitohemaglutinin (Phytohaemagglutinin-PHA-M)
PHA-M hiicre siklusu Go fazinda bulunan hiicreleri mitoz bdliinmeye sevk etmek
icin kullanilmistir. Caligmada ana stok 5 ml besiyeri (RPMI 1640) ile ¢oziinmiis ve bu

stoktan her kiiltiir ortamina 0,2 ml eklenmistir.

3.1.9. Hipotonik Cozelti
0,075 Molar Potasyum Kloriir (KCI) hipotonik ¢ozelti olarak kullanilmigtir. Her
preparasyondan 1 saat once taze olarak distile su ile hazirlanan ¢ozelti buzdolabinda +4

OC’de bekletilmis ve deney sirasinda bu sicakliktaki ¢ozelti kullanilmigtir.

3.1.10. Fiksatif
Fiksatif olarak 7 hacim metanol (Merck, iiriin no:106007) ile 1 hacim glasiyal asetik
asit (Merck, iirtin no: 100063) karisimi kullanilmistir. Fiksasyon asamasinda kullanilan

karigim taze olarak hazirlanmis ve deney sirasinda +4 oc karisimi kullanilmustir.

3.1.11. Giemsa

Giemsa boyas1 Merck firmasindan temin edilmis olup, %5°lik ¢ozeltisi kullanilmistr.
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3.1.12. Sorenson Tamponun Hazirlanmasi

Sorenson tamponu, %5’°lik Giemsa boyanin hazirlanmasi i¢in kullanilmistir. 100 ml
distile su igerisine 0,2 gr Na,HPO,4.12H,0 ile 0,1 gr KH,PO, kullanilarak hazirlanmistir
(pH =6,9).

3.1.13. Entellan

Hazirlanan preparatlarin kaplanmasi i¢in kullanilmistir.

3.1.14. Lamlarin Temizlenmesi
Lamlar, %2’lik HCI asit ¢ozeltisinde 1 saat bekletilmis ve bu siire sonunda akan
musluk suyunda durulanmislardir. Daha sonra 5 defa distile su ile durulanan lamlar etiivde

kurutularak -20 °C sicaklikta bekletilmistir.

3.1.15. Sterilizasyon
Calismada kullanilan tiipler, pipet uclari, ara stok hazirlamak i¢in gerekli olan siseler
NUVE marka otoklavda deney oncesi steril edilmis ve agzi kilitli posetlerde

saklanmiglardir.

3.1.16. MN Teknigi ve Lenfositlerin Fungusitler ile Muamelesi

In vitro kosullarda hazirlanan lenfosit kiiltiirii Fenech ve Morley (1985) tarafindan
gelistirilen yontemin mevcut laboratuar sartlarina uygun hale getirilmesi ile uygulanmustir.
Kan ornekleri (15-20 ml) heparinli tliplere alinmis ve oda sicakliginda 3-4 saat
bekletildikten sonra kiiltiire edilmislerdir. Hiicre kiiltiirii yapilmadan 6nce, laboratuarin
kullanilan biitiin yiizeyleri %70’lik etil alkolle, zemini ise sodyum hipoklorit ile
temizlenmistir. Ayrica laboratuarda bulunan ultraviole (UV) lambalar agilarak 5-6 saat siire
ile gerekli aseptik sartlar saglanmistir. Yapilan 6n denemeler, bu kosullar altinda
laboratuarda herhangi bir mikroorganizma kontaminasyonunun olmadigini gostermistir.

Caligmada degerlendirilen biitlin fungusit konsantrasyonlar i¢in hazirlanan deneyler
ve deney tekrarlari igin; steril kiiltiir tiiplerine 0,5 ml kan 6rnegi, 4 ml besiyeri (RPMI
1640, Sigma-R8758) ve 1 ml newborn calf serum (Sigma N4637) eklenmistir. Genotoksik
etkisi degerlendirilen kimyasallar iki farkli zamanda kiiltiire eklenmistir. Go (dinlenme)
fazinda  bulunan lenfositlerin  signum, boscalid ve pyraclostrobinin  ¢esitli
konsantrasyonlarina olan genotoksik cevaplarinin degerlendirilmesi amaciyla fungusitler

24 saat siire ile kiiltiir ortaminda birakilmiglardir (Fenech, 2007) (Sekil 16). Bu siirenin
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sonunda genotoksisitesi degerlendirilen fungusitler asagida belirtilen sekliyle ortamdan
uzaklastirilmiglardir. Hiicreler steril sartlarda 1200 rpm de santrifiij edilmis ve 3 defa
RPMI 1640 ile yikanarak supernatantlari atilmistir. En son yikamadan sonra, hiicreler
tekrar 4 ml besiyeri ve 1 ml serum ile tekrar kiiltiire alinmis ve bu asamada 0,2 ml PHA-M
eklenerek hiicreler mitoza sevk edilmislerdir. Hiicrelerin kiiltiire alinmasindan 44 saat
sonra ise kiiltiir ortamindaki konsantrasyonu 6 pg/ml olacak sekilde sitokalasin-B eklenmis
ve hiicre kiiltiiri 72. saatin sonunda sonlandirilmistir. Signum, boscalid ve pyraclostrobinin
siklusta ilerleyen (bir hiicre siklusunu tamamlayan) lenfositlerde olusturduklar
genotoksisitenin degerlendirilmesi i¢in; baslangicta kiiltiir ortamina 0,5 ml kan, 4 ml
besiyeri ve 1 ml serum ile birlikte PHA-M ve ¢alisilan kimyasallarin belirlenen miktarlar
eklenmistir (Sekil 17). 48. saate kiiltlir ortamindaki konsantrasyonu 6 pg/ml olacak sekilde
sitokalasin-B eklenmis ve hiicre kiiltiirli 72. saatin sonunda sonlandirilmistir (Fenech,
2007). Yapilan her deneyde, kimyasallarin test edildigi kiiltiirler ile birlikte ¢oziicli kontrol
ve kiiltiir sartlar1 etkinliginin belirlenmesi igin ise pozitif kontrol hazirlanmistir. 72. saatin
sonunda hiicreler 7 dakika 1200 rpm’de santrifiij edilmis ve siipernatantlar1 ayr1 pastor
pipetleri kullanilarak atilmistir. Sifir ile +4°C arasindaki KCI’den her kiiltiir tiipiine 7 ml
damlatilmis ve 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edilmislerdir. Bu asamadan sonra
siipernatantlar1 atilmis ve soguk olan metanol-glasial asetik asit karistmindan damla damla
tiiplere eklenmis ve hiicreler 1200 rpm’de 7 dakika santrifiij edilmislerdir. Bu asama 3 defa
tekrarlanmis ve en son asamada tiipiin dibinde kalan lenfositler pipetaj yapilarak buz
sogugundaki lamlarin iizerine damlatilmiglardir. Hazirlanan preparatlar oda sicakliginda
kurumaya birakilmis ve daha sonra hazirlanan %5’lik Giemsa boya ile 6-7 dakika
boyanmiglardir. Boyama isleminden sonra preparatlar oda sicakliginda kurutulmus,

entellan kullanilarak lamelle kapatilmis ve mikroskopta sayima hazir hale getirilmislerdir.

34



BOLUM 3- MATERYAL VE YONTEM AKkin CAYIR

44, Saat
-24 Saat 0. Saat Sitokalasin-B @ @
‘ | | |
[ |
72. Saat
Fungusit + 1-Yikama Fiksasyon

RPMI 1640 2-RPMI

+Serum+Kan 1640+
Serum+
PHA

Sekil 16. Fungusitlerin Go faz1 lenfositleri ile muamele protokolii (Fenech, 2007)

44. Saat
Fungusit ekleme @ @
| |
l I @@

24 Saat 48. Saat 72. Saat
Sekil 17. Fungusitlerin siklusta ilerleyen lenfositler ile muamele protokolii (Fenech, 2007)

Kan + RPMI 1640 Sitokalasin-B  Fiksasyon

+Serum+PHA
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Cizelge 4. Arastirmada Gy ve siklusta ilerleyen lenfosit hiicrelere uygulanan signum,

boscalid ve pyraclostrobin konsantrasyonlari (pug/ml).

Gy faz1 lenfositleri Siklusta ilerleyen lenfositler
Signum Boscalid Pyraclostrobin Signum Boscalid ~ Pyraclostrobin
c 4 [ 4 [ 4 c 4 c X < 4
I re5) < re5) < D © [} © [<5) © [}
z = =z = =z < =z £ 7 2 7z £
4] w 0 w 0 L s} L s} L s} L

025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 0,25
05 05 05 05 0,5 0,5 0,5 0,5 05 05 0,5 0,5

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0,75 0,75
2 2 2 2 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1 1
6 6 6 6 2 2 2 2 2 2 1,5 1,5
8 8 8 8 3 3 3 3 3 3 2 2
25 25 25 25 4 4 4 4 4 4 3 3
75 75 75 75 6 6 6 6 6 6 4 4
100 100 100 100 8 8 8 8 8 8 6 6
200 200 150 150 25 25 - - - - 8 8

. - 200 200 @ - - - - - - - -

3.1.17. CBPI’nin Belirlenmesi

Kimyasallarin genotoksik o0zelliklerinin ¢alisildigi in vitro sartlarda hiicrelerin,
uygulanan konsantrasyonlar karsisinda boliinebilme yetenekleri, hiicre siklusunda gecikme
veya meydana gelen hiicre oliimlerinin derecesinin Olgiilmesi gerektigi bildirilmistir
(Kirsch-Volders ve ark., 2003). Sitokalasin-B’nin kullanildigi ¢alismalarda hiicrelerin
proliferasyon potansiyelleri CBPI ile belirlenmektedir. Bu ¢alismada lenfosit kiiltiir
ortamina eklenen signum, boscalid ve pyraclostrobinin uygulanan konsantrasyonlari igin
CBPI asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir (Eastmond ve Tucker, 1989). Her bir
konsantrasyon degeri i¢in en az 500 hiicre degerlendirilmistir.
CBPI = (1xMI + 2xMII + 3xMII1+4xMIV) /' N
(M1: bir nukleuslu, M2: iki nukleuslu, MIII: ii¢ nukeuslu, MIV: dort nukleuslu hiicre

say1s1, N: sayilan toplam hiicre sayisin1 gostermektedir (Sekil 18)).
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3.1.18. Lenfositler

Periferal kan lenfositlerin biiyiik ¢ogunlugu hiicre siklusunun dinlenme evresi olarak
bilinen Gg evresinde bulunurlar. Bu hiicreler, in vitro ortamda Phaseolus vulgaris ‘den elde
edilen ve bir protein olan PHA-M tarafindan mitotik béliinmeye sevk edilirler. Insan
periferal kan 16kositlerinin in vitro kosullarda PHA-M kullanilarak mitoza sevk edilmesi
ilk defa Nowell tarafindan gosterilmistir. Sahip oldugu mitojen 6zelligi nedeni ile T
lenfositlerinin biiyiik ¢gogunlugunu mitoz béliinme igin uyarmaktadir. In vitro kosullarda
PHA-M ile muamele edildikten sonra lenfositler blastoid hiicrelere dontismekte, nukleus
ve tiim hiicre hacmi artmaktadir. Mitojen stimulasyonundan 48 saat sonra hiicre hacmi ilk

durumuna gore yaklasik 5 kat artmaktadir (IAEA, 2001).

3.1.19. Coziicii ve Pozitif Kontrollerin Belirlenmesi

MN olusumunu incelemek i¢in nukleus boliinmesinin hem kontrollerde hem de
kimyasal ile muamele edilen hiicrelerde meydana gelmesi gerekmektedir. OECD (2007),
kimyasallarin genotoksik potansiyellerinin degerlendirildigi ¢alismalarda pozitif ve ¢oziicii
kontroliin gerekliligini bildirmistir (OECD, 2007). Bu ¢alismada genotoksik o6zellikleri
degerlendirilen signum fungusiti besiyeri ile boscalid ve pyroclastrobin aktif maddeleri ise
DMSO ile ¢oziilmiislerdir. Dolayisi ile ¢alismada signum ile yapilan deneylerde besiyeri,
boscalid ve pyraclostrobin ile yapilan deneylerde ise DMSO ¢oziicii ortam olarak
kullanmilmistir. Boscalid ve pyraclostrobin ile yapilan ¢aligmalarda ¢oziicii kontrol olarak
kullanilan DMSO’un kiiltiir ortamindaki miktar1 %1 oranindan daha az olacak sekilde
(0,03 ml) eklenmistir.

Kiiltiir sartlarinin, planlanan calisma i¢in uygun olup olmadigi, bir kimyasalin
genotoksisite olusturup olusturmayacagi MMC kullanilarak test edilmistir. MMC daha
once yapilan bircok caligmada kromozom hasar1 olusturdugu bilinen bir kimyasaldir.
Dolayis1 ile bu ¢alismanin pozitif kontrolii olarak MMC se¢ilmis ve yapilan 06n
denemelerde MMC’nin laboratuar sartlarimizda kontrole gore anlamli derecede MN
olusumuna neden oldugu goriilmiistiir. Kiiltiir ortamindaki konsantrasyonlar1 0,01 pg/ml,
0,02 pg/ml, 0,05 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,25 pg/ml, 0,5 pg/ml olacak sekilde farkli lenfosit
kiltiirlerine MMC eklenmis ve degerlendirme sonucunda ¢6ziicii kontrole (distile su) gore
anlamli derecede MN olusumunun 0,05 pg/ml‘de oldugu gorilmiistiir. Kontrolde elde
edilen MN frekanst %0,2 iken 0,05 pg/ml MMC bulunan kiiltiirlerde bu deger %7-10
olarak bulunmustur. Caligmanin biitiin denemelerinde MMC’nin belirlenen bu

konsantrasyonu pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
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3.1.20. Hiicre Kiiltiirii Tekrar
Her bir donér ve her bir konsantrasyon icin birbirinin tekrar1 olan iki deney

hazirlanmustir.

3.1.21. Degerlendirilen Hiicre Sayilari

Kirsch-Volders ve ark. (2003), sitokalasin-B’nin kullanildigi in vitro ¢alismalarda
belirlenecek olan CBPI i¢in 500 hiicrenin sayilmasini 6nermistir. Boylelikle calismada
degerlendirilen her bir konsantrasyon i¢in bir nukleuslu, iki nukleuslu, ii¢ ve dort nukleuslu
olan hiicrelerden en az 500 hiicre sayilmistir. Ayrica g¢alismada sitokalasin-B’nin
kullanildig1 in vitro kiiltiirlerde MN frekansinin belirlenmesi i¢in 2000 BN hiicrenin (her
kiiltiir icin 1000 BN, her konsantrasyon i¢in 2 kiiltiir) sayilmas1 gerektigini belirtilmistir.
Tez c¢alismasi kapsaminda her bir konsantrasyon ve her bir dondr i¢in 2000 hiicre

sayllmstir.

3.1.22. Deney Tekrarlar
Lenfositlerin kullanildig1 in vitro ¢alismalarda her bir deney i¢in saglikli (< 35 yas),
sigara igmeyen iki farkli dondriin kullanilmasi onerilmistir (Kirsch-Volders, 2003). Tez

calismasinda bir kadin (24 yas) ve bir erkekten (28 yas) alinan kan 6rnekleri kullanilmistir.

3.1.23. MN Frekansinin Belirlenmesi

Calismada preparatlarin boyanmasi isleminde giemsa kullanilmis ve MN, NPB,
NBUD ve CBPI i¢in hiicre sayimlart 1000X biiylitme ile yapilmistir. Calismada Zeiss
binokiiler marka mikroskop kullanilmistir. Biitiin preparatlar tek bir kisi tarafindan
sayllmig, dolayis1 ile farkli kisilerin sayimlarindan kaynaklanabilecek hatalar ortadan
kaldirilmigtir. Analizden once preparatlara farkli kodlar verilmis bdylelikle preparati
degerlendiren kisinin konsantrasyon degerlerinden etkilenmemesi saglanmistir. Calismada
her bir pestisitin denenen konsantrasyonlar1 iki defa kiiltiire edilmislerdir. Boylece bir
dondrden almman kan Ornekleri ile bir konsantrasyon iki defa denenmistir. Her
konsantrasyon degeri i¢in 1000 biniikleat hiicre sayilmis ve bu hiicrelerde MN frekansi
belirlenmigtir. Bir kisiye ait kan 6rneklerinde, bir konsantrasyon i¢in 2000 BN hiicre
degerlendirilmistir. MN’u olmayan, 1 tane olan, 2 tane veya daha fazla olan binukletlar
belirlenmistir. Fenech (2000)’e goére saglikli bir bireyde bir hiicrede 0-3 arasinda MN
bulunabilir. Fakat maruz kaldigi genotoksik ajana bagli olarak bu saymnin 3’ten fazla

olabilecegi belirtilmistir. MN sayimlar1 yapilirken beraberinde 1000 BN hiicrede bulunan
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NPB ve NBUD sayilar1 da belirlenmistir. En az 500 hiicre sayilarak 1, 2, 3, 4’ 1i hiicre

sayist belirlenmis ve bu sayilardan yola ¢ikarak CBPI hesaplanmustir.

Sekil 18. CBMN teknigi sonucu olusan hiicre gesitleri. a: tek ¢ekirdekli, b: ¢ift ¢ekirdekli,
c:u¢ ¢ekirdekli, d: dort ¢ekirdekli hiicreler

3.1.24. Degerlendirilen Cift Cekirdekli Hiicrelerin (BN) Ozellikleri
Calisgmada BN’lar degerlendirilirken Fenech (2000) tarafindan oOnerilen kriterler
dikkate alinmis. Buna gore;

1.  Degerlendirilen hiicreler BN olmalidir,
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BN hiicre igindeki nukleuslarin bozulmamis bir ¢ekirdek olmali ve ayni sitoplazmik
sinirlar igerisinde olmalidir,

BN hiicre i¢indeki her iki nukleus ayni1 boyutlarda olmali, ayn1 boyanma sekline ve
yogunluguna sahip olmalidir,

BN hiicre i¢indeki her iki nukleus bazi durumlarda ince bir NPB ile birbirine bagh
olabilir. Bu kopriiniin kalinligi nukleus yarigapinin Y4’iinden daha kalin olmamalidir,
BN hiicre i¢indeki her iki nukleus sinirlar1 birbirine degebilir. Ancak ideal olam
nukleuslarin iist iiste diismemesidir. Eger iist iiste diisen nukleuslarin sinirlar agik bir
sekilde belli ise BN sayilmalidir,

Sitoplazmik smir veya bir BN hiicrenin zar1 tam olmali veya bu zar diger komsu

hiicrelerin zarlarindan ayirt edilebilmelidir (Fenech, 2000).

3.1.25. Sayilan Mikronukleuslarin Ozellikleri

Insan lenfositlerinde bulunan bir MN’nin ¢ap1, ana nukleuslarin ortalama cap1 ile
karsilagtirildiginda; 1/16<X<1/3 araliginda olmalidir. Goriintii alan1 bakimindan bir
MN, bir ana nukleus alaninin 1/256°s1 ile 1/9’u arasinda bir alana sahip olmalidr,
MN’ler 15181 geri yansitict olmamalidir,

MN’ler ana nukleuslara bagli olmamalidirlar,

MN’ler ana nukleusa bir noktada degebilir ancak ana nukleusun {istiine
diismemelidir. MN sinirlart ana nukleuslarin sinirlarindan ayirt edilebilmelidir,

MN’ler genellikle ana nukleuslarla benzer boyanma 6zellikleri gosterirler.

3.1.26. NPB Sayma Kriterleri

Nukeloplazmik kopriiler klastojen 6zelligi gosteren ajanlara maruz kalindiginda

olusabilmektedirler. NPB’ler BN hiicre igindeki iki nukleusu birbirine devamli olarak

baglayan ve anafazda olusan disentrik kromozomun zit kutuplara c¢ekilmesi sonrasinda

olustugu diisiiniilmektedir. NPB’lerin kalinli§1 ana nukleusun yaricapinin “4’iinden fazla

olmamaktadir. NPB’ler ana nukleusla ayn1 boyanma 6zelligi gostermelidirler. Cok nadir
olmakla birlikte bir BN hiicrede birden fazla NPB gozlemlenebilir. Cogunlukla NPB iceren
bir BN hiicrede bir veya daha fazla MN bulunabilmektedir (Fenech, 2000).
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3.1.27. NBUD Sayma Kriterleri

NBUD amplifiye edilmis DNA ve DNA tamir komplekslerinin nukleus tarafindan
eliminasyonu sonucu olusan yapilardir. Tez c¢alismasinda degerlendirilen NBUD’lar,
Fenech (2007) tarafindan belirlenen kriterlere gore degerlendirilmislerdir. NBUD’lar
goriiniis olarak MN’lera benzerler. Ancak yarigcapr ¢ogu zaman nukleoplazmik tomurcugun
yaricapindan daha az olan bir sapla veya elimne edilme siirecinin sathasina gore oldukca
ince bir sapla ana nukleusa bagli olarak goriinlirlerr NBUD, MN’la ayn1 boyanma

Ozellikleri gosterirler (Fenech, 2007).

3.1.28. Toksisitenin Belirlenmesi ve Doz Araliklar:

Kirsch-\Volders ve ark. (2003) ve Lorge ve ark. (2007), sitokalasin-B’nin kullanildig
calismalarda sitotoksisitenin CBPI kullanilarak belirlenmesi gerektigini bildirilmislerdir.
Bu amagla tez ¢alismasinda ¢6ziicii kontrol ve pestisitler ile muamele edilen kiiltiirden elde
edilen CBPI sonuglar1 géz Oniine alinarak sitotoksisiteler belirlenmis ve toksisiteleri
hesaplanmistir. Ayrica, Kirsch-Volders ve ark. (2003) bir kimyasal igin en az iig
konsantrasyonun denenmesi gerektigini ve iki konsantrasyon arasinda en fazla V10 kat fark
bulunacagini bildirmistir. Calismada konsantrasyonlar segilirken bu kriter dikkate

alinmistir.

% Cytostasis = 100-100{(CBPIy - 1) + (CBPI ¢-1)}
T = Test edilen kimyasal ile muamele kiiltiir

C = Coziict kontrol

3.1.29. Istatistiksel Analiz

Fungusit konsantrasyonlar: ile olusan gentoksisite ve sitotoksisite arasindaki iligkiyi
belirlemek i¢in lineer regresyon analizi ve korelasyon katsayilari belirlenmistir. Her bir
konsantrasyonun lenfositlerde olusturdugu MNL, BNMN, NPB, NBUD frekanslar ile
¢oziict kontroleden elde edilen frekanslara gore istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi
parametrik olmayan Kruskal Wallis ve daha sonra Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi
kullanilarak yapilmistir. Ayrica herbir konsantrasyon i¢in elde edilen CBPI degerleri ile
¢oOziicii kontrole ait CBPI degerlerini karsilastirmak icin tek yonlii varyans analizi daha
sonra Dunnet’s ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak yapilmistir (GraphPad Prism 5).
Cinsiyetler arasinda istatistiksel bir farkin olup olmadigt Mann Whitney U testi
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kullanilarak saptanmistir. Ayrica her bir dondr i¢in yapilan iki deney arasinda fark olup

olmadigi Wilcoxon eslestirilmis testi (Wilcoxon Signed Ranks Test) ile belirlenmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Signumun Gy Fazinda Bulunan Insan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

4.1.1.1. Signumun Bayan Doniérden Alman Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Signumun, hiicre siklusu Go fazinda bulunan insan periferal kan lenfositlerinde
olusturdugu MNL, BNMN, NPB ve NBUD frekanslari ¢izelge 5’de verilmistir. Cizelgede
ayrica CBPI ile hiicre gelisiminin durdurulmasi veya engellenmesini (cytostasis) gosteren
oranlar da verilmistir. Signumun 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlar: ile muamele edilen
kiiltiirlerde  yeterli sayida biniikleat hiicre elde edilemedigi igin ¢alismada
degerlendirilmeye alinmamislardir. Degerlendirilen biitiin konsantrasyonlara karsilik
olusan MNL ve BNMN frekanslarinin ¢oziicii kontrole gore arttig1 goriilmiistiir (Sekil 18).
Ancak biitiin konsantrasyonlar i¢in elde edilen MNL ve BNMN frekanslar1 pozitif
kontrolde elde edilen degerler kadar yiiksek bulunmamistir. Yapilan her iki deney
sonucunda, bazi signum konsantrasyonlarinin BN hiicrelerinde bir veya birden fazla MN
olusumuna neden oldugu gozlenmistir. Lineer regresyon analizine gore her iki deneyin
BNMN frekanslar1 géz Oniine alindiginda konsantrasyona bagli bir artis saptanmamugtir.
Elde edilen BNMN frekanslarina uygulanan Wilcoxon eslestirilmis testi (Wilcoxon Signed
Ranks Test), yapilan iki deney arasinda istatistiksel olarak fark olmadigini gostermistir
(p=0,09).

Biitiin konsantrasyonlar gz oniine alindiginda NPB ve NBUD frekanslarinda ¢oziicii
kontrole gore anlamli artiglar goriilmemistir. Artan konsantrasyonlara bagli olarak CBPI’de
azalma meydana gelmistir. CBPI ile konsantrasyon arasinda negatif korelasyon (R=-0,60)
bulunmus ancak istatistiksel olarak anlamli olmadigi gorilmiistiir (p>0,05). Muamele
edilen konsantrasyonlar ile ¢oziicii kontrolden elde edilen CBPI degerleri géz Oniin
alindiginda, 75 pg/ml signumun lenfosit kiiltiirde %54,9 oraninda sitotoksisite olusturdugu

tespit edilmistir.

43



BOLUM 4- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA AKkin CAYIR

22
20 ~
18 ~
16 A
14 ~
12 ~
10 ~

BNMN/ 1000 BN hiicre

2 T T T T T
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100

Log konsantrasyon (pug/ml)

Sekil 19. Signumun bayan dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (Gg fazi1)

olusturdugu BNMN frekanslar1 (Ortalama = 1 SH)
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Cizelge 5. Signumun bayan donérden alinan periferal kan lenfositlerinde (Go fazi1) olusturdugu %0 MNL, BNMN, NPB, NBUD frekanslari ile

CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon BN Hiicrelerde MN %0 %0 Toplam %o %
MNL BNMN . %o NPB+SH CPBI+SH . L
(ng/ml) dagilimi MNL+SH BNMN=+SH Binukleat NBUD+SH Sitotoksisite
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 157 3 0 O 0 163 81,5+1,50 160 80,0+1,00 2000 0,00+0,00 0,00£0,00 - -
RPMI 1640 7 2 0 0 0 11 5,50+2,50 9 4,50+1,50 2000 0,50+0,50 0,00+0,00 1,57+0,03 -
0,25 18 1 0 1 0 24 12,0£2,00 20 10,043,00 2000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,43+0,06 24,8
0,5 18 3 0 0 0 24 12,0£1,00 21 10,5+0,50 2000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,39+0,04 30,9
1 19 0 0 O 0 19 9,50+1,50 19 9,50+1,50 2000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,36+0,03 357
2 24 0 2 0 0 30 15,0£2,00 26 13,040,00 2000 1,00+0,00 0,50+0,50 1,34+0,02 39,8
6 31 2 0 0 0 35 17,5+3,50 33 16,5+3,50 2000 0,50+0,50 0,50+0,50 1,31£0,01 453
8 21 0 0 1 0 25 12,5+0,50 22 11,0£1,00 2000 0,50+0,50 0,00+0,00 1,35+0,05 37,4
25 27 3 0 0 0 33 16,5+2,50 30 15,0+2,00 2000 0,50+0,50 1,50+1,50 1,28+0,03 50,4
75 20 1 0 0 0 22 11,0£5,00 21 10,54+4,50 2000 1,00+1,00 0,50+0,50 1,25+0,04 54,9

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi,
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4.1.1.2. Signumun Erkek Donérden Alman Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Signumun biitin konsantrasyonlari, erkek dondrden alinan periferal kan
lenfositlerinde  MN olusumuna neden olmustur (Cizelge 6). Test edilen herbir
konsantrasyonun neden oldugu MNL ve BNMN frekanslarinin ¢oziicii kontrole gore
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Calismada 100 ve 200 pg/ml signum ile muamele edilen
kiltiirlerde yeterli sayida BN hiicresi elde edilememistir. Biitiin konsantrasyonlar dikkate
alindiginda MNL ve BNMN frekanslarinin test edilen yiliksek konsantrasyonlarda azaldigi
goriilmustiir (Sekil 20). Sonuglara uygulanan lineer regresyon analizi, signumun artan
konsantrasyonlarina bagli olarak MNL ve BNMN frekanslarinda lineer bir artig olmadigini
gostermistir. Wilcoxon eslestirilmis testi BNMN bakimindan paralel olarak yapilan iki
deney arasinda fark olmadigin1 gostermistir (p=0,23).

Signum ile muamele edilen Gy fazi lenfositlerinde NPB ve NBUD olusumu
gozlenmigtir. Test edilen bazi konsantrasyonlarda NPB ve NBUD frekanslar1 ¢oziicii
kontrole gore yliksek bulunmustur. NPB ve NBUD frekanslarinda meydana gelen artislarin
dozla birlikte lineer bir sekilde artmadigi goriilmiistiir. Bununla birlikte signumun artan
konsantrasyonlarit CBPI degerlerinde azalmaya neden olmustur. Lineer regresyon analizi
konsantrasyon artis1 ile CBPI degerlerindeki azalmanin lineer ve istatistiksel olarak anlamli
oldugunu gostermistir (R?=-0,54, p<0,05). Muamele edilen kiiltiirler ile ¢ziicii kontrolden
elde edilen CBPI degerleri gbz Oniine alindiginda 75 pg/ml signumun lenfosit kiiltiirde

%61,5 sitotoksisite olusturdugu tespit edilmistir.
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Sekil 20. Signumun erkek dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (G faz1)

olusturdugu BNMN frekanslar1 (Ortalama = 1 SH)
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Cizelge 6. Signumun erkek dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (Gg faz1) olusturdugu %o MNL, BNMN, NPB, NBUD frekanslari ile

CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon BN Hiicrelerde MN %0 %0 Toplam %o %
MNL BNMN . %o NPB+SH CPBI+SH . L
(ng/ml) dagilimi MNL+SH BNMN=+SH Binukleat NBUD+SH Sitotoksisite
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 112 3 0 O 0 118 59,0+10,0 115 57,5+9,50 2000 0,05+0,50 0,00£0,00 - -
RPMI 1640 7 1 0 0 0 9 4,50+1,50 8 4,00+1,00 2000 0,05+0,50 0,00+0,00 1,70+0,03 -
0,25 19 1 0 0 0 21 10,5+3,50 20 10,043,00 2000 1,00£1,00 3,00+0,00 1,57+0,05 18,9
0,5 19 3 1 0 0 28 14,0+3,00 23 11,5+0,50 2000 1,00+0,00 1,00£1,00 1,53+0,06 23,3
1 19 0 3 0 0 28 14,0£1,00 22 11,0+0,00 2000 5,00£2,00 2,0040,00 1,454+0,09 35,6
2 30 2 0 0 0 34 17,0+3,00 32 16,04+4,00 2000 1,00+1,00 1,50+0,50 1,45+0,07 35,9
6 24 1 1 1 0 33 16,5+£2,50 27 13,540,50 2000 6,50+1,50 0,50+0,50 1,48+0,02 311
8 22 1 1 0 0 27 13,5+0,50 24 12,042,00 2000 6,00+1,00 2,00+1,00 1,40+0,04 42,9
25 25 5 0 0 1 40 20,0+6,00 31 15,542,50 2000 1,50+0,50 1,00+1,00 1,37+0,03 46,6
75 18 0 0 0 0 18 9,00£1,00 18 9,00+1,00 2000 1,00+1,00 0,50+0,50 1,27+0,01 61,5

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi,
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4.1.1.3. Signumun Iki Donérden Alman Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Ticari olarak satilan signum fungusitinin Go fazinda bulunan insan periferal kan
lenfositlerinde olusturdugu genotoksisitenin degerlendirilmesi igin 4000 BN hiicre sayilmis
ve degerlendirilen parametrelere iliskin elde edilen veriler ¢izelge 7°de verilmistir.
Signumun her bir konsantrasyonunun neden oldugu MNL ve BNMN frekanslar1 ¢oziicii
kontrolden daha yiiksek bulunmustur (Sekil 21). Bununla birlikte bazi hiicrelerde birden
fazla MN olustugu goriilmiistiir. Biitiin konsantrasyonlar dikkate alindiginda MNL ve
BNMN frekanslarinin konsantrayona bagli lineer bir artisinin olmadig1 saptanmistir. Mann-
Whitney U, testi signumun muamele konsantrasyonlarinin neden oldugu MN olusumu
bakimindan cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigini gostermistir
(p>0,05).

Genel olarak signumun test edilen konsantrasyonlar1 Gg fazi lenfositlerinde NPB ve
NBUD olusumuna neden olmustur. Ancak elde edilen frekanslar degerlendirildiginde her
iki biyomarkir ile konsantrasyon arasinda lineer bir iligkinin olmadig: tespit edilmistir.
Bununla birlikte signumun artan konsantrasyonlar1 in vitro lenfosit kiiltiirde CBPI
degerlerinde azalmaya neden olmus ve bu azalmanin lineer ve ayn1 zamanda istatistiksel
olarak anlamli oldugu gorilmiistir (R?*=-0,49, R=-0,70, p<0,05). Muamele edilen
konsantrasyonlar ve ¢oziicli kontrol i¢in elde edilen CBPI degerleri dikkate alindiginda 75
png/ml signum konsantrasyonunun lenfosit kiiltiirde %58,6 sitotoksisite meydana getirdigi

saptanmigtir.
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Sekil 21. Signumun her iki dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (G faz1)

olusturdugu BNMN, NPB ve NBUD frekanslari (Ortalama += 1 SH)

Sekil 22. 0,25 pg/ml signum ile Go faz1 lenfositleri muamelesi sonucu olusan 1

mikronukleuslu binukleat hiicre
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Cizelge 7. Signumun iki dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (Gg fazi) olusturdugu %0 MNL, BNMN, NPB, NBUD frekanslari ile

CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon %0 %0 Toplam %0 . .
BN Hiicrelerde MN dagilimi MNL BNMN . %0 NPB CPBI+SH % Sitotoksisite
(ng/ml) MNL+SH BNMN=+SH Binukleat NBUD
1 2 3 4 >4

MMC (0,05 pg/ml) 269 6 0 0 0 281 #5570 3+7,70 275 %68 8+7,57 4000 0,250,25  0,00+0,00 - -

RPMI 1640 14 3 0 0 0 20 5,00+1,23 17 4,30+0,75 4000 0,50+0,29  0,00+0,00 1,63+0,04 -
0,25 37 2 0 1 0 45 11,3+£1,70 40 10,0£1,73 4000 0,50+0,50 1,50+0,87 1,50+0,05 21,3
0,5 37 6 1 0 0 52 13,0+1,41 44 11,0+0,41 4000 0,50+0,29 0,50+0,50 *1,46+0,05 26,8
1 38 0 3 0 0 47 11,8+1,49 41 10,3+0,75 4000 2,50£1,67 1,00+0,58 **1,41£0,04 35,5
2 54 2 2 0 0 64 *16,0+1,58 58 **14,5+1,85 4000 1,00+0,41 1,00+0,41 **1,39+0,04 37,7
6 55 3 1 1 0 68 *%17,0+1,78 60 **#15,0+1,68 4000 3,50+1,85  0,50+0,29  **1,40+0,05 36,4
8 43 1 1 1 0 52 13,0+0,41 46 11,5+£0,96 4000 3,25+1,65 1,00+0,71 **%*1,384+0,03 40,4
25 52 8 0 0 1 73 *%18,3+£2,84 61 **15,3£1,32 4000 1,00+0,41 1,25+0,75 *%%1,3340,03 48,3
75 38 1 0 0 0 40 10,0£2,16 39 9,80+1,93 4000 1,00+£0,58  0,50+0,29  ***1,26+0,02 58,6

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi

MNL, BNMN, NPB ve NBUD i¢in Kruskal-Wallis test- Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi
CBPI i¢gin Tek yonlii varyans analizi- Dunnett's ¢oklu karsilagtirma testi

*p<0,05

**p<0,01

***p<0,001
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4.1.2. Boscalidin Gy Fazinda Bulunan insan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

4.1.2.1. Boscalidin Bayan Donoérden Alman Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Boscalidin bayan dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde olusturdugu
genotoksisitenin degerlendirilmesi amaciyla kiiltiir ortamina c¢esitli konsantrasyonlar
eklenmis ancak 100, 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda yeterli sayida BN hiicre elde
edilemedigi icin ¢alismaya dahil edilmemislerdir. Test edilen konsantrasyonlar1 ¢oziici
kontrole gore yiiksek sayida MN olusturmustur (Cizelge 8, Sekil 23). Boscalidin
degerlendirilen konsantrasyonlart BN hiicrelerde farkli sayilarda MN olusturmustur. Lineer
regresyon analizi sonuglar1 konsantrasyon artisina bagli olarak MNL ve BNMN
frekansinda lineer bir artisin olmadigini gostermistir. Wilcoxon eslestirilmis test sonuglari
MN olusumu bakimindan yapilan iki deney arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigin1
gostermistir (p=0,07).

Biitiin konsantrasyonlar dikkate alindiginda boscalidin NPB olusumuna neden
olmadig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte boscalidin test edilen konsantrasyonlar1 lenfosit
kiiltiirde NBUD olusumuna neden olmus ancak doza bagl bir artis tespit edilememistir.
Boscalidin artan konsantrasyonlar1 ile birlikte elde edilen CBPI degerlerinin azaldig:
goriilmiistiir. Yapilan istatistiksel analizler, konsantrasyon ile CBPI arasinda saptanan
lineer iligkinin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (R2=-0,49, p<0,05). Boscalid
ile muamele edilen kiiltiirler ve ¢6ziicli kontrolden elde edilen CBPI degerleri dikkate
alindiginda 75 pg/ml boscalidin periferal kan lenfositlerinde %51,8 oraninda sitotoksisite

olusturdugu goriilmiistiir.
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Sekil 23. Boscalidin bayan dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (Go fazi)

olusturdugu BNMN frekanslar1 (Ortalama = 1 SH)
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Cizelge 8. Boscalidin bayan dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (Go fazi1) olusturdugu %0 MNL, BNMN, NPB, NBUD frekanslari ile
CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon %0 %0 Toplam %0 . .
BN Hiicrelerde MN dagilimi MNL BNMN . %0 NPB CPBI % Sitotoksisite
(png/ml) MNL BNMN Binukleat NBUD
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 161 2 0 0 0 165 82,5+6,50 163 81,5+6,50 2000 0,00+0,00 0,00+0,00 - -
DMSO (< %1 viv) 10 0 0 0 0 10 5,00+1,00 10 5,00+1,00 2000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,66+0,17 -
0,25 22 4 1 1 0 37 18,5+6,50 28 14,0+8,00 2000 0,00+0,00 1,50£1,50 1,59+0,17 11,6
0,5 45 2 0 0 0 49 24,5+2,50 47 23,5+1,50 2000 1,00£1,00 2,00+2,00 1,56+0,17 15,4
1 29 4 0 0 0 37 18,5+0,50 33 16,5+0,50 2000 0,00+0,00 1,00£1,00 1,48+0,01 27,9
2 29 1 1 0 0 34 17,0£1,00 31 15,5+0,50 2000 1,50+1,50 2,00£1,00 1,44+0,17 331
6 25 5 0 0 0 35 17,545,50 30 15,0£3,00 2000 1,50£1,50 1,50+0,50 1,45+0,16 32,9
8 24 2 1 0 0 31 15,5+4,50 27 13,5+£3,50 2000 0,00+0,00 1,00+0,00 1,42+0,14 36,5
25 30 2 1 0 0 37 18,5+0,50 33 16,5+0,50 2000 0,00+0,00 3,50+0,50 1,35+0,07 477
75 27 3 1 0 0 36 18,0+5,00 31 15,5+£3,50 2000 0,50+0,50 2,50+1,50 1,32+0,09 51,8

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi,
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4.1.2.2. Boscalidin Erkek Dondérden Alnan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Boscalidin ¢esitli konsantrasyonlar1 erkek dondrden alinan periferal kan
lenfositlerinde MN olusumuna neden olmuslardir. Calismada degerlendirilen biitiin
konsantrasyonlarin neden oldugu MNL ve BNMN frekanslarinin ¢oziicii kontrole gore
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 9). Bununla birlikte boscalidin 100, 150 ve 200
png/ml konsantrasyonlarmin bulundugu lenfosit kiiltiirlerde yeterli sayida BN olusumu
gbzlenmemistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde MNL ve BNMN frekanslarinin test
edilen yiiksek konsantrasyonlarda azaldigi goriilmiis ancak bu azalma ¢oziicli kontrol kadar
olmamistir (Sekil 24). Lineer regresyon analizi sonuglari, MNL ve BNMN frekanslarinin
konsantrasyon artigi ile birlikte lineer bir sekilde artmadigini géstermistir. Wilcoxon
eslestirilmis test sonuglar1 yapilan iki deney arasinda MN bakimindan istatistiksel olarak
bir uyum oldugunu gostermistir (p=0,09).

Boscalid, Gy faz1 lenfositlerinde NPB ve NBUD olusumuna neden olmustur. Ancak
baz1 konsantrasyonlar i¢in elde edilen NPB ve NBUD frekanslarinin ¢oziicli kontrole gore
yiiksek olmadigi goriilmiistiir. Bununla birlikte konsantrasyon artisi ile birlikte NPB ve
NBUD frekanslarinda lineer bir artis tespit edilmemistir. Boscalid ile muamele edilen Gg
fazi  lenfositlerinde hiicre bdliinmesini  etkilemistir.  Boscalidin  test  edilen
konsantrasyonlarinin artmasi ile birlikte CBPI degerlerinde azalma goriilmiistiir. Ancak
lineer regresyon ile korelasyon analizi sonuglar1 bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
olmadigii gostermistir. Muamele edilen kiiltiirler ile ¢6ziicli kontrolden elde edilen CBPI
degerleri goz oniline alindiginda 75 pg/ml signumun lenfosit kiiltiirde %52,6 oraninda

sitotoksisite olusturdugu tespit edilmistir.
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Sekil 24. Boscalidin erkek dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (Gg faz1)

olusturdugu BNMN frekanslar1 (Ortalama = 1 SH)
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Cizelge 9. Boscalidin erkek dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (Gg fazi) olusturdugu %, MNL, BNMN, NPB, NBUD frekanslari ile
CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon %0 %0 Toplam %0 . .
BN Hiicrelerde MN dagilimi MNL BNMN . %0 NPB CPBI % Sitotoksisite
(png/ml) MNL BNMN Binukleat NBUD
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 76 3 0 0 0 82 41,5+0,00 79 39,5+0,50 2000 1,50£0,50  1,00+1,00 - -
DMSO (< %1 viv) 6 0 0 0 0 6 3,00+0,00 6 3,00+0,00 2000 0,50+0,50 0,00+0,00 1,51+0,01 -
0,25 13 2 0 0 0 17 8,50+0,50 15 7,50+0,50 2000 0,00+0,00 0,50+0,50 1,3840,02 25,5
0,5 19 1 0 0 0 21 10,5+1,50 20 10,0+1,00 2000 1,50+0,50 0,50+0,50 1,39+0,01 22,2
1 24 1 0 0 0 26 13,0+1,00 25 12,5+0,50 2000 1,50+0,50 0,50+0,50 1,34+0,00 33,7
2 31 4 0 0 0 39 19,545,50 35 17,5+4,50 2000 1,50+0,50 2,00£1,00 1,32+0,00 37,5
6 27 1 0 1 0 33 16,545,50 29 14,5+3,50 2000 2,00+0,00 1,50+0,50 1,31+0,00 38,8
8 24 0 0 0 1 29 14,5+1,50 25 12,540,50 2000 0,50+0,50 0,00+0,00 1,28+0,01 442
25 23 0 0 0 0 23 11,5+1,50 23 11,5+1,50 2000 2,00+1,00 1,00+0,00 1,28+0,02 44,4
75 16 0 0 0 0 16 8,00+£2,00 16 8,00£2,00 2000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,24+0,01 52,6

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi,
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4.1.2.3. Boscalidin Iki Donérden Alman Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Boscalidin herbir konsantrasyonu i¢in 4000 BN hiicrenin degerlendirilmis ve
degerlendirilen parametrelere iliskin veriler ¢izelgede verilmistir (Cizelge 10). Calismada
100, 150 ve 200 pg/ml boscalid ile muamele edilen lenfosit kiiltiirde yeterli sayida BN
hiicresi olugsmadigr i¢in degerlendirilmemistir. Uygulanan biitiin konsantrasyonlar ¢oziicii
kontrolden daha fazla MN olusumuna neden olmuslardir (Sekil 25). Ayrica lenfosit
kiltirde birgok BN hiicrede birde fazla MN olusumu da goriilmiistiir. Lineer regresyon
analizi sonuglar1 boscalidin neden oldugu MNL ve BNMN frekanslari ile test edilen
konsantrasyonlar arasinda lineer bir iligki olmadigini gostermistir. Signumdan farkli olarak
BNMN frekanslart bakimindan cinsiyetler arasinda fark bulunmustur (Mann-Whitney U
test, p<0,05).

Genel olarak, boscalidin bazi konsantrasyonlarin ¢dziicii konrole gore daha fazla
NPB ve NBUD olusumuna yol agtig1 goriilmiistiir. Ancak lineer regresyon analizi sonuglari
her iki parametre ile konsantrasyon artisi1 arasinda bir iliski olmadigini1 gostermistir. Total
olarak, artan boscalid konsantrasyonlar1 ile birlikte CBPI degerinden azalma
gozlemlenmistir. CBPI ile test edilen konsantrasyonlar arasinda elde edilen negatif
korelasyonun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 sapanmigtir (R2:-0,44, R=-0,66,
p=0,52). Lenfositler ile muamele edilen her bir konsantrasyon ile ¢dziicli kontrole ait CBPI
degerleri dikkate alindiginda 75 pg/ml boscalid konsantrasyonun lenfosit kiiltiirde %52,1

oraninda sitotoksisite olusturdugu tespit edilmistir.
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Sekil 25. Boscalidin her iki donérden alinan periferal kan lenfositlerinde (Gg faz1)

olusturdugu BNMN, NPB ve NBUD frekanslart (Ortalama + 1 SH)
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Cizelge 10. Boscalidin iki dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (G fazi) olusturdugu %, MNL, BNMN, NPB, NBUD frekanslari ile

CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon BN Hiicrelerde MN dagilimi MNL %0 BNMN %o Toplam %o NPB %o CPBI % Sitotoksisite
(png/ml) MNL BNMN Binukleat NBUD
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 237 5 0 0 0 247 **%61,8+£12,09 242 **%60,5£12,41 4000 0,75+0,48  0,50+0,50 - -
DMSO (< %1 viv) 16 0 0 0 0 16 4,00+0,71 16 4,00+0,71 4000 0,25+0,25  0,00+0,00 1,59+0,08 -
0,25 35 6 1 1 0 54 13,5+3,93 43 10,8+3,77 4000 0,00+£0,00  1,00+0,71 1,48+0,09 17,3
0,5 64 3 0 0 0 70 17,5+4,21 67 *16,8+3,97 4000 1,25¢0,49  1,25+0,95 1,48+0,08 18,0
1 53 5 0 0 0 63 15,8+1,65 58 14,5£1,19 4000 0,75£0,48  0,75+0,48  1,41+0,06 30,7
2 60 5 1 0 0 73 *18,342,39 66 *16,5+1,94 4000 1,50+0,66  2,00+0,58 1,38+0,08 34,8
6 52 6 0 1 0 68 17,0+3,19 59 14,8+1,89 4000 1,75¢0,63  1,50£0,29  1,38+0,07 357
8 48 2 1 0 1 60 15,0£1,96 52 13,0+1,47 4000 0,25+0,25  0,50+0,29 1,35+0,07 39,6
25 53 2 1 0 0 60 15,0£2,12 56 14,0+1,58 4000 1,00+0,71 2,25+0,75 1,31£0,03 46,4
75 43 3 1 0 0 52 13,0+3,63 47 11,842,72 4000 0,25+0,25  1,25+0,95  *1,28+0,04 52,2

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi
MNL, BNMN, NPB ve NBUD igin Kruskal-Wallis test- Dunn’s ¢oklu karsilagtirma testi
CBPI i¢gin Tek yonlii varyans analizi- Dunnett's ¢oklu karsilagtirma testi

*p<0,05
**p<0,01
**%p<0,001
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4.1.3. Pyraclostrobinin Gy Fazinda Bulunan insan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

4.1.3.1. Pyraclostrobinin Bayan Donorden Alinan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Bayan donorden alinan periferal kan orneklerinde pyraclostrobinin olusturdugu
genotoksisite ve sitotoksisiteye iliskin veriler ¢izelge 11°de verilmistir. Calismada
pyraclostrobinin 8 ve 25 pg/ml konsantrasyonlarinin bulundugu kiiltiirlerde yeterli sayida
BN hiicre elde edilemedigi igin degerlendirilmemislerdir. Test edilen biitiin
konsantrasyonlarin neden olduklart MNL ve BNMN frekanslar1 ¢oziicii kontrole gore
yiikksek bulunmustur (Sekil 26). Bir MN’li BN’larin yaninda iki MN’li BN hiicrelerin de
oldugu goriilmiistiir. Lineer regresyon analizi sonuclart MNL ve BNMN frekanslarindaki
artisin konsantrasyona bagli olarak lineer bir sekilde artmadigini géstermistir. Wilcoxon
eslestirilmis testi, MN olusumu dikkate alindiginda yapilan iki deney arasinda bir fark
olmadigini gostermistir (p=0,09).

Pyraclostrobinin test edilen konsantrasyonlar1 periferal kan lenfositlerinde NPB
olusumuna neden olmuslardir. Elde edilen NPB frekanslarinin ¢oziicii kontrole gore
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ancak lineer regresyona analizi sonuclari konsantrasyon
ile NPB frekansi lineer bir artisin olmadigin1 géstermistir. Pyraclostrobin lenfosit kiiltiirde
¢oziicli kontrole gore istatistiksel olarak anlamli NBUD olusumuna neden olmamuistir.
Diger taraftan pyraclostrobin kiiltiir ortaminda lenfositlerin hiicre boliinme 6zelliklerin
etkilemis ve artan konsantrasyonlar ile birlikte CBPI degerlerinde azalma goriilmiistiir.
Tespit edilen bu azalmanin konsantrasyon artisi ile birlikte lineer bir sekilde azaldigi ve
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistir (R?=-0,51, p<0,05). Muamele edilen
konsantrasyonlar ile ¢oziicli kontrol i¢in elde edilen CBPI degerleri degerlendirildiginde
pyraclostrobinin 6 pg/ml konsantrasyonu lenfosit kiiltirde %50-60 sitotoksisite

olusturmustur.
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Sekil 26. Pyraclostrobinin bayan donérden alinan periferal kan lenfositlerinde (Gg fazi)

olusturdugu BNMN frekanslar1 (Ortalama = 1 SH)
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Cizelge 11. Pyraclostrobinin bayan dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (Gg fazi1) olusturdugu %o MNL, BNMN, NPB, NBUD

frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon %0 %0 Toplam %0 . .
(ug/ml) BN Hiicrelerde MN dagilimi MNL MNL BNMN BNMN Binukleat %0 NPB NBUD CPBI % Sitotoksisite
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 139 4 0 0 0 147 73,5+4,50 143 71,5+3,50 2000 1,00£1,00  0,000,00 - -
DMSO (< %1 viv) 5 0 0 0 0 5 2,50+1,50 5 2,50+1,50 2000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,67+0,03 -
0,25 30 3 0 0 0 36 18,0+0,00 33 16,5+0,50 2000 3,00+1,00 0,50+0,50 1,48+0,02 28,6
0,5 25 3 0 0 0 31 15,5+0,50 28 14,0+1,00 2000 1,50+0,50 1,00£1,00 1,46+0,04 30,6
15 33 2 0 0 0 37 18,54+2,50 35 17,5€1,50 2000 3,00+1,00 1,00+0,00 1,37+0,03 447
2 39 2 0 0 0 43 21,5+1,50 41 20,5+2,50 2000 4,50+1,50 1,50+0,50 1,36+0,02 45,8
3 21 3 0 0 0 27 13,545,50 24 12,045,00 2000 3,0042,00 0,00+0,00 1,34+0,01 48,7
4 16 2 0 0 0 20 10,042,00 18 9,00£2,00 2000 2,50+1,50 1,00+0,00 1,39+0,03 41,5
6 17 0 0 0 0 17 8,50£1,50 17 8,50+1,50 2000 1,50+0,50 0,50+0,50 1,32+0,02 52,4

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus i¢eren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi,
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4.1.3.2. Pyraclostrobinin Erkek Donérden Alinan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Pyraclostrobin, erkek donoérden alinan periferal kan lenfositlerinde MN olusumuna
neden olmustur (Cizelge 12). Test edilen her bir konsantrayon i¢in elde edilen MN ve
BNMN frekanslarinin ¢6ziici kontrole gore yiiksek oldugu goriilmistir (Sekil 27).
Bununla birlikte pyraclostrobinin eklendigi kiiltiirlerde bir MN’1i BN’I1 hiicrelerin yaninda
birden fazla MN igeren BN hiicrelerinin de oldugu goriilmiistiir. Lineer regresyon analizi
sonuglar1 konsantrasyon artis1 ile MN ve BNMN frekanslar1 arasinda dogrusal bir iliski
olmadigini gostermistir. Paralel olarak hazirlanan iki deneye ait MNL ve BNMN sonuglari
incelendiginde genellikle frekanslarin sabit kaldigi veya yliksek konsantrasyonlarda
azaldig goriilmiistiir. Ancak bu azalma ¢6ziicii kontrol seviyesine veya bu seviyenin altina
Inmemistir.

Pyraclostrobin ile muamele edilen Gy faz1 lenfositlerinde NPB ve NBUD olusumu
gdzlemlenmistir. Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda daha fazla NPB olustugu goriilmiis
ancak konsantrasyon artisin ile birlikte bir artis goriilmemistir. Pyraclostrobin erkek
bireyden alinan periferal kan lenfositlerinde hiicre siklusu boliinme 6zelligini etkilemistir.
Konsantrasyon artigi ile bilirkte CBPI degerlerinde azalma gortilmiistiir. Bu azalma lineer
bir sekilde olup istatistiksel agidan anlamlidir (R2:-O,7l, p<0,01). G faz1 lenfositleri ile
muamele edilen her bir konsantrasyon ile ¢6ziicii kontrole ait CBPI degerleri dikkate

alindiginda 6 pg/ml pyraclostrobinin %58,2 sitotoksisite olusturdugu tespit edilmistir.
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Sekil 27. Pyraclostrobinin erkek donérden alinan periferal kan lenfositlerinde (Go faz1)

olusturdugu BNMN frekanslar1 (Ortalama = 1 SH)
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Cizelge 12. Pyraclostrobin erkek donérden alinan periferal kan lenfositlerinde (Go fazi) olusturdugu %0 MNL, BNMN, NPB, NBUD

frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon %o %o Toplam %0 . .
(ug/ml) BN Hiicrelerde MN dagilimi MNL MNL BNMN BNMN Binukleat %0 NPB NBUD CPBI % Sitotoksisite
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 133 4 0 0 0 141 70,5+1,50 137 68,5+3,50 2000 0,00+0,00 1,50+1,50 - -
DMSO (< %1 viv) 11 0 0 0 0 11 5,50+2,50 1 5,50+2,50 2000 0,00+0,00 0,00+0,00  1,62+0,04 -
0,25 22 2 1 0 0 29 14,5+2,50 25 12,5+0,50 2000 6,00+3,00 1,00+0,00  1,46+0,05 251
0,5 29 4 0 0 0 37 18,543,50 33 16,54+2,50 2000 4,0042,00 0,50+0,50 1,42+0,01 32,8
1,5 28 3 0 0 0 34 17,0+5,00 31 15,5+4,50 2000 1,50+0,50 2,50+1,50  1,37+0,02 39,6
2 29 3 0 0 0 35 17,5+3,50 32 16,0+4,00 2000 0,50+0,50 1,00£1,00  1,36+0,00 42,1
3 25 2 0 0 0 29 14,5+2,50 27 13,5+1,50 2000 1,50+0,50 2,00+1,00  1,33+0,01 46,9
4 23 6 0 0 0 35 17,5+3,50 29 14,5+3,50 2000 1,00+0,00 0,50+0,50  1,2940,01 53,9
6 15 3 1 1 0 28 14,0+4,00 20 10,0+1,00 2000 2,00+0,00 1,50+0,50  1,26+0,01 58,2

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus iceren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi,
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4.1.3.3. Pyraclostrobinin iki Donorden Alnan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Calismada degerlendirilen 4000 BN hiicrede olusan MN dagilimlan ile diger
parametrelere ait veriler c¢izelge 13'te verilmistir. Pyraclostrobinin test edilen biitiin
konsantrasyonlari, ¢oziicli kontrolden daha yliksek MN olusumuna neden olmustur (Sekil
28). Ancak degerlendirilen yiikksek konsantrasyonlarda MN frekansinda azalma
goriilmiistiir. Bu azalma hi¢cbir zaman ¢6ziicii kontrol i¢in elde edilen degerler kadar
olmamustir. Lineer regresyon analizi konsantrasyon artigsina baglh olarak MNL ve BNMN
frekansinda lineer bir artig olmadigint gostermistir. Bayan ve erkek dondr i¢in elde edilen
MNL ve BNMN frekanslar1 karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel bir fark olmadig
goriilmistir (Mann-Whitney U, p=0,63).

Her iki dondrden alman sonuglar dikkate alindifinda pyraclostrobinin Go fazi
lenfositlerinde NPB ve NBUD olusumuna neden oldugu goriilmiistiir. Test edilen
konsantrasyonlar icin NPB ve NBUD frekanslar1 ¢oziici kontrole gore yiiksek
bulunmustur. Ancak konsantrasyon artisi ile birlikte bir artis tespit edilmemistir. Diger
taraftan pyraclostrobinin hiicre boliinme kinetigini etkiledigi goriilmiistiir. Test edilen her
bir konsantrasyon ve ¢oziicli kontrol i¢in elde edilen CBPI degerleri dikkate alindiginda
aralarinda negatif lineer bir iliskinin oldugu goriilmiistir (R?=-0,63, p<0,05). Muamele
konsantrasyonlar ile ¢oziicii kontrol icin elde edilen CBPI degerleri dikkate alindiginda 6
ug/ml pyraclostrobinin Gg faz1 lenfositlerinde %55,1 oraninda sitotoksisiteye neden oldugu

saptanmigtir.
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Sekil 28. Pyraclostrobinin her iki dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (Gg faz1)

olusturdugu BNMN, NPB ve NBUD frekanslart (Ortalama + 1 SH)
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Cizelge 13. Pyraclostrobinin iki dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (G fazi) olusturdugu %o MNL, BNMN, NPB, NBUD frekanslari

ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon %0 %0 Toplam %0 . .
BN Hiicrelerde MN dagilimi MNL BNMN . %0 NPB CPBI % Sitotoksisite
(png/ml) MNL BNMN Binukleat NBUD
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 272 8 0 0 0 288 *x%72 042,12 280 #%%70,041,47 4000 0,50+0,50  0,75+0,75 - -
DMSO (< %1 v/v) 16 0 0 0 0 16 4,00+1,47 16 4,00+1,19 4000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,64+0,03 -
0,25 52 5 1 0 0 65 16,3+1,44 58 14,5+1,32 4000 *4,50+1,56 0,75+0,25 *%%1,47+0,02 27,1
0,5 54 7 0 0 0 68 17,0+1,68 61 *15,3+1,65 4000 2,75+1,11 0,75£0,48  ***1,44+0,02 31,8
15 61 5 0 0 0 71 *17,8+£2,32 66 *16,5+2,32 4000 2,25+0,63 1,75+0,75 ***1,37+0,01 42,3
2 68 5 0 0 0 78 *%19,5+1,96 73 **18,34£2,18 4000 2,50+1,32 1,25+0,48  ***1,36+0,01 44,1
3 46 5 0 0 0 56 14,0+2,48 51 12,8+2,29 4000 2,25+0,96 1,00+0,71 *¥%],34+0,01 47,9
4 39 8 0 0 0 55 13,8+2,72 47 11,8+0,85 4000 1,75+0,75 0,75+0,25 **%1,3440,03 47,2
6 32 3 1 1 0 45 11,3£2,36 37 9,25+2,20 4000 1,75+0,25 1,00+0,41 *%%1,2940,02 55,1

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi

MNL, BNMN, NPB ve NBUD i¢in Kruskal-Wallis test- Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi
CBPI i¢in Tek yonlii varyans analizi- Dunnett's ¢oklu karsilastirma testi

*p<0,05
**p<0,01
***n<0,001
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4.1.4. Signumun Siklusta Tlerleyen Insan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

4.1.4.1. Signumun Bayan Doniérden Alinan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Bayan dondrden aliman periferal kan lenfositlerinin  signumun farkl
konsantrasyonlar1 ile 28 saat muamele edilmesi MN olusumuna neden olmustur (Cizelge
14). Test edilen signum konsantrasyonlari ¢oziicii kontrole gére daha fazla MNL ve
BNMN olusturmuslardir (Sekil 29). Bununla birlikte signum siklusta ilerleyen lenfositlerde
birden fazla MN olusumuna da neden olmustur. Calismada en yiiksek konsantrasyon olarak
degerlendirilen 8 pg/ml’de yeterli sayida BN hiicre olusmamuistir. Lineer regresyon analizi
sonuclari, konsantrasyon artisina bagli olarak MNL ve BNMN frekanslarinda lineer bir
artis olmadigin1 gostermistir. Her iki deneyde signumun yiiksek konsantrasyonlarinda
MNL ve BNMN frekanslarinda azalma goriilmiis ancak bu azalma ¢oziicii kontrol kadar
olmamistir. Wilcoxon eslestirilmis testi MN olusumu dikkate alindiginda yapilan iki
paralel deney arasinda bir fark olmadigin1 géstermistir (p=0,77).

Signum ile muamele edilen siklusta ilerleyen lenfositlerde NPB olusumu
saptanmustir. Signumun test edilen konsantrasyonlarinin ¢oziicii kontrole gore daha fazla
NBP olusumuna neden oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte signum NBUD olusumuna da
neden olmustur. Test edilen her bir konsantrasyon i¢in elde edilen NBUD frekanslari
¢oziici kontrole gore daha yiiksektir. Elde edilen NPB ve NBUD frekanslarinin
konsantrasyon artist ile birlikte lineer bir sekilde artmadig: tespit edilmistir. Test edilen
signum konsantrasyonlar: ile birlikte lenfosit boliinmesinde azalma meydana gelmistir.
Buna bagli olarak meydana gelen CBPI degerlerindeki azalmanin lineer ve istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmiistir (R?=-0,72, p<0,01). Muamele edilen kiiltiirler ve
¢oziicl kontrole ait CBPI degerleri dikkate alindiginda 6 pg/ml signumun siklusta ilerleyen

lenfositlerde %55,1 oraninda sitotoksisite meydana getirdigi saptanmistir.
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Sekil 29. Signumun bayan dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen)

olusturdugu BNMN frekanslar1 (Ortalama = 1 SH)
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Cizelge 14. Signumun bayan donérden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen) olusturdugu %, MNL, BNMN, NPB, NBUD

frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon BN Hiicrelerde MN %0 %0 Toplam %o . .
MNL BNMN . %o NPB£SH CPBI+SH % Sitotoksisite
(png/ml) dagilimi MNL+SH BNMN+SH Binukleat NBUD+SH
1 2 3 4 >4

MMC (0,05 pg/ml) 247 13 0 1 0 277 139+6,50 261 131+5,50 2000 0,00+0,00 1,00£1,00 - -

RPMI 1640 7 0 0 0 0 7 3,50+0,50 7 3,50+0,50 2000 0,50+0,50 0,50+0,50 1,50+0,04 -
0,25 18 2 1 0 0 25 12,5+4,50 21 10,5+2,50 2000 9,00+1,00 2,00+1,00 1,39+0,03 22,4
0,5 43 7 0 0 0 57 28,5+4,50 50 25,0+4,00 2000 14,5+0,50 5,00+1,00 1,36+0,02 21,7
1 43 4 1 0 1 59 29,5+1,00 49 24,5+0,50 2000 19,0£2,00 2,00+0,00 1,3540,01 30,2
15 61 6 1 0 0 76 38,0+2,50 68 34,0+3,00 2000 17,54£2,50 3,50+2,50 1,32+0,04 37,1
2 28 2 1 0 0 35 17,5+0,50 31 15,5+0,50 2000 19,0+£5,00 1,50+0,50 1,30+0,02 41,1
3 29 6 1 0 0 44 22,0+3,00 36 18,0+1,00 2000 19,5+1,50 1,00+1,00 1,29+0,01 42,7
4 21 0 1 0 0 24 12,0+0,00 22 11,0+1,00 2000 16,5£1,50 1,50+0,50 1,27+0,02 46,5
6 13 2 0 1 0 21 10,5+0,50 16 8,00+2,00 2000 14,0+1,00 0,50+0,50 1,23+0,00 55,1

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi,
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4.1.4.2. Signumun Erkek Donorden Alman Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Erkek donoérden alinan periferal kan lenfositleri 28 saat siire ile signumun ¢esitli
konsantrasyonlarina maruz birakilmis ve calismada degerlendirilen parametrelere iliskin
veriler ¢izelge 15'de verilmistir. Buna gore, signumun herbir konsantrasyonu icin elde
edilen MNL ve BNMN frekanslar1 ¢oziicli kontrole i¢in elde edilen degerlerden yiiksek
bulunmustur (Sekil 30). Signum ile muamele edilen lenfositlerde bir MN’li BN
hiicrelerinin yaninda birden fazla MN i¢eren BN hiicrelerinin de oldugu goriilmiistiir. Artan
signum konsantrasyonlar1 ile MNL ve BNMN frekanslar1 arasinda lineer bir iligkinin
olmadig1 goriilmiistiir. Wilcoxon eslestirilmis testi her iki deneyden elde edilen sonuglarin
kendi aralarinda uyumlu olduklarini géstermistir (p=0,40).

Signum, siklusta ilerleyen lenfostilerde NPB olusumuna neden olmustur. Coziicii
kontrol ile karsilastirildiginda test edilen konsantrasyonlarin daha fazla NPB frekansina
sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica signum, NBUD olusumuna neden olmustur. Elde
edilen frekanslarin ¢oziicli kontrole gore yiiksek oldugu ancak NPB ve NBUD frekanslari
dikkate alindiginda konsantrasyon artis1 ile aralarinda lineer bir iliski olmadig
gorlilmiistiir. Artan signum konsantrasyonu hiicre boliinme 6zelligini etkilemis ve boliinme
yetenekleri azalmistir. Signumun artan konsantrasyonlari ile birlikte lenfositlerin bdliinme
yeteneklerinin gostergesi olan CBPI degerlerinde azalma goriilmiistiir. Lineer regresyon
analizi konsantrasyon artis1 ile birlikte CBPI arasinda lineer bir iliski oldugunu gostermistir
(R?=-0,85, p<0,0001). Muamele gruplar ile ¢dziicii kontrol CBPI degerleri gdz oniine
alindiginda en yiiksek signum konsantrasyonunun %52,2 oraninda sitotoksisite

olusturdugu goriilmiistiir.
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Sekil 30. Signumun erkek dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen)

olusturdugu BNMN frekanslar1 (Ortalama = 1 SH)
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Cizelge 15. Signumun erkek dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen) olusturdugu %, MNL, BNMN, NPB, NBUD

frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon BN Hiicrelerde MN %o %0 Toplam %0 . .
MNL BNMN . %o NPB+SH CPBI+SH % Sitotoksisite
(png/ml) dagilimi MNL+SH BNMN+SH Binukleat NBUD+SH
1 2 3 4 >4

MMC (0,05 pg/ml) 117 6 0 0 0 129 64,5+6,50 123 61,5£6,50 2000 0,50+0,50 1,001,00 - -

RPMI 1640 5 2 0 0 0 9 4,50+2,50 7 3,50+1,50 2000 2,00+2,00 0,50+0,50 1,45+0,02 -
0,25 24 1 1 0 0 29 14,5+3,50 26 13,0+3,00 2000 8,50+0,50 0,00+0,00 1,38+0,01 14,3
0,5 20 3 1 1 0 33 16,5+0,50 25 12,5+2,50 2000 9,50+2,50 0,50+0,50 1,34+0,02 23,3
1 29 2 0 0 0 33 16,5+2,50 31 15,54€2,50 2000 11,543,50 2,00+0,00 1,33+0,00 26,7
15 23 2 0 0 0 27 13,5+1,50 25 12,5+0,50 2000 13,045,00 1,50+1,50 1,34+0,03 23,2
2 26 1 1 0 0 31 15,5+1,50 28 14,04+3,00 2000 13,0+1,00 1,50+0,50 1,31£0,01 30,9
3 26 1 0 0 0 28 14,0+0,00 27 13,5+0,50 2000 10,540,50 1,00+1,00 1,28+0,01 37,5
4 22 0 0 0 0 22 11,0£1,00 22 11,0£1,00 2000 9,50+0,50 0,50+0,50 1,25+0,03 44,6
6 19 0 2 0 0 25 12,5£3,50 21 10,5£1,50 2000 10,540,50 0,50+0,50 1,21+0,01 52,2

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi,
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4.1.43. Signumun Iki Donérden Alman Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Toplam olarak 4000 BN hiicrenin degerlendirilmesi sonucu belirlenen genotoksisite
ile diger parametrelere iliskin veriler ¢izelge 16'da verilmistir. Signum ile muamele edilen
lenfositlerde bir ve birden fazla MN’1li BN hiicrelerinin oldugu goriilmiistiir. Calismada en
yilksek konsantrasyon olarak degerlendirilen 8 pg/ml’de yeterli sayida BN hiicre
olusmadig1 i¢in degerlendirmeye alinmamustir. Test edilen her bir signum konsantrasyonu
¢Oziicii kontrole gore daha yliksek MN olusumuna neden olmustur (Sekil 31). Signumun
yiiksek konsantrasyonlarinda olusan MN frekansinda azalma goriilmiis ancak bu azalma
¢oziicli kontrol kadar olmamistir. Cinsiyet géz Oniine alindiginda MN olusumu bakiminda
bir fark olmadigi goriilmiistiir (Mann-Whitney U, p= 0,069). Elde edilen sonuglara lineer
regresyon analizi uygulanmis ve konsantrasyona bagli MNL ve BNMN artist
goriilmemistir.

Signum siklusta ilerleyen lenfositlerde NPB olusumuna neden olmustur. Test edilen
her bir konsantrasyonun neden oldugu NPB frekansinin ¢oziicii kontrole gore yliksek
oldugu ve signumun NBUD olusuma neden oldugu goriilmiistiir. Meydana gelen NBUD
frekanslarinin ¢o6ziicii kontrolde meydana gelen NBUD frekans: kadar veya daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Signumun artan konsantrasyonlar1 CBPI degerlerinde azalmaya neden
olmustur. Konsantrasyon artis1 ile CBPI degerlerinde meydana gelen azalmanin lineer ve
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (R2:-0,78, p<0,01). Test edilen
konsantrasyonlar ile ¢oziicii kontrolden elde edilen CBPI degerleri goz oniine alindiginda
signumun siklusta ilerleyen periferal kan lenfositlerinde %53,7 oraninda sitotoksisiteye

neden oldugu hesaplanmuistir.
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Sekil 31. Signumun iki dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen)
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Sekil 32. 1 pg/ml signum ile siklusta ilerleyen lenfositlerin muamelesi sonucu olusan
NPB’lii binukleat hiicre
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Cizelge 16. Signumun iki donérden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen) olusturdugu %, MNL, BNMN, NPB, NBUD

frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon BN Hiicrelerde MN %0 %o Toplam %0 %
MNL BNMN . %o NPB£SH CPBI+SH i .
(ng/ml) dagilimi MNL+SH BNMN+SH Binukleat NBUD+SH Sitotoksisite
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 364 19 0 1 0 406 **x102+£21,12 384 **%96,0+£20,22 4000 0,25+0,25 1,00+0,58 - -
RPMI 1640 12 0 0 0 16 4,00+1,08 14 3,50+0,65 4000 1,25+0,95 0,50+0,29 1,48+0,23 -
0,25 42 3 2 0 0 54 13,542,40 47 11,8+1,75 4000 8,75+0,48 1,00+0,71 *%%1,39+0,01 18,6
0,5 63 10 1 1 0 90 **22,5+3,93 75 *18,8+4,09 4000 12,00+1,78 2,75+1,38 ***1,35+0,01 25,6
1 72 6 1 0 1 92 **23,0+3,22 80 **20,0£2,80 4000 *15,25+2,72 2,0040,00 **%1,3440,01 28,5
15 84 8 1 0 0 103 *25,846,75 93 *%23,346,33 4000 *15,25+2,63 2,50+1,32 **%*1,3340,02 30,5
2 54 3 2 0 0 66 16,5+1,08 59 14,8+1,32 4000 *16,00+2,71 1,50+0,29 ***1,30+0,01 36,2
3 55 7 1 0 0 72 *18,0+2,61 63 *15,8+1,38 4000 *15,00+2,68 1,00+0,58 **%1,284+0,01 40,2
4 43 0 1 0 0 46 11,5+0,50 44 11,0+0,58 4000 13,00£2,12 1,00+0,41 *¥%],26+0,02 45,5
6 32 2 2 1 0 46 11,5£1,55 37 9,30+1,25 4000 12,25+1,25 0,50+0,29 **%1,2240,01 53,7

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi

MNL, BNMN, NPB ve NBUD i¢in Kruskal-Wallis test- Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi
CBPI i¢gin Tek yonlii varyans analizi- Dunnett's ¢oklu karsilagtirma testi

*p<0,05

**p<0,01

***p<0,001
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BOLUM 4- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Akin CAYIR

4.1.5. Boscalidin Siklusta Ilerleyen Insan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

4.15.1. Boscalidin Bayan Donoérden Alinan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Boscalidin farkli konsantrasyonlarinin 28 saat siire ile bayan dondrden alinan
periferal kan lenfositlerinde olusturdugu genotoksisite ve sitotoksisiteye iliskin veriler
cizelge 17'de verilmistir. Paralel olarak gergeklestirilen iki deneyde boscalidin farkli
konsantrasyonlarinin MN olusumuna neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 33). Elde edilen
MNL ve BNMN frekanslariin ¢oziicli kontrolde olusan degerlerden daha yiiksek oldugu
goriilmustiir. Her iki deneyde boscalidin BN hiicrelerde birden fazla MN olusumuna da
neden oldugu tespit edilmistir. Boscalidin artan konsantrasyonlari ile birlikte MNL ve
BNMN frekanslarinda bir artis tespit edilmemistir. Boscalidin 0,5 pg/ml’den yiiksek
konsantrasyonlarinda MNL ve BNMN frekanslarinin artmadigi ve sabit bir sekilde kaldig
goriilmustiir. Lineer regresyon analizi, konsantrasyon artis1 ile MNL ve BNMN frekanslari
arasinda bir iligskinin olmadigin1 gostermistir. Wilcoxon eslestirilmis testi yapilan iki deney
arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigin1 géstermistir (p=0,18).

Boscalid siklusta ilerleyen lenfositlerde NPB ve NBUD olusumuna neden olmustur.
Her bir konsantrasyon icin elde edilen NPB frekanslarinin ¢6ziicti kontrole gore yiiksek
oldugu ancak meydana gelen bu artiglarin konsantrasyona bagli olmadigi goriilmiistiir.
Diger taraftan boscalid hiicre siklusu iizerine olumsuz etki gostermis ve test edilen
konsantrasyonlarda CBPI degerlerinde azalma goriilmiistiir. Lineer regresyon analizi,
konsantrasyon artis1 ile azalan CBPI degerleri arasinda lineer ve anlamli bir iligki oldugunu
gostermistir (R2:-0,71, p<0,01). Muamele edilen konsantrasyonlar ile ¢6ziicii kontrole ait
CBPI degerleri goz 6niine alindiginda 6 pg/ml boscalidin siklusta ilerleyen lenfositlerde

%49,3 oraninda sitotoksik etki yarattig1 goriilmiistiir.
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Sekil 33. Boscalidin bayan dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen)

olusturdugu BNMN frekanslar1 (Ortalama = 1 SH)
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Cizelge 17. Boscalidin bayan dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen) olusturdugu %, MNL, BNMN, NPB, NBUD

frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon BN Hiicrelerde MN %o %0 Toplam %0 %
MNL BNMN . %o NPB+SH CPBI+SH . L
(ng/ml) dagilimi MNL+SH BNMN=+SH Binukleat NBUD+SH Sitotoksisite
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 214 2 0 O 0 218 109+7,00 216 108+8,00 2000 0,000,00 0,50+0,50 - -
DMSO (< %1 viv) 8 2 0 0 0 12 6,00+2,00 10 5,00+2,00 2000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,43+0,03 -
0,25 22 0 0 0 1 27 13,5+3,50 22 11,5£1,00 2000 0,00+0,00 1,50+0,50 1,34+0,05 21,1
0,5 28 2 0 O 0 32 16,0+4,50 30 15,0+5,00 2000 1,00+1,00 1,00+1,00 1,31+0,04 27,3
1 26 1 0 0 0 28 14,0+1,00 26 13,5+0,00 2000 0,50+0,50 1,00+0,00 1,30+0,04 28,9
15 29 2 1 0 0 36 18,0+2,00 32 16,0+0,00 2000 3,5042,50 0,50+0,50 1,31+0,03 27,2
2 23 3 0 0 0 29 14,5+1,50 26 13,0+0,00 2000 1,00+1,00 0,00+0,00 1,30+0,03 29,2
3 27 0 0 0 0 27 13,542,50 27 13,542,50 2000 3,00+1,00 0,50+0,50 1,27+0,03 35,7
4 22 1 0 0 0 24 12,0+1,50 23 11,5+0,50 2000 3,00+1,00 0,50+0,50 1,26+0,03 39,8
6 18 6 1 1 0 37 18,5+4,50 26 13,042,00 2000 4,50+1,50 2,50+0,50 1,22+0,01 49,3

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi,
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4.1.5.2. Boscalidin Erkek Dondérden Aliman Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Boscalidin farkli konsantrasyonlarmin erkek dondrdan alinan periferal kan
lenfositleri ile 28 saat muamele edilmesi sonucu olusan genotoksik ve sitotoksik
parametrelere iliskin veriler ¢izelge 18'de verilmistir. En diisiik konsantrasyon olan 0,25
pg/ml’den itibaren MNL ve BNMN frekanslarinda artma goriilmiistiir (Sekil 34). Ancak
konsantrasyon artisina bagli olarak MNL ve BNMN olusumunda lineer bir artis
goriilmemistir. Ozellikle boscalidin ¢alismada degerlendirilen yiiksek konsantrasyonlarinda
MNL ve BNMN frekanslarinin sabit kaldig1 veya azaldigi goriilmiistiir. Ancak bu azalma
¢oziicli kontroliin neden oldugu MNL ve BNMN frekans1 kadar olmamistir. Boscalidin
baz1 konsantrasyonlarinin BN hiicrelerde birden fazla MN olusumuna da neden oldugu
goriilmiistiir. Wilcoxon eslestirilmis testi BNMN frekans1 bakimindan iki deney arasinda
bir fark olmadigint géstermistir (p=0,26).

1 pg/ml boscalid disindaki diger konsantrasyonlarin NPB olusumuna neden oldugu
ve ¢oziicii kontrol NPB frekansindan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
boscalidin 0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 ve 6,0 pg/ml konsantrasyonlarinin NBUD olusumuna
neden oldugu goriilmiistii. NPB ve NBUD frekanslar1 dikkate alindiginda konsantrasyon
artist ile birlikte lineer bir iliskinin olmadigi goriilmistiir. Boscalidin artan
konsantrasyonlar1 ile birlikte hiicre boliinme indeksi gostergesi olan CBPI’de azalma
goriilmiistii. CBPI ile artan konsantrasyon arasinda elde edilen negatif korelasyonun
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmustir (R?=-0,82, p<0,01). Test edilen
konsantrasyonlar ile ¢oziicii kontrol i¢in elde edilen CBPI degerlerine bagli olarak
hesaplanan sitotoksisitenin artan konsantrasyonlar ile birlikte arttigt ve en yiiksek

konsantrasyon olan 6 pg/ml’de %51,7 oldugu saptanmuistir.
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Sekil 34. Boscalidin erkek dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen)

olusturdugu BNMN frekanslar1 (Ortalama = 1 SH)
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Cizelge 18. Boscalidin erkek dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen) olusturdugu %, MNL, BNMN, NPB, NBUD

frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon BN Hiicrelerde MN %0 %o Toplam %0 %
MNL BNMN . %o NPB+SH CPBI+SH . L
(ng/ml) dagilimi MNL+SH BNMN=+SH Binukleat NBUD+SH Sitotoksisite
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 203 8 1 0 0 222 1116,00 212 106+2,50 2000 1,00+1,00 0,00+0,00
DMSO (< %1 viv) 15 1 0 0 0 17 8,50+0,50 16 8,00+1,00 2000 0,50+0,50 0,50+0,50 1,36+0,04
0,25 30 3 2 0 0 42 21,044,00 35 17,542,50 2000 3,00+2,00 2,50+0,50 1,30+0,03 15,2
0,5 32 3 2 1 1 53 26,5+8,50 39 19,54+4,50 2000 1,50+0,50 0,50+0,50 1,27+0,02 255
1 25 4 0 0 0 33 16,5+3,00 29 14,5+2,00 2000 0,00+0,00 1,00£1,00 1,27+0,04 23,7
15 21 2 1 0 0 28 14,042,00 24 12,0+1,00 2000 2,50+1,50 2,00+0,00 1,25+0,03 30,5
2 27 2 0 0 0 31 15,5+3,50 29 14,5+3,50 2000 1,00+1,00 1,50+1,50 1,26+0,01 27,8
3 20 1 0 1 1 31 15,543,50 23 11,5+0,50 2000 1,50+0,50 0,00+0,00 1,22+0,02 39,4
4 22 1 1 0 0 27 13,5+0,50 24 12,0+0,00 2000 3,50+1,50 0,00+0,00 1,21+0,01 42,7
6 22 1 0 0 0 24 12,043,00 23 11,5€2,50 2000 1,00+1,00 1,00+0,00 1,17+0,01 51,8

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi,
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4.1.5.2. Boscalidin Iki Donérden Alman Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Total olarak 4000 BN hiicrenin degerlendirilmesi sonucu boscalidin farkli
konsantrasyonlarinin neden oldugu genotoksisite ve sitotoksisiteye iliskin veriler ¢izelge
19'da verilmistir. Muamele konsantrasyonlar ¢6ziicii kontrolden daha fazla MN olusumuna
neden olmustur (Sekil 35). Bocalidin farkli konsantrasyonlarinin BN hiicrelerde birden
fazla MN olusumuna neden oldugu goriilmiistiir. Elde edilen MNL ve BNMN frekanslari
dikkate  alindiginda ¢izilen grafikte  goriilecegi  lizere  boscalidin  distk
konsantrasyonlarindan (0,25 ve 0,5 pg/ml) sonra MN frekansinin azaldiktan sonra belli bir
diizeyde sabit kaldigi goriilmiistiir. Bu durum, MNL ve BNMN frekanslarina uygulanan
lineer regresyon analizi sonuglarinda da goriilmiistiir. Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda
MN frekansinda azalma goriilmesine ragmen ¢oziicii kontrolden daha yiiksek oldugu
goriilmustiir. BNMN frekanslari dikkate alindiginda cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak
bir fark olmadigi goriilmiistir (Mann Whitney U, p>0,05).

Boscalidin test edilen konsantrasyonlart NPB ve NBUD olusumlarina neden
olmuslardir. Boscalid ile muamele edilen lenfositlerde elde edilen NPB frekanslari, ¢oziicli
kontrole gore daha yiiksek bulunmustur. Benzer sekilde bazi konsantrasyonlar i¢in elde
edilen NBUD frekanslarinin ¢oziicli kontrole gore yiiksek oldugu goriilmiistiir. Boscalidin
siklusta ilerleyen lenfositlerde hiicre siklusu boliinme kinetigini etkiledigi tespit edilmistir.
Test edilen konsantrasyonlar CBPI degerlerinin azalmasina neden olmus, azalmanin lineer
ve istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (R?=-0,81, p<0,01). Muamele
konsantrasyonlar ve ¢dziicii kontrol i¢in elde edilen CBPI degerleri géz niine alindiginda
boscalidin 6 ug/ml konsantrasyonunun siklusta ilerleyen lenfositler %50,7 sitotoksisite

olusturdugu goriilmiistiir.
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Sekil 35. Boscalidin iki donérden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen)

olusturdugu BNMN, NPB ve NBUD frekanslar1 (Ortalama + 1 SH)

Sekil 36. 6 ug/ml boscalid ile siklusta ilerleyen lenfositlerin muamelesi sonucu olusan 2 ve

3 mikronukleuslu binukleat hiicreler
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Cizelge 19. Boscalidin iki dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen) olusturdugu %, MNL, BNMN, NPB, NBUD

frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon %0 %0 Toplam %0 . .
BN Hiicrelerde MN dagilimi MNL BNMN . %0 NPB CPBI % Sitotoksisite
(pg/ml) MNL BNMN Binukleat NBUD
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 417 10 1 0 0 440 ***110+3,81 428 ***107+3,77 4000 0,50+0,50  0,25+0,25 - -
DMSO (< %1 viv) 23 3 0 0 0 29 7,25+1,11 26 6,50+1,26 4000 0,25+0,25  0,25+0,25 1,39+0,03 -
0,25 52 3 2 0 1 69 *17,3+3,07 58 14,5+2,18 4000 1,50£1,19  2,00+0,41 1,324+0,02 18,4
0,5 60 5 2 1 1 85 *21,34+4,37 69 *17,34+2,04 4000 1,25+0,48  0,75+0,48 *1,29+0,02 26,8
1 51 5 0 0 0 62 15,3+1,56 56 *14,0+1,00 4000 0,25+0,25 1,00+0,41 *1,29+0,03 26,7
15 50 4 2 0 0 64 16,0+1,63 56 *14,0+1,23 4000 3,00£1,22 1,25+0,48 *%1,28+0,02 29,1
2 50 5 0 0 0 60 15,0+1,58 55 13,8+1,49 4000 1,00+0,58  0,75+0,75 *%1,28+0,02 29,0
3 47 1 0 1 1 58 14,5+1,85 50 12,5+1,35 4000 2,25+0,63 0,25+0,25 **x] 25+0,02 37,7
4 44 2 1 0 0 51 12,8+0,71 47 11,840,25 4000 32540,75  0,25£0,25  **%],23+0,02 415
6 40 7 1 1 0 61 15,3£2,90 49 12,3£1,38 4000 2,75+1,25 1,75+0,48 **%1,1940,01 50,7

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi
MNL, BNMN, NPB ve NBUD i¢in Kruskal-Wallis test- Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi

CBPI i¢in Tek yonlii varyans analizi- Dunnett's ¢oklu karsilagtirma testi

*p<0,05
**p<0,01
***p<0,001
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4.1.6. Pyraclotrobinin Siklusta flerleyen insan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

4.1.6.1. Pyraclostrobinin Bayan Donorden Alinan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Bayan donoérden alinan periferal kan lenfositlerinin 28 saat pyraclostrobinin ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen genotoksisite ve sitotoksisiteye iliskin veriler ¢izelge
20'de verilmistir. Calismada 1 pg/ml ve iizeri konsantrasyonlarda pyraclostrobinin yiiksek
sitotoksisitesi nedeni ile yeterli sayida BN hiicre olusmadigi i¢in degerlendirilmeye
alimmamiglardir. Gergeklestirilen her iki deneyde pyraclostrobinin MN olusumuna neden
oldugu ve ¢oziicii kontrole gére daha fazla sayida MN olusturdugu saptanmistir (Sekil 37).
Konsantrasyon artisina bagli olarak MN olusumda artis gozlenmistir. BNMN dikkate
alindiginda, lineer regresyon analizi sonuclar1 konsantrasyon ile MNL ve BNMN frekansi
arasinda lineer bir iliski oldugunu ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermistir (MNL i¢in R?=0,94, p<0,05, BNMN i¢in R?=0,97, p<0,05). MNL ve BNMN
frekanslar1 dikkate alindiginda Wilcoxon eslestirilmis testi, yapilan iki deney arasinda bir
fark olmadigini gostermistir (p>0,05).

Pyraclostrobinin ¢alismada degerlendirilen konsantrasyonlart MN olusumu ile
birlikte lenfositlerde NPB ve NBUD olusturdugu goriilmiistiir. Artan konsantrasyonlara
bagli olarak NPB olusumunda artig goriilmiistiir. Lineer regresyon analizi, konsantrasyon
ile NPB olusumunun lineer bir iliskiye sahip oldugunu géstermistir (R*=0,99, p<0,001).
Benzer sekilde pyraclostrobinin artan konsantrasyonlari ile birlikte NBUD olusumu da
artmistir. Ancak doza bagli lineer bir artis goriilmemistir (R220,74, p>0,05).

Pyraclostrobin muamelesi lenfosit kiiltiiriinde hiicrelerin boliinme kinetiklerini
etkilemistir. Coziicii kontrol ile karsilastirildiginda pyraclostrobinin CBPI’de azalmaya
neden oldugu goriilmiistiir. Artan konsantrasyonlar ile azalan CBPI degerleri arasinda
lineer ve istatistiksel acidan Gnemli iliski oldugu saptanmustir (R*=-0,91, p<0,05).
Calismada degerlendirilen muamele konsantrasyonlar ile ¢oziicli kontrole ait CBPI verileri
degerlendirildiginde en yiiksek konsantrasyonun (0,75 pg/ml) siklusta ilerleyen

lenfositlerde %61,4 sitotoksisiteye neden oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 37. Pyraclostrobinin bayan donorden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta

ilerleyen) olusturdugu BNMN frekanslar1 (Ortalama + 1 SH)
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Cizelge 20. Pyraclostrobinin bayan dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen) olusturdugu %o MNL, BNMN, NPB,
NBUD frekanslari ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon %o %o Toplam %o %
BN Hiicrelerde MN dagilimi MNL BNMN . %o NPB+SH CPBI+SH . .
(ng/ml) MNL+SH BNMN=+SH Binukleat NBUD+SH Sitotoksisite
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 230 5 0 0 O 240 120+20,0 235 118+18,5 2000 1,50+1,50 1,50£1,50 - -
DMSO (< %1 v/v) 9 0 0 0 0 9 4,50+0,50 9 4,50+0,50 2000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,38+0,01 -
0,25 18 1 0 0 0 20 10,0+3,00 19 9,50+3,50 2000 12,5+0,50 3,50+2,50 1,24+0,02 358
0,50 44 0 0 0 0 44 22,0+0,00 44 22,0+0,00 2000 23,50+1,50 6,00+0,00 1,214+0,01 449
0,75 54 12 2 0 0 84 42,0+0,00 68 34,0+2,00 2000 34,50+1,50 22,0+4,00 1,15+0,02 61,4

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus i¢eren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi,
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BOLUM 4- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA AKkin CAYIR

4.1.6.2. Pyraclostrobinin Erkek Donérden Alinan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Erkek donoérden aliman periferal kan lenfosilerinin 28 saat siire pyraclostrobin ile
muamele edilmesi MN olusumuna neden olmus ve elde edilen degerlerin ¢oziicii kontrole
gore yiiksek oldugu goriilmistiir (Cizelge 21). Calismada pyraclostrobinin 1 pg/ml ve
tizeri konsantrasyonlar1 da degerlendirilmis ancak yiiksek sitotoksisite nedeni ile yeterli
sayida BN hiicre olusmadigi i¢in degerlendirilmemislerdir. Pyraclostrobinin artan
konsantrasyonlarina bagl olarak MNL ve BNMN frekanslarinda artis oldugu saptanmistir
(Sekil 38). Lineer regresyon analizi sonuglar1 konsantrasyon artisina bagli olarak MNL ve
BNMN frekanslarinda lineer bir sekilde artis medya geldigi ve bunun istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistir (MNL i¢in R%=0,96, p<0,05, BNMN i¢in R%=0,92, p<0,05).
Wilcoxon eslestirilmis testi yapilan iki deney arasinda bir fark olmadigini gdstermistir
(p>0,05).

Pyraclostrobin insan periferal kan lenfositlerinde MN olusumunun yaninda NPB ve
NBUD olusumuna da neden olmustur. Her iki deneyden elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde konsantrasyon artis1 ile birlikte NPB frekansinda artig gériilmiistiir. Bu
artisin konsantrasyona bagli olarak lineer bir sekilde artigi goriilmiistir (R?*=0,99,
p<0,001). Benzer sekilde pyraclostrobinin degerlendirilen konsantrasyonlariin NBUD
olusumuna neden oldugu ve konsantrasyon ile birlikte arttigi, bu artisin konsantrasyona
bagli lineer bir sekilde oldugu goriilmiistiir (R2:0,92, p<0,05).

Bayan donor periferal kan lenfositlerinde elde edilen sonuglara benzer olarak
pyraclostrobinin sitotoksik oldugu, konsantrasyon artisi ile birlikte CBPI degerlerinde
azalma meydan geldigi ancak bu azalmanin doz ile lineer bir iliskisi olmadig1 goriilmiistiir
(R?=-0,85, p>0,05). Pyraclostrobinin en yiiksek konsantrasyonun siklusta ilerleyen
lenfositlerde %50,1 sitotoksisiteye neden oldugu ve bu degerin bayan donoérden elde edilen

degerden diistik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 38. Pyraclostrobinin erkek donérden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta

ilerleyen) olusturdugu BNMN frekanslart (Ortalama = 1 SH)
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Cizelge 21. Pyraclostrobinin erkek dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen) olusturdugu %0 MNL, BNMN, NPB,
NBUD frekanslari ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon %0 %o Toplam %o %
BN Hiicrelerde MN dagilimi MNL BNMN . %o NPB£SH CPBI+SH . .
(ng/ml) MNL+SH BNMN=+SH Binukleat NBUD+SH Sitotoksisite
1 2 3 4 >4
MMC (0,05 pg/ml) 205 5 0 0 0 215 108+2,50 210 105+5,00 2000 7,50+2,50 0,00£0,00 - -
DMSO (< %1 viv) 10 0 0 0 0 10 5,00+1,00 10 5,00+1,00 2000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,28+0,02 -
0,25 26 2 1 0 0 33 16,5+2,50 29 14,5+3,50 2000 17,5+1,50 3,50+0,50 1,20+0,03 28,7
0,50 33 5 0 0 1 48 24,0+10,0 39 19,5+3,50 2000 20,5+6,50 9,50+4,50 1,21+0,02 26,0
0,75 74 7 0 0 0 88 44,0+6,00 81 40,5+5,50 2000 46,0+4,00 18,0+8,00 1,14+0,00 50,1

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus i¢eren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi,
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4.1.6.3. Pyraclostrobinin iki Donorden Ahnan Periferal Kan Lenfositlerinde
Olusturdugu Genotoksisite

Total olarak 4000 BN hiicrenin degerlendirilmesi sonucu pyraclostrobinin test edilen
konsantrasyonlarinin genotoksik 0Ozellik gosterdigi saptanmistir. Calismada 1-8 pg/ml
araligindaki pyraclsotrobinin ile muamele edilen lenfosit kiiltiirlerde yeterli sayida BN
hiicre olugmadig1 i¢in degerlendirmeye alinmamaistir. Artan konsantrasyonlarla birlikte MN
olusumu artmistir (Cizelge 22). Bununla birlikte pyraclostrobin ile muamele edilen
lenfositlerde birden fazla MN igeren BN hiicreler de oldugu gozlemlenmistir (Sekil 39).
MNL ve BNMN frekanslar1 dikkate alindiginda artan konsantrasyonlara bagli olarak MN
frekansinda artig goriilmiis ve bu iliskinin lineer oldugu saptanmistir (MLN igin R%=0,97
p<0,05, BNMN i¢in R?=0,97 p<0,05). Ayrica BNMN frekanslar1 dikkate alindiginda
cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadig1 goriilmiistiir (Mann Whitney U,
p>0,05).

MN olusumu ile birlikte pyraclostrobin her iki dondre ait lenfositlerde NPB
olusumuna neden olmus, artan konsantrasyonlar1 ile birlikte NPB olusumu da artmistir.
Lineer regresyon analizi sonuglari, konsantrasyon ile NPB frekansi arasinda lineer bir
iligkinin oldugunu gostermistir (R?=0,97, p<0,05). Benzer sekilde pyraclostrobinin gesitli
konsantrasyonlar1 lenfosit kiiltirde NBUD olusuma neden olmus, konsantrasyon artisi ile
birlikte hiicrede olusan NBUD frekanst da artmustir. Lineer regresyon analizi
konsantrasyon ile NBUD frekansi arasinda lineer bir iliski oldugunu géstermistir (R2:0,97,
p<0,05).

Pyraclostrobin ile muamele edilen lenfositlerde hiicre boliinme yetenekleri azalmistir.
Her iki dondre ait veriler degerlendirildiginde, CBPI degerlerinin konsantrasyon artisi ile
birlikte azaldigir goriilmiistiir. Lineer regresyon analizi bu azalmanin istatistiksel olarak
anlamli olmadigim gostermistir (R°=-0,88, p>0,05). Muamele edilen gruplar ile ¢dziicii
kontrole ait CBPI degerleri dikkate alindiginda 0,75 pg/ml pyraclostrobinin lenfosit

kiltiirde %56,6 oraninda sitotoksisiteye neden oldugu gorilmiistiir.
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Sekil 39. Pyraclostrobinin iki dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta

ilerleyen) olusturdugu BNMN, NPB ve NBUD frekanslari (Ortalama = 1 SH)

Sekil 40. 0,5 pg/ml pyraclostrobin ile siklusta ilerleyen lenfositlerin muamelesi sonucu

olusan onbir mikronukleuslu binukleat hiicre
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Sekil 41. 1 pg/ml pyraclostrobin ile siklusta ilerleyen lenfositlerin muamelesi sonucu

olusan NPB’lii binukleat hiicre
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Cizelge 22. Pyraclostrobinin iki dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde (siklusta ilerleyen) olusturdugu %, MNL, BNMN, NPB, NBUD

frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon BN Hiicrelerde MN MINL %0 BNMN %0 Toplam %, NPBLSH %0 CPBILSH %
(pg/ml) dagilimi MNL+SH BNMN=+SH Binukleat NBUD:+SH Sitotoksisite
1 2 3 4 5

MMC (0,05 pg/ml) 435 10 0 O O 455 114+8,99 445 111+8,62 4000 4,50+2,10 0,75+0,75 - -

DMSO (< %1 viv) 19 0 0 0 0 19 4,75+0,48 19 4,75+0,48 4000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,33+0,03 -
0,25 44 1 0 0 53 13,34+2,46 48 12,0£2,48 4000 15,0+1,58 3,50+1,04 1,22+0,02 32,8
0,50 7 0 0 1 92 23,04+4,12 83 20,8+3,88 4000 22,0+2,86 7,75+€2,10 **1,21+0,01 36,9
0,75 128 19 2 0 O 172 **43,0+£2,52 149 **37,343,04 4000 **%40,3£3,75 **%20,0+3,83 **1,14+0,01 56,6

MNL: Toplam mikronukleus sayisi, BNMN: Mikronukleus igeren binukleat hiicre sayisi, NPB: Nukleoplazmik koprii, NBUD: Nuklear tomurcuk, CBPI: Sitokinez-bloklama proliferasyon indeksi
MNL, BNMN, NPB ve NBUD i¢in Kruskal-Wallis test- Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi
CBPI igin Tek yonlii varyans analizi- Dunnett's ¢coklu karsilagtirma testi

*p<0,05
**n<0,01
*%n<0,001
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4.2. Tartisma

Genomik kararsizligin indikatorlerinden birisi de MN’dir. MN normalde de bazi
dokularda goriilebilmesine ragmen (Heddle, 1990) ¢ogu zaman genotoksik ajanlara maruz
kalma sonucu olustugu kabul edilmekte (Heddle 1991; Smith 1993; Muller-Tegethoff
1997) bundan dolayr mutajen (Russo ve Levis, 1991) veya karsinojenlere maruziyetin bir
gostergesi olarak kabul gérmektedir (Trizna 1992; Tucker 1996).

Pestisit formiilasyonlarinda, aktif maddelerinin disinda birgok inert igerigin (¢oziicii,
seyreltici, emiilgator, etkinligini arttiran maddeler) bulundugu ve ¢ogu zaman iiretici
firmalar tarafinda gizlendigi bildirilmistir (Zeljezic ve Garaj-Vrhovac, 2004). Pestisit
iiretiminde ¢alisan veya uygulayan kisiler, aktif maddeler ile birlikte cogu zaman pestisit
formiilasyonunda kullanilan baska kimyasal gruplara da maruz kalmaktadirlar. Yapilan
calismalar inert igerigin ¢ogu zaman genetik stabilite i¢in risk tagidigini gostermistir
(Zeljezic ve Garaj-Vrhovac, 2004). Bundan dolay1 genotoksisite bakimidan boscalid ve
pyraclostrobinin ile birlikte ticari olarak satilan signumun da degerlendirilmesinin énemli
oldugu diistiniilmiistiir.

Pestisitlerin ticari formlar ile ilgili olarak yapilan birgok g¢alismada genotoksik
aktiviteleri oldugu bildirilmistir. Ticari olarak satilan fungusit conan SFL’nin (aktif madde
olarak 50 g/L hexaconazole bulunmakta) insan periferal kan lenfositleri ile fare kemik
iliginde olusturdugu genotoksisite ve sitotoksisite ¢alismasinda, conan S5FL’nin en diisiik
konsantrasyonu disindaki konsantrasyonlarin her iki sistemde onemli sayilacak KA’lara
neden oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte test edilen biitiin konsantrasyonlarin énemli
derecede KKD frekansinda artisga neden oldugu bulunmustur. Ayrica conan S5FL’nin
konsantrasyon artigina bagli olarak mitotik indekste azalmaya sebep oldugu bildirilmistir
(Yilmaz ve ark., 2008). Bir baska calismada, aktif madde olarak triasulfuranin kullanildigi
logran herbisidinin insan periferal kan lenfositlerinde KA’larini arttirdig1 ve mitotik indeksi
diisiirdiigii dolayisi ile genotoksik (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 ve 256 ng/ml) ve sitotoksik (16-
256 pg/ml) ozellik gosterdigi bildirilmistir (Muranli ve Kaymak, 2004). Yine Soloneski ve
ark. (2001) tarafindan dithiocarbamat bir fungusit zineb ile ticari formu azzurronun insan
periferal kan lenfositlerinde olusturdugu genotoksisite arastirilmistir. 0,1-100 pg/ml
araligindaki konsantrasyonlar1 degerlendirilen her iki tiriiniin in vitro kosullarda KKD
frekansini ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak dnemli derecede arttirdigi bildirilmistir.

Bununla birlikte her iki iiriiniin doza bagli olacak sekilde anormal hiicre, kromatid ve
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kromozom tip aberasyonlar ile total aberasyon sayisinda artmaya sebep oldugu
bildirilmistir.

Bolognesi ve ark. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada bir herbisit olan glyphosate
(N-phosphonomethylglycine) ile ticari formu olan roundupun in vivo ve in vitro genotoksik
potansiyelleri  degerlendirilmistir. Glyphosate ve roundupun insan periferal kan
lenfositlerinde KKD degisimini 6nemli derecede arttirdigi bildirilmistir. Ayrica her iki
kimyasalin fare kemik iligi hiicrelerinde istatistiksel olarak anlami derecede MN artigina
neden oldugu belirtilmistir. Sivikova ve Dianovsky (1999Db) tarafindan ticari olara satilan
herbisit modownun (aktif madde bifenox) kiiltiire edilmis sigir periferal kan lenfositleri ile
24 saat muamele sonucunda, 25-250 pg/ml konsantrasyon araliginin KA’larini az miktarda
arttirdigi, 500 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarda ise KA frekansinin ¢oziicii kontrole gore
azaldig bildirilmistir. 250 ve 500 pg/ml konsantrasyonda KKD frekansinda istatistiksel
olarak onemli artig goriilmekle birlikte mitotik ve boliinme indekslerinde de azalmaya
sebep oldugu bildirilmistir. Ancak, 48 saat slireyle uygulanan pestisidin lenfositler {izerine
herhangi bir genotoksik etkisinin olmadigi ifade edilmistir. Scassellati-Sforzolini ve ark.
(1997) tarafindan bir herbisit olan linuron ile linuronun kullanildig1 ticari formun
genotoksik aktivitesi in vivo kosullarda incelenmistir. Linuron ve ticari formunun ¢esitli
konsantrasyonlari ile ayr1 ayr1 beslenen sican gruplarinda yapilan ¢calismada kismen de olsa
genotoksisite agisinda farklilik bulunmustur. Bu farkliligin linuronun ticari formunda yer
alan ve biyolojik aktivitesi olan baska kimyasallardan olabilecegi bildirilmistir.

Gorildagi gibi, in vitro ve in vivo kosullarda gesitli hiicre ve test sistemleri
kullanilarak yapilan caligmalarda ticari olarak satilan bircok pestisitin genotoksik ve
sitotoksik aktivitelerinin oldugu ortaya konulmustur. Mitoz bdliinmeye sevk edilmeyen, Go
fazindaki insan periferal lenfositlerinin 24 saat signumun cesitli konsantrasyonlar: ile
muamelesi sonucu, BNMN ve MNL frekanslari genel olarak ¢oziicii kontrole gore
artmigtir. Signumun 2, 6 ve 25 pg/ml konsantrasyonlarinda BNMN frekans1 ¢oziicli
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Benzer sekilde MNL frekansinda da
artts meydana gelmis ancak signumun yalnizca 2, 6 ve 25 pg/ml konsantrasyonlarmin
¢oziicli kontrole gore istatistiksel agidan 6nemli MNL artisina neden oldugu saptanmustir.

Diger taraftan signumun farkli konsantrasyonlarinin siklusta ilerleyen lenfositlerde
olusturdugu genotoksisitenin degerlendirilmesi amaciyla lenfositlerin 28 saat siire ile
muamelesi sonucunda BNMN ve MNL frekanslari genel olarak ¢oziicii kontrole gore
artmistir.  Signumun farkli konsantrasyonlarinin olusturdugu bu artislar Gy fazi

lenfositlerinde elde edilen sonuglara benzerlik gostermis, bazi konsantrasyonlarin neden
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oldugu MN frekanslar1 ¢oziicli kontrole gore istatistiksel agidan anlamli bir sekilde artig
gostermistir. Signumun 0,5, 1, 1,5, 3 pg/ml konsantrasyonlarmin olusturdugu MNL
frekanslar1 ¢oziicli kontrole gore istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. Benzer sekilde
0,5, 1, 1,5, 3 pg/ml signumun olusturdugu BNMN frekanslarinin ¢6ziicii kontrole goére
istatistiksel agidan Onemli oldugu saptanmistir. Her iki muamele sekli diigiiniildiiglinde
genel olarak signumun yiiksek sitotoksisite olusturan konsantrasyonlarda MNL ve BNMN
frekanslarinin azaldig goriilmiistiir. Ancak bu azalma higbir zaman ¢6ziicli kontrolden elde
edilen degerler kadar olmamustir.

Simdiye kadar boscalid ve pyraclostrobinin ticari sekli olan signum fungusitinin
genotoksik ve sitotoksik aktivitesini insan periferal kan lenfositlerinde arastiran baska bir
calismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismada elde edilen signuma ait sonuglar cesitli test
sistemleri kullanilarak gergeklestirilen bagka ticari pestisit formlarina ait genotoksisite
verileri ile uyum gostermektedir. Her iki muamele sekli g6z oniine alindiginda ticari form
olan signumun test edilen bazi konsantrasyonlarinin ¢6ziicii kontrole gére anlamli sayida
MN artis1 bu fungusittin genotoksik aktivitesi oldugu diisiincesini desteklemektedir.

Gy fazinda bulunan insan periferal lenfositlerinin boscalidin farkli konsantrasyonlari
ile 24 saat siire muamele edilmesi sonucu MNL ve BNMN frekanslar1 ¢oziicli kontrole
gore artmigtir. Calismada degerlendirilen konsantrasyonlar arasinda 0,5 ve 2 pg/ml’nin
neden oldugu BNMN frekansi istatistiksel olarak ¢oziicli kontrole gore anlamh
bulunmustur. Diger konsantrasyonlarin neden oldugu BNMN frekanslar istatistiksel olarak
anlamli olmasa bile ¢6ziici kontrole gore yiiksek bulunmustur. Ancak bu artislar
konsantrasyon artisina bagli olmamis, oOzellikle yliksek konsantrasyonlarda BNMN
frekansinda azalma goriilmiistiir. Benzer sekilde elde edilen bazi MNL frekanslarinin
¢oziicii kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmustir. Ancak
2 pg/ml boscalidin bulundugu kiiltiirlerden elde edilen MNL frekanslari ¢6ziicii kontrole
gore istatistiksel olarak farkli bulunmustur.

Boscalidin farkli konsantrasyonlar1 siklusta ilerleyen lenfositlerde MN olusumunu
indiiklemistir. Coziicii kontrol ile karsilastirildiginda MNL frekanslar1 artmistir. 0,25 ve 0,5
ng/ml boscalidin bulundugu lenfosit kiiltiirlerde elde edilen MNL frekanslarinin ¢oziicii
kontrole gore istatistiksel olarak farkli oldugu saptanmistir. Bu iki konsantrasyon digindaki
konsantrasyonlar MN olusumuna neden olmus ancak istatistiksel olarak farkli
bulunmamaiglardir. Boscalidin 0,5, 1 ve 1,5 pg/ml konsantrasyonlarinin neden oldugu

BNMN frekanslar ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Test edilen
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diger konsantrasyonlar ¢oziicii kontrolden daha fazla BNMN olusumuna neden
olmuslardir. Ancak istatistiksel olarak anlamli olmadiklar1 saptanmugtir.

Boscalid ile muamele edilen G faz1 ve siklusta ilerleyen lenfositlerde olusan MNL
ve BNMN frekanslar1 genel olarak signumun etki tarzina benzemektedir (Sekil 42, 43).
Her iki fungusit genel olarak test edilen diisiik konsantrasyonlarda daha fazla MN
olusumuna neden olurken, yiiksek konsantrasyonlarda bu olusum azalmistir. Signumun Gg
fazinda bulunan lenfositlerde olusturdugu MNL ve BNMN frekanslari ile boscalidin ayni1
fazda bulunan lenfositlerde olusturdugu MNL ve BNMN frekanslar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak aralarinda anlami bir fark olmadigi goriilmistir (Mann whitney U,
p>0,05). Aym1 karsilastirmalar siklusta ilerleyen lenfositler i¢in yapilmistir. Buna gore
signum ile boscalidin siklusta ilerleyen lenfositlerde olusturdugu MNL ve BNMN
frekanslari arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigini gériilmiistiir (Mann whitney U,
p>0,05). Ayrica her iki fungusit i¢in elde edilen MNL ve BNMN frekanslar1 arasinda
anlamli korelasyon oldugu saptanmistir. (MNL ig¢in R=0,75, p<0,05, BNMN i¢in R=0,77,
p<0,05). Elde edilen grafik ve istatisitiksel sonuglar, signum ile boscalidin in vitro lenfosit
kiiltiirde olusturduklar1 MN olusumlar1 bakimindan aralarinda bir fark olmadigini ve

dolayisi ile benzer 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir.
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Sekil 42. Signum ve boscalid ile muamele edilen G faz1 lenfositlerinde elde edilen BNMN

frekanslarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 43. Signum ve boscalid ile muamele edilen siklusta ilerleyen lenfositlerde elde edilen

BNMN frekanslarimin karsilastirilmasi

Yapilan arastirmalar sonucu boscalidin genotoksik ve mutajenik 6zellikleri ile ilgili
literatiire rastlanmamistir. EPA (2003) tarafindan yayinlanan bildiride boscalidi iireten
firma tarafindan bildirilen veriler disindan veriye rastlanmamistir. Bununla birlikte farkli
hiicreler kullanilarak yapilan farkli testlere ait genotoksik veriler olmasina ragmen insan
periferal kan lenfositlerinde olusturdugu genotoksisite ve sitotoksisiteye iliskin veriler
bulunmamaktadir. EPA (2003), boscalidin ames testi ile metabolik aktivasyonun varliginda
veya yoklugunda 5000 pg/petri kadar negatif sonu¢ verdigini bildirmistir. Bununla birlikte
CHO hiicrelerinde CHO/HPRT mutajenite testinde, Chinese hamster V79 hiicreleri
kullanilarak yapilan in vitro KA yontemi, fare MN olusum yontemi ve sigan primer
hepatositlerde UDS testlerinde genotoksik olmadig:i bildirilmistir (EPA, 2003). EPA
tarafindan bildirilen negatif sonuclarin aksine bu ¢aligmada boscalidin insan periferal kan
lenfositlerinde genotoksik etki olusturdugunu sdylemek miimkiindiir. Her iki muamele
sekli incelendiginde doza bagli bir artis olmamasina ragmen biitiin konsantrasyonlarda
meydana gelen MN artisinin ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak yiiksek bulunmusg
olmasi bu diistinceyi desteklemektedir.

Pyraclostrobinin farkli konsantrasyonlar1 ile Gy fazinda bulunan insan periferal
lenfositlerinin 24 saat siireyle muamelesi MN olusumuna neden olmustur. Elde edilen
MNL ve BNMN frekanslar1 ¢oziicli kontrole gore yiiksek bulunmustur. Pyraclostrobinin
1,5 ve 2 ug/ml konsantrasyonlar1 ile muamele edilen kiiltiirlerde elde edilen MNL
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frekanslar1 ¢oziicli kontrole gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ay
sekilde pyraclostrobinin 0,5, 1,5 ve 2 pg/ml konsantrasyonlari1 lenfosit kiiltiirde ¢oziicii
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli olan BNMN artigina neden olmustur. Signum ve
boscalidde oldugu gibi bu kimyasalin da test edilen yiiksek konsantrasyonlarinda MNL ve
BNMN frekanslarinda azalma goriilmiistiir.

Pyraclostrobin, boscalid ve signumun aksine, siklusta ilerleyen lenfositlerde daha
fazla sitotoksik etki gostermistir. Dolayis1 ile sadece pyraclostrobinin 3 farkli
konsantrasyonu degerlendirilmistir. Pyraclostrobinin artan konsantrasyonlarina bagli olarak
MN olusumu artmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 0,75 pg/ml’nin eklendigi lenfosit
kiiltiirde elde edilen MNL frekansi ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Benzer sekilde BNMN frekansi da konsantrasyon artisi ile birlikte artmig ve
yine pyraclostrobinin en yiiksek konsantrasyonu olan 0,75 pg/ml ¢6ziicii kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli BNMN artisina neden olmustur. Pyraclostrobin Go fazi ve
siklusta ilerleyen lenfositler ile muamele edildiginde farkli genotoksik 6zellik gostermistir.
Gy faz1 lenfositler ile karsilastirildiginda siklusta ilerleyen lenfositler daha fazla sayida MN
olusumu goriilmiistiir.

Bony ve ark. (2010) tarafindan yapilan calismada pyraclostrobin ile tasidigi
ozellikler nedeni ile ayn1 grupta yer alan azoxystrobinin genotoksik 6zelligi zebra baligi
somatik (karaciger), germ (spermatozoa) hiicreleri ile eritrositlerde arastirilmistir. Bu
calismada azoxystrobinin tarimda kullanilan konsantrasyonu 20 L su bulunan bir ortama
eklenmis ve 7, 14 ve 21 giin sonra meydana gelen genotoksisite eritrositlerdeki MN
frekansi ile karaciger ve lireme hiicrelerindeki ise comet yontemi ile tespit edilmistir. Buna
gore, azoxystrobin ilk hafta sonundan itibaren MN olusumuna neden olmustur. 3 hafta
sonunda MN frekansinda artma goriilmiis ve elde edilen MN frekanslarinin ¢oziicii
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Ayrica comet yOntemi
sonuglart maruz kalma siiresini artmasi ile karaciger hiicrelerinde meydana gelen
genotoksik hasarin ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlamli oldugu goéstermistir.
Benzer sekilde azoxystrobin spermatozoalarda da genotoksik etki gostermis ve maruz
kalinan siire ile DNA hasar1 artmistir. Comet sonuglar1 karaciger hiicrelerinde meydana
gelen hasarin spermatozoalardan daha fazla oldugunu gostermistir.

Bony ve ark. (2008) tarafindan, pyraclostrobin ile ayni1 grupta yer alan
azoxystrobinin de bulundugu pestisit karisimi ile kontamine olmus nehirde yasayan
baliklarda meydana gelen genotoksisite comet yontemi ile eritrositlerde aragtirilmistir.

Nehrin yukar1 ve asagi kisimlar1 arasinda yasayan denizalasi (Salmo trutta fario)
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larvalarinda genotoksisite dnemli derecede yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte, yapay
olarak yapilan kanallarda akarsu icinde yetistirilen Phoxinus phoxinus, diuron ve
azoxystrobinin karigimlarina maruz birakilmiglardir. Bu iki pestisite maruz kalmamis
baliklar ile karsilastirildiginda maruz kalan baliklarlarda 6nemli derecede DNA hasar1 (3-5
kat) meydana geldigi belirlenmistir. Maruziyet siiresi sonucunda baliklar 1 ay siire ile
normal kosullarda yetistirilmis ve elde edilen DNA hasarinin maruz kalmamis baliklarda
elde edilen kadar oldugu bulunmustur.

Pyraclostrobinin insan periferal kan lenfositlerinde olusturdugu genotoksisite ile
ilgili literatiire rastlanmamistir. Bununla birlikte yeni bir fungusit olan pyraclostrobinin
genotoksik ve mutajenik Ozellikleri ile ilgili az sayida c¢alismaya rastlanmistir.
Bartholomaeus (2003)’a gore, pyraclostrobinin in vitro bakteri ve memeli hiicrelerde
yapilan genotoksisite c¢alismalarinda negatif sonug elde edildigini bildirmistir. Chinese
hamster V79 hiicreleri kullanilarak yapilan ¢alismada pyraclostrobinin 6,25-25 mg/mi
arasindaki konsantrasyonlarda (S9 varliginda veya yoklugunda) kromozom hasari
olusturmadigr bildirilmistir. Ayrica S9 bulunmayan 0,005-0,1 mg/ml arasindaki
konsantrasyonlar ile S9 bulunan 3,125-12,5 mg/ml arasindaki konsantrasyonlarda da
kromozom hasar1 gozlemlenmemistir. Bartholomaeus (2003)’a gore Engelhardt ve
Hoffman (1998) sican hepatositleri ile yaptiklart program dist DNA sentezi ¢alismasinda,
pyraclostrobinin 0,01-0,5 mg/ml konsantrasyonlarinda negatif sonug alindigini bildirmistir.
Daha sonra ayni hiicrelerde benzer bir ¢aligma farkli konsantrasyon araligi (0,004-0,5
mg/ml) kullanilarak yapilmis ve sonug yine negatif bulunmustur. Fare kemik iligi hiicreleri
ile yapilan in vivo ¢alismada pyraclostrobinin 75-300 mg/kg viicut agirligi araligindaki
konsantrasyonlarinda MN olusmadigi bildirilmistir. Ancak bu ¢alismada pyraclostrobinin
¢oziicii kontrole gore daha fazla MN olusumuna neden oldugu goriilmiistiir. Daha once
farkli test sistemleri kullanilarak farkli hiicrelerde yapilan genotoksisite caligmalarinin
aksine, bu calismada elde edilen anlamlt MN olusumlari, pyraclostrobinin insan periferal
kan lenfositlerinde genotoksik 6zellik gdsterdigi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.

Bu calismada, signum ve boscalidin her iki muamele sekli ile pyraclostrobinin Gg
fazinda bulunan lenfositlerle muamelesi sonucu olusan MN frekanslar1 konsantrasyon
artisina bagh olarak lineer bir sekilde artmamistir. Genellikle test edilen diisiik
konsantrasyonlarda (0,25 ve 0,5 pg/ml) MN frekansinda lineer bir artig goriilmiistiir. Daha
yiiksek konsantrasyonlarda ise MN frekansi ya sabit kalmis veya azalma goriilmiistiir.
Preparatlarin degerlendirilmesi sirasinda nekroz ve apoptoza ugramis hiicrelerin oldugu

gozlemlenmistir. Ancak c¢alismada frekanslar1 degerlendirilmemistir. Fenech ve ark.
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(1999b) hipotonik ¢ozelti olarak KCI’iin kullanildigit CBMN tekniginde apoptoz veya
nekroza ugramis hiicre sitoplazmalarinin KCI’den dolay1 tahrip olacagini ve bu nedenle
sayllmasinin saglikli olamayacagmi bildirmistir. Bu ¢alismada, incelenen preparatlarda
gbzlemlenen ¢ogu nekrotik ve apoptotik hiicrenin sitoplazmalarinin olmadigr goriilmiis ve
bundan dolay1 degerlendirilmemislerdir. Fenech ve ark. (1999b), fiziksel veya kimyasal bir
ajan tarafindan olusturulan gozlemlenebilecek DNA hasarinin bu ajanlarin neden oldugu
nekrozis ve apoptozise bagli olabilecegini bildirmistir. Yine ayni calismada hiicre
boliinmesi gerektiren sitogenetik testlerde (CBMN ve KA gibi) biitiin hasarli hiicrelerin
gozlenmesinin zor oldugunu, hasarli hiicrelerin bir kisminin ¢ekirdek boliinmesini
tamamlamadan nekroz ve apoptoza ugradiklarini bildirmistir. Bununla birlikte Decordier
ve ark. (2002) MN’li hiicrelerin elimine edildigini bildirmistir. Yaptiklari in vitro ¢alisma
sonucunda MN olusumunun apoptosizin erken sathalar1 ile ilintili olabilecegini
bildirmistir. Yukarida verilen literatiir bilgileri dogrultusunda, pestisitlerin yiiksek
konsantrasyonlarinin hiicrede meydana getirdigi genetik hasarin tespit edilmesine olanak
saglanmadan hiicrenin nekroz veya apoptozla elimine edildigini diisiindiirmektedir.

Yiiksek konsantrasyonlarinda gozlemlenmeyen genetik hasarin bir diger nedeni ise
fungusitlerden kaynaklanan yiiksek sitotoksisite olabilecegi diisiiniilmektedir. Peiti ve ark.
(1996) tarafindan, organofosfor bir insektisit olan nuvacronun farkli konsantrasyonlar ile
Chinese Hamster ovary hiicreleri (CHO) muamele edilmistir. Nuvacronun disiik
konsantrasyonlarinin ¢oziicii kontrole gére énemli derecede MN olusumuna neden oldugu
ancak yiiksek konsantrasyonlarda ise MN frekansinin azaldigi bildirilmistir. Ayni
calismada sitotoksisite de degerlendirilmis ve nuvacronun yiiksek konsantrasyonlarinin
asir1 derecede hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda elde
edilen diisiik MN frekansinin asir1 hiicre 6liimiine bagli oldugu bildirilmistir. Barrat ve ark.
(1985) toksisitenin ikincil bir mekanizma olarak DNA hasar1 olusturabilecegini bildirmistir
(Moretti ve ark., 2002). Bahsedilen ¢alismada sitotoksik etkinin yiiksek oldugu
konsantrasyonlarda elde edilen diisik MN frekanslarinin sitotoksisiteden etkilenmis
olabilecegi bildirilmistir. Moretti ve ark. (2002) tarafindan herbisit olan terbutrynin insan
periferal lenfositlerinde meydana getirdigi  genotoksisite ¢aligmasinda, artan
konsantrasyonlarla birlikte MN ve KKD frekansinda artis goriilmiis ancak doza bagli bir
artis tespit edilmemistir. Test edilen diisiik konsantrasyonlar ile kiyaslandiginda MN ve
KKD degisiminin daha az oldugunu yiiksek konsantrasyonlarin sebep oldugu
sitotoksisitenin bu durumdan sorumlu olabilecegi bildirilmistir. Bu ¢alismada da benzer

sonuglar elde edilmis, her iki muamele siiresi dikkate alindiginda fungusitler disiik MN
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olusumuna neden olmuslardir. Yukaridaki literatiir bilgileri dogrultusunda bu durum
fungusitlerin yiiksek konsantrasyonlarda hiicre 6liimlerine neden olmasi ile agiklanabilir.

Calismada degerlendirilen ti¢ fungusittin MN olusum verileri incelendiginde her iki
muamele siirelerinde birden fazla MN iceren BN hiicrelerin oldugu goriilmiistiir. Bu durum
her ii¢ fungusittin insan periferal kan lenfositlerinde birden fazla kromozom kirigina
ve/veya ig ipliklerinde hasara neden olmasi ile agiklanabilir.

Kromozom yap1 ve sayisinda meydana gelen degismeler olarak tanimlanan
kromozomal kararsizlik, Kkarsinogenezin sebepleri arasinda goriilmektedir (Jallepalli ve
Lengauer, 2001). Bu kararsizligin temel sebebi ve indikatorii olarak, kromozom ayrilmalari
sirasinda  kromozomlarin  zit kutuplara c¢ekilmesi sonucu meydana gelen anafaz
kopriileridir. McClintock (1941), yaptig1 calismada anafaz kopriilerini DNA hasarinin bir
gostergesi oldugunu ilk defa bildirmistir. Bu ¢alismada, hasar gérmiis kromozomlarin ug
kisimlariin birlegsmesi sonucu meydana gelen disentrik kromozomlarin zit kutuplara
cekilmesi sonucu meydana gelen yapr olarak tanimlanmisti. DNA kiriklart sonucu
meydana gelen kopriilere ek olarak, telomerlerin asir1 kisalmasi sonucu (Hande, 1999;
deLange, 2002) veya kalict kromatid kohezyonu sonucunda da anafaz kopriilerinin
meydana geldigi bildirilmistir (Coelho, 2003; Haering, 2003).

NPB’ler DNA yanlis tamir ve/veya telomer ug birlesmelerinin bir biyomarkir1 olarak
kabul gormektedir. Fenech (2006) yaptigi c¢alisma sonucunda, farkli hasarlari ortaya
koymasi bakiminda onemli oldugunu ve bundan dolayr NPB’lerin CBMN tekniginde
giivenli bir sekilde degerlendirilebilecegini bildirmistir. Tez calismasinda, Go fazinda
bulunan lenfositlerin signumun c¢esitli konsantrasyonlari ile muamelesi sonucu elde edilen
NPB frekanslar1 ¢oziicli kontrole gore yliksek oldugu goriilmiistiir. Doza bagli bir artis
olmamakla birlikte elde edilen frekanslarin istatistiksel olarak ¢6ziicii kontrolde elde edilen
frekanslara gore anlamli olmadig1 saptanmistir. Diger taraftan, signum siklusta ilerleyen
lenfositlerde daha fazla sayida NPB olusumuna neden olmustur. Signumun 1, 1,5, 2 ve 3
ng/ml konsantrasyonlari ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlamli NPB olusumunu
indiiklemiglerdir. Sayisal olarak karsilastirildiginda, siklusta ilerleyen lenfositler ile
muamele edilen en yiliksek konsantrasyon 6 pg/ml olmasina ragmen NPB frekanslar1 Go
faz1 i¢in elde edilen frekanslardan daha fazla bulunmustur.

Boscalidin bazi konsantrasyonlar1 Gy fazi lenfositlerinde NPB olusumunu
indiiklemigtir. Ancak 0,25 pg/ml konsantrasyonda NPB olusumu gozlemlenmemistir.
Ayrica 8 ve 75 png/ml konsantrasyonlarda ¢oziicii kontroliin olusturdugu NPB frekansina

esit NPB frekansi elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglar géz 6niine alindiginda boscalidin
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Gy faz1 lenfositlerinde NPB olusturmadigi sdylenebilir. Diger taraftan, siklusta ilerleyen
lenfositler boscalidin ¢esitli konsantrasyonlar1 ile muamele edildiginde NPB olusumuna
neden olmus ancak konsantrasyona bagl bir artis tespit edilmemistir. 1 pg/ml boscalidin
neden oldugu NPB olusumu ¢6ziicii kontrol diizeyinde olmustur. Siklusta ilerleyen
lenfositlerde %50-60 sitotoksisite olusturan konsantrasyon diisiik olmasina ragmen olusan
NPB frekanslar1 Gg fazi1 lenfositlerinde daha fazladir. Genel olarak, boscalidin siklusta
ilerleyen lenfositlerde daha fazla NPB olusumuna neden oldugu s6ylenebilir.

Pyraclostrobinin farkli konsantrasyonlar1 Gg faz1 lenfositlerde NPB olusumuna neden
olmustur. Artan konsantrasyona bagli olarak NPB artis1 goriilmemistir. Pyraclostrobinin
0,25 png/ml konsantrasyonu kiiltiir ortaminda ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli artisa neden olmustur. Diger konsantrasyonlar ¢oziicli kontrole gore daha fazla
NPB olusumuna neden olmus ancak bu anlamli bir artis olmamustir.

Diger taraftan, pyraclostrobin siklusta ilerleyen lenfositlerde daha fazla NPB
olusumuna neden olmustur. Artan konsantrasyona bagli olarak NPB frekansi artmistir.
Siklusta ilerleyen lenfositler i¢in degerlendirilen en yiiksek konsantrasyonun diisiik
olmasina ragmen daha fazla sayida NPB olusmustur. Pyraclostrobinin 0,75 pg/ml
konsantrasyonlarinin olusturdugu NPB frekansi istatistiksel olarak ¢oziicii kontrole gore
anlamli bulunmustur. Her iki muamele siiresi diisiiniildiigiinde pyraclostrobinin siklusta
ilerleyen lenfositlerde daha fazla sayida NPB olusumuna neden oldugu goriilmistiir.

CBMN tekniginde bu biyomarkirin yeni olmasi nedeniyle in vitro ve in vivo
ortamlarda yapilan bircok calismada degerlendirilmedigi goriilmektedir. Bununla birlikte
signum, boscalid ve pyraclostrobinin test maddesi olarak degerlendirildigi herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Mladinic ve ark. (2009) tarafindan yapilan c¢alismada
glyphosate, terbuthylazine ve carbofuran pestisitlerinin genotoksik aktiviteleri CBMN
teknigi ile belirlenmis, MN’nin yaninda NPB ve NBUD olusum frekanslar1 da
belirlenmistir. Glyphosate ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde metabolik
aktivasyon sisteminin varli§i ve yoklugunda doza bagli olarak NPB frekansinda artis
goriilmiistiir. Bununla birlikte terbuthylazinenin farkli konsantrasyonlarinin NPB frekansini
arttirmadigi, carbofuranin ise metabolik aktivasyon sisteminin varliginda ve yoklugunda
NPB frekansin1 doza bagli olarak arttirdigi bulunmustur. Yine baska bir calismada Garaj-
Vrhovac ve ark. (2008), 25 ug/L p,p'-DDT pestisitinin insan periferal lenfositleri ile 24 ve
48 saat muamele edilmesi sonucunda ¢oziicii kontrole gére NPB frekansinda onemli

derecede artigsa neden oldugunu bildirilmistir.
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Caligmada degerlendirilen 3 fungusit ve hiicre boliinmesinin iki farkli evresi goz
Oniline alindiginda signum ve pyraclostrobinin siklusta ilerleyen lenfositlerde agik bir
sekilde NPB olusumunu indiikledigi goriilmektedir. Bunlar disinda kalan fungusitler ve
muamele sekillerinde bazi konsantrasyonlarda ¢6ziicii kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli artiglar olmasina ragmen meydana gelen artiglar signum ve pyraclostrobininki
kadar olmamustir.

Thomas ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir arastirma sonucunda, NPB
frekansi/MN frekansi oraninin bir toksik ajani karakterize etmek i¢in onemli bir ipucu
oldugunu tespit etmislerdir CBMN tekniginde bir ajanin aneujenik Ozellik tasimasi
durumunda bu oranin 0 veya 0’a yakin olmasi gerektigi bildirilmistir. Thomas ve ark.
(2003), kendi galismalarinda radyasyon gibi etkili bir klastojenik ajanin sebep oldugu NPB
frekanst/MN frekansi oraninin 0,77 oldugunu bildirmistir. Dolayist ile Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) teknigi ile CBMN teknigini bir arada kullanmadan toksik ajanlar
hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Mladinic ve ark. (2009) glyphosate, terbuthylazine ve
carbofuran pestisitlerinin, Crespo-Lopez ve ark. (2007) ise metil merkiirinin aneujenik
ve/veya klastojenik oOzellikleri NPB frekansi/MN frekansi oranimi kullanarak ortaya
koymuslardir.

Bu calismada NPB frekansi/MN frekansi oranlari test edilen biitlin konsantrasyonlar
dikkate alinarak hesaplanmisti. Bunun yaninda NPB ile MN frekanslar1 arasinda
korelasyonlar hesaplanarak elde edilen egrilerin egimleri belirlenmistir (Cizelge 23). Buna
gore Go fazi1 lenfositlerin signum ile muamelesi ile siklusta ilerleyen lenfositlerin boscalid
ile muamelesi sonucun NPB ve MN arasinda anlamli korelasyon bulunmamistir. Elde
edilen egimler ve NPB/MN orani araliklar1 dikkate alindiginda boscalidin her iki muamele
seklinde aneujenik etki gosterdigi sOylenebilir. Diger taraftan signum ve pyraclostrobinin
Go faz1 lenfositlerindeki etkilerinin baslica aneujenik etki oldugu goriilmektedir. Bununla
birlikte signum ve pyraclostorbinin siklusta ilerleyen lenfositlerde ise klastojenik etki
gosterdigini sonucu ¢ikmaktadir. Bu sonuglara gore signum ve pyraclostrobin, Thomas ve
ark (2003) tarafindan ileri siiriilen goriis dikkate alindiginda hiicre siklusunun farkli
fazlarinda farkli etkiler gosterdigi goriilmistiir. Djordjevic (1968), memeli hiicreleri ile
yapilan ¢alismalarda bazi kimyasallarin hiicre siklusunun degisik fazlarinda farkli tepkileri
gosterdigini bildirmistir. Bu durumunun farkli sebepleri olabilecegini iler siiriilmiis; farkl
fazlardaki hiicrelerin test edilen kimyasala karsi permeabilitesinin farkli olabilecegini

ayrica kromozom yapisindaki DNA’ya ulasilabilirliginin hiicre siklusunun farkli fazlarinda
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farkli olabilecegini bildirmistir. Bununla birlikte hiicrenin kimyasal ile muamele

edilmesinden sonra DNA tamir islemlerinin farklilik gosterecegini ifade etmistir.

Cizelge 23. Signum, boscalid ve pyraclostrobinin lenfositlerde olusturdugu MN ve NPB

frekanslar arasinda elde edilen korelasyon katsayilari ve NPB/MN oranlart.

_ R NPB/MN
Muamele Fungusit p  Egim
NPB/MN Aralig1
Sighum Korelasyon yok - - 0,05-0,28
G faz1 lenfositleri Boscalid 0,46 p<0,05 0,110 0,00-0,12
Pyraclostrobin 0,52 p<0,05 0,199 0,14-0,31
) ) Signum 0,61 p<0,05 0,589 0,64-1,32
Siklusta ilerleyen ]
) Boscalid Korelasyon yok - - 0,02-0,28
lenfositler _
Pyraclostrobin 0,97 p<0,05 1,178 1,06-1,25

NBUD, NPB ile birlikte CBMN tekniginde Onerilen ve son yillarda gelistirilen bir
biyomarkirdir. NBUD’lar morfolojik olarak MN ile aymi o6zellikleri tagimakta ancak
nukleusa ince veya kalin bir sap ile baglanmasi bakimindan farklilik gostermektedir
(Fenech, 2002). Insan tiimér hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda NBUD larin hiicre siklusu S
fazindaki amplifiye edilmis kromozomlardan veya “double minutelardan” meydana
geldigini gosterilmistir (Shimizu ve ark., 2000).

Go faz1 lenfositleri iizerinde denenen signumun test edilen konsantrasyonlarinin
¢oziicii kontrole géore NBUD artisina neden oldugu ancak bu artigin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde signum, siklusta ilerleyen lenfositlerde de
NBUD artisina neden olmustur. Ancak test edilen hicbir konsantrasyonun ¢oziicli kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli olmadigi gorilmistir. Her iki muamele siiresi
karsilastirildiginda, siklusta ilerleyen lenfositlerde daha fazla sayidda NBUD olustugu
gorilmektedir.

Boscalidin test edilen biitiin konsantrasyonlari, Go fazi lenfositlerinde NBUD
olusumunu indiiklemistir. Olusan NBUD frekanslar1 ¢6ziicii kontrole gore yiliksek olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Benzer sekilde boscalid siklusta
ilerleyen lenfositlerde NBUD olusumuna neden olmustur. Ancak meydana gelen artiglar

doza bagli olmamakla birlikte ¢6ziicii kontrol ile de istatistiksel olarak anlamli olmamastir.
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Her iki muamele evresi kiyaslandiginda NBUD olusumu bakimindan bir fark olmadigi
gorilmiistiir.

Pyraclostrobin Gy fazi lenfositlerinde NBUD olusumunu indiiklemistir. Ancak test
edilen biitiin konsantrasyonlarin olusturdugu NBUD frekanslar1 ¢oziicii kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bununla birlikte konsantrasyon artisi ile birlikte
NBUD frekansinda artis meydana gelmemistir. Pyraclostrobin ile muamele edilen siklusta
ilerleyen lenfositlerde konsantrasyona bagli olarak NBUD frekansinda artis meydana
gelmigstir. Test edilen en yiiksek konsantrasyonda (0,75 pg/ml) olusan NBUD frekansinin
¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir.

Bu calismada genotoksik aktivitesi arastirilan 3 fungusittin NBUD olusturma
Ozellikleri ilgili literatiir bilgisine rastlanmamustir. Pestisitlerin insan periferal kan
lenfositlerinde olusturdugu NBUD olusumu ile ilgili literatiir sayisinin ¢ok az oldugu
goriilmustiir. Zeljezic ve Garaj-Vrhovac (2004) tarafindan yapilan calismada, 2,4-
dichlorophenoxyacetic asit herbisitinin ticari formu olan deherba A’nin insan periferal kan
lenfositlerinde olusturdugu genotoksisitesi arastirilmistir. Bu ¢alismada, CBMN teknigi
kullanilmis ve deherba A’nin test edilen iki konsantrasyonunun (0,4 ve 4 pg/ml) ¢oziicii
kontrole gore dnemli derece NBUD artisina sebep oldugu bulunmustur. Garaj-Vrhovac ve
ark. (2008) tarafindan insan periferal kan lenfositleri ile farkli siirelerde muamele edilen
p,p'-DDT pestisitinin 25 pg/L konsantrasyonunun ¢oziicii kontrole gore anlamli NBUD
frekansinda artisa neden oldugu bildirilmistir.

Mladinic ve ark. (2009), glyphosatenin in vitro lenfosit kiiltiiriinde metabolik
aktivasyon sisteminin varliginda ve yoklugunda doza bagli olarak NBUD artisina neden
oldugunu, terbuthylazinenin lenfositlerde NBUD artisina neden oldugu ancak bunun
anlamli olmadigini, carbofuranin bir konsantrasyon disinda dozla birlikte NBUD
frekansinda artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bir¢ok epidemiyolojik c¢alisma
pestisitlere maruz kalan giftgiler arasinda non-Hodgkin’s lymphomali hasta sayisinin 2-8
kat arttigr bulunmustur (Zeljezic ve Garaj-Vrhovac, 2004). non-Hodgkin’s lymphomali
hasta lenfositleri ile yapilan ¢aligmalarda siklikla gen amplifikasyon bdlgelerinin oldugu
bildirilmistir (Itoyama, 2002; Martinez-Climent, 2003; Sanchez-lzquierdo, 2003).

NBUD olusumu ile ilgili ileri siiriilen gen amplifikasyonu (Lindberg ve ark., 2007),
genlerin hiperaktivasyonu (Prody ve ark, 1989), ve anasomi kurtarma mekanizmast (Wang
ve ark., 2004) gibi teorilerin 72 saat siiren kiiltiirlerde olusan NBUD’larin olusumu
aciklayamayacagini, bu kiltiir stiresinin kisa oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte,

Gisselsson ve ark. (2000), NBUD’larin hiicrede olusan NPB’lerin iki farkli yerinde
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kirilmasindan sonra ana nukleuslarda kalan pargalarin NBUD’lar1 olusturdugunu ileri
stirmiislerdir. Benzer sekilde, nukleus boliinmesi sonucu sitoplazmada kalan veya nukleus
tarafindan uzaklastirllmis DNA pargalarinin nukleer membran tarafindan yakalanmasi
sonucu  NBUD’larin olusabilecegi ifade edilmistir (Lindberg ve ark., 2007). Tez
calismasinda NBUD frekansi, sadece pyraclostrobin ile muamele edilen siklusta ilerleyen
lenfositlerde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica NBUD ve NPB (R=0,97,
p<0,05) ile NBUD ve BNMN (R=0,99, p<0,05) arasinda bulunan yiiksek ve anlami
korelasyonlar, bu muamele seklinde olusan NBUD’larin Gisselsson ve ark. (2000) ve
Lindberg ve ark. (2007) tarafindan 6nerilen teorilerle agiklanabilecegini gostermektedir.

Her iki muamele evresi icin CBPI degerleri dikkate alindiginda onemli farkliliklarin
oldugu gorilmistir. Go faz1 lenfositlerinin signumun yiiksek konsantrasyonlarinda
boliinebilme yeteneklerini siirdiirdiikleri halde, siklusta ilerleyen lenfositlerde bu
ozelliklerinin kayboldugu goriilmektedir. Go fazi lenfositleri ile muamelede signumun 75
ng/ml konsantrasyonu ¢oziicii kontrole gore %50-60 arasinda sitotoksisite olustururken,
siklusta ilerleyen lenfositlerde bu deger 6 pg/ml olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu
farklilik Go fazinda bulunan lenfositlerin siklusta ilerleyen lenfositlere gore signuma karsi
daha diren¢li olduklarin1  gostermektedir.  Signumun 0,5 pg/ml’den  biyik
konsantrasyonlarinda elde edilen CBPI degerlerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde
¢oziicii kontrole gore azaldig: tespit edilmistir. Bununla birlikte signumun test edilen biitiin
konsantrasyonlari, siklusta ilerleyen lenfositlerde ¢6ziicii kontrole gore CBPI degerlerinde
istatistiksel olarak anlaml sekilde azalmaya neden olmustur.

Boscalidin %50-60 arasinda sitotoksisite olusturan konsantrasyonlart Gy fazinda
bulunan ve siklusta ilerleyen lenfositlerde sira ile 75 ve 6 pg/ml olarak bulunmustur. Daha
yiiksek konsantrasyonlarda yeterli sayida BN hiicre elde edilememistir. 75 pg/ml boscalid
Gy fazinda bulunan lenfositlerde ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede
CBPI degerinde azalmaya neden olmustur. Ancak siklusta ilerleyen lenfositler ile test
edilen boscalidin 0,5 pg/ml’den biiyiilk konsantrasyonlarinin ¢6ziicii kontrole gore
istatistiksel olarak CBPI degerinde azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Elde edilen
veriler, boscalidin hiicre boliinmesi {izerine olan etkisi bakiminda signum ile benzer
ozellikler gosterdigi sOylenebilir. Gy fazinda bulunan lenfositlerin siklusta ilerleyen
lenfositlere kiyasla hiicre boliinmesi bakimindan daha direngli olduklar1 gériilmektedir.

Pyraclostrobinin test edilen biitiin konsantrasyonlar1 Gy fazinda bulunan lenfositlerde
¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde CBPI’inde azalmaya neden

olmustur. Diger taraftan pyraclostrobinin test edilen 2 konsantrasyonu siklusta ilerleyen
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lenfositlerde anlamli CBPI azalmasina neden olmustur. Her iki muamele siiresi dikkate
alindiginda, Gy fazinda bulunan lenfositlerin pyraclostrobine karst daha direngli olduklar
sOylenebilir. Signum ve boscalid ile kiyaslandiginda pyraclostrobin daha sitotoksik oldugu
ortaya ¢ikmaktadir. Pyraclostrobinin ¢ok diisiik konsantrasyonlar1 6zellikle siklusta
ilerleyen lenfositlerde daha fazla sitotoksik etki gostermistir.

Signum, boscalid ve pyraclostrobinin in vitro veya in vivo kosullarda meydana
getirdigi sitotoksisite ile ilgili herhangi bir literatiir bilgisine rastlanmamistir. Daniel ve ark.
(2007) soya fasulyesindeki mantar hastalig1r i¢in Amerika’da yaygin olarak 4 farkl
fungusitin kullanildigin1 ve bunlardan 2 tanesinin strobilurin smifina ait oldugunu
bildirmislerdir. Bahsedilen funugistlerin her gegen giin tarimda kullanimlarmin arttigi,
ancak bu bilesiklerin toksisiteleri ve insan sagligina olan etkileri ile ilgili az bilgi oldugu
ifade edilmistir. Yaptiklar1 ¢aligmada pyraclostrobin ile ayni sinifta yer alan trifloxystrobin
ile birlikte tetraconazole, propiconazole, tebuconazole ve myclobutanilin CHO hiicreleri
tizerine olusturduklart sitotoksisite mikroplate yontemi ile degerlendirilmistir.
Degerlendirilen bes fungusittin 6nemli derecede sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.
Ayrica CHO hiicre yogunlulugunu %50 oraninda azaltan en diisiik konsantrasyonun
strobilurin smifinda yer alan trifloxystrobine ait oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte
trifloxystrobin farkli siniflara ait 15 farkli fungusit ile karsilastiritlmig ve CHO hiicre
yogunlugunu %350 oraninda azaltmasi bakimindan en sitotoksik fungusit olarak
tanimlanmistir. Genel olarak srobilurinler mitokondrial solunumu inhibe ederek ATP
sentezinde kayba neden olmaktadirlar. Daniel ve ark. (2007) trifloxystrobinin memeli
hiicrelerinde meydana getirdigi yiiksek sitotoksisitenin nedeninin farkli olabilecegini
bildirmislerdir. Tez ¢aligmasinda degerlendirilen ve trifloxystrobin ile ayn1 sinifta yer alan
pyraclostrobin insan periferal lenfositlerinde diisiik konsantrasyonda yiiksek sitotoksisite
olusturmustur. Elde edilen bu sonuglar CHO hiicrelerinde elde edilen sitotoksisite ile uyum
iginde olup mekanizmasi ile ilgili ¢alismalara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.

Tronov ve ark. (2006) N-methyl-N Nitrosoure ile muamele edilen Gy fazinda
bulunan ve siklusta ilerleyen lenfositlerde insan periferal lenfositleride olusan
sitotoksisiteler karsilastirmistir. Elde edilen sonuglara gére G fazinda bulunan lenfositlerin
N-methyl-N Nitrosourenin sitotoksik aktivitesine karsi daha direngli olduklarini
gostermistir. Laffon ve ark. (2001) yaptiklar1 in vitro genotoksisite ve sitotoksisite
caligmasinda, styrene-7,8-oxidenin artan konsantrasyonlarina bagli olarak CBPI degerinin

istatistiksel olarak azaldigini bildirmistir. Bu azalmanin, yeni bir DNA sentezi baglamadan
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once meydana gelen genotoksik hasarlarin tamir sistemleri tarafindan tamir edilmesine izin
veren hiicre siklusundaki gecikmeyi gosterdigini ifade etmistir.

Bu calismada degerlendirilen her ii¢ fungusittin insan periferal kan lenfositlerinde
olusturduklart sitotoksik etkiler goz 6niine alindiginda, signum ile boscalidin benzer etki
tarzina sahip olduklar1 goriilmektedir. Signum ve boscalidin ayni konsantrasyonlari, Go
fazinda ve siklusta ilerleyen lenfositlerde benzer sitotoksisite olusturmuslardir (Sekil 44,
45). Ancak pyraclostrobinin signum ve boscalidin aksine lenfositlerde farkli 6zellikte etki
gostermisti.  Hem Gy fazinda hem de siklusta ilerleyen lenfositlerde diisiik
konsantrasyonlarda benzer sitotoksisite olusturmustur. Dolayisi ile signumun aktif maddesi
olan pyraclostrobinin insan periferal kan lenfositleri tizerine boscalide gére daha sitotoksik

oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

1,8
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Sekil 44. Signum, boscalid ve pyraclostrobin ile muamele edilen Gg faz1 lenfositlerinde

elde edilen CBPI degerlerinin karsilastiriimasi
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Akin CAYIR
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Sekil 45. Signum, boscalid ve pyraclostrobin ile muamele edilen siklusta ilerleyen
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan bu ¢alismada, ticari olarak satilan signum ile aktif maddelerinin (boscalid ve
pyraclostrobin) Go ve siklusta ilerleyen insan periferal kan lenfositleri ile muamelesinde
test edilen konsantrasyonlarin ¢oziicli kontrole gore daha fazla MN olusumuna yol actig1
goriilmiistiir. Her i¢ fungusit ve iki uygulama sekli dikkate alindiginda test edilen bazi
konsantrasyonlarda elde edilen MN frekanslarin istatistiksel olarak ¢oziicti kontrole gore
anlamli oldugu tespit edilmistir. Her bir konsantrasyonun neden oldugu MN frekansi
dikkate alindiginda doza bagh bir artis goriilmemistir. Pyraclostrobin ile muamele edilen
Gy faz1 lenfositlerinde meydana gelen MN olusumu, signum ve boscalid ile benzer 6zellik
gostermistir. Ancak pyraclostrobinin siklusta ilerleyen lenfositler ile muamelesinde,
konsantrasyon artigina bagli MN olusumu goriilmiistiir.

Signum ve boscalidin test edilen tiim konsantrasyonlari, Go fazi lenfositlerinde
istatistiksel olarak anlamli NPB olusumuna neden olmamuslardir. Pyraclostrobinin tek bir
konsantrasyonu, Go fazi lenfositlerinde anlamli NPB olusuma neden olmus ancak test
edilen konsantrasyonlar dikkate alindiginda konsantrasyona bagli bir artis gériilmemistir.
Diger taraftan boscalid, siklusta ilerleyen lenfositlerde NPB olusumuna neden olmazken,
signum ve pyraclostrobinin bazi konsantrasyonlar1 ¢oziicli kontrole gére anlamli NPB
olusumuna neden oldugu goriilmistiir. Ayrica pyraclostrobin ile muamele edilen siklusta
ilerleyen lenfositlerde meydana gelen NPB olusumunun konsantrasyon artisina bagli
oldugu goriilmiistiir.

Bir biyomarkir olarak NBUD olusumu goz Oniine alindiginda, pyraclostrobin ile
muamele edilen siklusta ilerleyen lenfositler disindaki muamele seklinde herhangi bir artis
goriilmemistir. Diger taraftan pyraclostrobin Siklusta ilerleyen lenfositlerde doza bagl
NBUD olusumuna neden olmustur.

Signum ve boscalid her iki muamele evresinde benzer sitotoksik 6zellik gostermistir.
Her iki fungusit, Gy faz1 lenfositleri ile karsilastirildiginda siklusta ilerleyen lenfositlerde
daha fazla sitotoksik etki gostermistir. Siklusta ilerleyen lenfositlerde %50-60 sitotoksisite
daha diisiikk konsantrasyonlarda gozlenmistir. Diger taraftan pyraclostrobin, her iki
muamele sekli dikkate alindiginda %50-60 sitotoksisiteyi daha diisiik konsantrasyonlarda
olusturmustur. Ozellikle pyraclostrobin ile muamele edilen siklusta ilerleyen lenfositlerde
cok daha diisiik konsantrasyon ile %50-60 sitotoksiste elde edilmistir. Signum, boscalid ve

pyraclostrobin ile her iki muamele siiresi dikkate alindiginda pyraclostrobinin en yiiksek
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sitotoksik ozelligi gosterdigi, signum ile boscalidin daha diisiik sitotoksisite ile benzer
ozellik gosterdikleri goriilmistiir.

Genel olarak, signum, boscalid ve pyraclostrobinin insan periferal kan lenfositlerinde
in vitro kosullarda genotoksik ve sitotoksik olduklar1 sdylenebilir. Bu ti¢ fungusit ile ilgili
olarak bagka bir ¢alismaya rastlanmamisti. Bu nedenle farkli test sistemleri ve farkli
hiicreler kullanilarak, in vitro ve/veya in vivo kosullarda test edilmeleri gerekmektedir.
Boylelikle test edilen ii¢ fungusite ait genotoksik veriler daha da kesinlik kazanmis
olucaktir.

Bu ¢alismada, signum, boscalid ve pyraclostrobinin sadece genotoksik ve sitotoksik
aktiviteleri degerlendirilmistir. Calisma sonucunda her ii¢ fungusitin 6nemli derecede MN
olusumuna neden oldugu goriilmiistiir. Bilindigi iizere, MN’ler kromozom kiriklarindan
veya biitiin bir kromozomdan meydana gelmektedirler. Dolayisi ile bu c¢alismada
bahsedilen 1ii¢ fungusitin aneujenik  ve/veya klastojenik olup  olmadiklar
arastrilimamislardir. Bundan sonraki c¢aligmalarda, CBMN teknigi ile FISH teknigi
birlestirilerek bu i¢ fungusit i¢in aneujenik ve klastojenik 6zellikleri arastirilmalidir.

Bu calismada elde edilen sonuglar, son yillarda kullanimi artan signumun 6zellikle
tarimda dogrudan uygulayan veya uygulandigi alanda calisan bireylerde maruziyetten
dolay1 olusabilecek genetik riskin tahmin edilmesinde yararli olacaktir.

Sonug olarak in vitro sartlarda belirli konsantrasyonlarda genotoksik ve sitotoksik
oldugu goriilen signumun in vitro sartlardaki etkileri ve davranislari incelenmeli, tarimda
uygulayicilarin  sagligir tlizerine etkilerinin uygulamadan sonra tarim irlinlerindeki

kaliciligint arastirilmasi gerekmektedir.
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olusan 2 ve 3 mikronukleuslu binukleat hiicreler...........................
Pyraclostrobinin bayan dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde
(siklusta ilerleyen) olusturdugu BNMN frekanslar1 (Ortalama + 1 SH)..
Pyraclostrobinin erkek dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde
(siklusta ilerleyen) olusturdugu BNMN frekanslar1 (Ortalama + 1 SH)..
Pyraclostrobinin iki donérden alinan periferal kan lenfositlerinde
(siklusta ilerleyen) olusturdugu BNMN, NPB ve NBUD frekanslar1
(Ortalama 1 SH)....ooiiri e
0,5 ng/ml pyraclostrobin ile siklusta ilerleyen lenfositlerin muamelesi
sonucu olusan onbir mikronukleuslu binukleat hiicre......................
1 ug/ml pyraclostrobin ile siklusta ilerleyen lenfositlerin muamelesi
sonucu olusan NPB’li binukleat hiicre...........................L.
Signum ve boscalid ile muamele edilen Gq faz1 lenfositlerinde elde
edilen BNMN frekanslarinin karsilastirilmast..............................
Signum ve boscalid ile muamele edilen siklusta ilerleyen lenfositlerde
elde edilen BNMN frekanslarinin karsilastirilmasi.........................
Signum, boscalid ve pyraclostrobin ile muamele edilen G, faz1
lenfositlerinde elde edilen CBPI degerlerinin karsilastirilmasi...........
Signum, boscalid ve pyraclostrobin ile muamele edilen siklusta

ilerleyen Ienfositlerde elde edilen CBPI degerlerinin karsilagtirilmast. ..
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