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Bu c¢alismada pyriproxyfen’in (PPX) in vitro insan periferal lenfositleri
tizerindeki genotoksik ve sitotoksik etkisi incelenmistir. Saglikli, sigara kullanmayan,
geng iki erkek iki kadindan alinan kan ile ¢alisma gerceklestirilmistir. Genotoksik ve
sitotoksik etki kromozom anormalligi ve mikroniikleus yontemleri ile calisilmistir.
PPX ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde tiim konsantrasyonlarda ve
muamele siirelerinde kromozom anormalligi (KA) ve anormal hiicre (AH) yiizdeleri
ile mikroniikleus (MN) ve mikroniikleuslu bintikleer hiicre (MNBN) frekanslar1 gibi
incelenen tiim parametrelerde istatistiksel olarak onemli artiglar kaydedilmistir. 24
saatlik muamele siiresinde MN ve MNBN frekansinda goriilen artisin doza bagl
oldugu belirlenmistir. PPX, tiim doz ve siirelerde NBI'ni 6nemli derecede
distirmiistiir. PPX ile muamele edilen hiicrelerde MI de diismiis fakat bu diisis
istatistiksel olarak 6nemli bulunamamustir. Yapilan analizlerde in vitro insan periferal
lenfositlerinde PPX’in genotoksik ve sitotoksik etkiye sahip oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Pyriproxyfen, kromozom anormalligi, mikroniikleus,
genotoksisite
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In this study, the genotoxic and cytotoxic effects of pyriproxyfen (PPX) were
investigated in human peripheral lymphocytes in vitro. The study was carried out with
blood taken from young, healthy, non-smoker, two men and two women. The
chromosome abnormality and micronucleus methods were used to detect genotoxic
and cytotoxic effects. Statistically significant increases were noted in all parameters
studied, such as chromosomal aberration (CA) and abnormal cell (AH) percentages,
and micronucleus (MN) and micronucleated binuclear cell (MNBN) frequencies in
human peripheral lymphocytes treated with PPX at all concentrations and treatment
times. It was determined that the increase in MN and MNBN frequencies during the
treatment period was dose-related. PPX significantly decreased NBI at all doses and
times. MI also decreased in cells treated with PPX, but this decrease was not
statistically significant. As a result, it was determined that PPX has genotoxic and
cytotoxic effects in human peripheral lymphocytes in vitro.

Key Words: Pyriproxyfen, chromosome aberration, micronucleus, genotoxicity
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1. GIRIS

Pestisit, zararl1 organizmalar1 engellemek, kontrol altina almak ya da bunlarin
zararlarim1 azaltmak i¢in kullanilan madde ya da maddelerden olusan karigimlara
verilen genel addir. M.O. 1200 yillindan beri dogal bilesiklerin pestisit amaciyla
kullanilmaya baslandig1 rapor edilmistir [1]. Yiizyilin basindan bu yana da zirai
miicadelede pestisitler hastalik tagiyicilarini kontrol ederek ve istenmeyen bocekleri
yok ederek besin iiretimini arttirmak amaciyla kullanilmaktadir [2]. Pestisitlerin
yaygin kullanimi toprak, su, hava ve besinde kirlilikle sonuglandigi, pestisitle yiiklii
yiizeylerden temas ile besinlerin kontamine oldugu ve bu yolla, yetiskin ve ¢ocuklarin
diyet yoluyla pestisitlere maruz kalmalarinin potansiyel olarak arttig1 bildirilmistir [3].

Pestisitler, etkili oldugu canli grubuna gore herbisitler, fungisitler, rodentisitler
ve insektisitler (organofosfatli pestisitler, karbamatli pestisitler, organoklorinli
pestisitler ve piretroitler) olmak iizere 4 ana sinifa ayrilmaktadirlar [4].

Yillar boyunca kullanilan pestisitlerin basta kanser olmak {izere bircok canlida
mutajenik etki gosterdigi rapor edilmistir [5-7]. Bununla birlikte pestisitlerin farkli
canlilarda kromozom anormalliklerine neden olduklar1 [8-11] ve baz1 pestisitlerin rat
dokularinda ¢esitli biyomarkirlar1 etkiledigi [12, 13] bildirilmistir.

Pestisitlerin insan sagligi agisindan riskli olup olmadiklarinin saptanmasi ve
Ozellikle mutasyon olusturma risklerinin belirlenmesi son derece Onemlidir. Bir
kimyasal maddenin mutajen olup olmadiginin belirlenmesi, kisa siirede sonug
verebilen bazi genotoksisite testleri ile miimkiin olabilmektedir. Bu testler kisa stireli
genotoksisite testleri olarak bilinmektedir. Bu testler arasinda kromozom aberasyonu
(KA) (Chromosome Aberration=CA), [14-16] ve mikroniikleus (MN) [17, 18] testleri
sayilmaktadir.

Kromozon aberasyonu olusum mekanizmasmin farkli dokularda benzer
olmasindan dolay1, lenfositlerdeki anormallik seviyesinin, kansere egilimli
dokulardaki anormallik seviyesini gosterdigi ve boylece kanser riskinin de gostergesi
oldugu diisiiniilmektedir [19-22]. Yiiksek KA frekansi, KA artisin1 baglatan sebebe

bakilmaksizin yiiksek kanser riskinin bir gostergesi olabilir, ¢linkii KA olusumunun
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DNA’daki zincir kiriklarinin  yanlis onarilmasindan da kaynaklanabilecegi
bildirilmistir [23].

Mikroniikleus, asentrik kromozom ya da kromatid kiriklarindan ve bir ya da
birkag kromozom ya da kromatidin anafazda geri kalmasindan dolayr (kalgin
kromozom) telofazda olusan esas niikleusun disinda rastlanan kiigiik niikleuslardir
[24]. Ayrica multipolar anafaz ve telofaz da MN olusumuna sebep olmaktadir [25].
MN olusumuna neden olabilen kromozom kayb1 ya da kromozomlarin ayrilamamasi
(non-disjunction) kanser ve yaslanmada g6zlenen 6nemli olaylardan biridir. Bu durum
muhtemelen ig iplik¢iklerinde ve sentromerde bozulma ya da metafazdan Once
kromozom yapisinin yogunlagsmasi sonucu olusmaktadir [26]. Boylece MN testi ile
hem klastojenik hem de aneujenik etkiler belirlenebilmektedir [27, 28]. Yapilan
calismalarda, kanser hastalarindan alinan periferal kan lenfositlerindeki MN
frekansinda belirlenen artig, kanser olusan hedef dokudaki MN frekans1 kadar
bulunmustur [29-31]. Ayrica Fenech ve ark. [32] nin uluslararasi igbirligi ile yaptiklar
bir arastirmada insanlarda MN ile kanser arasindaki iliskiyi acik¢a gostermislerdir.

Pyriproxyfen (PPX), ¢esitli boceklere karsi etkili oldugu bulunan bir insektisittir
[33]. Ik defa 1996 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde pamuklarda beyazsinege
kars1 kullanilmistir. Daha sonra beyazsinekle birlikte diger tarim {riinleri zararlarina
kars1 da etkili oldugu saptanmistir. Ayni zamanda ev hayvanlarinda pire kontrolii i¢in,
i¢ ve dis karincalar1 ve hamam bdceklerini 6ldiirmek i¢in de bir dnleme olarak
kullanilabilecegine karar verilmistir [34].

Pyriproxyfen juvenil bir hormon analogudur ve bocek bitylime diizenleyicisidir
(National Pesticide Infor. Center, http://npic.orst.edu/factsheets/ pyriprogen.html).
PPX bdceklerde juvenil hormon aktivitesini taklit ederek endokrin sistemini
bozmaktadir [35]. Dolayisiyla larvalarin yetiskinlige donligmesini engelleyerek
boceklerin tiremesini bloke etmektedir.

PPX larvasit 6zelliginden dolayi sivrisinek larvalarinin ¢ogalmasii engellemek
amaciyla 2014 yilinda Brezilya’da su kaynaklarinda kullanilmaya baglanmistir.
Hemen ardindan bu sefer Brezilya’da embriyolarda mikrosefali goriilmesinin zika

virlistinden ziyade bu larvasitin sulara karisimindan kaynaklandigi tartismalarini
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alevlendirmistir. Fakat yapilan bir ¢ok ¢alismada PPX ile mikrosefali arasinda bir
korelasyon bulunamamistir [36-40].

PPX toksisitesi ile ilgili sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Maharajan ve ark. [41]
yaptiklar1 ¢alismalarda PPX’in Zebra baligi embriyolarimin erken gelisim
donemlerinde ¢esitli biyokimyasal parametreleri etkileyerek olumsuz etkiye sahip
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Alves ve ark. [42] PPX’in Allium cepa’da tiim
konsantrasyonlarda kromozomal hasarlara neden oldugu ve Saccharomyces
cerevisiae’de ise oksidatif hasar olusturdugunu rapor etmislerdir. Raporlarinda bu
insektisidin hem saglik agisindan hem de ¢evre agisindan risk olusturdugu sonucuna
vartlmiglardir. Luckmann ve ark. [43] da PPX’in tavuk (Gallus domesticus)
embriyolarinda DNA cift iplik kiriklarini ve apoptozisi indiikledigini bildirmislerdir.
Shahid ve ark. [44] PPX’in hayvanlarda ve insanlarda doku ve organ agirliklarini
azalttigin1 ve histopatolojik olarak incelenen dokularda 6nemli deformasyonlara sebep
oldugunu bulmusglardir. Aragtiricilar sonug¢ olarak bu insektisidin testis atrofisine
neden olarak spermatogenez yolagini etkiledigi, insanlarda da iireme anormalliklerine
sebep olabilecegi sonucuna varmiglardir. Liu ve ark. [45] PPX ve onun A ve B
metabolitlerinin rat hepatositlerinde apoptoz ve DNA hasarini indiiklendigini ve hatta
metabolitlerinin kendisinden daha yiiksek bir toksisite gosterdigini saptamiglardir.
Ayrica yapilan bir¢ok calismada PPX’in sularda birikerek toksik etkiler gosterdigi
[35], canlilarda baz1 enzim aktivitelerini ve tiroid hormon diizeylerini artirdig1 ve ayni
sekilde kalp ritmini indiikledigi [46] saptanmustir.

Goriildigi gibi 1996 yilindan beri kullanilan PPX insektisidinin genotoksik
etkileri ile ilgili A.cepa ve Gallus domesticus ile yapilan genotoksisite galigmalari
disinda higbir calisma gerceklestirilmemistir. Dolayisiyla bu ¢alismanin amacit PPX
insektisidinin insan periferal lenfositlerinde kromozom anormalligi ve mikroniikleus

testleri ile genotoksik etkisinin saptanmasidir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Dogal bilesiklerin pestisit amaciyla kullanilmaya baslandig1 (M.O. 1200 y11) [1]
tarihten itibaren sentetik pestisitlerin icadi ve kullanilmasi da dikkate alindiginda ¢ok
farkl1 isim altinda pestisit kullanimimin varligi bir gergektir. Ozellikle son yillarda
sivrisineklere karsi yeni insektisit taleplerinin hizla artmasi nedeniyle larvasit
kullanilmas1 popiilerlik kazanmaya baslamistir. Bu nedenle bu boliimde PPX ile ayn

etkiye sahip larvasitlerin genotoksik etkileri incelenecektir.

1.1. Larvasitler ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Piau ve ark. [47], Aedes aegypti sivrisinegine karsi larvasit 6zelliklere sahip
bir¢cok kinon bazli bilesikleri incelemislerdir. Arastiricilar taranan birgok molekiil
arasinda ytiksek larvasit etkisine sahip olan 2-methylanthraquinone’un zebra baliginda
mikroniikleusu indiiklemedigi ve comet assay deneyinde negatif sonu¢ verdigini
bildirmislerdir. Fakat lactate dehydrogenase ve Glutathione-S-Transferase enzimlerini
indiikleyerek toksikolojik etki olugturmustur.

Aciole ve ark. [48] tarafindan yapilan ¢alismada, Piper aduncum'dan ekstrakte
edilen bir fenilpropanoid olan dillapiol gibi bitki ekstraktlarindan tiiretilen larvasitler
arastirilmistir. Ayn1 zamanda spinosad gibi mikroorganizmalardan fermantasyon
isleminden tiliretilen spinosin A ve D larvasitlerinin etkisi de arastirilmistir.
Larvasitlerin etkisi Drosophila melanogaster somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi (SMART) ile incelenmistir. Farkli konsantrasyonlarda dillapiol ve spinosad ile
muamele edilen Drosophilalarda her iki bilesigin mutajenik oldugu hatta spinosadin
dillapiolden 14 kat daha fazla mutajenik etki gosterdigi gézlenmistir.

Vani ve ark. [49] larvasit temephosun albino farelerde reprodiiktif performansi,
embriyofetal gelisimi ve DNA biitiinliigli {izerine olas1 etkilerini incelemek icin
yaptiklar1 aragtirmada larvasitin 0,0043 mg/kg dozunda biyometrik ve reprodiiktif
parametreleri degistirmedigini, gebe farelerde fetiis biiylikliiglinli artirmakla birlikte
fetlislerde herhangi bir malformasyona neden olmadigini rapor etmislerdir. Larvasit

dozunun 10 kat artirilmasi durumunda ise (0,043 mg/kg) embriyoda iskelet sistemi
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disinda baz1 anormal gelisimlere neden olmustur. Mikroniikleus frekansinin ise sadece
yiiksek dozda indiiklendigi saptanmistir. Bu sonuclara gore arastiricilar temephosun
diisiik genotoksik ve teratojenik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Pereira ve ark. [50] ndrotoksik insektisit sinifina giren spinosadin farkli subletal
konsantrasyonlarinin genotoksik etkilerini iki balik tiirtinde (Poecilia reticulate ve
Xiphophorus maculatus) arastirdiklari ¢alismalarinda insektisidin yiiksek dozlarda
(12,6 mg/L ve 25,3 mg/L) mikroniikleus frekansini artirarak genotoksik etKi
gosterdigini rapor etmislerdir. Mendonga ve ark. [51] spinosadin genotoksik etkisini
hem Tradescantia pallida’da mikroniikleus testi ve hem de Drosophila
melanogaster’de  SMART testi ile arastirmiglardir. Kimyasalin T. pallida’da
mikroniikleus frekansimi indiikledigi fakat Drosophila SMART testinde mutajenik
olmadig1 saptanmistir. Drosophilada spinosadin CYP6A2 (cytochrome P450) ile
metabolize olmasi durumunda ¢ok yiiksek bir toksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir.

Agri-Safe ve deltamethrin larvasitlerin ratlarda genotoksik etkisinin incelendigi
calismada her iki kimyasalin genotoksik risk olusturduklar1 ve hepatotoksik etkiye
sebep olduklar1 fakat sadece deltamethrinin ratlarda oksidatif strese neden oldugu

bildirilmistir [52].

1.2. Pyriproxyfen (PPX) ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

PPX'nin kimyasal yapisi bocek juvenil hormonunu (JH) taklit eder, yagda
¢oziinilir ve hormon yolaklarinda ciddi bozulmalara neden olarak boceklerin gelisimini
ve iliremesini, bocek davranigini, feromon iiretimini ve ayrica yetiskin morfogenezini
etkilemektedir [53].

Larvasidal etkili insektisit olarak yeni kullanima sunulan PPX ile ilgili
genotoksisite ¢aligmalar1 sinirlt sayidadir. Alves ve ark. [42] tarafindan yapilan bir
arastirmada PPX’in Allium cepa kok ucu hiicrelerinde tiim konsantrasyonlarda
kromozomal hasarlara neden olarak genotoksik etki gosterdigini ve hiicre boliinmesini
baskilayarak sitotoksik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Luckmann ve ark. [43] PPX’in tavuk (Gallus domesticus) embriyolarinda

beyin gelisimini, DNA anormalligi ve apoptozis iizerine etkilerini incelemislerdir. Iki
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subletal doz (0.01 mg/L and 10 mg/L) verilen embriyolarin beyin gelisiminin
engellendigi, DNA c¢ift iplik kiriklarinin ve apoptozisin indiiklendigi bildirilmistir.
Aragtiricilar PPX’in embriyolarda néron gelisimi i¢in giiclii bir stres etkeni oldugunu
fakat noron ve glial hiicre sayisinda herhangi bir degisiklik olusturmadigini rapor
etmislerdir.

Bagka bir ¢alismada Maharajan ve ark. [41] PPX’in zebra baligi1 (Danio rerio)
embriyolarinda diisiik dozlarda genotoksik olmadigmi fakat 1,66 pg/mL dozunda
DNA hasarlarina neden oldugunu ve apoptozisi indiikledigini saptamiglardir.

PPX genotoksisitesi hakkinda bu sinirl sayidaki ¢aligmalara paralel olarak
cesitli canlilarda toksikolojik etkileri ile de sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. PPX
larvasit 6zelliginden dolay1 sivrisinek larvalarinin ¢ogalmasini engellemek amaciyla
2014 yilinda Brezilya’da su kaynaklarinda kullanilmaya baglanmasinin hemen
ardindan Brezilya’da embriyolarda mikrosefali vakalari ¢ogalmaya baslamistir. Bu da
mikrosefali olgularinin zika viriisiinden ziyade bu larvasitin sulara karigimindan
kaynaklandig1 tartismalarini alevlendirmistir. Fakat yapilan bir ¢cok ¢alismada PPX ile
mikrosefali arasinda bir korelasyon bulunamamistir [36-40]. Takip eden yillarda
Maharajan ve ark. [41] PPX’in Zebra balig1 embriyolar1 erken gelisim donemlerinde
cesitli biyokimyasal parametreleri etkileyerek olumsuz etkiye sahip oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica Alves ve ark. [42] PPX’in toksik potansiyelini Artemia
salina’da ve oksidatif hasar etkisini de Saccharomyces cerevisiae’da incelemislerdir.
Calismanin sonucunda arastiricilar PPX’in hem toksik hem de oksidatif etkiler
gosterdigi, dolayisiyla insektisidin insan ve ¢evre sagligi agisindan risk olusturdugu
sonucuna varilmistir.

Shahid ve ark. [44] PPX’in hayvanlarda ve insanlarda organ toksisitesine ve
teratojenisiteye sebep olup olmadigini incelemislerdir. Bu amagla albino farelere 28
giin boyunca giinlik 1200, 600, 320, 200, 100, 40, 20, 0 mg/kg/day dozlarim
vermiglerdir. Siire sonunda testis dokusu, seminifer tiipleri ve leyding hiicre
degisimleri histopatolojik olarak incelenmistir. Insektisidin doku ve organ agirliklari
azalttig1 histopatolojik olarak incelenen dokularda da 6nemli deformasyonlara sebep

oldugunu bulmuslardir. Arastiricilar sonu¢ olarak bu insektisidin testis atrofisine
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neden olarak spermatogenez yolagini etkiledigi, insanlarda da tireme anormalliklerine
sebep olabilecegi sonucuna varmiglardir.

Liu ve ark. [45] PPX’in toksikolojik etkisini rat karacigerlerinde
incelemislerdir. Incelemeler sonucunda PPX ve onun A ve B metabolitlerinin rat
hepatositlerinde apoptoz ve DNA hasarini indiikledigini ve hatta metabolitlerinin
kendisinden daha yiiksek bir toksisite gosterdigini saptamislardir.

Ayrica yapilan bircok calismada PPX’in sularda birikerek toksik etkiler
gosterdigi [35], canlilarda bazi enzim aktivitelerini ve tiroid hormon diizeylerini

artirdig1 ve ayni sekilde kalp ritmini indiikledigi [46] saptanmuistir.
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3. MATERYAL ve METOD

Bu c¢alisma etik bakimindan Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi, Girisimsel
Olmayan Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir (tarih:14.01.2021, say1:2021/01-24).

Bu ¢alismada test maddesi olarak kullanilan Pyriproxyfen (PPX)’in genotoksik
etkisini incelemek icin iki ayr1 yontem kullanilmistir. Bu ydntemler Kromozom
anormalligi (KA) ve Mikroniikleus (MN) yontemidir. Her iki yontem de kisa siireli
genotoksik yontemlerdir. Bu iki yontem kimyasalin etkisini kisa siirede anlamamizi
saglayan yontemlerdir. Gergeklestirmis oldugumuz c¢alismada PPX’in insan
lenfositlerindeki genotoksik etkisine bakilmistir. Bu arastirma sigara kullanmayan,
saglikl, goniillii ve konu ile ilgili bilgilendirilmis iki erkek iki bayan olmak tizere dort
kisiden ayr1 ayr1 alinan 2 ml kan ile gerceklestirilmistir. Dondrlerin yaglar1 25-30

arasinda degismektedir.

1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari

Genotoksisite testlerinin gergeklestirilebilmesi i¢in birgok kimyasal madde ve

bir¢ok deney ekipmanlari kullanilmigtir.

1.3.1. Kimyasal Maddeler

1.3.1.1. Kromozom Medyumu

Kromozom medyumu olarak Gibco firmasinin iirettigi PB-Max besi yeri (cat.
no. 12552-013), lenfosit hiicrelerimizin kiiltiire edilmesi i¢in kullanilmistir. PB-Max
icerik olarak Fetal Bovine Serum, L-glutamine, Gentamicin sulfate ve
Phytohemagglutininden olugmaktadir. Bu besi yeri steril edilmis 4 ml’lik ependorf
tiiplerine 2.5 ml olacak sekilde dagitilmistir. ilk defa bu galismada hiicre kiiltiirii i¢in
kiiltiir tiipleri yerine ependorf tiipleri kullanilmistir. Besi yerleri hiicrelerimizin

canliligint devam ettirecek igeriklerden olusmalidir.
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1.3.1.2. Pyriproxyfen (PPX)

Pyriproxyfen, boceklerde dogal bir hormonu taklit eder ve biiyiimelerini bozar.
Cogunlukla gen¢ bocekleri ve yumurtalar1 etkileyen bir tiir bocek biiylime
diizenleyicisidir. PPX pire, hamambocegi, keneler, karincalar, hali bocekleri ve
sivrisinekler dahil olmak {izere bircok bocek tiirlinii etkiler. 1995'ten beri Cevre
Koruma Ajansi (EPA) tarafindan pestisitlerde kullanilmak iizere tescil edilmistir. PPX,
300'den fazla kayith pestisit iiriiniinde bulunur. Bunlar, evlerde, ¢imlerde ve tarimda
bir¢ok gida iriiniinde kullanilmaktadir. PPX, pire ve keneleri kontrol etmek igin
dogrudan evcil hayvanlar lizerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. PPX, sivi,
graniil, toz ve pelet dahil olmak tizere bir¢ok bicimde satilmaktadir [54]. PPX’nin agik
formiilii (Sekil 3.1) ve diger 6zellikleri asagida goriilmektedir [34].

N CHs

= )\/O
N O

Sekil 3.1. PPX’nin agik formiilii

IUPAC adlar:

4-Phenoxyphenyl (R/S)-2-(2-pyridyloxy)propyl ether
2-[1-(4-Phenoxyphenoxy)propan-2-yloxy]pyridine
Kimyasal Formiil : C20H19NOs

Molar Kiitle : 321.376 g'mol !
Yogunluk : 1.2 g/lem?®
Erime Noktasi :48-50 °C (118-122 °F; 321-323 K)

Kaynama Noktas1 : 318 °C (604 °F; 591 K)
Sudaki Coziiniirliigii: 0.367 mg/L
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1.3.1.3.Kolsisin

Kolsisin mikrotiibiil olusumunu engeller ve bdylece ig ipliklerinin islevi de
ortadan kalkar. Mitoz boliinmenin anafaz sathasinda sentromerler ¢oziilemedigi igin
kromatidler kutuplara hareket edemezler. Kromozomlarin metafaz safhasinda
tutulmasi ve lam iizerinde dagilmasinin saglanmasi amaciyla kullanilmistir (Sekil 3.2).

Kimyasal adi (IUPAC): N-[(7 S)-1, 2, 3, 10-tetramethoxy-9-0x0-5, 6, 7, 9-
tetrahydrobenzo[a]heptalen-7-yl]acetamide

Kapal formiilii: C22H2sNOg

Acik formiilii:

Sekil 3.2 Kolsisin agik formiilii

Molekiil agirhgi: 399.4 g/mol
Etil asetat icerigi: %3.4
Kloroform icerigi: < %0.1

CAS No: 64-86-8

1.3.1.4. Hipotonik Eriyik (KCI)

Hipotonik eriyik olarak % 0,45’lik KCI kullanilmistir. KCI stok olarak hazirlanir
ve cam kapta buzdolabina saklanir. Deneylerden 2 saat dnce alinarak 37°C’de
inkiibatorde tutularak isinmasi saglanir. Hipotonik eriyik, Kromozom Anormalligi
(KA) testinde lenfositlerin sisirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Sismis lenfositler
lam iizerine damlatildiginda patlar ve kromozomlar dagilarak inceleme i¢in iyi bir

ortam olustururlar.

10
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1.3.1.5. Sitokalasin B

Mikronukleus (MN) testinde, hiicre boliinmesi sirasinda sitokinezi engellemek
ve iki niikleuslu hiicreler olusturmak ic¢in kullanilmistir (Sigma, C6762). 6 ug/ml
olacak sekilde %50 etil alkol ile hazirlanmistir (Sekil 3.3).

Kimyasal adi: Cytochalasin B

Kapal formiilii: C29H37NOs

Acik formiilii:

Sekil 3.3 Cytochalasin B ag¢ik formiilii

Molekiil agirhgi: 479.6 g/mol
Erime noktasi: 218-223°C
CAS No: 14930-96-2

1.3.1.6. Fiksatif

Bu ¢alismada KA ve MN yontemleri icin iki farkl fiksatif hazirlanmistir. KA
yontemi i¢in fiksatif metil alkol ve asetik asit karigimlarindan 3/1 oraninda
hazirlanmistir. MN yOntemi igin ise fiksatif metil alkol ve asetik asit karisimlarindan
5/1 oraninda hazirlanmistir. Ayrica MN yontemi i¢in 6nce 5/1 oraninda hazirlanan
fiksatifin % 0.9 NaCl ile 1/1 oraninda seyreltilmesi sonucu elde edilen fiksatif
kullanilmigtir. Fiksatifler deneyde kullanilmadan iki saat 6nce taze olarak hazirlanir

ve buzdolabina saklanir (+4°C).

11
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1.3.1.7. Giemsa

Preparatlar1 boyamak i¢in kullanilan giemsa soliisyonu Sorensen tamponu

igerisinde %5°lik olarak hazirlanmistir.

1.3.1.8. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

Bu tampon lamlart boyamak i¢in kullanilan %S5°lik Giemsa boyasi
hazirlanmasinda kullanilmistir. Bu tampon A ve B olmak iizere iki stok ¢ozelti halinde
hazirlanir ve ayr1 ayri saklanir. Tampon A, 11.34 gr KH2PO4 kimyasalinin 250 ml saf
su iginde eritilmesi (pH=4.8), Tampon B ise 14.83 gr Na2HPO4.12H,0 kimyasalinin
250 ml saf su iginde eritilmesi (pH=9.3) sonucu hazirlanmistir. %5’lik giemsa
hazirlanirken her iki tampondan ve giemsaden 5’er ml alinir ve {izerlerine 85 ml saf su

ilave edilir (toplam 100 ml). Stiziiliir ve kullanilir.

1.3.1.9. Entellan

Entellan lam-lamel yapistiriimasinda kullanilan renksiz bir yapistiricidir (Merck,
Cat. No. 7961).

1.3.1.10.Nitrik Asit (HNO3)

1 N ¢ozelti seklinde hazirlanan ve cam sisede saklanan nitrik asit lamlari
temizlemek i¢in kullamilmustir. Tekrar tekrar kullanilabilmektedir (Merck, Cat.
N0.100456).
1.3.1.11. Mitomycin C (MMC)

Pozitif mutajen bir kimyasaldir. Hem KA ve hem de MN yontemleri icin

kullanilmistir. Deneylerimizde 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde 0.2 pg/ml
konsantrasyonlarinda kullanilmistir. 2 mg’lik flakonlarda temin edilen MMC (Kyowa,

12
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Hakko, Japan) steril ortamda 0.2 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanmis ve birer ml
olacak sekilde steril ependorf tiiplerine boliistiiriilerek -20°C’de saklanmigtir. Bu
sekilde saklanan MMC soliisyonunun bozulmadan ve mutajenik 6zelligini yitirmeden

5 yil boyunca saklanabildigi goriilmiistiir.

1.3.2. Kullanilan Deney Ekipmanlari

1.3.2.1. Santrifiij

Devir sayist ve siiresi ayarlanabilen kiiltiirden ¢ikardigimiz hiicrelerin dibe
¢cokmesini saglayan aractir. Boylece calismamizin devamliligin1 saglayacak olan
hiicreler elde edilmis olur ve isimize yaramayan siipernatant tiiplerden uzaklastirilmis
olur. Calismamizda 16 tiip kapasiteli, agilabilir baslik ve zaman ayarlayici

ozelliklerine sahip NUVE NF 400 marka santrifiij kullanilmistir.

1.3.2.2. Mikroskop
Isik mikroskobu preparatlar incelemek i¢in kullanilmistir. Bu ¢alismada, X ve

Y diizlemsel koordinatlara sahip, immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka

binokiiler 151k mikroskoplar1 kullanilmistir.
1.3.2.3. Inkiibator
37°C+1 hassasiyetinde olan inkiibator (NUVE EN 120) hiicrelerin besiyerinde

canliliklarinin devami ve mitoz boliinmenin gergeklesmesi amaciyla kullanilmigtir.

Hiicreler besiyeri iginde 37°C 1s1ya sahip inkiibatorde 72 saat i¢in inkiibe edilmislerdir.

13
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1.3.2.4. Steril kabin

Besiyerlerinin paylastirilmasi, kan ekiminin yapilmasi, test eriyiklerinin
hazirlanmasi ve kiiltiir tiiplerine ilave edilmesi esnasinda steril bir ortam saglanmasi
amaciyla kullanilmistir. ESCO CLASS II BSC marka flow kabin UV ampulii bulunan
ve %99,99 partikiil tutma 6zellikli filtreye sahiptir.

1.3.2.5. Hassas Terazi

0,0001 g hassasiyetindeki OHAUS PIONEER marka terazi her tiirlii tartim

islerinin yapilmasinda kullanilmistir.

1.4. Lamlarin Temizlenmesi

I N nitrik asit lam temizleme ¢6zeltisi olarak kullanilmistir. Kiiltiir siiresinin
bitiminden iki giin once lamlar saleye dizilir ve lizerlerini ortecek kadar temizleme
¢ozeltisi eklenir. Salenin agzi1 kapali olarak 24 saat bekletilen lamlar siire bitiminde
yarim saat akan ¢esme suyunda tutulur, 3 defa saf sudan gecirilir ve sale saf su ile

doldurularak buzdolabinda saklanir. Lamlar soguk olarak kullanilir.

1.5. Genotoksisite testleri

1.5.1. Kromozom Anormalligi (KA) yontemi

Kimyasallarin etkisi ile DNA’da ¢esitli hasarlar olusabilir ve bu hasarlar ciddi
sorunlara yol agabilir. Bu hasarlar DNA zincir kiriklar1 seklinde ortaya ¢ikmaktadir.
Bu kirik zincirlerin sebebi kimyasalin etkisi ile ortaya ¢ikmistir ve eger onarllamamis
veya yanlis onarilmis ise bu kiriklar gorilebilir. Kromozom anormalliklerini
incelemek igin, in vitro KA testi periferal lenfosit kiiltiirlerinde, in vivo KA testi ise

genellikle hayvan kemik iligi hiicrelerinde gergeklestirilir.

14
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Bu ¢aligmada modifiye edilmis genotoksisite metodlart kullanilmistir [55-57].
Steril ependorftiiplerine 2.5 ml olacak sekilde paylastirilan besi yerlerine her donérden
alinan kan steril sartlarda 6 damla (0.2 ml) [58] olacak sekilde ekilmistir. Hiicre kiiltiirti
inkiibatorde 37+£1°C’de 72 saat i¢in inkiibe edilmistir. PPX suda ¢6ziilmiis ve 6n
calisma ile PPX’in non toksik dozlar1 saptanmustir (0.5, 1 ve 2 ug/ml). Hiicreler bu
dozlarla 24 ve 48 saat boyunca muamele edilmistir. Her donor i¢in PPX’in etkisini

incelemek amaciyla asagida gosterildigi gibi 9 tiip hazirlanmigtir. Bu tiiplerin siralanist

su sekildedir:
1) Kontrol
2) Pozitif Kontrol (0.2 pg/ml MMC)
3) 0.5 pg/ml Pyriproxyfen 50n 24 saat
\ Cal muamele
4) 1 pg/ml Pyriproxyfen
5) 2 ug/ml Pyriproxyfen _
6) Pozitif Kontrol (0.2 pg/ml MMC)
Son 48 saat

7) 0.5 pg/ml Pyriproxyfen
_ — muamele
8) 1 pug/ml Pyriproxyfen

9) 2 ug/ml Pyriproxyfen ]

Kiiltiir siiresinin basglamasindan 70 saat sonra tiim tiiplere 0.06 ug/ml kolsisin
eklenmis ve hiicrelerin inkiibatérde 2 saat boyunca kolsisin ile muamele olmalari
saglanmistir. Kolsisin muamelesi ile ig iplikleri inhibe edilerek hiicrelerin metafazda
durdurulmasi ve kromozomlarin metafaz plaklari seklinde dagilarak hatasiz bir sekilde
kolaylikla incelenmesi saglanmistir. Kolsisin ilavesini takiben her tiipe 8 ml olacak
sekilde hipotonik eriyik (% 0.4 KCI) buzdolabindan alinarak inkiibatére koyulmus ve
fiksatif hazirlanarak (metanol/asetik asit, 3/1) buzdolabina alinmistir. Daha 6nceden 1
N nitrik asit i¢cinde bekletilen lamlar da anlatildigi sekilde yikanarak saf su i¢inde
buzdolabina alinmustir. Inkiibasyon boyunca hiicrelerin muamelesi de dahil tiim
islemler 4 ml’lik ependorf tiipleri ile gerceklestirilmistir. Hiicrelerimizin kiiltiir siiresi
(72 saat) bittikten sonra hiicre siispansiyonu temiz nonsteril santrifiij tiiplerine
aktarilmigtir. Tipler 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve supernatant (list siv1)

atilmistir. Dipte kalan s1vi iyice karistirildiktan sonra inkiibatérde bulunan hipotonik

15
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soliisyon alinarak yavas bir sekilde ve karistirarak tiiplere damlatilmistir (8 ml).
Hiicreler 37°C’deki inkiibatérde hipotonik soliisyon ile 8 dk muamele edilmistir.
Siirenin bitiminde tiipler 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis, siipernatant atilmis ve
dipte kalan hiicre siispansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir.
Karistirma isleminden sonra azar azar ve karistirarak soguk fiksatif eklenmistir (8 ml).
Biitiin tiiplere fiksatif eklendikten sonra tiipler oda sicakliginda 15 dk bekletilmistir.
Oda sicakligindaki beklemeden sonra tiipler tekrar 1200 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant atilmis ve tekrar ayni sekilde fiksatif ilave
edilmistir. Fiksatif muamelesi 3 defa tekrarlanmistir. Son santrifiijden sonra tiiplerde
yaklasik 0.5 ml siv1 kalacak sekilde siipernatant atilmis ve hiicreler homojen hale
getirilerek preparat hazirlama islemine gecilmistir.

Pasteur pipeti ile daha O6nce temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda
saklanmig lamlarin {izerine damlatma diizenegi araciligiyla yaklasgitk 30 cm
yiikseklikten farkli alanlara 1’er damla olmak iizere hiicre stispansiyonu damlatilarak
hiicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam {izerinde yayilmasi saglanmaistir.

Hazirlanan preparatlar yatay sekilde 24 saat havada kurutulmus, Sorensen
tamponu ile hazirlanmis %5°lik giemsa boyasi ile boyanmistir. Bundan sonra
preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar
entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra bu daimi
preparatlarda mikroskobik incelemelere gecilmistir.

Hazirlanmig preparatlardan incelenebilir sekilde iyi dagilmis kromozomlara
sahip toplam 100 hiicre, kromozomal anormalliklerin saptanmasi i¢in incelenmistir.
Bu hiicreler i¢cinde gbzledigimiz kromozom yap1 ve say1 anormallikleri Uluslararasi
Insan Sitogenetik Adlandirma Sistemine (ISCN= International System for Human
Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak degerlendirilmis ve adlandirilmigtir [59].
Incelenen bu 100 hiicre iginde toplam kromozom anormalligi ile anormal hiicre
yiizdeleri saptanmistir.

PPX’in mitoz bolinme iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile ayni
preparatlardan mitotik indeks de hesaplanmistir. Bunun igin her kisiye ait

preparatlardan ve her doz igin toplam 3 bin hiicre incelenmis ve bunlar arasindaki

16



3. MATERYAL ve METOD Havva BUGDA

metafaz evresinde olan hiicreler tespit edilerek kaydedilmistir. Ug bin hiicre igerisinde

metafazlarin orani ylizde cinsinden hesaplanarak mitotik indeks tespit edilmistir.

1.5.2. Mikronukleus (MN) Y éntemi

MN’ler genellikle hiicre dongiisiinii kontrol eden genlerdeki eksiklerden, mitotik
1g ipliklerindeki hatalardan, kinetokordan ve kromozomal hasarlardan olusan,
hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, hiicre ¢ekirdeginden bagimsiz, tam
kromozom veya kromozom fragmanlarindan olusan kii¢iik ¢ekirdek goriintimiinde
yapilardir. MN testi, mitoz boliinme sonucu olusan tiim hiicre tipleri tizerinde in vitro
ve in vivo olarak uygulanan genetik toksikoloji arastirmalarinda yaygin kullanilan bir
testtir. In vitro MN testinde, inkiibasyona alinan hiicre kiiltiirlerine, ilk mitozdan dnce
kiltiriin  yaklasik 44. saatinde sitokalasin-B maddesi ilave edilerek (bu madde
sitokinezi inhibe etmekte ve bir hiicre siklusunu tamamlayan ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerin
olusumunu saglamaktadir) inkiibasyon siiresi sonunda Kkiiltiirler prosediire uygun
olarak hasat edilmekte ve preparatlarda MN bulunduran ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerin orani
belirlenmektedir. In vivo MN testinde ise, sitokinezi bloke edilmemis memeli eritrosit
hiicrelerindeki MN siklig1 belirlenmektedir. Bu test ile genellikle kemik iliginde veya
periferal kan hiicrelerindeki olgunlasmamais (polikromatik) eritrositlerin MN olugumu
bakimindan analizi yapilmakta ve test edilen bilesigin genetik bir hasar olusturup
olusturmadig1 saptanmaktadir.

Mikrontikleus sayisini saptamak i¢in Fenech [60] ve Kirsch-Volders ve ark. [61]
tarafindan gelistirilen metod modifiye edilerek kullanilmistir. Aliman kandan
kromozom medyumlarina steril sartlarda 6 damla kan (0.2 ml) ekilmistir [58]. Hiicre
kiltiirlerimiz 37+1°C’de 68 saat olacak sekilde inkiibasyona alinmistir. Her donér i¢in
9 tiip kullanilmus, tiiplerin siralanist ve muamele sekli KA yonteminde anlatildig:
sekilde yapilmistir.

PPX’in etkisini incelemek i¢in, belirlenen dozlarda PPX kiiltiir tiiplerine ilave
edilerek hiicrelerin 24 ve 48 saat boyunca PPX ile muamele edilmesi saglanmistir. Iki
nukleuslu hiicre olusumunu saglamak i¢in de kiiltiir bitimine 24 saat kala biitiin tiiplere

6 ng/ml sitokalasin B (Cytochalasin B, Sigma Cat. No. C6762) ilave edilmistir. Ayrica
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24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde pozitif kontrol olarak pozitif mutajen MMC
kullanilmistir (0.2 pg/ml). inkiibasyon boyunca hiicrelerin muamelesi de dahil tiim
islemler 4 ml’lik ependorf tiipleri ile gergeklestirilmistir. Kiiltiir siiresi olan 68. saatin
bitiminde hiicre siispansiyonu temiz nonsteril santrifiij tiiplerine aktarilmis, kiltiir
tiipleri 1200 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmis ve sonrasinda siipernatant atilmistir. Dipte
kalan ve hiicreleri ihtiva eden sivi iyice karistirildiktan sonra tiiplere, inkiibatdrde
37°C’de tutulan hipotonik eriyik (KCI) ilave edilmistir. Her tiipe 8 ml hipotonik eriyik
ilave edildikten sonra tiipler agz1 kapatilarak inkiibatore kaldirilmistir. Hiicreler 4 dk
KCI ile 37°C’de muamele edilmistir. Siirenin sonunda tiipler 10 dk. 1200 rpm’de
santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Bu defa her tiipe 5 ml olacak sekilde 1:1
oraninda soguk fiksatif ilave edilmistir. 1k fiksatif 1 kisim asetik asit 5 kisim metil
alkol karistminin 1/1 oraninda % 0.9 NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Oda
sicakliginda 20 dk. fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de 10 dk. santrifiij
edilmis ve siipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave edilmistir
(metanol/asetik asit, 5/1). Bu islem 2 kere tekrarlanmustir. Her fiksatif ilavesinden
sonra tiipler santrifiij edilerek tstteki sivi atilmistir. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-
0.7 ml siv1 kalacak sekilde siipernatant atildiktan sonra preparat yapma islemine
gecilmistir.

Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karigtirilarak homojen hale
getirilmis ve hiicre siispansiyonu daha Once temizlenmis ve saf su igerisinde
buzdolabinda saklanan lamlarin iizerine damlatilarak hiicrelerin lam iizerinde
yayilmasi saglanmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak iizere yatay sekilde
24 saat oda 1s1sinda bekletilmistir.

Hazirlanan preparatlar Sorensen tamponu ile hazirlanmis %5°lik giemsa boyasi
ile boyanmistir. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya
birakilmigtir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmis ve
entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda mikroskobik incelemelere
gecilmistir.

Hazirlanmis daimi preparatlar Olympus marka binokiiler 151tk mikroskobunda
40’11k objektif ile incelenmistir (10x40=400 biiyiitmede). Bu incelemeler sirasinda her
bir kisiden hazirlanan preparatlardan 1000 iki nukleuslu (biniikleer, BN) hiicre
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sayitlmig, bu iki nukleuslu hiicreler icerisinden mikronukleuslu (mikroniikleuslu
biniikleer, MNBN) hiicreler tespit edilmistir. Ayrica aym kisiden hazirlanan
preparatlardan 1000 tane hiicre sayilmis ve bu hiicreler arasindan bir, iki, li¢ ve dort
nukleuslu olanlarin orani tespit edilmistir. Bu orandan yola ¢ikarak Nukleer Boliinme
Indeksi (NBI) (Nuclear Division Index = NDI) hesaplanmistir [60]. Hesaplama
asagidaki formiile gore yapilmistir:

NBI= (1XN1+2xN2+3xN3+4xN4)/2000

Ni: 1 nukleuslu hiicre sayis1

N2: 2 nukleuslu hiicre sayisi

Ns: 3 nukleuslu hiicre sayisi

N4: 4 nukleuslu hiicre say1s1

n : Toplam hiicre sayisi

MN sayisi saptanirken asagidaki Kriterler uyuldu:

1-Hiicreler iki niikleusa sahip olmalidir.

2-Hiicreler belirgin sitoplazmasi ile yuvarlak veya oval goriiniimli olmalidir.

3-Niikleuslar belirgin nukleus zar1 ile cevrili yuvarlak veya oval goriiniimli
olmalidir.

4-Mikronukleus ¢ap1 ana nukleusun 1/3"i kadar ya da daha kii¢lik olmalidir.

5-MN'ler ana niikleus kadar boyanmig olmalidir.

6-Yalnizca bir nukleus bolinmesi gegiren hiicrelerdede MN sayimi esas
alinmalidir.

7-MN'ler ana nukleustan bariz bir sekilde ayrilmis olmali ya da MN sinirlar1 ana

nukleusun sinirlarindan ayirt edilebilir olmalidir.

1.5.3. istatistiksel Analiz

Mikroskobik incelemeler sonucunda tiim dondrler igin ve kontrolleriyle birlikte
tiim muamele gruplar i¢cin KA, AH, MN ve MNBN hiicre ylizdeleri hesaplanmistir.
Ayrica incelenen preparatlarda sitotoksisiteyi belirlemek amaciyla MI ve NBI de
hesaplanmistir. Elde edilen KA, AH, MN, MNBN hiicre yiizdeleri ile MI ve NBI
yiizdeleri t-testi kullanilarak kontrolleriyle karsilastirilmistir. % 5 ve daha kiiciik P
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degeri anlamli olarak kabul edilmistir. Ayrica doz-etki iliskisini saptamak amactyla
korelasyon ve regresyon testleri kullanilmis, korelasyon katsayisi saptanmis ve

regresyon grafigi ¢izilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu ¢alismada Pyriproxyfen (PPX) insektisidinin insan periferal lenfositlerinde
genotoksik ve sitotoksik etkileri ¢alisilmistir. PPX toksik olmayan dozlarda in vitro
kiiltiir ortaminda insan lenfositleri ile 24 ve 48 saat muamele edilmis ve insektisidin
genotoksik etkileri kromozom anormalligi (CA), anormal hiicre olusumu (AH) ve
mikrontikleus (MI) parametreleri incelenerek belirlenmistir. Ayrica PPX’in sitotoksik
etkisi de mitotik indeks (MI) ve niikleer boliinme indeksi (NBI) ile belirlenmistir.
Sonuglar tablolar ve grafikler seklinde sunulmustur.

PPX ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan lenfositlerinde CA yiizdesi kontrol
ile mukayese edildiginde istatistiksel olarak 6nemli derecede artmistir (Cizelge 4.1 ve
Sekil 4.1). Fakat PPX ile muamele edilen insan lenfositlerinde AH yiizdesi 24 saatlik
muamele siiresinde sadece en diisiik dozda (0,5 pg/ml) 6nemli derecede artmazken
diger dozlarda ve 48 saatlik muamele siiresinin tim dozlarinda 6nemli derecede

artmastir.

Cizelge.4.1 Degisik dozlarda Pyriproxyfen ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde yapisal kromozom anormallikleri ile anormal hiicre ytlizdesi

Test Si Konsant Anormallik Yapisal Anormal
. Dure © gesitlerit+ KA+SE (%) hiicre+SE (%)
maddesi  (saat) (pg/ml) B B P
Kontrol - - 15 5 2 4,62+0,62 5,25+0,47
MMC 24 0.2 154 114 1  67,00+7,64 42,7542,86
PPX 24 0,5 40 5 11,25+1,43* 10,00+1,87
« 24 1 46 15 2 15,25+0,62***  14,00+0,81**
« 24 2 52 8 1 15,00+1,68**  14,50+1,32**
MMC 48 0.2 322 474 3 199,00+16,19  84,50+5,79
PPX 48 0,5 51 8 2 14,75+1,65%* 13,25+2,28*
“ 48 1 58 14 3  18,00+2,41* 15,25+3,03*
« 48 2 45 41 3  21,50+1,65%* 16,25+1,54**

+B’, Kromatid tipi kirik; B’ kromozom tipi kirik; P, poliploidi
Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001
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Sekil 4.1 Pyriproxyfen ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde CA (A) ve AH (B) yiizdeleri

PPX’in 0,5, 1 ve 2 pg/ml dozlari ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinden hazirlanan preparatlarda biniikleer hiicrelerin incelenmesi sonucu
saptanan mikroniikleus yiizdesi ile mikroniikleus igeren biniikleer hiicrelerin yiizdesi
cizelge 4.2’de verilmistir. PPX insektisidinin tiim dozlarda ve her iki muamele
siiresinde mikroniikleus frekansini istatistiksel bakimindan 6nemli derecede artirdigi
gozlenmistir. Ayni sekilde mikroniikleuslu biniikleer hiicre yilizdesinin de arttig
saptanmigtir (Sekil 4.2). Hem mikroniikleus frekansinin hem de mikroniikleuslu

biniikleer hiicre yiizdesinin 24 saatlik muamele siiresinde doza bagli olarak arttig

22



4. BULGULAR ve TARTISMA Havva BUGDA

saptanirken (sirasiyla r=0,999, p=0,023 ve r=0,998, p=0,039), 48 saatlik muamele

stiresinde doz etki iligkisi saptanamamustir (Sekil 4.3).

Cizelge 4.2 Degisik dozlarda Pyriproxyfen ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde mikroniikleuslu bintikleer hiicre yiizdesi

Test Siire Konsantrasyon Mikroniikleus Mikroniikleus’lu
maddesi  (saat) (ng/ml) sayist (%)+SE biniikleer hiicre (%) =SE
Kontrol - - 0,232+0,06 0,200+0,04
MMC 24 0.2 3,000+0,10 2,637+0,11
PPX 24 0,5 0,525+0,04 ** 0,500+0,07 *
9 24 1 0,882+0,04 ***  0,810+0,06 **
“ 24 2 1,500+0,14 ** 1,300+0,07 **
MMC 48 0.2 8,952+0,81 7,687+0,85
PPX 48 0,5 1,532+0,08 ***  1,432+0,06 ***
« 48 1 1,832+0,08 ***  1,700+0,07 ***
« 48 2 1,667+0,12 ***  1,532+0,14 **

Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001

=
o
J

W 24 saat

M 48 saat

Mikroniikleus Sayisi (%)
O R N W M U1 O N 00 O

| n | | I

Kontrol MMCO,2 0,5 1 2
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.2 Pyriproxyfen ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
MN yiizdesi
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Sekil 4.3 Pyriproxyfen ile 24 saat muamele edilen insan lenfositlerinde mikroniikleus
(A) ve mikroniikleuslu biniikleer hiicre (B) oraninin doz etki iliskisi
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PPX insektisidinin insan periferal lenfositlerinde sitotoksik etkisi Cizelge 4.3 ve
Sekil 4.4’te verilmistir. PPX tiim dozlarda ve muamele siirelerinde mitotik indeksi
kontrola nazaran diisiirmiis fakat bu etki istatistiksel bakimdan anlamh
bulunamamustir. Hatta 48 saatlik PPX muamelesinde MI doza bagli olarak diismiis
fakat istatiksel bakimindan 6nemli bulunamamistir (r=0,981, p=0,12). Halbuki, PPX
tim dozlarda ve hem 24 hem de 48 saatlik muamele siirelerinde niikleer boliime
indeksini istatistiksel bakimindan anlamli derecede diistirmiistiir. Fakat her ne kadar
hem 24 saatlik hem de 48 saatlik muamele siirelerinde niikleer bdliime indeksindeki
diisiis doza bagl olarak azalsa da istatistiksel bakimindan 6nemsiz bulunmustur

(swrastyla r=-0,956, p=0,19 ve r=-0,771, p=0,43).

Cizelge 4.3 Degisik dozlarda Pyriproxyfen ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde MI ve NBI frekanslari

Test Stire Konsantrasyon ;

maddesi  (saat) (ng/ml) M oF

Kontrol - - 4,065+0,53 1,430+0,009

MMC 24 0.2 2,240+0,26 1,108+0,007

PPX 24 05 3,045+0,48 1,327+0,017 **
« 24 1 2,840+0,35 1,236+0,010 ***
« 24 2 3,090+0,97 1,174+0,004 ***

MMC 48 0.2 0,347+0,19 1,031+0,000

PPX 48 05 3,302+0,41 1,259+0,007 ***
« 48 1 3,045+0,42 1,223+0,014 ***
“ 48 2 2,792+0,50 1,222+0,003 ***

Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001
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Sekil 4.4 Pyriproxyfen ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
MI (A) ve NBI (B) yiizdeleri

Calismamizda metod olarak in vitro kromozom anormalligi ile mikroniikleus
metodlar1 materyal olarak da insan periferal lenfositleri kullanilmistir. Bu yontemler
ksenobiyotik olarak adlandirilan kimyasal maddelerin kromozom say1 ve yapi
anormalliklerini saptamamiza yaramaktadir. CA ve MN metodlar1 olarak tanimlanan
bu yontemlerde fragment, translokasyon, kardes kromatid birlesmesi, delesyon gibi
her tiirlii yapisal kromozomal anormallikler ile aneuploidi veya poliploidi gibi sayisal
anormallikler saptanabilmektedir [28, 61-64]. Aymi yontemler ksenobiyotiklerin

sitotoksik etkilerini de saptayabilmektedir.
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Calismamizda PPX’in insan periferal lenfositlerinde hem CA yiizdesini hem
de mikroniikleus frekansini indiikledigi saptanmistir. Kromozom yap1 anormallikleri
klastojen denilen kimyasallarin DNA molekiiliindeki seker fosfat omurgasini
olusturan fosfodiester baglarini koparmasi yoluyla meydana gelmektedir. Bunun
sonucunda CA ve MN frekanslar1 yiikselir. Say1 anormallikleri ise aneujenlerin ig
zehiri gibi davranarak mitotik ig ipliklerinin olusumundan sorumlu olan
mikrotiibiillerin ~ organizasyonunu engelleme yoluyla sayisal kromozomal
anormalliklere neden olmaktadir. Calismamizda PPX klastojenik etki olusturarak
kromozom yap1 anormalliklerine neden olmus fakat aneujenik etki gostermeyerek
sayisal kromozomal anormalliklerin olusumuna neden olmamustir.

Farkl1 hiicre ve dokularda olsa bile CA olusum mekanizmasi benzerdir. Ayrica
hiicrelerdeki yiiksek CA oran1t DNA’daki zincir kiriklarin yanlis onarilmasindan da
kaynaklanabilmektedir [23]. Yiiksek CA frekanslarinin kansere egilimli dokulardaki
anormallik seviyesinin gostergesi olmasi nedeniyle kanser riskinin de gostergesi
olarak kabul edilmektedir [19-22]. Bu yonden bakildiginda hiicrelerdeki kromozomal
anormallik seviyesinin en biiyiik etkisi kanserlesme olarak sdylenebilir.

Yiiksek MN frekanslarinin da kansere neden olabilecegi sdylenebilir. Ciinkii
kanser hastalarinin periferal lenfositlerinde MN oraninin yiiksek oldugu ve bu oranin
kanserlesen hedef hiicrelerdeki MN frekansi kadar oldugu saptanmistir [29-31].
Uluslararas1 yapilan bir ¢aligmada MN frekansi ile kanser arasindaki iliski agikca
gosterilmistir [32].

Larvasidal etkili insektisit olarak yeni kullanima sunulan PPX ile ilgili
genotoksisite ¢caligmalar sinirlt sayidadir. PPX’in genotoksik etkisi ile ilgili ¢alismay1
Alves ve ark. [42] yapmislardir. Arastiricilar PPX’in Allium cepa kok ucu hiicrelerinde
kromozomal hasarlara neden oldugunu bildirmislerdir. PPX ayrica tavuk (Gallus
domesticus) embriyolarinda beyin gelisimini engellemis, DNA ¢ift iplik kiriklarini ve
apoptozisi indiiklemistir [43]. Baska bir ¢calismada PPX’in zebra baligi (Danio rerio)
embriyolarinda diisiik dozlarda genotoksik olmadig: fakat 1.66 pg/mL dozunda DNA
hasarlarina neden oldugu ve apoptozisi indiikledigi saptanmistir [41]. Bu raporlar

bizim bu ¢alismadan elde edilen sonuglarimizi desteklemektedir.
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Kimyasallar iki farkli sekilde mitoz bolinmeyi inhibe ederek sitotoksik etki
gosterebilirler. Ya hiicrede enerji iireten mitokondri gibi organellerin fonksiyonlarini
baski altina alarak ATP tiretimini azaltmalar1 yoluyla [65, 66] ya da yiiksek oranda
kromozomal  hasarlar  olusturmalart  yoluyla  [67-69]  sitotoksik  etki
gosterebilmektedirler. Ciinkii bazi ksenobiyotiklerin DNA kiriklarina neden olmalari
dolayisiyla sitotoksik etkili olduklari rapor edilmistir [70, 71]. Yiiksek CA orani
hiicrelerin mitotik seleksiyona ugramasina ve mitoz dongiisiinden atilmasina neden
olabilmektedir [11, 72]. Bu ¢calismada PPX klastogenik etkisi nedeniyle yiiksek oranda
kromozom ve kromatid kiriklarina neden olmustur. Muhtemelen test maddesi
sitotoksik etkisini bu yolla gostermistir.

Zebra baliklarinda PPX’nin on alti metaboliti tanimlanmistir [73].
Metabolitlerle ilgili yapilan toksikolojik calismalarda hidroksilasyon metaboliti olan

'“OH-pyriproxyfen’in pyriproxyfen’den ve ayrica (-)-Pyriproxyfen’nin ise rac- ve
(+)-pyriproxyfen'den 2 kat daha fazla toksik oldugu rapor edilmistir. PPX ve
hidroksillenmis metabolitleri toksikolojik olarak antagonistik etkiler gostermektedir.
PPX ve metabolitlerinin ayrica CAT ve SOD aktivitesini inhibe ederek ve MDA'y1
artirarak oksidatif stres hasar1 gostermislerdir [73]. Ayni1 sonug rat hepatositleri igin de
rapor edilmistir [45]. Bu veriler PPX’in in vivo ortamda daha biiyiik risk i¢cerdigini de
gostermektedir.

PPX suda hizla fotodegredasyona ugrar. Organik maddenin yoklugunda,
ozellikle yiiksek sicaklik ve giines 15181 ile aerobik su ortamindaki kaliciligi da
smirlidir [35]. Fakat PPX’in toprakta fotodegredasyon hizi yavastir [74]. Topraga
yiiksek afinite ile tutunmaktadir. Bitkilerde PPX translaminar (yapragin bir yiiziinden
diger yiizline ulasabilien ilaglar) bir insektisid gibi davranarak etkisini gosterir.
Bitkilerde yar1 omrii ise 1-3 hafta arasindadir. PPX’in biyodegredasyonu analiz
edildiginde, suda pargalanma hizinin hizli olmasi olumlu olarak karsilansa da toprakta
uzun siire kalmasi bitkiler yoluyla besin zincirine siirekli katilimin1 saglayacaktir.
Ozellikle bitkilerde 3 haftaya kadar varhigm devam ettirmesi olumsuz olarak
distintilmelidir. Ciinkii, PPX jiivenil hormon aktivitesini taklit ederek endokrin sistemi
tizerindeki olumsuz etkileri diisiiniildiiglinde insan embriyolarinda da ayni etkiyi

yapabilecegi unutulmamalidir.
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5. SONUC ve ONERILER

Pyriproxyfen (PPX) tarimda bocek larvalarini 6ldiirmek amaciyla kullanilan
larvisidal etkili bir insektisittir. PPX gibi pestisidlerin tarimda yaygmn kullanilmasi
dolayistyla besin zinciri yoluyla suya, topraga, bitkilere ve tiim hayvanlara
gecebilecegi, 6zellikle gocuklarin bu kimyasallar i¢in potansiyel bir hedef olduklari
bir gergektir. PPX juvenil bir hormon analogudur ve bocek biiylime diizenleyicisidir.
Larvalarin yetigkinlige doniismesini engelleyerek bodceklerin iiremesini bloke
etmektedir. Evrimsel siirecte tiim canlilarin benzer metabolik islevlere sahip olduklari
géz Oniine alindiginda diizenleyici hormon olarak yetiskin ve cocuklarda risk
olusturabilmektedir.

Bununla birlikte pestisidlerin tarim zararlilarini  yok etme amaciyla
kullanilmalar1 yaninda, bunlarin insan genomunda mutasyonlara sebep olup
olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi da son derece onemlidir. Ciinkii genetik hasarlar
basta kanser olmak {izere bir¢ok saglik sorununa neden olabilmektedirler.

Fakat genotoksisite ¢alismalarinda kullanilan in vitro ve in vivo genotoksisite ve
sitotoksisite testlerinin hig birisi tek basina yeterli degildir [75]. Bu ¢alisma, PPX’in in
vitro insan lenfositlerinde genotoksik ve sitotoksik etkisiyle ilgili ilk ¢alismadir. Bu
calismanin sonuglarina gére PPX genotoksik ve sitotoksik etkilidir. Fakat nihai sonug
i¢in kimyasalin in vivo rat kemik iligi hiicrelerinde genotoksik etkilerinin incelenmesi
ile beraber bakteriyel reversiyon testlerinin de yapilmasi gerekmektedir. Bu testlerin
sonuglarina gére PPX’in genotoksisitesi hakkinda karar verilmesi gerekir.

Fakat asla unutulmamali ki, genotoksik etkili kimyasallarin saptanmasi,
kullanimlarinin engellenmesi ve risk icermeyen alternatif kimyasallarin gelistirilmesi

hem bizim sagligimiz ve hem de gelecek nesillerin saglig1 icin son derece 6nemlidir.
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