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Neonikotinoidler ile insan Lenfositlerinde Genotoksisitenin Uyarilmasi
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Ozet: Bu calismada, neonikotinoid grubu insektisitlerden imidakloprid (IMi) ve asetamiprid (ASE)’in
genotoksik etkileri insane peripheral lenfosit hiicrelerinde Kardes Kromatid Degisim Testi (KKD) ile
arastirtlmistir. Bu maddelerin olas1 genotoksik etkilerinin giderilebilmesi i¢in de Portulaca oleracea L.
(Semizotu) bitkisine ait su ve methanol ekstreleri kullanilmistir. Insektisitlere ait genotoksisitenin belirlenmesi
amaciyla kiiltiir ortamina farkli konsantrasyonlarda IMI (50, 100, 250 ve 500 ppm) ve ASE (25, 50, 100 ve
250 ppm) insektisitleri ilave edilmistir.Yapilan incelemeler sonucu, her iki insektisitin artan konsantrasyonuna
bagli olarak tim uygulama gruplarinda KKD frekansinda artis gozlenmistir (P<0,05). Ancak semizotu
bitkisinin su (POs) ve methanol (POmet) ekstreleri, insektisitlerin en yiiksek uygulama gruplar1 (IMi:500ppm
ve ASE:250ppm) ile birlikte (1:1/v:v) uygulandigi zaman KKD frekansinin azaldigi ve bunun da istatistiksel
olarak 6nemli oldugu bulunmustur (P<0,05). Elde edilen bu bulgulara gore kardes kromatit degisiminde
gozlenen artis, genetik materyalde olusan hasarin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir. Ayrica POme Ve
POy, ile bu hasarlarin azaltilmasi da semizotunun antigenotoksik bir ajan olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: imidakloprid, Asetamiprid, Semizotu, Portulaca oleracea L., Kardes Kromatid Degisim
Testi

Induced Genotoxicity in Human Lymphocytes by Neonicotinoids

Abstract: In this study, genotoxic effects of imidacloprid (IMI) and acetamiprid (ASE) from neonicotinoid
group insecticides were investigated in the human peripheral lymphocyte cells with the Sister Chromatid
Exchange Test (SCE). Water and methanol extracts of Portulaca oleracea L. (Purslane) plant were used to
eliminate the possible genotoxic effects of these substances. IMI (50, 100, 250 and 500 ppm) and ACE (25,
50, 100 and 250 ppm) insecticides were added to the culture medium at different concentrations in order to
determine the genotoxicity of the insecticides. As a result, an increase in SCE frequency depending on the
increased concentration was observed in all treatment groups of both insecticides (P<0,05). However, when
the water (POwy) and methanol (POmet) extracts of the purslane plant were applied together with the highest
application groups of insecticides (IMI: 500 ppm and ASE: 250 ppm) (1:1/v:v), the frequency of SCE
decreased and found to be statistically significant (P<0,05). According to these findings, the increase in sister
chromatite exchange was considered as a sign of damage to the genetic material. In addition, the reduction of
these damages with POy and POnme also indicated that the purslane may be an antigenotoxic agent.
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1. GIRiS

Giliniimiiziin en 6nemli sorunlarindan birisi hizl
niifus artigidir. Tiirkiye Istatistik Kurumu
verilerine gore,1927°de 2 milyar olan diinya
niifusu giinlimiizde 7 milyarn gecgerken, yine
aynt yilda yaklasitk 13 milyon olan iilke
nifusumuz 2016 yili sonu itibariyle 79
milyondan fazladir [1]. Hizli niifus artistyla
beraber gida ihtiyact da aym oranda
artmaktadir. Ancak diinyada tarima ayrilan
alan, 1950’den giinlimiize kadar 1,5 milyar
hektar olarak sabit kalmigtir. Tarimsal alanlarin
ve hayvansal iretimin kisitli olusu da artan
niifusun besin ihtiyacini karsilamada yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle tarimda birim alandan
elde edilebilecek verimi artirmak i¢in yeni tarim
tekniklerinin gelistirilmesi ve uygulanmasina
gereksinim  duyulmustur  [2].  Geleneksel
tarrmdan  modern tarima  gegis, iirlin
verimliligini artirmig, ancak bu tekniklerin ve
sulu tarimin yayginlasmasi bitki hastaliklar1 ve
zararhlarmin  salgin  haline
agmistir [3]. Bu tiir
asabilmek icin de hala ilk ve en etkili yontem
olarak akla gelen tarimda zararli hayvanlara,
yabanci otlara ve hastaliklara karsi pestisit
kullanimidir.  Pestisit,
engellemek, kontrol

gelmesine yol
olumsuz durumlar

zararli organizmalari
altma almak ya da
zararlarini azaltmak i¢in kullanilan madde ya da
maddelerden olusan karigimlardir.  Pestisit,
kimyasal bir madde, virlis ya da bakteri gibi
biyolojik bir ajan, antimikrobik, dezenfektan ya
da herhangi bir arag olabilir. Farkli alt gruplan
ile farkli tlirlere 6zgli olarak kullanilan bu
maddeler birgok i¢ ve dis parazite karsi,
hayvansal iiretim siirecinde ve halk sagligim
korumak igin karasinek, sivrisinek ve ev
boceklerine karsi da en etkili yontem olarak
bildirilmektedir [4]. Pestisitlerin bir alt grubu
olan insektisitler (bocek ilaci), tarimsal
iiretimde, depolarda ve
boceklerin dldiiriilmesi ya da c¢ogalmalarinin
durdurulmasi amaciyla kullanilan kimyasal
bilesiklerdir. Bunlar bdceklerin  dogrudan
yumurtalar1 (ovisidal), larvalar1 (larvisidal) ve

evlerde zararhi

erginleri (adultisidal) iizerinde etkili olup

yaygm kullanim alanina sahiptir.

Insektisitler igerdikleri organik bilesiklere gore,
organoklorlular, organofosfatlar, karbamatlar,
piretroidler ~ ve  neonikotinoidler  olarak
siiflandirilmaktadir. Neonikotinoidler, tiitiin
bitkisinin bir {iriinii olan nikotinin kimyasal
yapist  baz  alimarak  iretilen  sentetik
insektisitlerdir. Ancak 1970°1i yillardan itibaren
stk kullanima bagli olarak insektisitlere karsi
zararlilarda  direng gelistigi  gdzlenmistir.
Neonikotinoidler, farkli etki mekanizmalari ile
direng gelistiren birgok Onemli zararlinin
kontrol edilmesinde etkili olmus ve bu
nedenle2008’de diinya insektisit piyasasinda
%24 oraninda pazar payi bulmustur [5]. Bu
calismada kullanilan neonikotinoid grubundan
ve sistemik etkili imidakloprid (IMI) ve
asetamiprid (ASE), oOzellikle 1s18a dayanikli
olmalarindan dolay1 diinyada ve iilkemizde en
cok kullanilan insektisitler arasinda yer
almaktadir [6]. Ulkemizde de pamuk, meyve,
sebze, tiitlin, antepfistigi, turunggiller ve liziim
baglarinda bulunan c¢esitli zararlilara karsi
ruhsath olarak yaygin bicimde kullanilmaktadir

[7].

Daha once yapilan bazi ¢aligmalarda Ornegin;
Helicoverpa zea (misir kurdu)’da ovisidal etkili
oldugu belirlenen ASE ve IMi’nin Eisenia
fetida (toprak solucani)’da sperm anormalligine
[8-10], IMI’ye maruz kalan tarim iscilerinde de
mikroniikleus (MN) ve kardes kromatit
degisimi (KKD) frekansinda artisa neden
oldugu belirlenmistir [11]. Yavuz Kocaman
[12]’a gore, farkli dozlarda ASE de tipki IMi
gibi insan periferal lenfosit hiicrelerinde MN ve
KKD frekansim1 6nemli derecede artirmaktadir.
Yine IMI uygulamasindan sonra Rana
limnocharis ve R. n. hallowell’in iribaslarinda
da MN frekansinin arttig1 ayrica Comet analizi
insektisitin  DNA hasari
getirdigi de gézlenmistir [13].

ile bu meydana

Ancak Plazar et al. [14] tarafindan bitkisel
kaynakli dogal bilesiklerin oksidatif stresin
neden oldugu genotoksisiteye karsi koruyucu
bir aktivite sergiledigi gosterilmistir. Yine farkli
fitokimyasallar iceren meyve ve sebzeler,
antimikrobiyal, antioksidan, antimutajen ve
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antikanserojenik  etki  gosterebilirler [15].
Ayrica cesitli bitki ekstraktlar1 kullanilarak,

genotoksik  ajanlarin  canlilar  {izerinde
olusturmus oldugu hasarlarin  giderilmesi
lizerine c¢aligmalar da yapilmaktadir. Bu

bitkilerden semizotunun (Portulaca oleracea
L.) geleneksel ya da yoresel lezzet kaynagi
olarak kullaniminin yani sira tibbi bitki olarak
kullanim1 da olduk¢a yaygindir. Semizotu,
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan en gok
kullanilan tibbi bitki olarak listelemis ve
“kiiresel anlamda her derde deva” olarak
tanimlanmustir [16].

Bu calismada IMI ve ASE insektisitlerinin olasi
genotoksik etkilerine karst halk arasinda
siklikla kullanilan semizotu bitkisine ait
metanol ve su ekstraktlarinin antigenotoksik
potansiyelinin belirlenmesi amaglanmaistir.

2. GEREC ve YONTEM
2.1. insektisitler

Sigma-Aldrich ~ sirketinden temin  edilen
insektisitler (IMI i¢in CAS numarasi: 13826-
41-3 ve ASE i¢in CAS numarasi: 135410-20-7)
KKD testinde kullanilmak  tlizere %2
dimetilsiilfoksit (DMSO)’de  ¢Oziilmiistiir.
IMI'nin 500 ppm, ASE’nin ise 250 ppm stok
cozeltileri hazirlanarak uygulama dozlar1t bu
stoklardan seyreltilerek kullanilmugtir.
Insektisitlerin yarilanma &miirlerine gére stok
cozeltiler belirli araliklarla yenilenmis ve taze
hazirlanan ¢ozeltiler ile deneyler
tekrarlanmistir.

2.2. In vitro Kardes Kromatid Degisim
(KKD) Testi icin Dondr Secimi ve Kan
Orneklerinin Ahnmasi

in vitro kisa siireli test
KKD testi
Uygulama i¢in sigara ve alkol kullanmayan,
yakin zamanda enfeksiyon gegirmemis, X 1sin1
gibi herhangi bir fiziksel ajana maruz
kalmamis, 23-25 yaslarinda saghikli 3 farkh

dondrden periferik kan alinmustir.

Bu c¢alismada

tekniklerinden kullanilmustir.

2.3. KKD Testinde Kullamlan Kimyasal
Maddeler

KKD testi i¢in Evans [17] ve Perry and
Thomson [18]’un metotlart modifiye edilmistir.
Bu amagla, periferik kan kiiltiiri yonteminde
kromozom medyumu (CAS no:12557013 Life
tech), kolsisin (CAS n0:15210040 Life tech),
preparatlarin boyanmasi i¢in de giemsa (CAS
no:M109204.0500 Merck) ve hoechst 33258
boyast (CAS no: B2261-1G  Sigma)
kullanilmustir.

24. Semizotu (Portulaca oleracea L.)
Bitkisinin Toplanmasi

Antigenotoksik ajan olarak kullanilmak tizere
belirlenen semizotu bitkisi, Adiyaman ili
bagli Hasancik  kdoyi
civarindan, 600-900 metre yiikseklikten
toplanmigtir. Dogal ortamindan ¢i¢eklenme
déneminde ve tarima uzak arazilerden toplanan
ornekler, Dog. Dr. Meryem Sengiil Koseoglu
(Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii) tarafindan teshis edilmistir. Toplanan
bu bitkinin govde, yaprak, gicek gibi toprak

merkez  ilgesine

istii organlarmin tamami giines gérmeyen
golge ortamda, oda sicakliginda (22-24°C)
kurutulmustur.

2.5. Semizotu Metanol (POmet) Ekstraktinin
Hazirlanmasi

Kurutulup o6giitiilmiis 100g semizotu,150mL
metanol ile 24 saat oda
bekletildikten stiziilmiis ve 50°C
sicaklikta ekstraktorii ile
yogunlastirilmistir. Bu islemler sonucu 6,8g
semizotu metanol ekstrakti  (POme) elde
edilmistir. POmet %1°lik DMSO’da ¢6ziilerek
uygulama gruplarinda kullanilmstir.

sicakliginda
sonra
soxhlet

2.6. Semizotu Su Ekstraktinin

Hazirlanmasi

(POsu)

Kurutulup 6giitiilmiis 100g semizotu {izerine
60-80°C sicaklikta 300 mL saf su dokiiliip oda
(22-24°C)  gelinceye  kadar
bekletilmigtir.  Soguyan  karisim  silizgeg
kagidindan gecirilerek sulu bitki ¢ozeltisi elde

sicakligia
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edilmis ve bu ¢6zelti -18°C’de dondurulmustur.
Dondurulmus ¢dzeltideki su, liyofilizator ile
uzaklastirilmis ve boylece semizotu su ekstrakti
(POx) elde edilmistir. Bu ekstrakt -18°C’de
saklanmig, kullanilacagi zaman distile suda
coziilerek besiyerine katilmistir.

2.7. In vitro Kardes Kromatid Degisimi
(KKD) Testi icin Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

KKD testi i¢in, periferik kan kullanilarak hiicre
kiiltiirleri ve preparatlar hazirlanmistir [17-18].
Bu amagla stok kiiltiir sisesinden, deneylerin
yapilacag kiiltiir tiiplerine steril sartlarda 5 mL
kromozom medyum konulup 37°C’de etiivde
bekletilmistir. 37°C’deki kiiltiirlere 0,5 mL
heparinize kan ve son konsantrasyonu 10* M
olacak kadar BrdU (5-bromo-2-
deoksitiridin=timin bazi analogu) eklenmistir.
Tiim maddeler tiip iginde iyice karigtirilarak
etraflar1 151k gdrmeyecek sekilde aliiminyum
folyo ile sarthp 37+1°C’lik etiivde 72 saat
inkiibasyona birakilmistir. Kardes kromatidler
iizerindeki etkilerini incelemek amaciyla her
insektisit her uygulama konsantrasyonu igin
dilie edilerek 24.saatte kiiltiir tiiplerine 0,25
mL olmak iizere ayr1 ayri eklenmistir.
Insektisitlerin ~ uygulama  konsantrasyonlari
yapilan 6n denemeler ile IMI igin 50, 100, 250
ve 500 ppm, ASE igin de 25, 50, 100 ve 250
ppm olarak belirlenmistir.

Bu c¢alismada insektisit uygulama gruplan
disinda ayrica hem negatif hem de pozitif
kontrol gruplar1 hazirlanmistir. Negatif kontrol
gruplart
¢oziiclisii olan DMSO, pozitif kontrol grubu
olarak da mutajenik etkisi iyi bilinen etil
metansiilfonat (EMS) kullanilmustir.

icin distile su ve insektisitlerin

Antigenotoksisite
insektisitlerin en yiiksek uygulama grubuna
POmet V& POy (1:1 v/v) ayr1 ayr1 uygulanarak

caligmasinda ise  tiim

ikinci bir deney diizenegi hazirlanmigtir. Kiiltiir
tiiplerine eklenen insektisitler, POmet, POsy,
distile su, DMSO, EMS ve BrdU gibi kimyasal
maddelerin tiimii kontaminasyonu dnlemek i¢in
membran filtreden gegirilerek steril edilmistir.

Inkiibasyonun baslangicindan 70 saat sonra her
tipe son konsantrasyonu 0,5 pg/mL olacak
kadar  kolsisin  eklenmis  ve  hafifce
calkalanmugtir. Tiipler tekrar 37+1°C’de etiive
konularak 2 saat daha bekletilmistir. 72 saatin
sonunda etiivden ¢ikarilan tiipler sirasiyla
potasyum  kloriirle  hazirlanan  hipotonik
soliisyondan ve 3:1 oraninda metanol:asetik asit
ile hazirlanan tespit cozeltisinden gecirilerek
yayma  preparatlar  yapilmistir.  Yayma
preparatlar Rooney and Czepulkowski [19]’nin
fluoresan-giemsa metoduna gore boyanmis ve
tizerlerine  entellan damlatilip  lamellerle
kapatilarak kalic1 hale getirilmistir. Hazirlanmis
olan daimi preparatlar, 151k mikroskobunda
immersiyon objektifi ile incelenmistir (10x100).
KKD sayist, her donériin kan kiiltliriine ait
preparatlardan, ikinci mitozu gegiren 25
metafaz  plaginda  saptanmigtir.  Ayrica
insektisitlerin replikasyon iizerindeki etkilerini
saptamak amaci ile replikasyon indeksi de (RI)
hesaplanmustir.

2.8. istatistiksel Analiz

Calismalardan elde edilen KKD ve Ri
degerleriyle ilgili istatistiksel analizler igin,
SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) 13.0 programi kullanilmigstir. Kontrol
gruplar1 ve uygulama gruplarina ait elde edilen
verilerin karsilagtirilmasi i¢in tek degiskenli
varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testi
uygulanmustir.

3. ARASTIRMA BULGULARI

iMI ve ASE
gruplarina ait kardes kromatid degisimleri
mikroskobik olarak gozlenmis (Sekil 1) ve

icin olusturulan uygulama

onlara ait KKD degerleri, negatif ve pozitif
kontrol gruplar ile karsilastirilmistir. Distile su
ve DMSO igin ortalama KKD degerleri
sirastyla  3,60+0,02, 3,70+0,01 olup her iki
kontrol grubu arasindaki fark istatistiki olarak
onemsizdir (P>0,05). EMS i¢in ise bu deger
32,61+0,01°dir ve negatif kontrol grubu olan
distile su ile arasindaki fark P<0,05 diizeyinde
onemli bulunmustur (Cizelge 1). Distile su,
DMSO ve EMS igin hesaplanan Ri degerleri ise
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sirastyla 2,4140,03, 2,24+0,07 ve 2,014+0,07 dir
(Cizelge 1). Bu sonuglara gore, Ri degerleri
bakimindan distile
arasindaki fark

T

o

su ve DMSO kontrol

gruplart istatistiki  olarak

onemsiz iken (P>0,05) her iki negatif kontrol ve
EMS pozitif kontrol gruplart arasindaki fark
P<0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Sekil 1. /n vitro kan kiiltiiriinde ikinci mitozu geciren metafaz plagi ve KKD’ler (10X100).

IMI uygulanmasi sonucu elde edilen ortalama
KKD degerleri ise 50, 100, 250 ve 500 ppm i¢in
sirastyla 4,43+0,01; 4,68+0,01; 5,92+0,01 ve
7,1240,01 olarak tespit edilmistir (Cizelge 1).
Tiim IMI uygulamalarina ait sonuglar, DMSO
sonuglar ile

kontrol grubuna ait

P<0,05
Onemli

karsilastirildiginda  aradaki  fark

diizeyinde istatistiksel olarak
bulunmustur. Bu uygulama gruplarina ait Ri
degerleri de sirasiyla 1,95+0,04; 1,88+0,07;
2,01+£0,08; 1,99+0,03 olarak hesaplanmistir

(Cizelge 1).

Cizelge 1. IMI uygulama gruplarina ait KKD degerleri ve istatistiki analiz sonuglar1.

Uygulama gruplari KKD/hiicre (Ortalama) Minimum ve maksimum KKD degerleri _Replikasyon indeksi
Distile su 3,60+0,02 1-11 2,41+0,03
DMSO (%2) 3,70+0,01 1-10 2,24+0,07
EMS(10mM) 32,61+0,01%* 7-51 2,01£0,07
50 4,43+0,01* 1-12 1,95+0,04
iMi (ppm) 100 4,68+0,01* 1-12 1,88+0,07
250 5,92+0,01* 1-11 2,01+0,08
500 7,1240,01* 3-17 1,99+0,03

*DMSO’ya gore 0,05 diizeyinde 6nemli

belirlemek
amaciyla kullandigimiz ikinci insektisit olan
ASE’nin 25, 50, 100 ve 250 ppm uygulamasi
sonucu elde edilen ortalama KKD degerleri
sirastyla 3,92+0,03; 5,80+0,01; 6,14+0,004 ve

Calisgmamizda  genotoksisitesini

6,73+0,01 olarak bulunmustur (Cizelge 2).
Cizelge 2’de de goriildiigii gibi tiim uygulama
gruplarindan elde edilen DMSO
kontrol grubu ile karsilastirildig1 zaman aradaki
fark P<0,05 diizeyinde Onemlidir. ASE

sonuglar,
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uygulama gruplar1 icin RI degerleri de sirasiyla
1,93+0,02;1,98+0,03;2,18+0,04;1,83+0,06
olarak hesaplanmistir ve bu degerlerin doz artigi

ile birlikte hem negatif ve hem de pozitif
kontrol gruplarina gore gosterdigi
gozlenmistir (Cizelge 2).

diisiis

Cizelge 2. ASE uygulama gruplarina ait KKD degerleri ve istatistiki analiz sonuglari.

Uygulama gruplari KKD/hiicre (Ortalama) Minimum ve maksimum KKD degerleri Replikasyon indeksi
Distile su 3,60-+0,02 1-11 2,41£0,03
DMSO(%2) 3,70+0,01 1-10 2,24+0,07
EMS(10mM) 32,61+0,01* 7-51 2,01+0,07
25 3,92+0,03* 2-9 1,93+0,02
ASE (ppm) 50 5,80+0,01* 1-16 1,98+0,03
100 6,14+0,04* 1-11 2,18+0,04
250 6,73£0,01* 3-14 1,83+0,06

*DMSO’ya gore 0,05 diizeyinde 6nemli
3.1. Insektisit+POme/POsy uygulamasi sonucu bulunmustur  (P<0,05).  IMI+POmet Ve

elde edilen KKD bulgular

500 ppm IMI igin 7,12+0,01 ve 250 ppm ASE
icin 6,7340,01 olan KKD degerleri (Cizelge 1
ve Cizelge 2), IMI+POmet Ve ASE+POnpet igin
sirastyla  3,88+0,04 ve 3,86+0,05 olarak
hesaplanmustir (Cizelge 3). IMI/ASE+POnet icin
hesaplanan bu degerler, her insektisitin en
yiiksek uygulama grubuna ait KKD degerleri ile
karsilagtirildiginda, KKD/hiicre oranlarindaki

diisiis  antigenotoksisite acisindan  O6nemli

ASE+POmet uygulama gruplart igin ayrica Ri
degerleri de sirasiyla 1,98+0,05 ve 2,04+0,08
olarak hesaplanmistir. 500 ppm IMI icin
1,99+0,03 olan RI degeri ile IMI+POnme icin
bulunan 1,98+0,05 Ri degeri arasinda istatistiki
olarak herhangi bir fark bulunmazken, 250 ppm

ASE’de  1,83+0,06 olan Ri  degeri,
ASE+POnet’de 2,04+0,08’e ylikselmistir
(Cizelge 3).

Cizelge 3. IMI/ASE+POnmet i¢in KKD degerleri ve istatistiksel analizleri

Uygulama gruplar1 KKD/hiicre (Ortalama) Minimum ve maksimum KKD degerleri Replikasyon indeksi
IMi(500ppm) 7,12+0,01 3-17 1,99+0,03
IMIi+POmet (1:1) 3,88+0,04* 1-11 1,98+0,05
ASE(250ppm) 6,73£0,01 3-14 1,83+0,06
ASE+POmet (1:1) 3,86+0,05* 1-12 2,04+0,08

*kendi insektisit grubuna gore dnemli.

Semizotu bitkisinin antigenotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in bir diger deney grubu POg
ekstrakt1 ile olusturulmustur. Bu ekstrakt IMi
ve ASE ile birlikte uygulandigi zaman elde
edilen KKD/hiicre IMI+POs, Ve
ASE+PQOg, i¢in 3,86+0,06 ve
3,81+0,04 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar

oranlari
sirastyla

kendi insektisit gruplariyla karsilastirildiginda
KKD oranlarinda go6zlenen gerileme P<0,05
diizeyinde nemli bulunmustur. Ri degerleri ise

IMI+POsy ve ASE+POy icin  sirasiyla
1,95+0,05; 1,95+0,06 olarak hesaplanmistir
(Cizelge 4). Cizelge 4 incelendigi zaman, IMI
(500ppm) ve IMIi+POy, arasinda RI degerleri
bakimindan herhangi bir fark goézlenmezken,
ASE (250ppm) i¢in 1,83+£0,06 olan indeks
ASE+PQOg, uygulama grubunda 1,95+0,06’ya
yiikselmistir. Ancak her iki uygulama grubunun
replikasyon  indeksindeki  bu
istatistiki  olarak

degisimler

onemli  bulunmamugtir.

Cizelge 4. IMI/ASE+POs igin KKD degerleri ve istatistiksel analizleri.

Uygulama gruplar1  KKD/hiicre (Ortalama) Minimum ve maksimum KKD degerleri  Replikasyon indeksi
IMi(500ppm) 7,1240,01 3-17 1,99+0,03
IMi+POs, (1:1) 3,86+0,06* 1-11 1,95+0,05
ASE(250ppm) 6,73+0,01 3-14 1,83+0,06
ASE+POsu (1:1) 3,81+0,04* 1-11 1,95+0,06

*kendi insektisit grubuna gore 6nemli.
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4. TARTISMA ve SONUC

Tarih boyunca, tarimsal savagimda kullanilan
insektisitlere karsi, zararhilar direng
gelistirmiglerdir. Bu direng, bitkisel kdkenli,
spesifik ve yeni nesil sentetik insektisitlerin
gelistirilmesine neden olmustur. IMI ve ASE
neonikotinoidleri son 30 yil i¢inde itilkemizde
ve dinyada siklikla kullanilan  sistemik
insektisitler ~ olarak  hedef  organizmaya
Ozgidiirler. Daha 6nce yapilan caligmalar ve
elde ettigimiz verilere gére IMI ve ASE, cesitli
canlilarda genotoksik etki gostermektedir. Bu
genotoksik  etkinin  olusum  mekanizmasi,
Kaymak vd. [20] gore soyledir; insektisitlerin
olusturdugu sinir ve endokrin sinyallerdeki
kesintiler, hiicre iginde Ca*? degisimine neden
olmaktadir. Bu durum oksidatif strese neden
olan nitrik oksit sentaz gibi proteolitik
enzimlerin aktivasyonuna  ve serbest
radikallerin tiretilmesinde artisa yol agmaktadir.
Sitoplazmada artan Ca*?, inaktif durumdaki

Ca*? bagmh proteazlari ve niikleazlari
aktiflestirerek sitoplazmik proteinlerin
parcalanmasina ve apoptozise Ozgii

interniikleozomal DNA kiriklarinin olusmasina
neden olmaktadir.180 baz ¢ifti ve Kkatlar
seklinde olusan kirilmalara bagli olarak
uyartlmaktadir  [21].
igerisinde ise insektisitler hiicresel bilesenlerin
elektron alma/verme gibi redoks dongiilerine
(geri dontsiimlii oksidasyon yoluyla) girerek
Reaktif Oksijen Tiirlerinin (Reactive Oxygene
Species/ROS) seviyesini artirabilirler. Hiicre
metabolizmasinda

genotoksisite Hiicre

glutatyon gibi
indirgeyicilerin  rezervlerini tiiketebilir ve
sonucta antioksidan potansiyelini azaltabilirler.
Enerji saglayan siireclere miidahale ederek
detoksifikasyon ve metabolizma igin gerekli
azaltabilir ve

degisimler

kaynaklari
siireclerdeki

temel yasamsal
(transkripsiyon ve
translasyon gibi) dolayli yoldan ROS diizeyini
artirabilir  [22]. Ayrica insektisitler, serbest
radikal olusturmakta ve ROS
enzimlerin yapisinda da degisiklik meydana
getirerek oksidatif stres olusmasina sebep
olmaktadir [23]. Hidrojen peroksit ve hidroksil

temizleyen

radikali  gibi  ROS’lar  ise  biyolojik
makromolekiillerle reaksiyona girerek enzim
inaktivasyonu ve DNA hasarina neden
olabilmektedirler ~ [24].  Oksidatif  stres
sonucunda olusan serbest radikaller, lipid
peroksidasyonuna yol acarak hiicre
membranimin gegirgenliginin bozulmasia yol
acarlar. Bu siire¢ sonucunda olusan zincirleme
reaksiyonlar ile hiicrenin organelleri igerisinde
doymamig yag asitleri, ¢esitli

yapisina giren proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler de hasar
gortirler [25]. Caligmalarimizda kullanmis
oldugumuz IMi ve ASE insektisitlerinin
genotoksisitesi KKD testi ile tespit edilmis ve
mekanizmanin oksidatif strese dayali olarak
gerceklestigi/gergeklesmis olabilecegi literatiir
bilgileri ile de desteklenmistir.

bulunan
enzimlerin

Calismanin ikinci asamasinda POme Ve POgy
ekstraktlar1 kullanilarak genotoksik etkilerin
giderilebildigi, KKD oranlarinin diigtiigii ve bu
oranlarin kontrol grubuna yaklastig
gozlenmistir (Cizelge 3,4). Sifali bitkiler,
antioksidanlar ve ROS siipiiriicii molekiillerin
potansiyel bir kaynagi olup [26], yiiksek oranda
ve ¢esitlilikte vitamin ve mineral bulundururlar.
Cesitli arastirmacilar, bu sifali bitkilerden birisi
olan  semizotunun  higbir  toksisite  ve
genotoksisite gostermedigini  [27], vitamin,
mineralve bagisiklik sistemini gliglendirdigi
bilinen Omega-3 yag asitleri, glutatyon, o-
linoleik asit, glutamik asit ve aspartik asit
bakimindan zengin oldugunu bildirmislerdir
[28]. Yine semizotu bitkisinin izoldsin, 16sin,
lisin, metiyonin, sistin, fenilalanin, tirozin,
treonin ve valin gibi bircok amino asitten
olugsan olduk¢a zengin bir kaynak oldugu da
belirtilmistir [29]. Uddin et al. [30]’a gore,
farkli semizotu tiirleri igerdikleri mineral ve
antioksidanlar ile fonksiyonel gida ve besin
destekleri (nutrasatikler) olarak da
kullanilabilirler. Ornegin Behravan et al. [31]
insan lenfosit hiicrelerinde ¢esitli oksidatif
ajanlarin neden oldugu DNA hasarlarini, Yen et
al. [32]’da kinolinin neden oldugu mutajeniteyi
ekstraktinin

semizotu su giderdigini
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bildirmislerdir. Bu ¢alismada da hem POs, hem
de  POme ekstraktinin  KKD  frekansini
diistirdiigii tespit edilmistir. Yine semizotu
bitkisi icerdigi askorbik asit ve glutatyon ile
niikleik asitlerde ve DNA’da hasara neden olan
peroksidazlar ve serbest radikalleri siipiiriirken
aynt zamanda bu radikallerin iretimlerini de
azaltir [33]. Ayrica You Guo et al. [34],
semizotunda bulunan polisakkaritlerin
stiperoksit anyonlarini, nitrik oksit ve hidroksil
radikallerini 6nemli derecede siipiirebildiklerini
ve bu polisakkaritlerin T ve B lenfositlerinin
cogalmasini da artirabildiklerini bildirmislerdir.

Benzer sekilde farkli sifali bitkiler kullanilarak
daha Once yapilan gesitli ¢aligmalarda 6rnegin,
D. melanogaster’de yapilan in vivo deneylerde
Echium amoenum (iran boraji) metanol
ekstraktinin  D. melanogaster’de EMS’nin
genotoksik etkilerini azalttigi [35], R. canina
(kusburnu)’nin DNA hasarina neden olan EMS
lizerine siplriicii etki gosterdigi [15], Panax
ginseng (Kore ginsengi)’in antirekombinojenik
etkili oldugu [36], Salvia lavandulifolia
(adagay1), Hypericum scabrum (binbirdelik
otu), Capsella bursa pastoris (¢obangantasi) ve
Teucrium orientale (mayasil otu) bitkilerinin su
ekstraktlarmin  D. melanogaster’de IMI ve
ASE’nin 6miir uzunlugunu kisaltic1 etkilerini
giderdigi [37] gozlemlenmistir ve bu ¢aligmalar
da bizim sonug¢larimizi destekler niteliktedir.
Kasimoglu and Uysal [38], sipermetrin ve
fenvelerat insektisitlerinin  insan  periferal
lenfositlerinde meydana getirdigi genotoksik
etkinin R. canina (kusburnu) su ve etanol
ekstraktlar1 ile Siddique et al. [39] ise
sipratoren asetatin genotoksik etkisinin Ocimum
sanctum (feslegen) bitkisi ile giderildigini
bildirmislerdir.

Sonu¢ olarak bu c¢alismada iilkemizde ve
diinyada son otuz yilda siklikla kullanilan
sentetik insektisitlerden IMI ve ASE’nin neden
oldugu genotoksisite in  vitro  olarak
belirlenmistir. Calismada kullanilan insektisitler
bitkisel kokenli sentetik insektisitler olup
memelilerde disiik toksisite gostermektedirler.
Ancak benzer calismalarda ve sonuc¢larimizda

da goriildiigii gibi yiiksek dozlarda ve kronik
uygulamalarda hiicrede oksidatif strese ve buna
bagli olarak DNA  hasarlarina  neden
olmaktadirlar. Calismanin ikinci kisminda ise
insektisitlerin neden oldugu oksidatif stres
kaynakli DNA hasarlar1 ve buna bagh
mutajenite, POmer Ve POs, ekstraktlariyla
giderilmistir. Bu gii¢lii etkinin semizotunun
icerdigi zengin vitamin, mineral ve antioksidan
maddelerin antigenotoksik ve antimutajenik
etkiye sahip olmasindan kaynaklandigini elde
ettigimiz bulgular ve literatiir bilgileri 1s181nda
sOyleyebiliriz.

Tesekkiir: Bu calisma, Atatiirk Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi
Baskanligi tarafindan “Bazi Insektisitlerin
Genotoksik Etkileri ve Portulaca oleracea L.
Bitkisine Ait Ekstraktlarin = Antigenotoksik
Ozelliklerinin  Belirlenmesi” isimli (BAP-
2011/112) proje olarak desteklenmistir.
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