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OZET

Yilmaz, N. Herbisit bilesik pendimetalinin olas1 genotoksik etkilerinin
incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Toksikoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2011. Pendimetalin (N-(1-
etilpropil)-3,4-dimetil-2,6-dinitro-benzenamin) dinitroanilin yapisinda, Segici herbisit
bilesiktir. Hiicre bdliinmesini ve devamliligini inhibe eder. Bitkilerin topraktan
¢tkmalarimi takiben filizlenme asamasindan hemen sonra kisa siirede Olmelerine
neden olur. Cesitli formiilasyonlarinin yaygin tarimsal kullanimi nedeniyle toprak,
yeralti ve yeryiizii sularinda ve havada kirletici olarak bulunmaktadir. Pendimetalin
iilkemizde iiretilmekte ve ithal edilmektedir. Ulkemizde ve diinyada tarim alanlarinda
yaygin kullanimi vardir. Pendimetalin, Cevre Koruma Birimi (Environmental
Protection Agency, EPA) toksisite siniflandirmasinda toksisite sinifi I1I'de yer alan az
toksik bir bilesiktir. Cevre Koruma Birimi’nin karsinojenite siniflandirmasinda grup
C (insanda muhtemel Kkarsinojenler) sinifina dahil edilen bir bilesiktir ancak
genotoksik etkileriyle ilgili sinirli bilgi bulunmaktadir. Calismamiz kapsaminda,
cesitli konsantrasyonlarda pendimetalinin olas1 genotoksik etkileri, insan lenfosit ve
Cin hamsteri over hiicrelerinde in vitro tek hiicre jel elektroforez (comet) yontemiyle
incelendi. Hiicreler, 1, 10, 100, 1000 ve 10000 uM konsantrasyonlarda pendimetalin
ile 0.5 saat 37°C'de inkiibe edildi ve DNA hasar1 pendimetalin uygulanmayan, ayni
vericiden alinan lenfositler ve CHO hiicreleri ile kiyaslandi. Pozitif kontrol olarak, 50
uM hidrojen peroksit kullanildi. Calisilan konsantrasyon aralifinda onemli hiicre
toksisitesi gozlenmedi. Pendimetalin 10, 100 ve 1000 uM konsantrasyonlarda insan
lenfositlerinde DNA hasarini 6énemli bigimde artirdi. Ayrica, CHO hiicrelerinde DNA
hasar1 1, 100, 1000 ve 10000 uM konsantrasyonlar ile énemli bigimde artarken 10
uM pendimetalin DNA hasarini 6nemli sekilde azaltt1.

Anahtar Kelimeler: Pendimetalin, genotoksisite, tek hiicre jel elektroforez yontemi,

Cin hamster over hiicreleri, lenfositler.
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ABSTRACT

Yilmaz, N. Research on genetoxic effects of herbicide pendimethaline. Hacettepe
University Health Sciences Institute Master Thesis in Pharmaceutical
Toxicology, Ankara, 2011. Pendimethaline (N-(1-ethylpropyl)-3,4-dimethyl-2,6-
dinitrobenzeneamine) is a dinitroaniline herbicide which selectively controls weeds.
It is a cell division and growth inhibitor. It descends plants in a short time after
seedling. Pendimethaline which is a soil and water contaminant, causes wide
agricultural usage of its formulations. Pendimethaline is manufactured and imported
in Turkey. It has a wide usage in Turkey and around the world. Pendimethaline is a
slightly toxic compound in Environmental Protection Agency (EPA) toxicity class
I11. Its classified group C (human possible carcinogen) by the EPA but it has scanty
knowledge about its genotoxic effects. In this study, we investigated in vitro
genotoxic effects of different concentrations of pendimethaline on human peripheral
lymphocytes and Chinese hamster over (CHO) cells by the single cell gel
electrophoresis (comet) assay. The cells were incubated with 1, 10, 100, 1000 and
10000 uM concentrations of the pendimethaline for 0.5 h at 37°C and DNA damage
was compared with that obtained in lymphocytes from the same donor and CHO
cells not treated with pendimethaline. Hydrogen peroxide, 50 uM, was used as a
positive control. Within the concentration ranges studied, no significant cytotoxic
effects were observed. Pendimethaline at 10, 100 and 1000 uM concentrations
significantly increased DNA damage in human lymphocytes. Furthermore, DNA
damage in CHO cells, were significantly increased at concentrations of 1, 100, 1000
and 10000 pM whereas at 10 pM pendimethaline decreased DNA damage

significantly.

Key Words: Pendimethaline, genotoxicity, single cell gel electrophoresis assay,

Chinese hamster over cells, lymphocytes.
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1. GIRIS VE AMAC

Pestisitler, insan ve hayvan viicudunda, bitki iizerinde ya da c¢evresinde
bulunan veya yasayan ayrica besin maddelerinin {iretimi, hazirlanmasi, depolanmasi
ve tiiketimi sirasinda besinlerin degerini azaltan veya hasara ugratan zararlilari
uzaklagtirmak, yok etmek amaciyla kullanilan kimyasal ya da biyolojik tiriinlerdir.
Herbisitler, zararli ya da istenmeyen bitkilerle miicadelede kullanilan pestisit
bilesikleridir. Herbisitleri hazirlayan ve uygulayan kisiler temas agisindan en yiiksek
risk altindadir. Tarim is¢ileri havanin 1m*iinde mikrogram'dan miligram seviyelerine
kadar degisen miktarda herbisite solunum yoluyla temas eder. Uygun giivenlik
Onlemleri alindiginda insanlarin dogal ortamlarda kullanilan herbisitlere maruziyeti
cok diistiktiir. Kisisel korunma gerecleri ve acil durum planlari, hem normal sartlarda
hem de kazara dokiilme durumlarinda, insan maruziyetinin azaltilmasini saglasa da
yerlesim yerlerinde ve endiistride yaygin kullanimlart nedeniyle herbisitlerin
genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi halk saglhigi acisindan biiyiikk ©Onem
tasimaktadir.

Pendimetalin dinitroanilin yapisinda, segici bir herbisit bilesiktir. Cesitli
formiilasyonlarmin yaygin tarimsal kullanimi nedeniyle toptak, yeralt1 ve yeryiizii
sularinda ve havada kirletici olarak bulunmaktadir. Ulkemizde ve diinyada tarim
alanlarinda yaygin kullanimi vardir. Tahil, sogan, pirasa, sarimsak, rezene, misir,
dar1, piring, soya, fistik, havug, bezelye, bakla, lale, patates, domates, pamuk, elma,
armut, ayva, sert ¢ekirdekli meyveler, cilek, bogiirtlen, ahududu, limon, portakal,
mandalina, greyfurt, patlican, kabak, domates, ay cigegi ve tiitiindeki ¢ok sayida
yillik zararli otlarin kontrolii i¢in kullanilir. Cevresel yazgisi ve kalint1 diizeylerine
ait veri eksikligi bulunmaktadir. Kapsamli ekolojik risk degerlendirmesi, kesin
cevresel verilerdeki eksiklik tamamlanmadik¢a yapilamayacaktir. Pendimetalin,
Cevre Koruma Birimi (Environmental Protection Agency, EPA) toksisite
simiflandirmasinda toksisite siifi III'de yer alan az toksik bir bilesiktir. Cevre
Koruma Birligi’nin karsinojenite siniflandirmasinda grup C (insanda muhtemel
karsinojenler) sinifina dahil edilen bir bilesiktir ancak Pendimetalin’in genotoksik
etkisine iliskin ¢ok az veri bulunmaktadir. Salmonella typhimurium’da metabolik
aktivasyon ile genetik mutasyona neden oldugunu ancak yiiksek safliktaki maddenin

ayni deney sisteminde mutasyon meydana getirmedigini ayrica kromozom hatalari,



programlanmamis DNA sentezi ve dominant letal mutasyonlara neden olmadigini
bildiren ¢alismalar bulunmaktadir.

Calismamizda pendimetalin’in gesitli konsantrasyonlarda in vitro periferik
kan lenfositlerinde ve CHO hiicrelerinde olusturdugu genotoksik etkiler
arastirilmistir. Hiicrelerde meydana gelen DNA hasarinin tek hiicre jel elektroforez
yontemi ile kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk gocii
yoniinden degerlendirilmesi planlanmistir. Pozitif kontrol olarak, 50 uM hidrojen
peroksit kullanilmigtir. Pendimetalin'in periferal kan lenfositlerinde ve CHO
hiicrelerinde, 1-10000 uM konsatrasyonlarda DNA hasar yapici etkileri bulunup
bulunmadiginin comet yontemiyle saptanmasi amaglanmistir. Bu amagla hiicrelerin,
1, 10, 100, 1000 ve 10000 puM konsantrasyonlarda pendimetalin ile 30 dakika
37°C'de inkiibe edilmesi ve DNA hasarimin pendimetalin uygulanmayan, ayni

vericiden alinan lenfositler ve CHO hiicreleri ile kiyaslanmasi planlanmigtir.



2. GENEL BILGILER

Pestisitler, zararli organizmalar1 engellemek, kontrol altina almak, ya da
zararlarim azaltmak i¢in kullanilan kimyasal madde ya da maddelerden olusan
karigimlardir.

Zararli organizmalar, insanlarin besin kaynaklarina, mal varliklarima zarar
veren, hastalik yayan bocekler, bitki patojenleri, yabani otlar, yumusakcalar, kuslar,
memeliler, baliklar, solucanlar ve mikroplar olabilir.

Pestisit tiirleri;

a Insektisit: Bocek, haserelere kars1 kullanilir.
b. Fungusit: Mantarlara kars1 kullanilir.

C. Herbisit: Bitkilere kars1 kullanilir.

d. Mollusit: Yumusakgalara kars1 kullanilir.

e. Rodentisit: Kemirgenlere kars1 kullanilir.

f. Nematisit: Solucanlara kars1 kullanilir.

g. Akarisit: Akarlara kars1 kullanilir[4,5,6].

2.1. Herbisitlerin Tanimi ve Sitmiflandirilmasi

Herbisitler, zararli ya da istenmeyen bitkilerle miicadelede kullanilan pestisit
bilesikleridir.

Herbisitler, bitkilere topraktan ¢ikis 6ncesi (pre-emergence) ya da topraktan
¢ikis sonrasi (post-emergence) uygulanir. Cikis 6ncesi uygulanan herbisitler, toprak
altinda ¢cimlenme esnasinda veya toprak ylizeyine ¢ikis esnasinda bitkileri 6ldiirtir.
Cikis sonrasi uygulanan herbisitler ise toprak yiizeyine ¢ikmis, gozle kolaylikla
goriilebilen bitkileri o6ldiiriir.  Herbisitler, bitkilerin toprak alt1 kisimlarini
etkileyebilir, toprak tiistii kistmlarini etkileyebilir veya her iki kisima ayn1 anda etki
edebilir. Toprak alti kisimlara etki eden herbisitler genellikle ¢ikis oncesi etki
gosterir[7].

Herbisitler seciciliklerine  goére ikiye ayrilirlar.  Secici  herbisitler
uygulandiklar1 ¢evrede bazi bitkileri o6ldiiriirken digerlerine zarar vermez, secici
olmayan herbisitler ise ortamdaki biitiin bitki cesitleri lizerinde etki gosterir.

Bitkideki tasimimlarina gore sistemik herbisitler ya da temas (contact)

herbisitleri olarak adlandirilirlar. Bitkiye kok, govde ya da yapraklardan alinan



sistemik herbisit, etkisini bitkinin baska bdlgelerine tasinarak gosterir. Temas
herbisiti ise etkisini bitkiye alindig1 yerde gosterir ve bitkinin diger kisimlarina
tasinmaz. Baz1 herbisit ¢esitleri hem sistemik herbisit hem de temas herbisiti 6zelligi
gosterebilir.

Herbisitler kimyasal yapilarina gore ve etki mekanizmalarina gore iki ayri

sekilde siniflandirilabilir[7,8,9,10].

2.1.1. Kimyasal Yapilarina Gore Siniflandirma

Herbisitler kimyasal yapilarina gore iki ana gruba ayrilirlar;

1- Inorganik Herbisitler

2- Organik Herbisitler

Inorganik Herbisitler:

Otlarin kimyasal kontroliinde ana olarak inorganik bilesikler kullanilmistir.
Inorganik kimyasal herbisitler fazla secici degildir bu nedenle zararli otlarmn yani sira
ekili bitkilere de zarar vermektedirler. Ayrica toprakta kalic1 olmalar1 nedeni ile daha
sonra ekilen bitkiler de zarar gormektedir. Bu 06zelliklerinden dolay1 inorganik
herbisitler, yerini biiyiik 6l¢iide organik herbisitlere birakmistir. Ancak, gliniimiizde
de cesitli inorganik herbisitler, otlarin kontroliinde kullanilmaktadir. Ornegin,
kalsiyum siyaniir, bakir siilfat, demir siilfat, civa kloriir, potasyum siyanat, sodyum
tetraborat.

Organik Herbisitler:

a- Klorlu fenil bilesikleri

b- Klorlu alifatik asitler ve bunlarin sodyum tuzlar

c- Karbamatlar ve allil alkol

d- Sibstitiie tireler

e- Triazinler

f- Substitiie fenoller

a) Klorlu Fenil Bilesikleri

Fenoksi asetik asit, propiyonik asit, biitirik asitin klorlanmis bilesikleri herbisit
madde olarak kullamlmaktadir. Ozellikle ¢ift ¢enekli bitkilerde, asir1 ve kontrolsiiz
bliylimeye neden olarak bitkinin Oliimiine yol acarlar. Bu grubun en 6nemli

bilesikleri suda ¢dziinen tuzlar ve yagda ¢6ziinen esterlerdir.



b) Klorlu alifatik asitler ve bunlarin sodyum tuzlar

Klorlu alifatik asitler fitotoksik etkileriyle yaygin olarak kullanilirlar. Mekanik hasat
oncesi bitkilerde kurumaya ve yaprak dokiilmesine neden olurlar.

c¢) Karbamatlar ve Allil Alkol

Bu grupta karbamat, tiyokarbamat ve ditiyokarbamat tiirevi herbisitler yer alir.
Bitkilere, topraktan ¢ikis Oncesi uygulanan segici herbisitlerdir. Profam ve
klorprofam bu grupta yer alir.

Doymamis alkol olan allil alkoller, 6rnegin metil izotiyosiyanat, ¢ozelti halinde
topraga uygulanir. Bitkiler tizerindeki giiclii toksik etkileri kisa siirelidir.

d) Siibstitiie Ureler

Onemli bir herbisit grubu olan siibstitiie iireler cok cesitli bitkilere etki eder ve
etkileri uzun siire kalic1 olur. Bitkilerde uzun siire kalic1 olduklarindan hasat sonrasi
iriinlerde de herbisit kalintilar1 bulunabilir. Diuron, monuron ve fenuron bu grupta
yer alan herbisitlerdendir.

e) Triazinler

Fitotoksik etkili ve bitkilerde biiylime diizenleyici 6zellikte bir seri aminotriazin bu
grupta yer alir. Atrazin, simazin, dinitrokrezol ve dinoseb yogun kullanilan triazin
tiirevi herbisitlerdir. Triazinler, diisiik ¢oziiniirlikkleri nedeniyle toprakta uzun siire
kalicidir. Uygulandiklar1 yerde bulunan ot ¢esitlerinin tiimiine etki ederler. Genellikle
meyve agaclart gibi bitkilerin ¢cevresindeki tiim otlarin temizlenmesinde kullanilirlar.

f) Siibstitiie Fenoller

Dinitrofenoller ve pentaklorofenol bu grupta yer alan herbisit etkili kimyasal
bilesiklerdir[8,11].

2.1.2. Etki Mekanizmalarina Gore Siniflandirma

a) Biiyiime Diizenleyici Herbisitler (Growth Regulator Herbicides)

b) Fotosentez Engelleyiciler (Photosynthesis Inhibitors)

c) Pigment Engelleyiciler (Pigment Inhibitors)

d) Tohum Biiyiimesini Engelleyiciler (Seedling Growth Inhibitors)

e) Hiicre Membranini Bozucular (Cell Membrane Disruptors)

f) Yag Sentezi Engelleyiciler (Lipid Synthesis Inhibitors)

g) Amino Asit Sentezi Engelleyiciler (Amino Acid Synthesis Inhibitors)



a) Biiylime Diizenleyici Herbisitler

Biiylime diizenleyici herbisitler genellikle genis yaprakli otlarin kontroliinde
kullanilir. Bu herbisitler bitkinin hiicre boliinmesi, hiicre biiylimesi, protein sentezi
ve solunum iglevlerini diizenleyen hormon dengesini bozarak etki olusturur.
Genellikle bitkinin yapraklarina uygulanirlar. Ancak topraga uygulanan herbisitler de
topragin i¢ kismina gecerek bitki kokleri tarafindan alinir ve etki gosterir. En yaygin
etkileri yaprakta ve govdede sekil bozuklugu yapmalaridir.

b) Fotosentez Engelleyiciler

Bitki i¢in hayati 6nem tasiyan fotosentezi bozarak etki gosterirler. Fotosentez
yapan tiim yesil bitkiler iizerine etki ederler. Fotosentez engelleyiciler daha ¢ok genis
yaprakli bitkilere karsi kullanilir. Bunun yaninda, tek yillik bitkilere de etki ederler.
Genellikle bitkinin yapraklarina uygulanirlar.

c¢) Pigment Engelleyiciler

Yapraktaki yesil pigment klorofili yikan herbisitlere pigment engelleyiciler
denir. Klorofil bitkinin yasamasi i¢in vazgecilmez olan fotosentez olayinda
gorevlidir. Bu tip herbisitler, etki ettikleri bitkide yeni ¢ikan yapraklarin beyaz ya da
sart renkte olmasi nedeniyle agartict herbisitler olarak da adlandirilir. Pigment
engelleyiciler bitki koklerinden alinarak bitkinin toprak {istii kisimlarina tasinir.
Bitkide klorofilleri koruyan karotenoidlerin {iretimini engellerler. Bu tiir herbisitler,
bitkideki mevcut karotenoidler {izerine yikici etkiye sahip degildir ancak yeni
karotenoid olusumunu bozar.

d) Tohum Biiylimesini Engelleyiciler

Bu tiir herbisitler, toprak yiizeyine ¢ikis Oncesi ¢gimlenmeden hemen sonra
bitkilerin filizlenmesi sirasinda etki gosterir. Etkileri toprak altinda olustugundan
nadiren izlenebilir. Tohum biiyiime engelleyiciler, kok ve govde engelleyiciler olarak
iki grupta incelenir.

Kok engelleyiciler: Toprak altinda bulunan tohumdaki hiicre boliinmesini
durdurarak tohumun biiyiimesini ve filizlenmesini engeller.

Govde engelleyiciler: Yeni ¢imlenmis bitki fidelerine etki eder. Hiicre

biiyiime ve gelisimini dnler.



¢) Hiicre Membrani Bozucular

Toprak ylizeyine ¢ikis sonrasinda bitkilerin hiicre membranlarin1 yikarak,
bitkilerde hizli bir sekilde kurumaya yol agar. iki tip hiicre zar1 bozucu herbisit
vardir. Birincisi bipiridilyumlar digeri difenileterlerdir. Bipiridilyum herbisitlerinin
toprak altinda etkisi yoktur. Bu tiir herbisitlerin etki gostermesi i¢in bitkinin gévde ve
yapraklarinin herbisite maruz kalmasi1 gerekmektedir. Difenileter tiirevi herbisitler
bipiridilyum herbisitleri ile ayn1 etkiyi daha yavas bi¢imde olusturur.

Organik arsenik herbisitleri hiicre zarimin yapisin1 bozan temas herbisitleridir.
Hiicre zarin1 bozucu herbisitlere maruz kalan bitkiler suya batirilmig gibi hizla sar
renge doner.

f) Yag Sentezi Engelleyiciler

Yag sentezi engelleyici herbisitler yalnizca tek yillik ve ¢ok yillik bitkilere
etki ettikleri igin diger etki gruplarindan ayrilir. Yag sentezi engelleyiciler topraktan
¢ikis sonrasi uygulanir ve topraga uygulanmalari ile ¢ok az etki gosterirler ya da etki
gostermezler. Yapraklar tarafindan hizla absorbe edilirler. Bitkinin normal islevleri
icin gerekli olan lipidlerin biyosentezini bozarak etki meydana getirirler. Etkileri 7
ila 14 giin arasinda ortaya ¢ikar.

g) Amino Asit Sentezi Engelleyiciler

Yeni bir herbisit tiirii olan aminoasit sentez engelleyiciler oldukca diisiik
oranda kullamlir. Ozellikle, memeliler ve bitki dis1 canli tiirlerinde toksik etki
gostermezler. Hem toprak diizeyinde hem de yaprak diizeyinde etkileri vardir.
Bitkide protein biyosentezinde rol alan ozgiil bir enzime baglanarak protein

biyosentezini bozarlar[7,9,12].

2.2. Herbisitlerin Genel Ozellikleri

2.2.1. Formiilasyonlar:

Piyasada kuru toz seklinde ya da sprey uygulamaya uygun sivi sekilde
herbisit formiilasyonlar1 bulunmaktadir. Bu formiilasyonlarda etkin madde ve bazi
yardimct maddeler bulunur. Formiilasyonlarda kullanilan yardimeci maddeler
herbisitin uygulanmasint kolaylastiracak bir madde (adjuvan), etkin maddenin
etkinligini artiracak bir madde ya da etkin madde dayanikliligin1 artiran bir madde

olabilir. Bunun yaninda tasiyici, ¢6ziicli ve boya da formiilasyona ilave edilebilir.



Uygun formiilasyon, uygulama metoduna ve herbisitin uygulanacagi bolgeye gore
belirlenir. Cogunlukla kullanimi daha basit ve daha giivenli olan uygulama
sekillerine gore formiilasyonlar tretilir. Uygulama Oncesi maruziyetin azaltilmasina
olanak veren bazi herbisit formlar1 mevcuttur. Kullanilacak herbisitin tartilmis
paketlerde sunulmasi veya hali hazirda sivi halde hemen uygulamaya uygun formda

sunulmasi maruziyet riskini azaltabilir[12].

2.2.1.1. Sprey/Sivi Formiilasyonlar

a)Cozelti Formiilasyonlari: Suda ¢6ziinebilen sivilar, tozlar ve graniillerdir.
Sadece ¢ok az sayida herbisit etkili aktif madde suda kolaylikla ¢oziiniir ve sulu
¢ozeltileri halinde formiile edilebilir.

b)Emiilsiyon Formiilasyonlar: Konsantre emiilsiyonlar ve jellerdir. Kullanimi1
ve saklanmasi kolaydir. Emiilsiyon biraz c¢alkalama ile hazirlanabilir. Deriden etkin
maddenin kolayca absorbe olabilmesi ve formiildeki ¢dziiciilerin uygulama aracinin
plastik kisimlarina zarar vermesi bu tiir formiilasyonlarin dezavantajlaridir.

c)Siispansiyon  Formiilasyonlar: Konsantre  siispansiyonlar,  sulu
siispansiyonlar, suda ¢oziinen aktif maddenin yagdaki emiilsiyonu, yagda ¢oziinen
aktif maddenin sudaki emiilsiyonu, mikrokapsiil formiilasyonlar1 ve kapsiil
stispansiyonlaridir. Tiim bu formiillerde etkin madde pargacik halinde veya bir damla
igerisinde ¢ozlinmiis halde bulunur ve baska bir siv1 igerisinde siispande edilmistir.
Hazirlanmalar1 ve uygulanmalar1 kolaydir. Nadiren spreyleme ignesinde tikanmaya
yol agarlar. Kullanim 6ncesinde ¢alkalanmalar1 gerekir.

d)Siispande edilebilen kuru tozlar: Islanabilir tozlar, suda dagilabilir
graniiller, kuru akigkan tozlardir. Siispansiyon i¢in hazir kuru tozlar en sik kullanilan
formiilasyon ¢esididir. Uygulama Oncesi alinan kuru toz, kil gibi pargacikli bir
tastyict ile karigtirilir. Ardindan bu karigimin sudaki siispansiyonu hazirlanir. Bu tiir
formiilasyonlar ucuzdur, hazirlanmasi1 ve saklanmasi kolaydir. Emiilsiyon ve diger
sivi formiilasyonlarda oldugu gibi deriden absorbsiyonu yiiksek degildir. Ancak,
hazirlanis1 sirasinda tozlarin solunmasi riski vardir. Sprey pompa ve ignesini de

asindirabilirler.



2.2.1.2. Kuru Formiilasyonlar

a) Graniiller: Genellikle topraga uygulanan herbisitler i¢in graniiller kullanilir.
Graniiller aktif maddenin daha biiyiik parcaciklara adsorbe edilmesi ile elde edilir.
Uygulandig1 yerden riizgar ve benzeri nedenlerle tasinma riski diigiiktiir. Graniile
herbisitin toprakla karistirilmas gerekebilir.

b) Pelletler ve Tabletler: Pelletler etkin maddenin graniillerde oldugu gibi
daha biiyiik parcaciklara adsorbe edilmesi ile hazirlanir. Pellet parg¢aciklart benzer
biiyiikliik ve sekildedir.

¢) Tozlar: Cok ince etkin madde tozlarinin, inert kuru bir yardimci madde ile
karistirllarak toz formiilasyonlar1 hazirlanir. Toz formiilasyonlarin kullanimi

esnasinda solunma tehlikesi ve uygulanan yerden taginmasi riski vardir.

2.2.1.3. Tuz ya da Esterler

Herbisit etkili birgok bilesik asidik 6zellik tasimaktadir. Bu asit bilesikler
uygulama i¢in tuz ya da ester seklinde formiile edilirler. Hazirlanan tuz veya ester
halindeki bilesik bitkiye alindiktan sonra etkin asit molekiiliine pargalanir. Bir etkin
herbisitin hangi sekilde hazirlanacagina karar vermek icin bazi Olgiitlere dikkat
etmek gerekir.

Tuzlar,

a)Birgok tuz suda kolaylikla ¢6ziiniir. Dolayisiyla tuz seklinde hazirlanan
herbisitlerin emiilsiyon ya da slispansiyon seklinde hazirlanmasina ihtiya¢ duyulmaz.

b)Tuzlar yagda ¢6ziinmezler.

€)Tuzun, bitkinin kiitikiil tabakasindan ge¢mesi i¢in formiiliinde siirfaktan
kullanilmasi gerekir.

d)Uguculuk 6zellikleri esterlerden diistiktiir.

e)Tuzlar suda ¢oziindiiklerinde ana asit molekiiliine ayrigabilirler. Olusan asit
molekiilii sert sulardaki magnezyum ya da kalsiyum ile birleserek ¢okebilir ve
etkisini kaybedebilir.

Esterler;

a)Bitki dokularina 6zellikle odunsu dokulara hizla penetre olurlar.

b)Bitkilere toksik etkileri, tuzlardan daha goktur.
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c)Suda ¢oziiniirliikkleri  yoktur. Bu nedenle emiilsiyon ya da
siispansiyonlariin hazirlanmasi gerekir. Ilave emiilsiyon olusturucu ve siispande
edici maddelere ihtiya¢ duyulur.

d)Cesitli buharlagsma derecelerine sahiplerdir.

2.2.1.4. Adjuvanlar

Pestisit karigimlarina, karistirma isleminin, uygulama isleminin ve pestisit
etkisinin kolaylastirilmasi i¢in ilave edilen maddelere adjuvanlar denmektedir.
Adjuvanlar, 6zel durumlarda herbisitin formiile edilmesine olanak saglar. Yiizey
etkin maddeler, tamponlar, pH degistiriciler, kopiik gidericiler, etki uzaticilar,
boyalar, viskozite arttiricilar, yapistiricilar, aktive ediciler, ¢oktiiriiciiler ve benzeri
maddeler adjuvan olarak herbisit formiilasyonarinda kullanilir. Yiizey etkin maddeler
en 6nemli adjuvanlardir. Yiizey etkin maddeler etkin herbisit maddenin bitki igine

girisini kolaylastirir.

2.2.2. Dagihslan (Dissipation)
Herbisitlerin ~ dagiliglar1  ¢evrede  tasinmalari, parcalanmalar1  veya

hareketsizlesmelerini ifade eder.

2.2.2.1. Parcalanmalari

Herbisitlerin daha kiigiilk yapisal pargalara ayrilmasina pargalanma
(degradation) denir. Fotokimyasal, kimyasal ya da biyolojik parcalanma ile
herbisitler sonunda karbondioksit, su ve tuzlara kadar parcalanabilir. Biyolojik
parcalanma reaksiyonlari, herbisitlerin parcalanma reaksiyonlar1 igerisinde en biiyiik
paya sahiptir. Bir herbisit par¢alandiginda kendine has kimyasal 6zellikleri (toksisite,
adsorbsiyon kapasitesi, parcalanma direnci gibi) olan birtakim bilesikler
(metabolitler) ortaya c¢ikar. Metabolitlerin bazilar1 ana bilesikten daha toksik ya da
cevrede daha kalic1 6zellikte olabilir. Hemen hemen bir¢ok metabolitin dogasi biiyiik

6l¢iide bilinmemektedir[12,13].

2.2.2.1.1. Isikla Parcalanmalar:
Gilines 15181 ile herbisitlerin yapilarinin parcalanmasina 1sikla pargalanma

denmektedir. Giines 1s1g8min yogunlugu bolgesel faktorler, mevsimsel faktorler, giin
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i¢ci zaman, hava kosullan, kirlilik, toprak, bitki veya ¢opler tarafindan golgelenme ve

benzeri birgok faktorden etkilenir[12,14].

2.2.2.1.2. Mikroorganizmalar ile Parcalanmalari

Mikroorganizmalar aracilikli metabolizma ile herbisit molekiiliin yapisinin
bozulmasina mikroorganizmalar ile parcalanma denir. Farkli herbisit etkili
molekiillerin pargalanmasindan farkli mikroorganizmalar sorumludur[12,15,16].
Mikroorganizmalar ile pargalanma derecesi ortamdaki mevcut mikroorganizma
topluluguna gore degisim gosterir. Nem, sicaklik ve organik igerigin fazla olmasi
gibi toprakla ilgili faktorler de mikroorganizmalar ile pargalanma derecesine etki
eder.

Herbisitlerin yikimi iki sekilde olur. Birincisi, mikroorganizmalarin herbisit
etkili maddeyi karbon ve enerji kaynagi seklinde kullanmasi ile dogrudan yoldan
pargalanmadir[17]. Ikinci yol ise, herbisitin mikroorganizmalar ile pargalanma icin
gerekli toplam enerjiyi saglamadigi durumlarda yardimci bir substrat ile birlikte
parcalanmasidir.

Mikroorganizmalar ile pargalanmanin baglamasi bazen zaman alir. Bu
bekleme siiresi mikroorganizma ortaminin uygunlugundan ya da mikroorganizma
ortaminda par¢alanma i¢in gerekli enzimlerinin baslangicta diisiik oranda olmasindan
kaynaklanir. Eger bekleme siiresi uzun olursa diger parcalanma yollar1 devreye

girebilir[12,18,19].

2.2.2.1.3. Kimyasal Parcalanmalari

Herbisitler hidroliz olma, oksidasyon ve ayrisma gibi kimyasal reaksiyonlar
sonucu bozulmaya ugrayarak kimyasal olarak pargalanirlar. Hidroliz olma genellikle
herbisitin sudaki hidrojen ile tepkimeye girmesi sonucu gergeklesir. Oksidasyon,
herbisitin oksijen ile tepkime vermesidir. Ayrisma ise ana molekiilden bir amonyum

ya da kimyasal grubun ayrilmasidir[12,14].

2.2.2.2. Hareketsizlesmeleri/Adsorbsiyonlari
Herbisitler toprak pargaciklarina adsorbe olarak ya da herbisite duyarl
olmayan bitkilere alinarak hareketsizlesirler. Bu hareketsizlesme herbisitlerin

cevrede yayilmalarini engeller ancak hem adsorbsiyon hem de bitkiye alinma geri
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dontigliidiir. Adsorbsiyonun yavas gerceklestigi durumlarda herbisitin kalict olarak
bozulmasi da miimkiindiir.

Herbisitin toprak pargaciklarina adsorbsiyon orani hem topragin hem de
herbisitin 6zelliklerine baglidir. Adsorbsiyon genellikle topraktaki organik igerigin
fazla olmasi ve katyon degisim kapasitesinin fazla olmasi halinde artis gosterir.
Toprak pH ve sicakliginin artmasi ile adsorbsiyon azalir[12,18,20]. Herbisitin suda
¢Ozilinlirliigli de topraga absorbsiyonda onemli etkiye sahiptir. Suda ¢oziiniirliigiin
diismesi herbisitin toprak pargaciklarina kuvvetli bicimde adsorbsiyonuna neden
olur. Suda ¢oziintirliikkleri bazi istisnalar disinda tuzlardan asitlere, asitlerden esterlere
dogru azalir. Hem suda yiiksek ¢oziiniirliige sahip olan hem de topraga gii¢lii sekilde
adsorbe olan "glyphosate" kural dis1 bir 6rnek olarak verilebilir[12,14].

Toprak yiizeyine adsorbsiyon mikroorganizmalar ile par¢alanmayr belirgin
sekilde yavaslatir veya durdurur. Diger yonden adsorbsiyon kimyasal ya da biyolojik
bozulmay1 kolaylastirabilir. Adsorbsiyon diizeyi zamanla degisebilir. Cogunlukla
geri doniigliidiir, herbisit topraktan ayrigarak toprak sularina ya da su kanallarina

gecer[12,18].

2.2.2.3. Hareketleri/Uguculuklari

Herbisitler ¢evrede farkli yollarla tasinirlar. Herbisit madde yeralti veya
yeriistli akarsularina karisarak, uygulama esnasinda ya da sonrasinda buharlasarak,
toprak veya yaprak ylizeyinden havalanarak veya toprak altina gegerek
hareketlenebilir. Bu hareketler birbirinden farkliymis gibi anlatilsa da gevresel
ortamlarda hemen hepsi aym1 anda veya birbirinin devami seklinde
gerceklesebilir[12,17].

Uguculuk toprak veya yaprak yiizeyine uygulanan herbisit maddenin
buharlasarak riizgarla birlikte tasinmasina neden olur. Bir herbisit maddenin
ucuculugu birincil olarak maddenin molekiil agirligina baghdir. Cok yliksek
ucuculuga sahip herbisit maddeler artik kullanilmamaktadir.

Sicakligin ve topragin neminin artmasi, topragin kil ve organik madde
iceriginin azalmasi ile uguculuk artar. Yiizey etkin madde kullanimi herbisitin
ucuculuk 6zelligini etkiler. Asir1 derecede uguculuk bazen uygulanan herbisitin % 80

- % 90 oraninda kaybina neden olabilir[12,21].
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2.2.2.4. Havada Dagihs1

Bir herbisitin sudaki ¢oziiniirliigli onun c¢evresel ortamdaki yazgisini
belirleyen en 6nemli etmendir. Suda ¢oziiniirligi yiiksek olan herbisitler topraga
disiik oranda adsorbe olur. Bu maddelerin ¢evrede hareketleri daha fazladir.
Mikroorganizmalar ile ve diger yollarla pargalanma olasiliklar yiiksektir. Ester
seklindeki herbisitler, tuz ve asit formiilasyonlarina gére daha ugucudur. Ancak, suda
¢ozintrlikleri yoktur ve topraga yiiksek oranda adsorbe olurlar[12,22].

Birgok pestisitin havada ve yagmur sularinda eser miktarda bulundugu,
yapilan c¢alismalarla gosterilmistir. Bu konuda ilk bulgu, 1960’larda yagmur
sularinda organoklorlu insektisitlerin tespit edilmesidir. Kentsel yasamdan uzakta
tarim alanlarinda kullanilan bu bilesiklerin belirgin uguculuk 6zelliklerinden dolay1
biiyiik sehirlerin atmosferlerini kirletme riskleri yiiksektir[24-32].

Bu kirtleticiler havada gaz ya da aerosol seklinde bulunmaktadir. Bilesiklerin
fizikokimyasal ozellikleri, zirai uygulama bigimleri ve meteorolojik kosullar gibi
parametreler bilesiklerin atmosferde degisik sekillerde dagilmasimi belirlemektedir.
Pestisitlerin atmosfere girisi ¢esitli yollardan ger¢eklesir. Bunlarin en 6nemlileri
bilesigin uygulama sirasinda buharlagsmasi, kontamine olan toprak ya da bitkiden
daha sonra buharlasmasi veya riizgar ile tasmmasidir. Ozellikle herbisitlerin yogun
miktarda kullanimi1 nedeniyle uygulama yerinden uzak bolgelere kadar atmosferde
tasinmalar1 sonucu kentsel havada bulunduklari, nitel ve nicel olarak tespit edilmistir.
Ornegin, klorfenoksi asit tiirevi bilesiklerin havanin 1 m>’iinde birkag nanogramdan

birka¢ yiiz nanograma kadar bulundugu tespit edilmistir[22, 33-34].

2.2.2.5. Toprak ve Suda Dagilisi

Bir herbisit maddenin toprakta kalis sliresi o maddenin yar1 émrii DTsg
(dissipate time) ile ifade edilir. Bu yar1 omiir herbisitin topraga uygulanmasinin
ardindan, uygulanan dozun yarisina diismesi i¢in gecen siiredir. Bir herbisitin
topraktaki yar1 omrii topragin 6zelliklerine, hava kosullarina ve bitki ortiisiine gore
degismektedir, bununla birlikte DTsp herbisitlerin toprakta kalis siirelerini kabaca
karsilagtirmak i¢in kullanilir[35].

Herbisitin topraktaki dagilimi, topragin sicaklik, pH, nem, organik madde
igerigi, kil igerigi, ylizey alani ve tipi ile degiskenlik gosterir. Dogal topraklarin pH

degeri 5 ila 8 arasindadir.
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Su kaynaklar1 uygulama esnasinda dogrudan, buharlagmayla taginarak, toprak
igerisinden yeralti sularina karisarak ve yeralti-yeriistii akarsular1 ile tasinarak
herbisitle kontamine olur. Uygulamadan sonraki bir kag¢ giin igerisinde yagan yagmur
miktart bu kontaminasyonu etkiler. Ancak, siddetli yagislarla bile uygulanan
herbisitin en fazla %5 ila %10'n kaybedilmektedir. Herbisitin, topraga yiiksek
adsorbsiyon gostermesi, uygulama dozunun diismesi ve yagmur miktarinin azalmasi
yerel sularin kontaminasyonunu azaltir[12,21,36].

Bir herbisitin sudaki davranisini suda ¢oziiniirligii belirlemektedir. Tuz ya da
asit yapida olan bir herbisit suda ¢o6ziindiikten sonra hidrolizle veya 1sikla
parcalanana kadar suda kalma egilimi gosterir. Esterler ise suda ¢oziinmezler, suda
sispande olmus pargaciklara tutunurlar. Ardindan sedimentlere ve topraga adsorbe
olur ya da mikroplarla parcalanmaya ugrarlar. Yiiksek asit ya da alkali 6zellikteki
sular herbisitlerin normal sudaki davraniglarini degistirebilir. Yiizey sularinin pH'st

ortalama 5 ila 9 arasindadir[12,17].

2.2.2.6. Besinlerde Dagilis1

Besin kaynagi olan bitkilere, dogrudan herbisit uygulanmasi ile
kontaminasyon gerceklesir. Bitkilerde kalan herbisit miktar1 uygulama programi,
siklig1 ve uygulamadan bitkinin toplanmasina kadar gegen zamanla iliskilidir. Bu
siirede yagan yagmur aktif bilesigin bir kismini uzaklastirabilir veya hidroliz edebilir.
Herbisitlerin yikimlanmalar1 ve uzaklagsmalari i¢in gegmesi gereken kesin siire hava

sartlarina baghidir. Herbisitlerin bazilar1 yikimlanmadan besinleri kirletebilir[37].

2.2.3. Biyolojik Yazgis1

2.2.3.1. Absorbsiyonu

Klorofenoksiasetik asitlerin amin tuzlarinin absorbsiyonu hemen oldugu
halde, esterlerinin tamami absorbe olamamaktadir. Absorbe olmus herbisitlerin
hemen hidroliz olarak fenoksiasetik asit verdikleri gosterilmistir[8].

2,4-Diklorofenoksi asetik asit mide ve bagirsaklardan iyi bir sekilde absorbe
edilmektedir. Bu bilesiklerin akcigerler tarafindan absorblanmasi daha diisiik
seviyededir. Deriden absorbsiyonu ise diislik miktarlarda olur. Klorofenoksi

bilesiklerinin yag dokularinda anlamli miktarda birikiminden s6z edilmez[38,39].
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2.2.3.2. Dagilhm

Herbisit Dbilesiklerin memeli viicudunda dagilimlar1 yiiksek oranlarda
gergeklesmektedir. Su canlilarinda suda ¢oziintirliigi yiiksek olan 2,4-diklorofenoksi
asetik asit konsantrasyonu uygulamadan hemen sonra genellikle yiiksek diizeylere

ulasir ve dagilim gergeklesir[8].

2.2.3.3. Metabolizmasi

Klorofenoksiasetik asitlerin doza bagl olarak 6nemli bir kismi degismeden
(% 75- % 96), ¢ok az1 ise glukuronik asit ve amino asitlerle konjuge olarak
atilmaktadir.

Serbest dinitrofenoller indirgenme yolu ile metabolize olurlar ve boylece daha
az toksik aminonitrofenoller olusur. Bunlar da O-glukuronid veya (-NH;) gruplarinin
asetilasyonu seklinde konjuge olarak idrarla atilir.

Alinan doza bagl olarak dipiridil bilesiklerinin % 90-% 100" degismeden

idrarla 48 saat i¢inde atilir. Atilim siiresi daha da uzayabilir[8].

2.2.3.4. Attlim
Klorofenoksiasetik asit, dinitrofenol ve dipiridil tlirevi herbisitlerin baglica

atilma yolu bobrektir.

2.2.4. Maruziyetin Saptanmasi

Metabolizma c¢alismalarinda, klorofenoksiasetik asit grubu herbisitlerin
biiyiik bir kisminin idrarla serbest asit seklinde atildigi gosterilmistir. Bu nedenle
biyolojik materyal olarak idrar kullanilir.

Dinitrofenollerle  zehirlenmenin tamimlanmasinda, analitik  toksikoloji
acisindan biyolojik materyalde (kan ve idrarda) dinitrofenoller aranir. Kanda
tayinleri, kronik maruz kalma agisindan 6nem tasir.

Dipiridil grubu herbisitlerle zehirlenmenin analitik toksikoloji ag¢isindan
tanisi, biyolojik materyalde analizleri ile yapilir. Parakuat ve dikuat idrar ve fegesle
degismeden atilmaktadir. Biyolojik materyal olarak en ¢ok idrar kullanilmaktadir.
Bundan baska kan ve akciger dokusu da siklikla kullanilan materyallerdir. Kuvvetli
iyonize bilesikler oldugu igin, biyolojik sivilardan ayrilmalarinda iyon degistirme

kromatografisinden yararlanilir[8,40].
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2.2.5. Toksik Etkileri

2.2.5.1. Cevreye Toksik Etkileri

2.2.5.1.1. Kuslara ve Memelilere Toksik Etkileri

Bir herbisitin toksisitesi oral veya dermal yoldan uygulandiginda uygulanan
hayvan popiilasyonunun yarisin1 oldiiren doz ile tanimlanir (LDsp-Letal Doz).
Genellikle hayvan viicut agirliginin kilograminda, gram herbisit olarak rapor edilir.
LDs dozlari kosullara bagli olarak farklilik gosterebilir. Bu nedenle farkli herbisitler
arasinda yapilan bagil toksisite karsilastirmalar1 yaklasik bir sonug¢ verir.
Formiilasyon kaynakli safsizliklar veya formiile eklenen yardimci maddeler
herbisitin kendisinden daha toksik etkili olabilir. Boyle durumlarda artan kanser
riskini ya da diger onemli toksik etkileri herbisitin kendisine baglamak zordur.
Herbisitlerin en dramatik etkileri hedef olmayan bitki ve hayvanlarin dolayli olarak
O0lmesine yol agmalaridir. Hedef bitkilerin 6lmesi, bulunduklar1 dogal kosullarin
degismesi sdz konusu olursa bu durum ortamda bulunan diger hayvan ve bitkileri de
etkilemektedir. Ornegin; Suda yayilan bir bitki tiiriiniin kayb1, suyun sicakliginda ve
berrakliginda degisiklik yapabilir. Bu durum suda yasayan diger canlilar {izerinde
giiclii etkiler olusturabilir veya fiziksel etkilerle nehir ya da goliin erozyonuna neden
olabilir. Caliliklarin yok edilmesi ile dogal ortamlar baz1 kus tiirlerinin yasamasi igin
artik uygun olmayan bir hale doniisebilir ve diger kiiciik memeli hayvanlarin av

haline gelmesine neden olabilir[12].

2.2.5.1.2. Su Canhlarma Toksik Etkileri

Herbisitlerin su canlilarina toksik etkileri, uygulanan su canlisinin yarisini
oldiirecek sudaki madde konsantrasyonu ile (Letal Konsantrasyon-LCsg) ifade edilir.
Genellikle litre suda, mikrogram herbisit olarak rapor edilir. Su canlilar1 tizerinde,
ester formiilasyonlari, asit ya da tuz formiilasyonlarima goére daha toksik etkilidir.
Ester formiilasyonlar1 lipofilik yapida olduklarindan su canlilariin deri ve
solungac¢larindan su canlilar1 tarafindan kolaylikla alinmaktadir. Ayrica, ester

formiilasyonlar1 suda ¢oziinmediklerinden su ile seyreltilemez[12].
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2.2.5.1.3. Toprak Canhlarina Toksik Etkileri

Herbisitlerin toprakta yasayan mikroorganizmalar {izerine cesitli etkileri
mevcuttur. Bu etkiler herbisit konsantrasyonu ile topraktaki mevcut
mikroorganizmalara gore cesitlilik gosterir. Diisiik konsantrasyonlar mikroorganizma
sayisinda artisa neden olurken, daha yiiksek dozlar mikroorganizma sayisinda
azalmaya yol acabilir. Genellikle yapilan c¢aligmalara, toprak canlilari tizerindeki

uzun donem etkileri ortaya ¢ikarmaya yeterli olacak siire devam edilmemistir.
2.2.5.2. insana Toksik Etkileri

Uygulama sirasinda herbisit etkili maddeye ¢ogunlukla deri yoluyla temas
ettiklerinden, =zirai herbisit uygulayicilari i¢in oral LDsy degerleri yerine dermal
LDsp degerlerinin dikkate alinmasi daha uygundur. Herbisit uygulayicilar1 da dahil
olmak iizere, ¢cok az sayida kisi LDsg kadar yliksek dozda herbisit maddeye maruz
kalmistir. LDsp degeri, daha diisiik dozlarla ortaya ¢ikacak kronik veya uzun donem
toksik etkiler hakkinda bilgi saglamamaktadir. Oliimciil olmayan dozlar deri ve
gozde irritasyonlara, bas agrisina, mide bulantisina yol agabilir. Bazi ciddi
durumlarda ise dogum kusurlari, genetik bozukluklar, felg, kanser ve hatta 6liimler
goriilebilmektedir[12,41].

Uygun giivenlik onlemleri alindiginda insanlarin dogal ortamlarda kullanilan
herbisitlere maruziyeti ¢ok disiiktiir. Kisisel korunma geregleri ve acil durum
planlari, hem normal sartlarda hem de kazara dokiilme durumlarinda, insan
maruziyetinin azaltilmasini saglar.

Herbisitleri hazirlayan ve uygulayan kisiler temas agisindan en yiiksek risk
altindadir. Deri ve akcigerler en yaygin temas yollaridir. Tarim iscilerinde
maruziyetin en sik nedeni, isgilerin farkinda olmadan ilagli alanlara tekrar
girisleridir. Tarim isgileri havanm Im®inde mikrogram'dan miligram seviyelerine
kadar degisen miktarda herbisite solunum yoluyla temas eder[42]. Ancak deriden
maruziyet solunum yolundan maruziyet oranina gore ¢ok daha fazladir. Cilt ylizeyine
bir miktar derisik herbisit dokiilmesi ya da si¢gramasi ile ortaya ¢ikacak toksik etki,
tiim gilin ilagh bir ortamda ¢alisip solunum yoluyla herbisite maruz kalma ile ortaya
cikacak toksik etkiye esdeger olabilir. Ayni1 zamanda herbisitin géze temasi halinde

korliige kadar giden siddetli goz hastaliklar1 olusabilmektedir. Deriden gegisler
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dogrudan agik ellerden, maddeye gegirgen eldivenlerden, ilach ellerin degdigi ya da
Kirli malzemelere temas eden viicut yiizeylerinden olabilir. Herbisitlerin bagil
toksisiteleri deri yoluyla temasin oral yolla temastan ¢ok daha yiiksek olmasi
nedeniyle oral LDsy yerine, daha ¢ok dermal LDs ile ifade edilir[12,43].

Pestisit zehirlenmesi sonucu insanda olusan tepkiler, pestisitin toksisitesine,
doza, maruziyet siiresine, absorbsiyon yoluna, pestisitin viicutta metabolize edilme
ve viicuttan atilma miktara gore degiskenlik gosterir. Degisen parametreler ayni
dozda herbisitin farkli tepkiler olusturmasina neden olur. Herbisitler insanda 6nemli
biyokimyasal yollar1 engelleyerek veya hiicre zarin1 bozarak toksik etki olusturur.
Diisiik dozlar herhangi bir etki olusturmazken yiiksek dozlar siddetli hastalik ve
Olimlere neden olabilir. Etkiler, bolgesel ya da sistemik olabilir. Zehirlenme
belirtileri temastan hemen sonra ya da belirli bir siire sonra ortaya ¢ikabilir. Etkileri
genellikle geri doniisliidiir. Diistik dozda herbisitlere maruziyet sonucu genellikle cilt
ve goz tahrisi, bas agris1 ve mide bulantist gibi belirtiler goriiliir. Daha yiliksek dozda
herbisitlere maruziyet ile bas donmesi, bulanik gérme, asir1 terleme, halsizlik, karin
agrisi, kusma, diyare, asir1 susuzluk hissi ve deride kabarcikli dokiintiiler goriilebilir.
Bunun yani sira huzursuzluk, endise ve kizginlik gibi davranis degisiklikleri ortaya
cikabilir. Zehirlenmeler nadiren, istemsiz kasilma, biling kaybi, fel¢ ve Oliimle
sonuclanir.

Bazen formiilasyona ilave edilen bir yardimc1 madde veya iiretim sirasinda
etkin maddeden olusan bir safsizlik, herbisitin kendisinden daha toksik etkili olabilir.
Bu nedenle, herbisit etkili bir aktif maddenin saf hammadde toksisitesi ile piyasadaki
formiilasyonunun toksisitesi ayni olmayabilir. Bir ya da daha fazla sayida herbisit
iceren  birlestirilmis  formiilasyonlarin  toksisitesi, herbisitlerin ayr1  ayri
toksisitelerinin toplamina es olmayabilir. Formiilasyonda bulunan herbisit etKkili
maddelerin birbirleri ile olusturduklar1 sinerjik ya da toplamsal etki toksisiteyi
arttirmaktadir[44].

Parkinson hastaliginin patogenezinde, pestisitler ve diger yabanci maddelerin
metabolize edilmesinde gorevli enzim olan Glutatyon transferaz enzimi
poliomorfizminin roliinii 95 vaka ve 95 kontrol iizerinde arastiran bir calisma
yapilmistir. Caligmanin sonuglarina gore; Glutatyon transferaz enziminin Glutatyon

transferaz 1 genotipini tasiyanlarda Parkinson hastaligi gelisme riski yiliksek
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bulunmustur[45,46]. ABD’de yapilan bir arastirma sonucunda da, Parkinson hastalig

tanis1 almis olanlarda herbisit maruziyetinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir[47].

2.2.6. Zehirlenme Tedavisi

Herbisitlerle zehirlenmelerde tan1 ¢ogunlukla akut temas Oykiisii sayesinde
konur. Zehirlenmelerde ilk olarak yasam islevlerini destekleyici tedavi uygulanir.
Klorfenoksi herbisitleri ile zehirlenmelerde oncelikle solunumun desteklenmesi
gerekir. Ardindan zehirlenmeye neden olan bilesigin diizeyi tespit edilir. Gerekliyse,
zehirlenmeye neden olan maddenin viicuttan atiliminin artirilmast igin idrar
alkalilendirilir.

Pentaklorofenol ile zehirlenme inhalasyon yolu ile oldugunda, kisi derhal
ortamdan uzaklastirilir. Kontaminasyona neden olan elbise cikarilir. Cilt sabun ve su
ile yikanir. Oral yol ile zehirlenmede, agiz bol su ile yikanir. iki corba kasigi
magnezyum siilfat su ile birlikte verilir. Semptomatik tedaviye gecilir. Spesifik bir
antidotu yoktur.

Dinitrofenol tiirevi herbisitlerle oral yolla zehirlenmede, mide NaHCOg3 ile
yikanir. Tuzlu katartik verilir. Yapay solunum ve oksijen tedavisi gerektirir. Viicut
isisint - diiglirmek i¢in buz paketleri kullanmak veya alkol siirmek faydalidir.
Antipiretik ilaglardan kaginilmalidir. Viicut elektrolit dengesi ve asidoz kontrol altina
alinir. Gerekli semptomatik tedavi uygulanir. Deri yolu ile bulagsmada, cilt sabun ve
su ile yikanir.

Bipiridil tlirevi herbisitlerle zehirlenmelerde gbz, deri ve mukozalarda siddetli
tahris ortaya ¢ikabilir. Temas sonrast ilk bir veya iki giin agi1z ve mukozalarda yanma
olusur, daha sonra bu bdlgelerde yaralar ortaya ¢ikabilir. Bu tiir zehirlenmede erken
tedavi biiyiik 6nem tasir. Parakuat ile zehirlenmelerde maruz kalan kiside hi¢ bir
semptom goriilmese bile, acil tedavinin derhal uygulanmasi gerekir. Zehirlenme
sonrasi kisiye oksijen uygulanmasi dokularin oksijensiz kalmasini ve akcigerin daha
fazla hasarini engeller. Oral yolla alinmasindan sonra 4 saat iginde, kusturma ve
mide lavaji yapilabilir. Parakuat tahris edici oldugu i¢in bu islemler dikkatle
uygulanmalidir. Kusturma ve lavajdan hemen sonra 200-500ml % 30'luk adsorban
kil siispansiyonu ve beraberinde katartik olarak MgS0,4 verilir. Siyanoz ve solunum
yetersizligi i¢in oksijen tedavisi dikkatle uygulanmalidir. Ciinkii oksijen,

akcigerlerde parakuat tarafindan olusturulan lezyonlar1 daha ¢ok tahrip edebilir.
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Ayrica zorlu diiirez, bobrek yetmezligi hallerinde periton diyalizi veya hemodiyaliz;

aktif kdmiir ve iyon degistirici regine ile hemoperfiizyon yontemleri uygulanabilir.
Stibstitiie iire herbisitlerinin sistemik toksisiteleri diistiktiir. Zehirlenmelerde

destekleyici tedavi uygulanir. Bazi zehirlenme vakalarinda methemoglobinemi

ooriiliir]8,47,48].

2.2.7. Pendimetalin

Pendimetalin, dinitroanilin tiirevi, bitkinin kok ve yapraklari tarafindan
absorplanan secici bir herbisit bilesiktir. Bir yillik ve genis yaprakli yabani, zararl
otlar1 kontrol etmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicre bdliinmesini ve
devamliligin1 inhibe eder. Bitkilerin topraktan c¢ikmalarimi takiben filizlenme
asamasindan hemen sonra kisa siirede 6lmelerine neden olur. Tahil, sogan, pirasa,
sarimsak, rezene, misir, dar1, piring, soya, fistik, havug, bezelye, bakla, lale, patates,
domates, pamuk, elma, armut, ayva, sert ¢ekirdekli meyveler, ¢ilek, bogiirtlen,
ahududu, limon, portakal, mandalina, greyfurt, patlican, kabak, domates, ay ¢igegi ve

tiittindeki ¢ok sayida yillik zararl otlarin kontrolii i¢in kullanilir [3,40].

2.2.7.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Pendimetalin turuncu-sar1 renkte kristal yapida tozdur. Kimyasal adi N-(1-
etilpropil)-2,6-dinitro-3,4-dimetilanilin’dir. Molekiiliin ampirik formiili C13H19N3O4
‘tir ve molekiil agirligi 281.3 g/mol’diir. Erime derecesi 54-58°C’dir. LogPow
(oktanol/su dagilma katsayis1) 5.18°dir. Pendimetalin’in kimyasal yapist Sekil
2.1.’deki gibidir[3,40,50,51].

Nﬂgn
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Sekil 2.1. Pendimetalin'in Kimyasal Yapisi

Suda ¢oziiniirliigii 20°C°de 0.3 mgL™dir. Aseton, ksilen, benzen, heptan,
toluen, kloroform, diklorometan gibi bir¢ok organik ¢oziiciide ve musir yaginda

¢Oziiniir. Isopropanolde kismen, petrol ve petrol eterinde hafifce ¢oziiniir[3,52-58].
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2.2.7.2. Dagihis1

Pendimetalin ve metabolitlerinin toprak bilesenlerine afinitesi ¢ok yiiksektir.
Topraktaki yar1 omrii 30-90 giin arasindadir. Topraga giiglii bir sekilde adsobe
oldugu igin topraktan yer alti sularina karigma ihtimali ihmal edilecek kadar
azdir[59-62].

Pendimetalin’in kaynama derecesi 330 °C’dir. Kaynama derecesi yliksektir
bu nedenle ugucu bir bilesik degildir. Ugucu bir bilesik olmadigindan buharlagma ile
havada dagilis1t s6z konusu degildir. Havada riizgarla farkli bolgelere parcacik
halinde tasinmas1 miimkiin olabilir.

Pendimetalin’in suda ¢oziiniirligi 0.3 mgLdir. Su bilesenlerine ilgisi ok
diisiiktiir. Bu nedenle pendimetalin’in su kirleticisi olmadig: bildirilse de oksijensiz
kosullarda daha polar metabolitlerine doniigebilir. Olusan polar metabolitler yer alt1
ve ylizey sularini kirletebilir[56].

Bitkilerin kok ve gdvdelerinden absorbe olur. Yaprak yiizeyinden
pendimetalin  absorbsiyonu gergeklesmez. Topraga asir1 derecede afinitesi
oldugundan topraktan ¢ok az miktarda pendimetalin bitkiye alinabilir.
Pendimetalin’in bitki dokularina absorbsiyonundan sonra taginmast siirhdir.
Pendimetalin bitkide oksidasyonla pargalanir. Hasat sirasinda iiriinde genellikle tayin

edilebilir diizeyde bulunmamaktadir[55].

2.2.7.3. Biyolojik Yazgisi

Pendimetalin diisiik oranda absorbe olurken viicuttan hizla atilir. Oral yolla
alimindan 24 saat sonra yaklasik % 95’1 atilmaktadir. Yaklasik % 20’si idrarla, %
75’1 1se fegesle atilir. Viicutta karaciger ve bobreklerde maksimum konsantrasyona
ulagir. Biiyiik oranda degismeden viicuttan atilir. Buna ragmen halkadaki 4-metil
grubunun ve N-alkil yan zincirinin oksidasyonu ile olusan metabolitleri de
aydinlatilmistir. Oral yoldan alimdan 96 saat sonra viicut dokularinda 0.3 ppm, yag
dokuda ise 0.9 ppm gibi diisiik oranda bulunur. Ozetle, pendimetalin kan
dolagimindan biiylik oranda absorbe edilmeden fegesle viicuttan atilir. Kandan
absorbe edilen diisiik miktardaki pendimetalin ise karaciger ve bobrekler tarafindan

hizla metabolize edilerek idrarla atilir[63].
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2.2.7.4. Toksik Etkileri

Pendimetalin yutuldugunda, solundugunda ya da deriyle temas ettiginde hafif
akut toksik etki meydana getirir. Pendimetalin’in en olas1 maruziyet yolu zirai ilag
uygulayicilarinin karigtirma, hazirlama ve uygulama sirasinda pendimetalin’e temas
etmesi ile olur. Yapilan bir ¢alismada tavsanin goziine uygulanan pendimetalin’in,
ortalama 7 giin igerisinde iyilesen kornea tahrisine neden oldugu goriilmiistiir. Toz ve
buhariin solunmasi ile agiz, burun, solunum yolu ve akciger mukozalarinda hafif
tahrise yol acabilir. Saf pendimetalin’in farelerdeki akut oral LDs, dozu
5000mg/kg’dan, tavsanlardaki akut dermal LDsy dozu ise 2000mg/kg’dan
yiiksektir[61,62].

Saf pendimetalin’in farelerde, 4 saatlik solumay1 takiben belirlenen akut LCsg
konsantrasyonu 320mg/L iken, piyasa adi Prowl 4EC olan pendimetalin
formiilasyonunun 4 saatlik akut LCsy konsantrasyonu 3.5 mg/L’dir.

Kopekler iizerinde 2 yil siireyle yapilan bir ¢calismada, oral yolla uygulanan
50mg/kg ve 200mg/kg dozlarindaki pendimetalin’in karaciger organ agirliginda ve
alkalen fosfataz enzim miktarinda artisa neden oldugu gosterilmistir. Ayni1 ¢alisma
giinde 12.5mg/kg dozun gozlenen bir etki olusturmadigini géstermistir.

90 giin boyunca farelerde yapilan ¢alismada etki gozlenmeyen en yiiksek doz
(NOEL-No Observed Effect Level) giinde 40mg/kg olarak bulunmustur[64,65].

Olgunlasmamis disi farelerde, pendimetalin'in rahim agirlig1 iizerine etkileri
arastirilmistir. Digi farelere 3 giin slireyle 150, 225, 300 ve 600 mg/kg/giin dozlarda
pendimetalin ve pozitif kontrol olarak 0.001 mg/kg/giin dozda etinilestradiol
uygulanmistir. 300 ve 600 mg/kg/giin dozlarda pendimetalin rahim agirliginda
mutlak artisa ve 600 mg/kg/giin dozda pendimetalin rahim agirliginda bagil artisa
neden olmustur. Rahim agirligindaki bu artis, pendimetalin'in 6strojenik etkili

olabilecegini diisiindiirmiistiir[66].
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2.3. Herbisitlerin Genotoksik Etkileri

2.3.1. Herbisitlerin Mutajenite Testleriyle Gozlenen Etkileri

2.3.1.1. Herbisitlerin Gen Mutasyon Testleriyle Gozlenen Mutajenik
Etkileri

Kloroaset anilid tiirevi herbisitler ve bunlarin metabolitlerinin bakteriyel
mutajenik etkileri Salmonella typhimurium’un TA98 ve TA100 suslariyla yapilan bir
caligmada arastirilmistir. Bu c¢alismada dietil kinoiminin TA98 ve TAI100
suslarindaki etkisiz histidin proteinini etkin hale ¢evirip ¢evirmedigi test edilmistir.
Dietil kinoiminin 10 pg/petri ve 30 pg/petri dozlarinda TA98 susu tizerindeki
etkisinin negatif kontrol ile hemen hemen ayn1 oldugu gézlenmistir. Buna karsilik 30
ng/petri dozunda TAI100 susunda mutasyon sikliginda artisa neden oldugu
saptanmistir. Gozlenen bu etkinin pozitif kontrol olan 5 pg/petri Sodyum Azid’ten 7
kat daha diisik oranda seyrettigi bildirilmistir. Dolayisiyla  Salmonella
typhimurium’um TA100 susunda zayif mutajenik etkili olan dietil kinoimin, TA98
susunda mutajenik etkili degildir.

Triazinilsiilfonil iire tiirevi herbisitlerde Salmonella typhimurium ve Cin
hamster over (CHO) hiicrelerinde in vitro gen mutasyonlari negatif sonug

vermistir[67,68].

2.3.1.2. Herbisitlerin Sitogenetik Testlerle Gozlenen Mutajenik Etkileri

a) Herbisitlerin Yapisal ve Sayisal Kromozom Hasar Testlerine Etkisi

Kromozom hasarlari, genetik hasar diizeyini degerlendirmede siklikla dikkate
alman bir biyolojik bulgudur. Insan periferal lenfositlerinin, alaklor ve maleik
hidrazit ile muamelesi sonucu lenfositlerdeki kromozom hasarlarinda belirgin artis
tespit edilmistir.

Bifenoks’un sigir  periferal lenfositlerindeki genotoksisitesinin
degerlendirilmesi i¢in yapilan bir caligmada, kiiltiirli yapilan lenfositlere 25, 50, 250,
500 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarda herbisit madde uygulanmigtir. 25 ila 250 pg
doz araliginda 24 saat siireyle herbisite maruz birakilan lenfositlerde hafif diizeyde

kromozom  hasarlart  gdzlenmistir.  Herbisitin 500  ve 1000 pg/ml
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konsantrasyonlarinda mitotik indeks inhibisyonuna bagli olarak kromozom hasar

sikliginda bir azalma gézlenmistir[69].

b) Herbisitlerin Kardes Kromatid Degisimine Etkileri

Alaklor ve iki alkilanilin herbisitin  muhtemel genotoksisite ve
sitotoksisitelerinin belirlenmesi amaciyla CHO hiicreleriyle, 48 saat inkiibasyonlari
yapilmistir. Dietilanilin 3 pg ve 30 pg, etilmetilanilinin 30 ug dozlarinda metafaz II
safhasinda olan hiicre sayisinda, metafaz III fazinda olan hiicre yiizdesindeki diislise
karsilik gelen miktarda artis gézlenmistir. Alaklor’un 10 puM ve dietilanilinin 3 pM
ve 30 uM dozlarinda metafaz II safthasindaki hiicrelerde kardes kromatid degisimini
artirdigi bulunmustur. Ancak etil metilanilinin 30 uM dozda bu etkiye neden
olmadigr goriilmistiir.

Insan lenfosit hiicrelerinde alaklor ve analogu alti herbisitin (butaklor,
asetaklor, metaklor, dimetaklor, dimetenamid ve propaklor) kardes kromatid
degisimine etkileri incelenmistir. Calismada sadece alaklor’un 10 uM dozda kardes
kromatid oraninda belirgin artisa neden oldugu, propaklorun 1 uM ve asetaklorun
10uM dozlarda kardes kromatid degisimine daha az etki ettigi ve butaklor, metaklor,
dimetaklor ile dimetenamidin 10 puM dozlarda kardes kromatid degisimi oranini

artirmadigi gorilmiistiir[67].

¢) Herbisitlerin Mikroc¢ekirdek Olusumuna Etkileri

Pirimidinil siilfonil iire tiirevi silfosiilfuronun in vitro sitogenetik testinde
kiiltire edilen insan lenfositlerinde hem metabolik aktivasyonlu hem de
aktivasyonsuz sartlarda, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/ml konsantrasyonlarda etkisi
incelenmistir. Mitotik indekste % 14,9°dan % 66,7’ye kadar bir azalma
gozlenmistir[70].

Pendimetalin'in fare kemik iligi hiicresinde kromozomal hasarlar1 ve
mikrogekirdek olusumunu artirdigi gosterilmistir.

Sik¢a kullanilan bir herbisit olan 2,4-dinitroanilinin insan lenfosit hiicresinde
mikrocekirdek olusumuna etkisinin arastirildigi bir ¢aligma yapilmistir. Calismada
kandan izole edilmis lenfositlere ve tiim kana saf 2,4-dinitro anilin ile bu bilesigin
0.00lmM ve 1mM araliginda degisen konsantrasyonlar1 48 saat siireyle muamele

edilmistir. 2,4-dinitroanilin, tim kan igerisindeki lenfositlerde mikrogekirdek
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olusumunu diisiikk diizeyde arttirirken, izole edilmis lenfositlerde mikrogekirdek
olusmuna etkisinin daha da az oldugu goriilmistiir. Mikrogekirdek olugsmunda

goriilen artisin sadece hiicre canliligindaki azalma oraninda oldugu belirtilmistir[71].

2.3.1.3. Herbisitlerin Diger Mutajenite Testleriyle Gozlenen Etkileri

CHO hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada, hiicreler 10, 100, 1000 ve
10000 uM konsantrasyonlarda pendimetalin ile 3 saat inkiibe edilmistir. Sonuglar,
standart sapma ile birlikte % mitokondri etkinligi olarak verilmistir. 1000 pM
konsantrasyonda pendimetalin uygulanan CHO hiicrelerinde mitokondri etkinligi %
65'e, 10 000 puM konsantrasyonda pendimetalin uygulanan CHO hiicrelerinde
mitokondri etkinligi % 54'e diismiistiir.

CHO hiicrelerinde 0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 uM konsantrasyonlarda PM'nin
neden oldugu DNA hasar1 kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve % kuyruklu DNA
miktar1 yoniinden degerlendirilmistir. DNA hasar1 kuyruk uzunlugu, kuyruk
momenti ve % kuyruklu DNA miktari cinsinden degerlendirildiginde, 0.1, 10 ve 100
uM konsantrasyonda PM'nin CHO hiicrelerinde yaptigi DNA hasarinin negatif
kontrole kiyasla istatistiksel olarak dnemli dl¢iide fazla oldugu gozlenmistir[72].

Atrazin’in mutajenik ve genotoksik etkileri O. niloticus'un eritrosit hiicreleri
ile yapilan bir ¢alisma ile arastirllmistir. Calismada mikrogekirdek olusumu, diger
cekirdek anormalileri (gift c¢ekirdek olusumu ve benzeri) ve DNA gocii

incelenmistir[73].

2.3.2. Herbisitlere Cevresel ya da Mesleki Olarak Temas Eden Bireylerde
Gozlenen Genotoksik Etkiler

Cesitli herbisitler ¢cevre kirleticisi olarak insan ve hayvanlara toksik etkiyecek
diizeye erismislerdir. ilaclama alaninda ¢alisan erkeklerde cinsiyet hormonlar1 ve
pestisit maruziyeti arasinda iliski oldugu yapilan ¢alismalarla saptanmistir[74].

Pendimetalin N-nitrozo bilesikleri ve nitrozamin safsizliklar1 i¢erir. N-nitrozo
bilesikleri insanda muhtemel karsinojen olarak siniflandirilir. Pendimetalin’e 7
yildan daha az siireyle maruz kalan zirai ¢alisanlarda ortaya ¢ikan pankreas kanseri
vakalar1 incelenmis ve pendimetalin’in pankreas kanserine yakalanma riskini anlamli

oOl¢iide arttirdig gortlmiistiir[75].
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2.4. Tek Hiicre Jel Elektroforez ‘““COMET”’ Yontemi

Tek hiicre jel elektroforez yontemi ilk kez 1984 yilinda Ostling ve Johanson
tarafindan tek hiicrede DNA hasarini goriintiilemek amaciyla gelistirilmistir[76].
Memeli hiicrelerinde DNA kiriklarini inceleyen ve Olgen, basit, hizli ve duyarli bu
yontemde mikroskop lami iizerindeki ince bir agar jeline emdirilmis az sayida hiicre
lize edildikten sonra elektroforeze tabi tutulur; elektrik akimi uygulanmasi, kirilmig
ve hafiflemis DNA parcalarinin ¢ekirdekten hizla gocilinii saglar. DNA, baglayici
floresans bir boya ile boyanir, goriiniisleri kuyruklu yildiza benzediginden
“COMET”’ diye adlandirilan bu goriintiiler 6l¢iillip degerlendirilir.

Tek hiicre jel elektroforez yontemi tek bir hiicrede DNA hasarinin dogrudan
tayininin yani sira bir gruptaki tiim hiicrelerin ayn1 oranda hasara ugrayip
ugramadiginin tespitine de olanak saglar. Herhangi bir tedavi sirasinda hiicrelerin
heterojen cevabinin ve radyoterapi ve kemoterapi tedavi protokollerinde tiimdr
cevabinin 6ngoriilmesine yardimer olabilir. Tek hiicre jel elektroforez yontemi; DNA
hasar ve onarimini ve mekanizmalarint pek c¢ok deneysel sartlarda inceler ve tek
hiicre slispansiyonu seklinde elde edilebilen her 0karyotik hiicrede DNA hasar ve
onarimini saptayabilir.

“COMET” teknigi tek hiicrede DNA hasarin1 Olctiiglinden incelenen
bilesiklerin genotoksisitesini hizli 6ngoérmede bir bilesigin DNA onarimini degistirip
degistirmeyecegi hakkinda bilgi saglamada da yararlidir. Tek hiicre jel elektroforez
yonteminde c¢ok az sayida hiicre gerektiginden kiiciik hacimde insan biyopsi
orneklerinde, deney hayvanlarinin herhangi bir dokusunda, DNA kirilmalarinin
boyutlarini saptamak olasidir. Ayrica islem hizlidir, birka¢ saat iginde gergeklesir ve
duyarhiligr yiiksektir. Oysa DNA kirilmalarini tespit eden standart alkali eliisyon
teknigi gibi yontemlerde fazla hiicreye gerek vardir ve islem uzundur. Yo6ntemdeki
uygulama farkliliklarinin ¢ogu elektroforez esnasinda goriiliir ve uygulanan voltaj,
elektroforez zamani, tampondaki tuz konsantrasyonu ve DNA hasar diizeyi
degerlendirilmesi ile iliskilidir. ‘““COMET” yontemi hasar gérmiis DNA’nin
elektroforez ile ¢ekirdekten salinmasi prensibine dayanir. Kuyruklu yildiz “COMET”
olusum sekillerini degerlendirmek ve tayinini yapmak ic¢in pek ¢ok farkli caligma
yapilmaktadir. Degerlendirme tekniklerinin en basiti hasar boyutuna dayali bir

sekilde hiicreleri ampirik olarak gozle kaydetmektedir. Hiicredeki DNA en basit
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sekliyle hasarli, hasarsiz seklinde goriiniislerine gore degerlendirilebilir. Gozlemler
igin 515-600 nm’lik eksitasyon filtreli epi-floresan mikroskop kullanilir. Giiniimiiz
teknolojisinde daha detayli ve genis incelemeye otomatik olanak saglayan goriintiilii
analiz sistemleri ile floresan mikroskoptan elde edilen goriintiiler bilgisayar ortamina
aktarilir. DNA hasari; DNA goclii “COMET” (kuyruklu yildiz) uzunlugu (mm),
“COMET” bas cap, “COMET” alam ya da “COMET” momenti olarak da
degerlendirilir.

Tek hiicre jel elektroforez “COMET” yontemi son yillarda farkli
laboratuvarlarda cesitli degisikliklerle uygulanan, tek ve ¢ift zincir kiriklarinin
tayinini kolaylagtiran bir yontemdir. DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin tayini igin
notral ve alkali lizis uygulanabilirken, alkali labil bolgelerin analizi sadece alkali lizis
uygulanarak gerceklestirilebilmektedir. Hayvan ve klinik Orneklerden alinan
dokularda ve diger 6rneklerde DNA hasar ve onarimini 6lgmek igin 6rneklerin izole
bir slispansiyonu ek bir hasara veya onarima yol agmayacak sekilde hazirlanmalidir.
En fazla insan lenfosit hiicresi kullanilmaktadir, ancak pek ¢cok parametrenin lenfosit
cevabini etkiledigi; vericinin yasi, fiziksel aktivitesi, sigara i¢ip igmedigi gibi olasi
etmenlerin hiicre cevabinda farklilik yaratabildigi ve bireyler arasi farkliliklarin
olabilecegi unutulmamalidir. /n vivo hayvan ¢alismalarinda kan, karaciger ve burun
mukoza hiicreleri kullanilabilir. /n vitro toksikokinetik calismalarda burun mukoza
hiicreleri, lenfositler ve lenfoblastoit hiicreler, akciger hiicreleri, mide-bagirsak kanali
hiicreleri (yemek borusu, oniki parmak bagirsagi, kolon mukozasi) incelenebilir.
Ozellikle izleme calismalarinda mesleki veya kazai olarak c¢evresel veya isyeri
kaynakli ¢esitli maddelere maruz kalan kisilerde DNA hasarmin incelenmesinde

kullanilan bir yontemdir[77-79].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Diisiik Erime Noktali Agar (LMPA)
Etidiyum Bromiir (EtBr)

Etil Alkol

Etilen Diamin Tetraasetik Asit, Disodyum Tuzu (EDTA)

Sigir serum albiimin (FCS) (steril)

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS)
Heparin Sodyum (5.000 U/ml)
Formamido pirimidin glikozilaz (Fpg)

Hidrojen Peroksit (%35)
Hidroklorik Asit (%37)

Ficoll (Histopaque-1077)

[zotonik Sodyum Kloriir (% 0.9) (Serum Fizyolojik)
Orta erime noktali agar (MEEO)

Metil Alkol

N-Lauril Sarkosinat Sodyum Tuzu

Normal Erime Noktali Agar (NMPA)

Pendimetalin

Penisilin Streptomisin

RPMI 1640 Vasati

Sodyum Hidroksit (NaOH)

Sodyum Kloriir (NaCl)
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Sigma

Boehringer Mannheim
Sigma

Merck

ICN

Sigma

Sigma

Nevparine

Sigma

Merck
Merck

Sigma
Eczacibasi-Baxter
Roth

Merck

ICN

Boehringer Mannheim
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma

Merck

Merck



Tripsin
Tris
Triton x-100

Zeytinyagi

3.2. Kullamlan Kiiltiir Hiicresi

Cin Hamster Over Hiicresi (CHO)

3.3. Kullanilan Arac ve Gerecler

Comet Bilgisayarli Goriintiilleme Sistemi

Deiyonize Su Cihazi

Derin Dondurucu (-20°C)
Derin Dondurucu (-80°C)
Elektroforez

Elektroforez Gli¢ Kaynagi
Etiiv

Flask (steril,25cm?® ve 75 cm?)

Floresan Mikroskop

Hiicre Kiiltiir Plag: (6 kuyucuklu ve 96 kuyucuklu)

Isitic1
Inkiibator

Kirik Buz Makinasi

29

Sigma-Aldrich
ICN
Sigma

Egas

T.C. Tarim ve Koy
Isleri Bakanligi,
Sap Enstitiisii

Comet Analysis
Software, version 3.0
Kinetic Imaging

Easypure UV
Ariston

Revco

Biometra Analitik
Power Pack P 25
Dedeoglu

TPP®

Leica

Cellstar®
Multi-Blok, Lab-Line
Heraeus Instruments

Scotsman AF100



Karstirici-Isitict

Lam (26x76mm)

Lamel (24x60mm)

Laminar Flow

Manyetik Karistiric

Mikrodalga Firin

Mikropipetler

1-10ul, 0,5-40ul, 40-200ul, 200-1000ul, 1-5ml
Mikrosantrifiij

Otoklav

pHmetre
Santrifiij
Spektrofotometre
Terazi

Ultrasonik Banyo
Vakum Pompasi

Vorteks
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Jankel&Kunkel, Ikamag
Marienfeld

Marienfeld

Kojair KR 105

Stuart Scientific

Vestel

Finnpipette, Gilson

Hettich Micro 12-24

Rodwell Monarch MP
24

Cyberscan
Heraeus, Hettich
SpektraMax M2
Schimadzu Libror
Transsonic 460/H
Welch Vacuum

Heidolph Reax 2000
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3.4. Kullamlan Cozeltiler

3.4.1. Tek Hiicre Jel Elektroforez “COMET” Yontemiyle DNA Hasarinin
Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Diisiik Erime Noktali Agar (LMPA) Cozeltisi

125 mg LMPA tartilir. Kaynar su banyosu kullanilarak 25 ml PBS icinde

¢oziiliir. Kii¢iik hacimler halinde buzdolabinda saklanir.

Elektroforez Tampon Cozeltisi

1705 ml soguk distile su, 52.8 ml 10 N NaOH, 8.8 ml 200 mM EDTA

¢Ozeltisi karistirilir. Deney glinii taze hazirlanir.

Etanol Cozeltisi (% 75)

% 99.8’lik mutlak etanol ¢ozeltisinden 225.5 ml alinir, 300 ml’ye distile suyla

tamamlanir.

Etanol Cozeltisi (% 50)

% 99.8’lik mutlak etanol ¢ozeltisinden 150.3 ml alinir, 300 mI’ye distile suyla

tamamlanir.

Etidiyum Bromiir Cozeltisi

10 mg etidiyum bromiir 50 ml distile suda ¢oziilerek 200 pg/ml’lik stok
etidiyum bromiir ¢ozeltisi hazirlanir. Oda sicakliginda karanlikta saklanir. Stok
etidiyum bromiir ¢ozeltisinden 1 ml alinip, distile su ile 10 ml’ye tamamlanarak 20

png/ml’lik etidiyum bromiir ¢ozeltisi hazirlanir. Oda sicakliginda karanlikta saklanir.
200 mM EDTA Cozeltisi

14.89 g EDTA 200 ml distile suda ¢ozilip pH 10’a ayarlanir. Oda

sicakliginda saklanir.
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Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (PBS)

1 PBS tableti 200 ml distile suda ¢oziiliir. 4 OC’de saklanir.

Formamido Pirimidin Glikozilaz (Fpg) Enzim Tampon Cozeltisi
2.42 g TrisHCI, 5.84 g NaCl, 0.37 g Na,EDTA 1 litre distile su igerisinde
¢oziliir. % 37°1ik HCl ile pH 7.5a ayarlanir.

1 ml Formamido Pirimidin Glikozilaz (Fpg) Enzim Cozeltisi
0.5 mg sigir serum albumini ve 1.45 pl Fpg enzimi 1 ml Fpg enzimi tampon

¢Ozeltisinde karistirilarak taze hazirlanir.

0.1 M H,0, COZC'tlSl

% 35°lik HoO, g¢ozeltisinden 9.7 pl almir, 4°C’de 990.3 ul distile su ile

1 ml’ye tamamlanir. Cozelti 1 hafta buzdolabinda saklanabilir.

1 mM H,0, COZC]tiSi
Deney giinii 0.1 M H,0, ¢dzeltisinden 20 pl alimip 4°C’de 1980 pl PBS ilave

edilerek 1 mM H,0, ¢6zeltisi hazirlanir

50 HM HQOQ COZG]tiSi
50 pl 1 pM H,0, tizerine 950 pl 4°C’deki PBS ¢ozeltisi ilave edilir

Lizis Cozeltisi
146.1 g NaCl, 37.2 g EDTA, 1.2 g Tris tartilip 500 ml distile suda ¢6ziiliir.
10 g NaOH eklenerek pH 10’a ayarlanir. 10 g N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu

eklenir. Distile suyla 890 ml’ye tamamlanip ¢oziinlinceye kadar karistirilarak stok

lizis ¢ozelti hazirlanir. Oda sicakliginda saklanir.

178 ml stok lizis ¢ozelti, 2 ml Triton X-100 ve 20 ml DMSO ile karistirilir.
Deney giinii taze hazirlanir, kullanilacagi zamana kadar buzdolabinda tutularak

soguk cozeltisi kullanilir.
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10 N NaOH

200 g NaOH 500 ml distile suda ¢oziiliir. Oda sicakliginda saklanir.

Normal Erime Noktalh Agar (NMPA) Cozeltisi

500 mg NMPA tartilir. Kaynar su banyosu kullanilarak 50 ml PBS i¢inde
¢oziliir. Lamlar bu ¢ozeltiye daldirilir ve bir tarafi silindikten sonra kurumaya
birakilir.

Notralizasyon Tampon Cozeltisi

48.5 mg tris 750 ml distile suda ¢oziliip pH 7.5’e ayarlanir. Distile suyla

1000 mI’ye tamamlanir. Oda sicakliginda saklanir.

Orta Erime Noktalh Agar (MEEO) Cozeltisi
0.75 g MEEO 100 ml PBS i¢inde ¢oziiliir. Buzdolabinda saklanir.

500 mM Pendimetalin Cozeltisi

42.2 mg pendimetalin 300 ul DMSO: Zeytinyagi (1:3, v/v) ¢ozeltisi iginde

ultrasonik banyoda ¢éziiliir. Kisimlar halinde -80°C’de saklanr.

0.5 mM Pendimetalin Cozeltisi

500 mM pendimetalin ¢ozeltisinden 3 pl alinir. 2997 ul PBS ilave ederek son

hacim 3 ml’ye tamamlanir.
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3.5. Lenfosit Orneklerine Pendimetalin Uygulamasi Sonucu Tek Hiicre Jel

10.

11.

12.

Elektroforez “COMET” Yontemiyle DNA Hasarimin Belirlenmesi

Icinde 0.1 ml heparin bulunan steril enjektdrle saglikli vericiden 5 ml kan
ornegi alindi.

Alinan kan 6rnegi 5 ml PBS ile 1:1 oraninda seyreltildi.

2 ml Ficoll (Histopaque-1077) {izerine seyreltilmis kan Ornegi Pastor
pipetiyle yavasca yayildi.

Oda sicakliginda 2300 rpm’de 20 dakika siireyle santrifiij edildi.

Santrifiij islemi sonunda Ficoll iizerindeki interfazda ince bir tabaka halinde
bulunan lenfositler Pastor pipetiyle dikkatle alindi.

Alinan lenfositler steril tiipe kondu ve iizerine PBS eklendi. 2300 rpm’de 10
dakika siireyle santrifiij edildi.

Siipernatan atilarak ¢oken kisimdaki hiicreler Neubauer laminda sayildiktan
sonra PBS ile seyreltilerek 50 pl’de 5x10* hiicre olmasi sagland.

50 ul hiicre siispansiyonu eppendorf tiiplere alindi. Cozeltideki DMSO
konsantrasyonu % 0.5’i ve zeytinyag konsantrasyonu % 0.05’1 agmayacak
sekilde pendimetalin'in bu ¢oziiclideki c¢ozeltilerinden uygun hacimler
konularak son hacim PBS ile 1 ml’ye tamamlandi. 1, 10, 100, 1000 ve 10000
uM konsantrasyonlarda pendimetalin'in lenfosit DNA’s1 {izerine etkileri
incelendi. Negatif kontrol olarak % 0.5 konsantrasyonda DMSO ve % 0.05
zeytinyag kullanildi. Pozitif kontrol olarak 50 uM H,O, kullanildi. Tim
ornekler cift calisildi.

Incelenen bilesikleri iceren hiicre siispansiyonlar1 37 + 0.5°C’de 30 dakika
bekletilerek inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda hiicreler 2300 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi.
Siipernatan atild.

Pozitif kontrol olarak 50 uM H,0O, kullanilacak hiicrelere inkiibasyondan
sonra +4 °C’de 950 ul PBS ve 50 ul 1 mM H,0, ¢6zeltisinden ilave edildi. 5
dakika buz banyosunda inkiibe edildi. +4°C°de 2300 rpm’de 5 dakika siireyle
santrifiij edildi. Siipernatan atildu. +4°C’de 1 ml PBS ile 2300 rpm’de 5
dakika stireyle santrifiij edilerek hiicreler yikandi. Siipernatan atildi.

37+ 0.5 °C’de eritilmis 75 pl % 0.5’lik LMPA, 25 ul hiicre siispansiyonu ile
karistirildiktan sonra onceden % 1°lik NMPA ¢ozeltisine daldirilip agar ile
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kaplanmig lamlara yayildi ve {izerine lamel kapatildi ve buzlu yiizey tizerinde
5 dakika bekletilerek agarin katilagsmasi saglandi. Agar lizerindeki lamel
zedelenmeden alindi.

Lamlar daha onceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis
¢ozeltisine daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

50 uM H,0; uygulanan lamlar ayr1 olarak soguk lizis ¢ozeltisine daldirilarak
en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

Takiben elektroforez islemi uygulandi.

Elektroforez islemi i¢in tank soguk elektroforez ¢ozeltisi ile dolduruldu.
Lamlar agar yayilan kisimlar tiste gelecek sekilde elektroforez tankinin igine
yerlestirildi. Akim uygulamadan 20 dakika bekletildi.

25 V ve 300 mA akim uygulayarak 20 dakika elektroforez uygulandi.
Elektroforez islemi bittikten sonra alinan lamlar 5 dakika distile suda
bekletildi.

Ardindan lamlar 15 dakika notralizasyon tampon ¢ozeltisinde bekletildi.
Takiben lamlar sirastyla 5’er dakika % 50°lik, % 75’lik ve %99’luk etanol
¢oOzeltisinde bekletildi.

Okuma oncesi lamlarin kurumasi i¢in en az 1 giin bekletildi.

Tim bu islemler ek bir DNA hasarini1 6nlemek iizere karanlikta yapildi.
Deney, her bilesik i¢in her konsantrasyon ¢ift olmak lizere en az 3 kez
tekrarlandi.

Lamlarin tizerine 60 pl 20pg/ml etidiyum bromiir ¢ozeltisi ilave edildi.

Her 6rnek i¢in 2 lama uygulama yapildi ve her lamda 50 hiicre ve toplam 100
hiicre 40x objektif kullanilarak floresan mikroskobunda bilgisayarli
goriintiileme sistemi ile (Comet Analysis Software, version 3.0, Kinetic
Imaging Ltd., Liverpool, UK) degerlendirildi ve DNA hasar derecesinde
kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk gocii esas

alind1.
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3.6. Lenfosit Orneklerine Pendimetalin ve H,O, Uygulanmasi Sonucu Oksidatif

DNA Hasarma Duyarhhgin Belirlenmesi

1. 3.5’te anlatilan sekilde lenfosit hiicre siispansiyonu elde edildi.

2. 25 pl hiicre siispansiyonu eppendorf tiiplere alindi. Cozeltideki DMSO
konsantrasyonu % 0.5’i ve zeytinyag konsantrasyonu % 0.05’i agmayacak
sekilde pendimetalinin bu ¢o6ziiciideki c¢ozeltilerinden uygun hacimler
konularak son hacim PBS ile 1 ml’ye tamamlandi. 1, 10, 100, 1000 ve 10000
uM konsantrasyonlarda pendimetalin'in lenfosit DNA’s1 lizerine etkileri
incelendi. Negatif kontrol olarak % 0.5 konsantrasyonda DMSO ve % 0.05
zeytinyag, pozitif kontrol olarak 50 uM H,0O, kullanildi. Tiim 6rnekler ¢ift
calisild.

3. Incelenen bilesikleri igeren hiicre siispansiyonlar1 37 + 0.5 °C’de 30 dakika
bekletilerek inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonunda hiicreler 2300 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi.
Siipernatan atildu.

5. Pozitif kontrol olarak 50 uM H,0O, kullanilacak hiicrelere inkiibasyondan
sonra +4 °C’de 950 ul PBS ve 50 ul 1 mM H,0, ¢6zeltisinden ilave edildi. 5
dakika buz banyosunda inkiibe edildi. + 4°C>de 2300 rpm’de 5 dakika siireyle
santrifiij edildi. Stipernatan atildi. +4 °C’de 1 ml PBS ile 2300 rpm’de 5
dakika siireyle santrifiij edilerek hiicreler yikandi. Siipernatan atildi.

6. 37+ 0.5 °C’de eritilmis 75 pl % 0.5’lik LMPA, 25 pl hiicre siispansiyonu ile
karistirildiktan sonra onceden % 1’lik NMPA ¢ozeltisine daldirilip agar ile
kaplanmis lamlara yayildi ve iizerine lamel kapatildi ve buzlu ylizey lizerinde
5 dakika bekletilerek agarin katilasmasi saglandi. Agar iizerindeki lamel
zedelenmeden alind1.

7. Lamlar daha onceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis
¢ozeltisine daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

8. 3.5’te anlatilan sekilde elektroforez ve DNA hasar degerlendirme islemi

uygulanda.
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3.7. Lenfosit Orneklerine Pendimetalin, H,O, ve Fpg Enzim Cozeltisi
Uygulanarak Gruplardaki Oksidatif DNA Hasar ve Onarimmlarinin
Degerlendirilmesi

1. 3.6’da anlatilan sekilde lenfosit hiicrelerine H,O, uygulandi.

2. 25 pl lenfosit hiicre siispansiyonu 37 + 0.5 °C’de eritilmis 75 pl % 0.5°lik
LMPA ile karistirildiktan sonra 6nceden % 1°lik NMPA ¢o6zeltisine daldirilip
agar ile kaplanmis lamlara yayildi ve iizerine lamel kapatildi ve buzlu yiizey
tizerinde 5 dakika bekletilerek agarin katilasmasi saglandi. Agar iizerindeki
lamel zedelenmeden alindi.

3. Lamlar daha o©nceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis
¢Ozeltisine daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

4. Lamlar lizis ¢ozeltisinden ¢ikarildi ve 3’er kez 5 dakika Fpg enzim tampon
¢oOzeltisinde bekletildi.

5. Lamlarin dort kosesine 1’er damla MEEO agar damlatildi. Agarin katilasmasi
icin 1-2 dakika beklendi. Uzerine 200 ul Fpg enzim ¢dzeltisi kondu ve
tizerine lamel kapatildi. 37 £ 0.5 %C>de 30 dakika bekletilerek inkibatorde (%
5CO; ve % 95 O, igeren nemli atmosferde) inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasi lamlarin iizerindeki lameller alindi ve distile suya
daldirilip ¢ikarildi.

7. 3.5’te anlatilan sekilde elektroforez ve DNA hasar degerlendirme islemi
uygulandi.

3.8. CHO Hiicrelerine Pendimetalin Uygulamasi Sonucu Tek Hiicre Jel

Elektroforez “COMET” Yontemiyle DNA Hasarinin Belirlenmesi

1.

Bu calisma laminar flow altinda steril kosullarda yapildi. CHO hiicreleri T.C.
Tarmm ve Koy Isleri Bakanligi, Sap Enstitiisii’'nden almarak ¢ogaltma islemi
yapildi. Biiyiik boy kiiltiir kabina 0.4x10° hiicre 25 ml RPMI 1640: % 10 FCS :
Penisilin/Streptomisin (500ml:5ml:5ml; v/v/v) vasati i¢ine ekildi. 37 £ 0.5°C’de
inkiibatorde (% 5 CO, ve % 95 O, igeren nemli atmosferde) inkiibe edildi.

24 saat sonra flasktaki vasat steril pipetle vakumla atild1 ve lizerine 5 ml tripsin
ilave edildi. 5-10 dakika hiicrelerin siispande olmasi i¢in inkiibatorde bekletildi.

Uzerine 10 ml vasat ilave edildi.
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Hiicre stispansiyonu 1200 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Siipernatan
vakumla alindi.

Hiicre pelleti vasat ile siispande edildi.

Hiicre canliligi Tripan Mavisi ile kontrol edildi. Ayrica Neubauer laminda
hiicre sayim1 yapildu.

50.000 hiicre/50 pl vasat i¢inde 6 kuyucuklu plaklara ekildi.

Uzerlerine 1950 pl vasat konularak son hacim 2 ml’ye tamamlandh.

24 saat inkiibasyonu takiben vasat vakumla uzaklastirildi.

Pendimetalin uygulamasi olarak; vasat i¢cindeki pendimetalin test bilesigi ile
CHO hiicreleri 30 dakika inkiibe edildi. 1, 10, 100, 1000 ve 10000 pM
konsantrasyonlarda pendimetalin'in CHO hiicresi DNA’s1 iizerine etkileri
incelendi.

Negatif kontrol olarak; DMSO konsantrasyonu % 0.5’1 ve zeytinyagi
konsantrasyonu % 0.05’1 asmayacak sekilde vasat igindeki ¢ozeltisi ile CHO
hiicreleri 30 dakika inkiibe edildi.

Pozitif kontrol olarak; 50 uM H,O, uygulamasi yapildi. Bunun igin 6
kuyucuklu plaklardaki ilgili vasat vakumla atild1 ve 50 uM H,O; iceren vasat
eklendi.

5 dakika beklendi ve 50 uM H,0; igeren vasat vakumla atildi.

Hiicreler steril PBS ile 1 kez yikandi.

Takiben hiicreler tripsinlendi. 200 pl tripsin eklenip 37 + 0.5 °C’de 5-10 dakika
inkiibe edildi.

1 ml vasat ilave edildi. Hiicre slispansiyonu ependorf tiiplerine alindi.

Hiicre siispansiyonlar1 3000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi.
Siipernatan atildi.

37+ 0.5 °C’de eritilmis 75 ul % 0.5’lik LMPA, 25 pl hiicre siispansiyonu ile
karistirildiktan sonra dnceden % 1°lik NMPA c¢o6zeltisine daldirilip agar ile
kaplanmig lamlara yayildi ve ilizerine lamel kapatildi ve buzlu yiizey tizerinde 5
dakika bekletilerek agarin katilagsmasi saglandi. Agar {izerindeki lamel
zedelenmeden alindi.

Lamlar daha 6nceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis ¢ozeltisine

daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.
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50 uM H,0, uygulanan lamlar ayri olarak soguk lizis ¢ozeltisine daldirilarak en
az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

Inkiibasyon sonras1 lamlarin iizerindeki lameller alind1 ve distile suya daldirilip
cikarildi.

3.5’te anlatilan sekilde elektroforez ve DNA hasar degerlendirme islemi

uygulandi.

CHO Hiicrelerine Pendimetalin ve H,O, Uygulanmasi1 Sonucu Oksidatif

DNA Hasarmma Duyarhgin Belirlenmesi

1.

10.
11.

12.

3.8’de anlatilan sekilde 50.000 CHO hiicre/50 pl vasat i¢inde 6 kuyucuklu
plaklara ekildi.

Uzerlerine 1950 pl vasat konularak son hacim 2 ml’ye tamamlandi.

24 saat inkiibasyonu takiben vasat vakumla uzaklastirildi.

Pendimetalin uygulamasi olarak; vasat i¢indeki pendimetalin test bilesigi ile
CHO hiicreleri 30 dakika inkiibe edildi. 1, 10, 100, 1000 ve 10000 uM
konsantrasyonlarda pendimetalinin CHO hiicresi DNA’s1 iizerine etkileri
incelendi.

Negatif kontrol olarak; DMSO konsantrasyonu % 0.5’1 ve zeytinyag
konsantrasyonu % 0.05’i asmayacak sekilde vasat i¢indeki ¢ozeltisi ile CHO
hiicreleri 30 dakika inkiibe edildi.

Pozitif kontrol olarak; 50 uM H,0O, uygulamasi yapildi. Bunun igin 6
kuyucuklu plaklardaki ilgili vasat vakumla atildi ve 50 uM H,0O; i¢eren vasat
eklendi.

5 dakika beklendi ve 50 uM H,0, igeren vasat vakumla atildi.

Hiicreler PBS ile 1 kez yikandi.

Takiben hiicreler tripsinlendi. 200 pl tripsin eklenip 37 + 0.5 °C’de 5-10
dakika inkiibe edildi.

1 ml vasat ilave edildi. Hiicre siispansiyonu ependorf tiiplerine alindi.

Hiicre siispansiyonlart 3000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi.
Stipernatan atildu.

37 £ 0.5 °C’de eritilmis 75 ul % 0.5’lik LMPA, 25 pl hiicre siispansiyonu ile
karistirildiktan sonra onceden % 1°’lik NMPA ¢ozeltisine daldirilip agar ile
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kaplanmig lamlara yayild1 ve iizerine lamel kapatildi ve buzlu yiizey lizerinde
5 dakika bekletilerek agarin katilagsmasi saglandi. Agar iizerindeki lamel
zedelenmeden alindi.

Lamlar daha onceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis
¢ozeltisine daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

50 uM H,0; uygulanan lamlar ayr1 olarak soguk lizis ¢ozeltisine daldirilarak
en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

Inkiibasyon sonrasi lamlarin {izerindeki lameller alind1 ve distile suya
daldirilip ¢ikarildi.

3.5’te anlatilan sekilde elektroforez ve DNA hasar degerlendirme islemi

uygulanda.

CHO Hiicrelerinde H;O, ve Fpg Enzim Cozeltisi Uygulanarak

Gruplardaki Oksidatif DNA Hasar ve Onarimlarimin Degerlendirilmesi

1.

3.8’de anlatilan sekilde 50.000 CHO hiicre/50 pl vasat i¢inde 6 kuyucuklu
plaklara ekildi.

Uzerlerine 1950 ul vasat konularak son hacim 2 m1’ye tamamlandi.

24 saat inkiibasyonu takiben vasat vakumla uzaklagstirildi.

Pendimetalin uygulamasi olarak; vasat i¢indeki pendimetalin test bilesigi ile
CHO hiicreleri 30 dakika inkiibe edildi. 1, 10, 100, 1000 ve 10000 uM
konsantrasyonlarda pendimetalin'in CHO hiicresi DNA’s1 lizerine etkileri
incelendi.

Negatif kontrol olarak; DMSO konsantrasyonu % 0.5’1 ve zeytinyag
konsantrasyonu % 0.05’i asmayacak sekilde vasat i¢indeki ¢ozeltisi ile CHO
hiicreleri 30 dakika inkiibe edildi.

Pozitif kontrol olarak; 50 uM H;O, uygulamasi yapildi. Bunun igin 6
kuyucuklu plaklardaki ilgili vasat vakumla atildi ve 50 uM H,0; igeren vasat
eklendi.

5 dakika beklendi ve 50 uM H,0; igeren vasat vakumla atildu.

Hiicreler PBS ile 1 kez yikandi.

Takiben hiicrelere tripsinleme yapildi. 200 pl tripsin eklenip 37 + 0.5 °C’de
5-10 dakika inkiibe edildi.
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1 ml vasat ilave edildi. Hiicre siispansiyonu ependorf tiiplerine alindi.

Hiicre siispansiyonlar1 3000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi.
Siipernatan atild.

37+ 0.5 °C’de eritilmis 75 pl % 0.5°lik LMPA, 25 pl hiicre siispansiyonu ile
karigtirildiktan sonra onceden % 1’lik NMPA ¢ozeltisine daldirilip agar ile
kaplanmig lamlara yayildi ve iizerine lamel kapatildi ve buzlu ylizey iizerinde
5 dakika bekletilerek agarin katilagsmasi saglandi. Agar tlizerindeki lamel
zedelenmeden alind1.

Lamlar daha onceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis
¢Ozeltisine daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

50 uM H,0; uygulanan lamlar ayr1 olarak soguk lizis ¢ozeltisine daldirilarak
en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

Fpg uygulamasi yapilacak olan lamlar lizis ¢ozeltisinden ¢ikarildi ve 3’er kez
5 dakika Fpg enzim tampon ¢ozeltisinde bekletildi.

Lamlarin dort kdsesine 1’er damla MEEO agar damlatildi. Uzerine 200 pl
Fpg enzim ¢d6zeltisi kondu ve iizerine lamel kapatildi. 37 £ 0.5 %Cde 30
dakika bekletilerek inkibatorde (% 5 CO, ve % 95 O, igeren nemli
atmosferde) inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi lamlarin iizerindeki lameller alindi ve distile suya
daldirilip ¢ikarild.

3.5’te anlatilan sekilde elektroforez ve DNA hasar degerlendirme islemi

uygulanda.
Istatistiksel Yontemler

Sonuglar ortalama + ortalama standart hata olarak verildi. Windows isletim

sistemi i¢cin SPSS 11.5 programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu

Kolmorog-Smirnov testiyle yapildi. Grup farkliliklar1 tek yonlii varyans analizi
(ANOVA), LSD test ile belirlendi ve p<0.05, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Lenfosit Orneklerinde Tek Hiicre Jel Elektroforez “COMET”

Yontemiyle DNA Hasarimin Belirlenmesi

4.1.1. Lenfosit Orneklerinde Pendimetalinin DNA Hasar Etkisine Iliskin
Bulgular
1, 10, 100, 1000 ve 10 000 uM konsantrasyonlarda Pendimetalin (PM)’in in
vitro periferik kan lenfositlerinde olusturdugu DNA hasarina iliskin 3 ayr1 deneyin
sonuglart Tablo 4.1°de gosterilmistir. Tabloda, toplam hiicre sayis1 iizerinden
degerlendirilen ortalama kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve
kuyruk go¢ii ve bunlarin standart hatalar1 verilmistir. (Tablo 4.1.; Sekil 4.1. ve 4.2.).



Tablo 4.1. Pendimetalin’in (PM) lenfositlerde DNA hasarina iligkin bulgular *

Kuyruk Uzunlugu
1| (-) Kontrol [DMSO(%0,5)+2Y(%0,02)] | 16,2+ 0,14
2| 1pMPM 17,65 + 0,39
3|10 uM PM 18,3+ 0,37 ++
41100 uyM PM 21,09 £ 0,80 +++
5| 1000 pM PM 24,16 £ 0,97 +++
610000 pM PM 12,49 £ 0,40 +++
Kuyruk Yogunlugu
1| (-) Kontrol [DMSO(%0,5)+ZY(%0,02)] | 2,12+ 0,26
2| 1pMPM 1,59 +0,25
3|10 pM PM 3,27 £0,55
41100 uyM PM 6,51 £ 0,92 +++
5| 1000 pM PM 9,10+ 1,17 +++
6 10000 pnM PM 3,66 +0,37
Kuyruk Momenti
1| (-) Kontrol [DMSO(%0,5)+ZY(%0,02)] | 0,27 £0,04
2| 1pMPM 0,24 +0,05
3|10 uM PM 0,50 0,11
41100 uM PM 1,28 £ 0,25 +++
5| 1000 pM PM 1,78 £ 0,33 +++
610000 pM PM 0,29 +0,03
Kuyruk Gocii
1| (-) Kontrol [DMSO(%0,5)+ZY(%0,02)] | 1,00 +0,14
2| 1pMPM 2,61+ 0,38 +
3|10 uM PM 2,80+ 0,41 +
41100 uM PM 5,23+ 0,74 +++
5| 1000 pM PM 10,15+ 0,98 +++
610000 pM PM 2,43 +£0,41

& Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeridir ve sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.

"p<0.05, "p<0.01, ""p<0.001, negatif kontrol [DMSO(%0,5)+ZY (%0,02)] ile kiyaslanmustir.

(A)
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Sekil 4.1. Pendimetalin’in (PM) lenfositlerdeki DNA hasarina iliskin
bulgular*

# Sonuglar ii¢ galismanin ortalama degeridir ve sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.

"p<0.05, ""p<0.01, *"*p<0.001, negatif kontrol [DMSO(%0,5)+ZY (%0,02)] ile kiyaslanmstir.
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(B)
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Uygulanan dozlar

Sekil 4.2. Pendimetalin’in (PM) lenfositlerde DNA hasarina iligskin

bulgular *

& Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeridir ve sonuclar ortalama + standart hata olarak verilmistir.
"p<0.05, ""p<0.01, "p<0.001, negatif kontrol [DMSO(%0,5)+ZY (%0,02)] ile kiyaslanmustir.



46

DNA hasar1 kuyruk uzunlugu cinsinden degerlendirildiginde, PM’in negatif kontrol
ile kiyaslandiginda 1 uM konsantrasyonda lenfositlerde 6nemli bir DNA hasari
olusturmadig1 ancak 10 uM ve lizerindeki konsantrasyonlarda yaptigt DNA hasariin

negatif kontrole kiyasla fazla oldugu gézlenmistir (sirasiyla p<0.01, p<0.001).

DNA hasar1 kuyruk yogunlugu cinsinden degerlendirildiginde, PM’in negatif
kontrol ile kiyaslandiginda 1 uM ve 10 uM konsantrasyonda lenfositlerde dnemli bir
DNA hasari olusturmadigi ancak 100 uM ve 1000 uM konsantrasyonlarda yaptigi
DNA hasarmin negatif kontrole kiyasla fazla oldugu goézlenmistir (p<0.001). PM’in
10 000 uM konsantrasyonda lenfositlerde yaptigt DNA hasarimin negatif kontrole
kiyasla ¢ok az oranda fazla oldugu ancak farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1

saptanmistir.

DNA hasar1 kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde, PM’in negatif
kontrol ile kiyaslandiginda 1 uM ve 10 uM konsantrasyonda lenfositlerde énemli bir
DNA hasar1 olusturmadigi ancak 100 uM ve 1000 uM konsantrasyonlarda yaptigi
DNA hasarinin negatif kontrole kiyasla fazla oldugu gozlenmistir (p<<0.001). PM’in
10 000 uM konsantrasyonda lenfositlerde yaptigt DNA hasarmin negatif kontrole
kiyasla ¢ok az oranda fazla oldugu ancak farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1

saptanmistir.

DNA hasar1 kuyruk gé¢ii cinsinden degerlendirildiginde, PM’in negatif kontrol
ile kiyaslandiginda 1, 10, 100 ve 1000 puM konsantrasyonda lenfositlerde yaptigi
DNA hasarinin negatif kontrole kiyasla fazla oldugu gozlenmistir (1, 10 uM igin
p<0.05; 100 ve 1000 uM ig¢in p<0.001). PM’in 10 000 puM konsantrasyonda
lenfositlerde yaptigt DNA hasarinin negatif kontrole kiyasla fazla oldugu ancak

farkin istatistiksel olarak dnemli olmadig1 saptanmistir.
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4.1.2. Lenfosit Orneklerinde Pendimetalin, H.O, ve Fpg Enzim Cozeltisi
Uygulanarak Gruplardaki Oksidatif DNA Hasar ve Onarimlarma fliskin
Bulgular

1, 10, 100, 1000 ve 10 000 uM konsantrasyonlarda PM’in in vitro periferik
kan lenfositlerinde olusturdugu DNA hasarina iliskin 3 ayr1 deneyin sonuglar1 Tablo
4.2. ve 4.3°de gosterilmistir. Tabloda, toplam hiicre sayisi iizerinden degerlendirilen
ortalama kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk gocii ve
bunlarin standart hatalar1 verilmistir. (Tablo 4.2. ve 4.3.; Sekil 4.3. ve 4.4.).



Tablo 4.2. Lenfositlerde Pendimetalin (PM), H,O, ve Fpg Enzim Cozeltisi Uygulanarak Gruplardaki Oksidatif DNA Hasar ve Onarimlarina

Iliskin Bulgular
Periferal Lenfosit Hiicreleri H,0, Uygulanan H,O,+Fpg Uygulanan
Periferal Lenfosit Hiicreleri | Periferal Lenfosit Hiicreleri
Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Uzunlugu Yogunlugu Uzunlugu Yogunlugu Uzunlugu Yogunlugu
1| (-) Kontrol 16,27+0,14 2,12 £0,26 26,65 £0,75 14,50 £1,34 31,70 £0,72 22,44 +£1,83
[DMSO(% 0,5)+ZY (% 0,02)] kool ikl HitH HitH
211uMPM 17,65 £ 0,39 1,59 +0,25 33,69 +0,93 30,68 +£1,95 35,41 £0,73 29,02 +1,93
**k*k **k*k
3|10 uM PM 18,30 +0,37 3,27 £0,55 37,22 +£0,84 31,89 £1,82 40,22 +0,80 42,85 £2,18
++ *k%k *k%k ## ###
41100 uM PM 21,09 0,80 6,51 +0,92 35,21 £0,80 35,30 £2,14 44,94 +1,09 45,26 £2,39
bk +++ ok Hokk i i
5| 1000 uM PM 24,16 £0,97 9,10 +1,17 38,24 £0,93 36,89 £2,28 45,28 0,90 48,57 £2,18
+++ +++ ek Fek Hit i
6 [ 10000 uM PM 12,49 £0,40 3,66 £0,37 12,77 £0,55 4,68 +0,46 11,79 £0,47 3,77 +0,44
+++

® Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeridir ve sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.

:p<0.05,::p<0.01, ::p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonlar1 negatif kontrol [DMSO(%0,5)+ZY (%0,02)] ile kiyaslanmugtr.
p<0.05, p<0.01, p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonu PM+ H,0, ile kiyaslanmistir.
#p<0.05, *p<0.01, *p<0.001, uygulanan PM+H,0, konsantrasyonu PM + H,0, + FPG ile kiyaslanmustr.

8r



Tablo 4.3. Lenfositlerde Pendimetalin (PM), H,O, ve Fpg Enzim Cozeltisi Uygulanarak Gruplardaki Oksidatif DNA Hasar ve Onarimlarina

Iliskin Bulgular
Periferal Lenfosit Hiicreleri H,0, Uygulanan H,O,+Fpg Uygulanan
Periferal Lenfosit Hiicreleri Periferal Lenfosit Hiicreleri
Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Momenti Gogii Momenti Gogii Momenti Gogii
1| (-)Kontrol 0,27 +£0,04 1,00 £ 0,14 2,91 +0,30 12,42 £0,77 4,95 +0,46 17,97 £0,85
[DMSO(% 0,5)+Z2Y (% 0,02)] ookl ool HHHt
211uMPM 0,24 £0,05 2,61 +£0,38 6,82 +0,47 20,86 +1,00 6,89 +0,49 20,34 +0,88
+ *k*k *k*k
3|10 uM PM 0,50 £0,11 2,80 £0,41 7,25 +£0,44 23,17 0,95 10,99 £0,62 27,11 £0,98
+ *k* *k*k ### ##
41100 uM PM 1,28 +£0,25 5,23 +£0,74 8,25 +0,53 21,43 £0,97 11,23 £0,74 31,63 £1,35
+++ +++ falekad Fkk #i HitHt
5| 1000 uM PM 1,78 £0,33 10,15 £0,98 9,14 +£0,64 24,50 £1,07 13,40 £0,70 34,09 +1,05
+++ +++ ok Hokk i i
6 [ 10000 uM PM 0,29 £0,03 2,43 £0,41 0,49 +0,07 3,44 £0,52 0,33 +£0,05 3,05 £0,45
*

® Sonuglar ii¢ ¢alismanmn ortalama degeridir ve sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.

"p<0.05, ""p<0.01, ""p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonlar1 negatif kontrol [DMSO(%0,5)+ZY(%0,02)] ile kiyaslanmustir.
P P P y g y

p<0.05, p<0.01, p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonu PM+ H,0, ile kiyaslanmistir.
#p<0.05, *p<0.01, *p<0.001, uygulanan PM+H,0, konsantrasyonu PM + H,0, + FPG ile kiyaslanmustr.

6v
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Sekil 4.3. Lenfositlerde Pendimetalin (PM), H,O, ve Fpg Enzim Cozeltisi

Uygulanarak Gruplardaki Oksidatif DNA Hasar ve Onarimlarina Iliskin Bulgular

*

& Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeridir ve sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.

"p<0.05, ""p<0.01, "*p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonlar1 negatif control
[DMSO(%0,5)+ZY (% ,02)] ile kiyaslanmustir.

“p<0.05, "p<0.01, “"p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonu PM+ H,0, ile kiyaslanmustur.
#p<0.05, #p<0.01, #p<0.001, uygulanan PM+H,0, konsantrasyonu PM + H,0, + FPG ile

kiyaslanmistir.
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Sekil 4.4. Lenfositlerde Pendimetalin (PM), H,O, ve Fpg Enzim Cozeltisi

Uygulanarak Gruplardaki Oksidatif DNA Hasar ve Onarimlarina iliskin Bulgular *

& Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeridir ve sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.

"p<0.05, "p<0.01, "p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonlar1 negatif control
[DMSO(%0,5)+ZY (% ,02)] ile kryaslanmustir.

"p<0.05, “p<0.01, ““p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonu PM+ H,0; ile kiyaslanmustir.
#p<0.05, #p<0.01, #p<0.001, uygulanan PM+H,0, konsantrasyonu PM + H,0, + FPG ile

kryaslanmustir.
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DNA hasar1 kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk gocii
cinsinden degerlendirildiginde, PM+H,0’in tiim konsantrasyonlarda yaptigt DNA
hasarinin yalnizca PM uygulanan lenfositlerdeki hasara kiyasla fazla oldugu

gozlenmistir (p<0.001).

DNA hasar1 kuyruk uzunlugu cinsinden degerlendirildiginde, 10, 100 ve 1000
uM konsantrasyonlarda PM+H;0,+FPG’nin yaptigi DNA hasarinin  PM+H,0;
uygulanan lenfositlerdeki hasara kiyasla fazla oldugu gozlenmistir (10 uM igin
p<0.01; 100 ve 1000 uM igin p<0.001). 1 uM konsantrasyonda PM+H,0,+FPG’nin
lenfositlerde yaptigt DNA hasariin PM+H,0, uygulanan lenfositlere kiyasla fazla

oldugu ancak farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 saptanmaistir.

DNA hasar1 kuyruk yogunlugu cinsinden degerlendirildiginde, 1 pM
konsantrasyonda PM+H,0,+FPG’nin yaptigt DNA hasarmin 1 pM PM+H,0;
uygulanan lenfositlere kiyasla daha az oldugu, 10, 100 ve 1000 uM
konsantrasyonlarda PM+H,0,+FPG’nin  yaptigi DNA  hasarinin  PM+H,0;
uygulanan lenfositlere kiyasla fazla oldugu gézlenmistir (100 uM igin p<0.01; 10
uM ve 1000 uM igin p<0.001).

DNA hasar1 kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde, 10, 100 ve 1000
uM konsantrasyonlarda PM+H;0,+FPG’nin yaptigi DNA hasarinin PM+H,0,
uygulanan lenfositlere kiyasla fazla oldugu gézlenmistir (100 uM igin p<0.01; 10
uM ve 1000 uM i¢in p<0.001). 1 puM konsantrasyonda PM+H,0,+FPG’nin
lenfositlerde yaptigi DNA hasarimin  PM+H,0;'e kiyasla fazla oldugu ancak farkin

istatistiksel olarak dnemli olmadig1 saptanmistir.

DNA hasar1 kuyruk gocii cinsinden degerlendirildiginde, 10, 100 ve 1000 uM
konsantrasyonlarda PM+H,;0,+FPG’nin lenfositlerde yaptigt DNA hasarinin
PM+H,0, uygulanan lenfositlere kiyasla fazla oldugu gozlenmistir (10 uM igin
p<0.01; 100 ve 1000 uM igin p<0.001). 1 uM konsantrasyonda PM+H,0,+FPG’nin
lenfositlerde yaptigi DNA hasarinin PM+H,0,'e kiyasla fazla oldugu ancak farkin

istatistiksel olarak onemli olmadig1 saptanmustir.
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4.2. CHO Hiicrelerinde Tek Hiicre Jel Elektroforez “COMET” Yontemiyle

DNA Hasarinin Belirlenmesi
4.2.1. CHO Hiicrelerinde Pendimetalinin DNA Hasar Etkisine Iliskin Bulgular

1, 10, 100, 1000 ve 10 000 uM konsantrasyonlarda PM’in in vitro Cin hamster
over hiicrelerinde olusturdugu DNA hasarina iligskin 3 ayr1 deneyin sonuglar1 Tablo
4.4.°de gosterilmistir. Tabloda, toplam hiicre sayisi tizerinden degerlendirilen
ortalama kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk gocii ve

bunlarin standart hatalar1 verilmistir. (Tablo 4.4.; Sekil 4.5. ve 4.6.).
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Tablo 4.4. CHO Hiicrelerinde Pendimetalin’in (PM) DNA hasarna iliskin bulgular ?

Kuyruk Uzunlugu
1| (-) Kontrol [DMSO(%0,5)+ZY(0,02)] | 17,25 + 0,35
2|1 upMPM 18,41 +0,40 +
3|10 uM PM 15,66 0,36 ++
41100 uM PM 19,93 +£0,42 +++
51 1000 pM PM 19,13 £0,39 ++
610000 pM PM 20,65 +0,50 +++
Kuyruk Yogunlugu
1| (-) Kontrol [DMSO(%0,5)+ZY(0,02)] | 7,89 +0,54
2|1 upMPM 7,46 +0,62
3110 pM PM 6,06 £0,54 +
41100 pM PM 8,40 +0,65
511000 pM PM 8,48 +£0,62
610000 pM PM 9,83 +0,86
Kuyruk Momenti
1| (-) Kontrol [DMSO(%00,5)+Z2Y(0,02)] | 0,91 £0,07
2|1 uMPM 0,90 +0,08
3|10 utM PM 0,64 £0,06 ++
41100 pM PM 0,98 +0,08
511000 pM PM 1,00 +£0,08
610000 pM PM 1,37 £0,15 ++
Kuyruk Gocii
1| (-) Kontrol [DMSO(%0,5)+2Y(0,02)] | 5,67 +0,35
2|1 uMPM 7,24 £0,39 ++
3|10 pM PM 4,36 0,35 +
41100 pM PM 9,34 £0,43 +++
511000 pM PM 8,57 £0,39 +++
61 10000 pM PM 10,04 £0,52 +++

# Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeridir ve sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.

"p<0.05, ""p<0.01, ""p<0.001, negatif kontrol [DMSO(%0,5)+ZY (%0,02)] ile kiyaslanmuistir.

(A)



55

25,00 - +++
+ +++ ++
B 20,00 1 ++
=g
g % 15,00 H
. i 10,00
A ,00
E Z
5 a 5,00 -
0,00 I T T T T
N\
o & ™ & ™ ®Q®
S S S » S
@ro N \9\» @° @Q\\, Q@
& M
N
&
QO
Uygulanan dozlar
(B)
12,00 ~
50 10,00 +
EE amy o2
- 6,00 -
7 4,00
E = 2,00 -
0,00 I T T T T
N\
x’\7\ Q® <2® <2® Q® ®Q®
S S S S S S
®% WD @o @0 @Q\\, Q@
& Yy
&
&
QO
Uygulanan dozlar

Sekil 4.5. CHO Hiicrelerinde Pendimetalin’in (PM) DNA hasarina
iliskin bulgular *

# Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeridir ve sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.

"p<0.05, "p<0.01, "*p<0.001, negatif kontrol [DMSO(%0,5)+ZY (%0,02)] ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.6. CHO Hiicrelerinde Pendimetalin’in (PM) DNA hasarina
iligskin bulgular *

# Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeridir ve sonugclar ortalama + standart hata olarak verilmistir.

"p<0.05, "p<0.01, "*p<0.001, negatif kontrol [DMSO(%0,5)+ZY (%0,02)] ile kiyaslanmustir.
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DNA hasar1 kuyruk uzunlugu cinsinden degerlendirildiginde, PM’in negatif
kontrol ile kiyaslandiginda 1, 100, 1000 ve 10 000 uM konsantrasyonlarda CHO
hiicrelerinde yaptigZt DNA hasarinin negatif kontrole kiyasla fazla oldugu
gozlenmistir (1 uM i¢in p<0.05; 1000 uM i¢in p<0.01; 100 ve 10 000 uM igin
p<0.001). Ancak PM'in 10 uM konsantrasyonda CHO hiicrelerinde yaptigt DNA
hasarinin negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak 6nemli derecede az oldugu

saptanmistir (p<0.01).

DNA hasar1 kuyruk yogunlugu cinsinden degerlendirildiginde, PM’in negatif
kontrol ile kiyaslandiginda 1 pM konsantrasyonda CHO hiicrelerinde DNA
hasarinda istatistiksel olarak Onemli olmayan azalma olusturdugu ancak 10 uM
konsantrasyonda yaptigi DNA hasarinin negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak
onemli derecede az oldugu gozlenmistir (p<<0.05). PM’in 100 pM, 1000 uM ve 10
000 uM konsantrasyonlarda CHO hiicrelerinde yaptigi DNA hasarinin ise negatif
kontrole kiyasla fazla oldugu ancak farkin istatistiksel olarak onemli olmadig

saptanmuistir.

DNA hasar1 kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde, PM’in negatif
kontrol ile kiyaslandiginda 1 uM konsantrasyonda CHO hiicrelerinde onemli bir
DNA hasar1 olusturmadigi ancak 10 000 uM konsantrasyonda yaptigi DNA hasarinin
negatif kontrole kiyasla fazla oldugu gozlenmistir (p<0.01). PM’in 100 uM ve 1000
uM konsantrasyonlarda CHO hiicrelerinde yaptigi DNA hasariin negatif kontrole
kiyasla fazla oldugu ancak farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 saptanmistir.
Ayrica PM’in 10 uM konsantrasyonda CHO hiicrelerinde yaptigt DNA hasarinin
negatif kontrole kiyasla diisiik oldugu ve farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu

saptanmigtir (p<0.01).

DNA hasar1 kuyruk gogii cinsinden degerlendirildiginde, PM’in 1, 100, 1000
ve 10 000 uM konsantrasyonlarda CHO hiicrelerinde yaptigit DNA hasarinin negatif
kontrole kiyasla fazla oldugu gézlenmistir (1 uM igin p<0.01; 100, 1000 ve 10 000
uM igin p<0.001). Ancak PM'in 10 uM konsantrasyonda CHO hiicrelerinde yaptigi
DNA hasarinin negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak ©nemli derecede az

oldugu saptanmustir (p<0.05).
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4.2.2. CHO Hiicrelerinde Pendimetalin, H,O, ve Fpg Enzim Cozeltisi
Uygulanarak Gruplardaki Oksidatif DNA Hasar ve Onarmmlarmna Iliskin
Bulgular

1, 10, 100, 1000 ve 10 000 uM konsantrasyonlarda PM’in in vitro CHO
hiicrelerinde olusturdugu DNA hasarina iliskin 3 ayr1 deneyin sonuglar1 Tablo 4.5 ve
4.6.’da gosterilmistir. Tabloda, toplam hiicre sayis1 iizerinden degerlendirilen
ortalama kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk gocii ve

bunlarin standart hatalar1 verilmistir. (Tablo 4.5 ve 4.6.; Sekil 4.7. ve 4.8.).



Tablo 4.5. CHO Hiicrelerinde Pendimetalin (PM), H,O, ve Fpg Enzim Cozeltisi Uygulanarak Gruplardaki Oksidatif DNA Hasar ve

Onarimlarma Iliskin Bulgular

CHO Hiicreleri

H,O, Uygulanan

H,O,+Fpg Uygulanan

CHO Hiicreleri CHO Hiicreleri
Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk

Uzunlugu Yogunlugu Uzunlugu Yogunlugu Uzunlugu Yogunlugu

1| (-) Kontrol 17,25+ 0,35 7,89 = 0,54 28,17 £0,45 15,23 £0,99 60,56 +0,88 64,46 £1,41
[DMSO(% 0,5)+ZY (% 0,02)] fleked ikl HitH HitH

211uMPM 18,41 £0,40 7,46 +0,62 32,23 £0,41 24,34 £1,53 61,55 +0,72 56,79 £1,32
+ flekal ekl Hit HitH

3110 uM PM 15,66 +£0,36 6,06 £0,54 31,39 £0,35 34,81 +1,37 71,21 £0,62 62,28 £1,32
++ + flokal ekl i i

4| 100 uM PM 19,93 £0,42 8,40 +0,65 29,88 £0,32 38,35 £1,32 66,43 +0,61 62,52 £1,33
+++ ookl el it Hitt

511000 uM PM 19,13 +0,39 8,48 £0,62 29,18 £0,37 33,33 £1,32 65,49 +0,57 59,01 +1,25
++ floked ikl Hiti HitH

6 | 10000 uM PM 20,65 +0,50 9,83 +0,86 34,64 +£0,36 51,03 +1,36 65,60 +0,59 57,75 +1,33
+++ flolal ekl Hit HitH

? Sonuglar ii¢ ¢alismanm ortalama degeridir ve sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.

:p<0.05,::p<0.01, ::p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonlar1 negatif kontrol [DMSO(%0,5)+ZY (%0,02)] ile kiyaslanmugtr.
p<0.05, p<0.01, p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonu PM+ H,0, ile kiyaslanmistir.
#p<0.05, #p<0.01, *p<0.001, uygulanan PM+H,0, konsantrasyonu PM + H,0, + FPG ile kiyaslanmustr.
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Tablo 4.6. CHO Hiicrelerinde Pendimetalin (PM), H,O, ve Fpg Enzim Cozeltisi Uygulanarak Gruplardaki Oksidatif DNA Hasar ve
Onarimlarina Iliskin Bulgular ®

CHO Hiicreleri H,0, Uygulanan H,O,+Fpg Uygulanan
CHO Hiicreleri CHO Hiicreleri
Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Momenti Gogii Momenti Gogii Momenti Gogii
(-)Kontrol 0,91 0,07 5,67+0,35 2,40 +£0,18 16,75 £0,46 20,85 +0,53 46,11 £1,04
[DMSO(% 0,5)+ZY (% 0,02)] *k Fkk HiH it
1uM PM 0,90 +0,08 7,24 £0,39 4,24 +0,28 20,26 £0,53 18,22 +0,47 45,33 +£0,92
++ ool foleid ez HE
10 uM PM 0,64 +0,06 4,36 +0,35 5,53 40,23 21,41 £0,47 23,34 +0,54 54,05 £1,05
++ + ool Fkx Hith Hitt
100 uM PM 0,98 +0,08 9,34 +£0,43 5,78 £0,22 20,78 £0,44 21,49 £0,53 51,39 £0,91
+++ ool Fkk Hit T
1000 uM PM 1,00 +£0,08 8,57 +0,39 5,11 +0,24 19,29 +0,49 20,86 +£0,50 49,04 +0,90
+++ ool folele iaaze: HEE
10000 uM PM 1,37 £0,15 10,04 £0,52 9,20 0,27 25,42 £0,53 20,59 +£0,54 48,85 +£0,91
++ +++ ool Fkk HiH i

& Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeridir ve sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.

"p<0.05, "p<0.01, "*p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonlar1 negatif kontrol [DMSO(%0,5)+ZY (%0,02)] ile kiyaslanmustir.
“p<0.05, “p<0.01, “"p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonu PM+ H,0; ile kiyaslanmustir.

#p<0.05, #p<0.01, #p<0.001, uygulanan PM+H,0, konsantrasyonu PM + H,0, + FPG ile kiyaslanmustr.
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Uygulanan dozlar

Sekil 4.7. CHO Hiicrelerinde Pendimetalin (PM), H,O, ve Fpg Enzim
Cozeltisi Uygulanarak Gruplardaki Oksidatif DNA Hasar ve Onarimlarina Iliskin

Bulgular *

# Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeridir ve sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.
"p<0.05, "p<0.01, ""p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonlar1 negatif kontrol
[DMSO(%0,5)+ZY (% ,02)] ile kryaslanmustir.

"p<0.05, “p<0.01, " 'p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonu PM+ H,0; ile kiyaslanmustir.
#p<0.05, #p<0.01, #p<0.001, uygulanan PM+H,0, konsantrasyonu PM + H,0, + FPG ile
kiyaslanmistir.
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Uygulanan dozlar

Sekil 4.8. CHO Hiicrelerinde Pendimetalin (PM), H,O, ve Fpg Enzim

Cozeltisi Uygulanarak Gruplardaki Oksidatif DNA Hasar ve Onarimlarina iliskin

Bulgular *

# Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeridir ve sonuclar ortalama + standart hata olarak verilmistir.

"p<0.05, ""p<0.01, "*p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonlar1 negatif kontrol

LDMSO(%O,S)"'ZY;(:A’) ,02)] ile kiyaslanmustir.
p<0.05, p<0.01, p<0.001, uygulanan PM konsantrasyonu PM+ H,0; ile kiyaslanmustir.
#p<0.05, #p<0.01, #p<0.001, uygulanan PM+H,0, konsantrasyonu PM + H,0, + FPG ile

kryaslanmustir.
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DNA hasar1 kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk
gbcii cinsinden degerlendirildiginde, PM+H,0,’in tiim konsantrasyonlarda CHO
hiicrelerinde yaptigi DNA hasarmin yalnizca PM uygulanan CHO hiicrelerindekine
kiyasla fazla oldugu gozlenmistir (p<<0.001).

DNA hasar1 kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk
gocli  cinsinden degerlendirildiginde, PM+H,0,+FPG uygulamasimin tiim
konsantrasyonlarda CHO hiicrelerinde yaptigt DNA hasarinin PM+H,0, uygulanan
CHO hiicrelerindekine kiyasla fazla oldugu gézlenmistir (p<0.001).
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5.  TARTISMA

Pendimetalin, dinitroanilin tiirevi, bitkinin kok ve yapraklari tarafindan
absorplanan segici bir herbisit bilesiktir. Hiicre boliinmesini ve devamliligini inhibe
eder. Bitkilerin topraktan ¢ikmalarini takiben filizlenme asamasindan hemen sonra
kisa siirede 6lmelerine neden olur.

Bir yillik ve genis yaprakli yabani, zararli otlar1 kontrol etmek amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir. Tahil, sogan, pirasa, sarimsak, rezene, misir, dari,
piring, soya, fistik, havug, bezelye, bakla, lale, patates, pamuk, elma, armut, ayva,
sert cekirdekli meyveler, ¢ilek, bogiirtlen, ahududu, limon, portakal, mandalina,
iziim, greyfurt, patlican, kabak, domates, ay ¢igegi, tiitiin ekili alanlar ve ¢im
alanlardaki ¢ok sayida zararli otun kontrolii i¢in kullanilir[80].

Pendimetalin’in sicanlardaki baslica metabolik yolagi 4-metil ve N-1-etil
gruplarinin hidroksilasyonu, bu alkil gruplarmin karboksilik asite oksidasyonu, nitro
rediiksiyon, aromatik hidroksilasyon ve konjugasyondur. Bitkilerde benzen
halkasindaki 4-metil grubunun alkol yardimiyla karboksilik asite oksidasyonu ayrica
aminonitrojenin oksidasyonu gerceklesir[81].

Hasat zamaninda ekinlerde, analitik yontemlerin tayin limitinin (0.05 ppm)
altinda kalinti bulundugu bildirilmekle birlikte Amerika’da yapilan bir ¢aligmada
elma posasi, yas ve kuru domates posasi, badem kabuklari, yesil sogan, kuru ve yas
incir ve mentol yaginda 0.05 ppm'in iizerinde pendimetalin saptanmistir[50].
Pendimetalin toprak ve suda bitkilerdeki gibi metabolize olur. Maddenin % 50 sinin
yok olmasi igin gerekli zaman (Half-maximal dissipation time, DTsp) 3-4 aydir.
Italya’nin Veneto bdlgesinde, 1987-1988 yilinda yapilan bir calismada 76 igme suyu
orneginden birinde 0.1 pg/I’nin altinda pendimetalin saptanmistir. Cevresel yazgisi
ve kalinti diizeylerine ait veri eksikligi bulunmaktadir. Kapsamli ekolojik risk
degerlendirmesi, kesin  ¢evresel  verilerdeki  eksiklik = tamamlanmadik¢a
yapilamayacaktir[56, 81-83]

Akut oral LDsy degeri tavsanlarda > 1250 mg/kg, albino siganlarda 1050-
1250 mg/kg, albino farelerde 1340-1620 mg/kg, av kopeklerinde > 5000 mg/kg
olarak bildirilmistir[57]. Akut dermal LDsy degeri tavsanlarda > 5000 mg/kg’dur;
siganlarda 4 saat temas ile akut inhalasyon LCsy degeri > 320 mg/I’dir. EPA’nin

toksikolojik siniflandirmasina gore, akut toksisitesi III. Siifta (az toksik) yer
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almaktadir ve gbze temasla orta siddette tahris yapici etkisi ve yutulmasi ya da ciltten
absorplanmas1 durumunda, tehlikesi nedeniyle, pendimetalin igeren iiriin iizerinde,
‘DIKKAT’ uyaris1 bulundurulmasi gerekmektedir. Kuslarda akut oral toksisitesi
1421 mg/kg’dir. 8 giin diyetle verildiginde Kuzey Amerika bildircininda LCsq degeri
> 3149 ppm, yaban ordeklerinde >4640 ppm’dir. Baliklardaki LCsy degeri ise, 96
saat slireyle temasi takiben ay baliginda 0.199 ppm (¢ok toksik), gokkusakli
alabalikta 0.138 ppm (¢ok toksik)’dir. Omurgasiz su canlilarindan Daphnia
magna’da 48 saat temasi takiben LCsy degeri 0.28 ppm (cok toksik)’dir.
Pendimetalin soguk su baliklarina ¢ok toksiktir, 1lik su baliklarma ve tatli sularda
yasayan omurgasiz canlilara toksisitesi ise coktan orta dereceye kadar degismektedir.
Arilarda, topikal uygulamada LCsy >50 pg/ari’dir[81].

Charles River CD siganlarina 13 ardisik hafta, diyetle 100, 500 ve 5000
mg/kg dozda pendimetalin verilerek kisa siireli maruziyet calismasi gergeklestirilmis,
sadece 5000 mg/kg pendimetalin verilen sicanlarda yenilen yem miktar1 ve viicut
agirh@ artisinda azalma saptanmistir. Ayni zamanda, bu doz diizeyinde c¢esitli
karaciger toksisitesi bulgulari da gozlenmistir. Erkek siganlarda 5000 mg/kg dozla
mutlak ve goreceli olarak bobrek agirliklar artarken disilerde 500 mg/kg dozla
mutlak ve goreceli olarak rahim ve yumurtalik agirliklar azalmistir[56].

1974 yilinda gergeklestirilen iki adet uzun siireli maruziyet ¢alismasindan bir
tanesinde CD-1 farelerine 18 ay siireyle digerinde Long-Evans siganlarina 2 yil
stireyle, 100, 500 ve 2500 mg/kg dozda pendimetalin yemlere karistirilarak
verilmistir. Her iki calismada da 2500 mg/kg dozda genel toksik etkiler gdzlenmistir.
Bu etkiler farelerde hiperglisemi, tiroid ve adrenal bez agirliklarinda artis; si¢canlarda
alkali fosfat diizeylerinde, tiroid ve bobrek agirliklarinda artig, karaciger biiylimesi
seklindedir. Farelerde gozlenen hiperglisemi ve siganlarda goriilen karaciger
toksisitesi gibi baz1 toksik etkiler en diisiik doz diizeyi olan diyette 100 mg/kg dozla
(glinde 5 mg/kg viicut agirligina esdeger doz) da ortaya ¢ikmistir[56].

Pendimetalin’in Kabul Edilebilir Giinlik Alim (Acceptable Daily Intake,
ADI) diizeyi, kopeklerde 2 yil siireyle yapilan bir ¢calismadan elde edilen veriler ve
100 giivenlik faktdrii kullanilarak 0.125 mg/kg viicut agirligi/glin - olarak
hesaplanmistir.  Kabul Edilebilir Uygulayict Alim (Acceptable Operator Exposure
Level, AOEL) diizeyi ise siganlarda 90 giin siireyle diyetle verilerek gerceklestirilen,
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oral absorpsiyon oran1 % 56 olan bir ¢alismadan elde edilen veriler ve 100 giivenlik
faktori kullanilarak 0.234 mg/kg viicut agirligi/giin olarak belirlenmistir[83].

Kopeklerde yapilan 2 yillik yemleme g¢alismasinda, 12.5, 50 ve 200 mg/kg
dozlarda pendimetalin, alkali fosfat diizeylerinde ve karaciger agirhiginda artis
meydana getirmistir. NOEL degeri 12.5 mg/kg/giin’diir[81]. Gergeklestirilen
teratojenite deneylerinde; sicanlara verilen en yiiksek doz 1000 mg/kg/giin,
tavsanlara verilen en yiiksek doz 60 mg/kg/giin teratojenik ya da fetotoksik etki
meydana getirmemistir[56, 83]. Sicanlara gebeligin 6-15. gilinlerinde pendimetalin
verilerek gergeklestirilen diger bir ¢alismada 1000 mg/kg viicut agirligt dozda
pendimetalin ile kii¢lik sekil bozukluklari ve fetal agirlikta azalma ve 250, 500 mg/kg
dozda pendimetalin ile el, ayak kemiklesmesinde azalma meydana geldigi
gozlenmistir[56].  Long-Evans siganlarinda, 3 nesilde gergeklestirilen iireme
toksisitesi calismasinda 500 ppm den 5000 ppm’e kadar pendimetalin denenmis,
tireme toksisitesi gozlenmezken siitten kesilmeden yetigkinlige kadar gegen zamanda
yavru sayisinda, olim ve kilo artisinda azalma ile iliskili olmayan azalma
bildirilmistir[56, 83]. Disi, eriskin olmayan siganlarda gergeklestirilen in vivo
caligmada, 3 gilin siireyle pendimetalin uygulamasinin, 300 ve 600 mg/kg/giin
dozlarda mutlak rahim agirligini artirdigr saptanmisg. Ayni ¢aligmada, real-time PCR
yontemiyle kantitatif olarak tayin edilen Ostrojen diizenleyen genler; Ostrojen
reseptor-alfa, androjen reseptor, insiiline benzeyen biiyiime faktorii 1, progesteron
reseptor ve Ostrojen reseptor beta’nin mRNA diizeylerinde kontrollere kiyasla
degisiklikler meydana geldigi bulunmustur[66].

1974 yilinda gergeklestirilen iki ¢alismada; 18 ay siireyle 2500 mg/kg doza
kadar pendimetalin ile beslenen CD-1 farelerinde ve 2 yil siireyle 2500 mg/kg doza
kadar pendimetalin ile beslenen si¢anlarda kanser gézlenmemistir [56]. Ancak bu
caligmalarin histolojik incelemelerinde madde verilmis hayvan sayisinin sinirlt
oldugu, énemli yéntem kisitlamalarin bulundugu da Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
kilavuzlarinda belirtilmistir [56]. Diger taraftan, ABD Cevre Koruma Birligi Pestisit
Programlar1 boliimii, pestisitlerin karsinojenik etkilerini arastirmak amaciyla yaptigi
calismada pendimetalin’in hepatik metabolizmayr bozdugunu ve tiroid hormon
salmimini  artirdi@int  bildirmistir[84]. Avrupa Komisyonu, Saglik ve Tiiketici
Koruma Baskanligi, 2003 yilinda yayinladigi raporda, uzun siireli toksisite

calismalarinda, karaciger ve tiroid bezinin pendimetalin’in hedef organlar1 oldugunu
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bildirmistir. Bu raporda, pendimetalin’in siganlarda maksimum dayanma dozunda
(maximum tolerated dose, MTD) tiroid adenomasi yaptigi ancak bu verinin
insanlarla iligkilendirilemedigi bilgisi bulunmaktadir. Kronik sigan calismalari ve
gecerli mutajenite, karsinojenite verilerinin yetersiz olmasi sebebiyle pendimetalin’in
kronik toksisite riskinin tam olarak degerlendirilemedigi bildirilmekle birlikte [81-
83] 2008 yilinda Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan yayinlanan tarim alanlarinda
pestisit kullanim1 ve pankreas kanseri riski konulu 64 pestisit uygulayicist ve bu
uygulayicilardan 29'unun esinin degerlendirildigi 93 pankreas kanseri olgusundan
olusan cohort ¢aligmasinda, degerlendirilen pestisit bilesikleri i¢inde pendimetalin’in
pankreas kanseriyle istatistiksel olarak Onemli temas-yanit iliskisi gosterdigi
bulunmustur [75].

Pendimetalin’in genotoksik etkisine iliskin ¢ok az veri bulunmaktadir.
Salmonella typhimurium’da metabolik aktivasyon ile genetik mutasyona neden
oldugunu ancak yiiksek safliktaki maddenin ayni deney sisteminde mutasyon
meydana getirmedigini ayrica kromozom hatalari, programlanmamis DNA sentezi ve
dominant letal mutasyonlara neden olmadigini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir
[56]. Erkek ve disi farelerin kemik iliginde mikrogekirdek [85], insan lenfositlerinde
kardes kromatid degisimi [86] sikligini artirmadigini bildiren ¢aligmalar da vardir.
Diger taraftan, Dimitrov ve ark. tarafindan ger¢eklestirilen bir calismada,
pendimetalin’in genotoksik etkileri bitki (Crepis capillaris L.) ve fare kemik iligi
deney sistemlerinde kromozom hasar1 ve mikrogekirdek yontemleri kullanilarak
incelenmigtir. Bu arastirmada, pendimetalin tarim uygulamalarinda kullanilan
konsantrasyonlarinda; % 0.005, 0.1, 0.2 ve 0.4 etkin icerik olacak sekilde
incelenmistir. Pendimetalin bitki hiicrelerinde kromozom hasarini artirmazken, fare
hiicrelerinde denenen en yiiksek doz ile (1/2 LDsp, 489.0 mg/kg) kromozom hasar
sikligimi  artirmistir.  Mikrogekirdek sikligimi ise her iki deney sisteminde de
artirmistir. Pendimetalin bu g¢alismada denenen tiim konsantrasyonlarda C-mitoz
meydana getirdigi i¢in bitkilerdeki mikrogekirdek sikligini artirici etkisinin ig bozucu
etkisine bagli olabilecegi bildirilmistir. Pendimetalin’in C-mitoz ile sonuglanan
mitozda ig bozucu etkisi, tarim uygulamalarinda kullanilan en diisiik etkin
konsantrasyonun 53 kez altinda olan % 0.005 konsantrasyonda da gozlenmistir. Fare
kemik iligi hiicrelerinde kromozom hasar siklig1 artiric1 etkisi, uygulamadan sonraki

gec Ornekleme zamanlarinda (uygulamadan 96 saat sonra) gozlendigi i¢in ise bu
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etkinin genotoksik metabolitlerin biyosentezine bagli olabilecegi ileri siiriilmiistiir
[69]. Dimitrov ve ark. ¢alismalarinda, pendimetalin’in, antimikrotiibiil etkileri iyi
belgelenmis olan, mitozu metafaz evresinde engelleyen, ig ve korteksle ilgili
sitoplazma mikrotubuliislerinin polimer yapisini bozan ve kolsisin etkisine benzeyen
bir etki meydana getiren orizalin adli herbisit bilesik ile benzer kimyasal yapiya
sahip dinitroanilin grubunda yer alan bir herbisit bilesik oldugunu ayrintili olarak
tartismislardir [87,88]. Dinitroanilin yapisindaki bilesiklerin antimikrotubuliis etkileri
cok sayida bitki ve protozoa tiiriinde gozlenmistir ancak mantar ya da omurgali
miktotubuliislerinde etkili olmadiklari rapor edilmistir [87,89]. Bu nedenle Dimitrov
ve ark., calismalarinda gozledikleri fare kemik iligi hiicrelerinde mikrogekirdek
siklig1 artisinin, biiylik olasilikla klastojenik etkiden kaynaklandigini bildirmislerdir
[69].

Calismamizda pendimetalin’in gesitli konsantrasyonlarda in vitro periferik
kan lenfositlerinde ve CHO hiicrelerinde olusturdugu DNA hasari; kuyruk uzunlugu,
kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk gocii cinsinden degerlendirilmistir.

Periferal kan lenfositlerine 30 dakika siireyle 10, 100 ve 1000 pM
konsantrasyonlarda pendimetalin uygulamasindan sonra, DNA kuyruk uzunlugu,
negatif kontrole kiyasla, konsantrasyonla artan sekilde yiiksek bulunmustur (10 uM
ile p<0.01, 100 ve 1000 ile uM p<0.001). DNA kuyruk yogunlugu ve kuyruk
momenti 100 ve 1000 pM konsantrasyonlarda pendimetalin uygulamasi ile negatif
kontrollere kiyasla artmistir (p< 0.001). DNA kuyruk go¢ii de 1, 10, 100 ve 1000 uM
konsantrasyonda pendimetalin uygulamasi ile negatif kontrollere kiyasla,
konsantrasyonla artan sekilde yiiksek bulunmustur (1 ve 10 uM ile p<0.05, 100 ve
1000 pM ile p<0.001). incelenen tiim DNA hasar degiskenlerinde 10000 uM
konsantrasyonda pendimetalin uygulamasi ile, 1000 uM konsantrasyonda gozlenen
artistan sonra, azalma meydana geldigi saptanmistir. 10000 uM konsantrasyonda
pendimetalin uygulamasi ile DNA kuyruk uzunlugunda negatif kontrollere kiyasla da
Onemli azalma gozlenmistir.

CHO hiicrelerinde incelenen tiim DNA hasar degiskenleri, 30 dakika siireyle
cesitli konsantrasyonlarda pendimetalin uygulamast ile U seklinde bir
konsantrasyon-yanit egrisi olusturmustur. Pendimetalin’in 1 uM konsantrayonuyla

kuyruk uzunlugu ve kuyruk gogii negatif kontrollere kiyasla dnemli sekilde artarken
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(sirastyla p< 0.05 ve p< 0.01), kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerleri 1 uM
konsantrasyonda pendimetalin ile kontrollere kiyasla istatistiksel olarak Onemli
olmayan azalma géstermistir. Bununla birlikte, 10 uM konsantrasyonda pendimetalin
uygulamasiyla CHO hiicrelerinin DNA kuyruk uzunlugu (p<0.01), kuyruk
yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk gocli (p<0.05) degerlerinde negatif
kontrollere kiyasla onemli azalma saptanmistir. 100, 1000 ve 10000 puM
konsantrasyonda pendimetalin uygulamasi ise incelenen tiim DNA hasar degerlerini
negatif kontrollere kiyasla artirmistir. Bu artis DNA kuyruk uzunlugu ve kuyruk
gbcii i¢in li¢ konsantrasyonda da (p<0.001), DNA kuyruk momenti i¢in ise sadece
10000 uM konsantrasyonda (p< 0.05) istatistiksek olarak énemlidir.

Bulgularimiz, Patel ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢alismanin bulgulari ile
uyum gostermektedir. Patel ve ark. pendimetalinin sitotoksik etkilerini, CHO
hiicrelerine 3 saat siireyle 1, 10, 100, 1000 ve 10000 uM konsantrasyonlarda
uygulamanin ardindan MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltatrazolyum
bromiir) yontemiyle degerlendirmis ve daha sonra comet yontemiyle DNA hasar
tayini yapmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, pendimetalin’in ICso (100 hiicreden 50 sini
oldiiren en yiiksek konsantrasyon) degerinin 10000 uM a yakin oldugunu, 10000 uM
konsantrasyonda pendimetalin’e 3 saat maruz kalan CHO hiicrelerinin mitokondri
etkinliklerinin kontrollere kiyasla % 54 azaldigin1 gostermistir. Pendimetalin’e 3 saat
maruziyet sonrasinda, hiicre canlilifinin % 90 oldugu konsantrasyon araligi 10-100
uM olarak saptanmistir. Ardindan, Patel ve ark., 0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 uM
konsantrasyonlarda pendimetalin’e 3 saat silireyle maruz kalan CHO hiicrelerinin
hiicre canliliginin % 90°dan fazla oldugu Tripan mavisi boyama ydntemiyle saptamis
ve DNA hasarin1 comet yontemiyle goreli birim (arbitrary unit), % kuyruk DNA’s1
ve kuyruk uzunlugu degiskenleri cinsinden incelemistir. Pendimetalin’in 0.1 ile 100
uM  konsantrasyonlar1  arasinda, incelenen DNA  hasar degiskenlerinde
konsantrasyona bagli Onemli artmaya neden oldugu saptanmustir (p<0.05).
Calismamizin Patel ve ark. tarafindan gerceklestirilen c¢alismadan fark,
calismamizda CHO hiicrelerine 3 saat degil 30 dakika siireyle pendimetalin
uygulamasi yapilmig olmasidir [72]. Calismamizda 30 dakika siireyle 1, 10, 100,
1000 ve 10000 uM konsantrasyonlarda pendimetalin uygulanan periferal kan lenfosit

ve CHO hiicrelerinin canliligt Tripan mavisi boyama yontemiyle % 90’dan fazla
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saptandiktan ~ sonra  comet yOntemiyle @ DNA  hasar  degerlendirmesi
gergeklestirilmistir. Hiicre canliligt 10000 uM konsantrasyonda pendimetaline 30
dakika maruziyeti takiben % 90’dan fazla olmasina ragmen periferal kan
lenfositlerinin DNA hasarinda 10000 uM konsantrasyonla 1000 uM konsantrasyona
kiyasla daha az hasar meydana gelmesi, 10000 uM konsantrasyonda pendimetalinin
hiicreler lizerindeki olast sitotoksik ve klastojenik etkisinin gdstergesi olabilir. DNA
izerinde birincil hasar olusturmadan DNA ¢ogalmasini, hiicre dongiistinii bozan,
sitotoksik, klastojenik etki gibi DNA da ikincil hasar yapan kimyasal maddelerin,
comet yonteminde belirlenen DNA hasarinda azalma yapabilecekleri ve bu tiir
bilesiklerin olusturdugu in vitro DNA hasarinin comet yontemiyle saptanabilmesi
i¢cin uzun maruziyet siireleri gerektigi bildirilmistir [90].

Bu c¢alismada, 1, 10, 100, 1000 ve 10000 uM konsantrasyonlarda
pendimetalin, H,O, ve Fpg periferal kan lenfositlerine uygulanarak gruplardaki
oksidatif hasar ve onarimlart DNA kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk
momenti ve kuyruk gocii cinsinden degerlendirilmistir. Incelenen tiim DNA hasar
degiskenlerinde 10, 100 ve 1000 uM konsantrasyonlarda pendimetalin+H,0,+Fpg
uygulamasinin yaptifit DNA hasarinin aym1 konsantrasyonlarda pendimetalin+H,0,
uygulanan lenfositlerdeki hasara kiyasla artmis oldugu saptanmistir. Bu bulgu, 10,
100 ve 1000 uM konsantrasyonlarda pendimetalin+H,O; ile lenfositlerde olusturulan
DNA hasarinin, Fpg ile onarilabilen oksidatif tiirde bir hasar oldugunu
gostermektedir. Incelenen DNA hasar degiskenlerinin tiimiinde 10000 pM
konsantrasyonda pendimetalin+H,0,+Fpg uygulamasinin yaptigi DNA hasarinin,
ayn1 konsantrasyonda pendimetalin+H,O; uygulanan lenfositlerdeki hasara kiyasla
farkli olmadigr bulunmustur. Bu bulgu ise 10000 pM konsantrasyonda
pendimetalin’in CHO hiicrelerinde 3 saat uygulamay1 takiben sitotoksik oldugunu
saptayan Patel ve ark.’larmin bulgularint  desteklemektedir. 10000 uM
konsantrasyonda pendimetalinin lenfosit hiicrelerinde olusturdugu hasar biiyiik
olasilikla klastojenik etki gibi comet yontemiyle saptanamayan ikincil DNA hasaridir
ya da bu konsantrasyonda pendimetalin ile olast DNA hasarini saptayabilmek igin
daha uzun siireli maruziyet gerekmektedir [90]. Diger taraftan, c¢alismamizda
incelenen tiim konsatrasyonlarda pendimetalintH,O,+Fpg uygulamasiin yaptig

DNA hasari, ayn1 konsantrasyonda pendimetalintH,O, uygulanan lenfositlerdeki



71

hasara kiyasla yiiksek bulunmustur. CHO hiicrelerinde 30 dakika siireyle 1-10000
uM konsatrasyonlarda pendimetalin ardindan 5 dakika H»O; uygulamasiyla olusan
DNA hasar1 Fpg ile onarilabilen oksidatif DNA hasaridir.

Literatiir bilgileri ile calismamizdan elde edilen bulgular birlestirildiginde
yaygin kullanilan pendimetalin adl1 dinitroanilin grubu herbisit bilesigin periferal kan
lenfositlerinde ve CHO hiicrelerinde, 1-10000 pM konsatrasyonlarda comet
yontemiyle saptanabilen DNA hasar yapici etkileri bulundugu ayrica ayni kimyasal
yaptya sahip olan bazi dinitroanilin herbisit bilesikler gibi klastojenik etkilere de
sahip olabilecegi sonucuna varilmistir. Bu ¢alismada pendimetalin, periferal kan
lenfositleri ve CHO hiicreleri ile 30 dakika siire ile inkiibe edilmistir. Pendimetalin’in
DNA hasar1 yapict etkileri hakkinda daha genis bilgi sahibi olabilmek igin 30
dakikadan daha wuzun inkiibasyon siireleri kullanilarak benzer ¢alismalar
gerceklestirmek yararlt olacaktir. Calismamizda 1 — 10000 uM olarak kullanilan
konsantrasyon araliginda saptanan DNA hasar1 verilerini ayrintilandirmak ve insan
maruziyetine yakin konsantrasyonlardaki olast etkiler hakkinda bilgi sahibi
olabilmek icin de, 10 uM’m altinda ve daha genis aralikta konsantrasyonlar
kullanilarak ileri DNA hasar1 tayin ¢alismalar1 yapilabilir. Ayrica, pendimetalin’in
ongoriilen klastojenik etkilerinin saptanmasi i¢in kromozom hasar g¢alismalarinin

gerceklestirilmesi gerekmektedir.
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