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OZET

Girig: Rotenon, bir tasiyicidan bagimsiz olarak hucresel membranlan kolayca gecen, lipofilik, genis
spektrumlu insektisit ve pisisit sinifi bir pestisittir. Bu calismada Rotenon’un insan periferik kan
lenfositlerinde DNA Uzerine olan etkisi comet metodu ile dederlendirilmigstir.

Materyal-Metot: Calismada 4 erkek 4 kadin toplam 8 goéndilliden alinan periferik kan lenfositleri Rotenon
ile 10, 50 veya 100 uM olmak Uzere Ug¢ farkli dozda ve her bir doz i¢in 1, 2 veya 4 saat olmak lzere Ug
farkl sirede muamele edilmistir. Comet metodu uygulanmis ve kuyruk DNA yizdesi parametresi DNA
hasarinin gostergesi olarak negatif ve pozitif kontrol gruplari ile istatiksel olarak karsilastiriimistir.

Bulgular: Rotenon uygulamalari inkiibasyon saatine ve doza bagl olarak farkli sonuclar ortaya
koymustur. 10 veya 50 uM Rotenon ile 1 s ve 2 s inkiibasyon uygulanan gruplar negatif kontrol gruplarina
kiyasla DNA hasarinda artisa sebep olmus ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). 100 pM doz ile 1 ve 2 s inklibasyon uygulanan gruplar, kontrol gruplarina kiyasla DNA
hasarinda anlamli artisa sebep olmustur (p<0,05). 10, 50 veya 100 pM Rotenon ile 4 s inkibasyon
uygulanan gruplarda negatif kontrol grubuna kiyasla DNA hasarinda anlamli seviyede artis tespit
edilmistir (p<0,05).

Sonugc: Rotenon maruziyeti kisa sireli ve dusuk dozlarda oldugunda DNA hasarinda artis olmakla birlikte
bu artis anlamli degildir. Doz yukseldikge, kisa maruziyet surelerinde de anlamli seviyede DNA hasari

olusmaktadir. Uzun sureli Rotenon maruziyetinde ise doz bagimsiz sekilde anlamh seviyede DNA hasari
gorilmektedir.
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ABSTRACT

Objective: Rotenone is a lipophilic, broad-spectrum, insecticide and piscicide class pesticide that readily
crosses cellular membranes. In this study, the effect of Rotenone on DNA of human peripheral blood
lymphocytes was evaluated by the comet assay.

Material-Method: In the study, peripheral blood lymphocytes taken from 8 volunteers, 4 male and 4 female,
were treated with Rotenone at three different doses as 10, 50 or 100 uM, and for three different time periods
of 1, 2 or 4 hours for each dose. Comet assay was applied and tail DNA percentage parameter was chosen
as measure of DNA damage and statistically compared with negative and positive control groups.

Results: Rotenone applications showed different results depending on incubation time and dose. Groups
incubated with 10 or 50 UM Rotenone for 1 and 2 h caused an increase in DNA damage compared to the
negative controls, but this increase was not statistically significant (p>0,05). There was a significant increase
in DNA damage in the groups that were incubated with 10, 50 or 100 uM Rotenone for 4 h compared to the
negative control group.

Conclusion: When Rotenone exposure is short-term and at low doses, there is an increase in DNA damage,
but this increase is not statistically significant. As the dose increases, statistically significant DNA damage
also occurs in short-term exposures. Long-term exposure to Rotenone, on the other hand, shows significant
DNA damage regardless of dose.
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1. Giris

Pestisitler, tarimsal zararlilari engellemek, zararlarini azaltmak ya da kontrol altina almak igin
kullanilan zirai ilaglardir [1]. Tarimsal verimi arttirmak icin 6nemli olsalar da, insanlar ve diger canlilar
icin potansiyel toksisiteleri sebebiyle kullanimlari gesitli sorunlara neden olmaktadir [2]. Saglik
Uzerindeki olumsuz etkileri konusunda tartismalar devam etmektedir. Kanser, solunum yolu
hastaliklari ile immiin sistem ve sinir sistemi bozukluklarina neden olabilecekleri bildirilmistir [3].

Rotenon, Leguminosae familyasina ait Lonchocarpus ve Derris cinsi bitkilerin koklerinden elde edilen
ve dogal olarak olusan, insektisit ve pistisit grubu bir pestisittir [4]. Lipofiliktir ve bu nedenle kan-beyin
bariyeri dahil tim biyolojik zarlari kolaylikla gecger, tasiyicilara ihtiyag duymaz [5]. Rotenon
toksisitesinin mekanizmasi henuiz tam olarak agikhida kavusturulamamistir [6]. Mitokondriyal kompleks
1 inhibisyonuna sebep olarak elektron transferini ve dolayisi ile ATP Uretilmesini engelledigi [7, 8],
ROS aktivitesini tetikleyerek mitokondriyal apoptotik yolaklar aracihidiyla oksidatif hasara ve DNA,
protein ve lipit yapisinda degisiklige neden oldugu belirtiimektedir [9-11]. Bazi arastirmalar ise
Rotenon’un pro-apoptotik etkilerinin kompleks | inhibisyonundan bagimsiz oldugunu, ROS kaynakli
oksidatif stresin kaspaz bagimli apoptotik yolagi indikledigini gostermistir. Ancak Rotenon’un kaspaz
bagimsiz apoptoza da neden oldugu gosterilmistir [12]. DNA hasari; kanser, bagisiklik sistemi
bozukluklari ve nérodejeneratif hastaliklar gibi 6nemli saglik problemlerinin gelisiminde rol oynayabilir
[13]. Dolayisi ile genotoksisite biyobelirtecleri, pestisitlere maruz kalan insan populasyonlarinda
incelenmektedir [14-16]. Saglik risklerinin tespiti icin sitogenetik yontemlerden elde edilen sonuclar,
pestisitlerin etkilerinin ortaya konulmasinda énem tasimaktadir [17] ve pestisitlerin DNA hasarina
neden olabilecedi de gosterilmistir [18, 19]. Rotenon’un noérodejeneratif hastaliklara neden olmasindan
dolayl merkezi sinir sistemi hucrelerinde etkileri hala arastiriimaktadir. Bununla birlikte merkezi sinir
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sistemi Uzerindeki etkilerinin biyolojik olarak izlenmesi, biyolojik materyalin 6rneklenmesindeki
problemlerden dolayi zordur. Bu nedenle, maruz kalma dozu ve stresinin etkisini degerlendirmek igin
aracl hucrelere ve analizlere de ihtiya¢ duyulmaktadir. Dolayisi ile bu g¢alismada, Rotenon’un insan
lenfosit DNA’sina etkisinin ortaya konulmasi amagclanmistir. Bu amagla, farkli konsantrasyon ve
uygulama strelerinde genotoksik etkisinin ortaya konulmasi i¢in, hem in vivo hem de in vitro olarak
farkli hucre tiplerinde DNA hasarini hizli ve guvenilir bir sekilde dlgebilen comet metodu [20, 21]
kullanilarak DNA hasarinin tespiti yapiimistir.

2. Materyal ve Metot

Calisma Dizayni

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan aragtirma onayi
alinmistir (10.10.2022 tarih ve 284 sayili karar). Gondullilerden bilgilendirilmis onay alinmis ve ¢alisma
“Helsinki Deklarasyonuna” uygun olarak yUratiimastir. Gonudllller icin kati diglama kriterleri
uygulanmistir. Son 6 ayda radyolojik muayene gegirmemis, bilinen hastaligi ya da stirekli ila¢ kullanimi
olmayan ve sigara icmeyen 18—45 yas araliginda 4 erkek ve 4 kadin gondlliiden 15 mL kan alinmis ve
her katilimcinin kani ¢alisma dizayninda yer alan tim gruplar icin kullanilmistir. Gruplar Tablo 1’de
gorulmektedir. Buna goére her grup icin 8 katihmcinin timu degerlendirilmistir. Dozlar ve uygulama
saatleri literatlr taramasi sonucunda secilmistir. Arastirmada kullanilan Rotenon (%95<saf, CAS
N0:83-79-4, MA: 394,42, Sigma-Aldrich, Missouri, ABD) yerel saticilar aracilidi ile temin edilmistir.

DNA Hasarinin Tespiti

DNA hasar tespiti icin comet metodu “OECD in Vivo Memeli Alkalin Comet Metodu Kilavuzu” [22]
uyarinca uygulanmigtir. Kullanilan tim kimyasallar aksi belirtimedigi sirece Merck (Darmstadt,
Almanya) veya Sigma (St. Louis, MO, US) firmalarindan yerel saticilar araciligi ile temin edilmistir.

Gondllilerden heparinize tliplere 15 mL kan alinmis ve bekletmeden comet proseduriine gegilmistir.
Lenfosit ayiraci olarak histopak-1077 kullaniimis ve kanlar ile 1:1 oraninda karistirilarak 2000 RPM’de
20 dk santriftij islemi uygulanmistir. Lenfositler ayri bir tipe alinarak 1:1 oraninda PBS ile karistirimis
ve tekrar 2500 RPM’'de 10 dk santriflij edilmistir. Yikamanin ardindan lenfositler tekrar ayri bir tipe
alinmis %10 FBS iceren RPMI 1640 eklenerek son hacim 1 mL olacak sekilde Rotenon uygulamasina
gecilmistir. Rotenon lenfositlere 3 farkli dozda (10, 50 ve 100 yM) ve her bir doz icin 3 farkl saatte (1,
2 veya 4 s) uygulanmistir. inkiibasyon 37°C’de etiivde yapilmistir. Her inkiibasyon saati icin ayri ayri
internal kontrol gruplarn olusturulmus, hicbir uygulama yapilmayan negatif kontrol ve 100 uM H20:
uygulamasi yapilan pozitif kontrol gruplar karsilastirma igin kullaniimistir. inkiibasyon sonrasinda
hicreler santriflj ile dibe ¢cokturilerek ayriimis ve PBS ile 2500 RPM’'de 10 dk santrifllj edilerek tekrar
yikama yapilmistir. Ardindan tim gruplar 37°C’de 1 s daha inklibe edilmistir. Daha sonra 20 pL hicre
suspansiyonu 100 pL % 0,7’lik disik erime noktali agaroz (LMA, Fisher Scientific, Massachusetts,
ABD) ile karistirimigs ve daha Onceden %7lik normal erime noktali agaroz (NMA, Serva
Electrophoresis, Almanya) ile kaplanmis lamlara yayilmistir. Lamlar taze soguk lizis sollisyonunda
(pH:10, 2,5 M NaCl, 100 mM Naz-EDTA, 10 mM Tris, %10 DMSO ve %1 Triton X-100) karanlkta ve
+4 °C'de 90 dk bekletilmistir. Ardindan elektroforez asamasina gegilmistir. Ornekler taze, buz
soguklugunda elektroforez solisyonunda (pH:13, 300 M NaOH, 1 mM EDTA) karanlikta ve +4°C’de
30 dk bekletilmistir. Daha sonra 25 V (1,02 V/cm) ve + 4°C 25 dk elektroforez islemi uygulanmistir. 25
dk sonunda elektroforez tankindan dikkatlice gikarilan lamlar nétralizasyon soliisyonu ile 3 kez 5 dk
yikanmis ve kurumaya birakilmistir. Kuruma surecinin ardindan o6rnekler preparat basina 20 pL
etidyum bromir ile boyanmis ve karanlik odada floresan mikroskop (Zeiss Imager A1) altinda
goruntulenmistir. Preparat basina 50 hiicrenin fotografi rastgele ¢ekilmistir (Axiocam Icc 1). Fotograflar
OpenComet [23] programi araciligi ile DNA hasarinin tespit edilebilmesi icin analiz edilmistir. Kuyruk
DNA Yuzdesi (TDNAP) parametresi DNA hasarinin géstergesi olarak segilmisgtir.

istatistik Analiz
Elde edilen sonuglar SPSS v20 [24] programinda tek — yonli ANOVA (posthoc Tukey) kullanilarak

istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Sonuglar ortalamazstandart hata olarak sunulmus ve p<0,05
anlamli kabul edilmisgtir.
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3. Bulgular

Her preperattan ortalama 50 hucrenin sonucunun rastgele degerlendiriimesi yapildiginda Rotenon ve
H202 uygulamalari (pozitif kontrol) DNA hasarinda internal negatif kontrol gruplarina kiyasla artisa
sebep olmustur (Tablo 1). DNA hasarinda meydana gelen bu artiglarin istatistiksel olarak anlamh olup
olmadiginin tespiti icin saat ve doz uygulamalari tek - yonli ANOVA ile karsilastiriimis ve bazi anlamli
sonuglar elde edilmistir.

Pozitif kontrol gruplari beklendigi gibi ayni inkibasyon siresine sahip gruplardan anlamli sekilde
yiuksek DNA hasarina sebep olmustur (p<0,05). Rotenon uygulamalari ise inklibasyon saatine ve doza
bagli olarak farkli sonuglar ortaya koymustur. Sirasi ile 10 ve 50 uM doz ile 1 s inkibasyon uygulanan
grup 7 ve 8 internal negatif kontrol grubuna (grup 1) kiyasla DNA hasarinda artisa sebep olmus ancak
bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Benzer sekilde sirasi ile 10 ve 50 yM doz
ile 2 s inkibasyon uygulanan grup 10 ve 11 internal negatif kontrol grubuna (grup 2) kiyasla DNA
hasarinda artisa sebep olmus ancak bu artis da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
Bunun aksine 100 uM doz ile 1 veya 2 s inkiibasyon uygulanan grup 9 ve 12, internal negatif kontrol
gruplarina kiyasla (sirasi ile grup 1 ve 2) DNA hasarinda anlamli artisa sebep olmustur (p<0,05). 10,
50 veya 100 uM dozlar ile 4 s Rotenon uygulanan grup 13, 14 ve 15'de ise internal negatif kontrol
grubuna (grup 3) kiyasla anlamli seviyede DNA hasari tespit edilmistir (p<0,05). Hasar grup 13 ve
14’de benzer seviyede iken grup 15'de bu gruplara kiyasla daha ytksektir. Ancak grup 15'de, grup 13
ve 14’e kiyasla meydana gelen bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Benzer sekilde 1
ve 2 s inkiibasyon strelerinde de Rotenon uygulama dozu arttikga DNA hasarlarinda artis meydana
geldigi ancak bu artiglarin anlamh olmadigi bulunmustur (p>0,05).

Buna gore Rotenon maruziyeti kisa sureli ve dlstk dozlarda oldugunda DNA hasarinda artis olmakla
birlikte bu artis anlamli degildir. Doz ylkseldik¢e kisa maruziyet slrelerinde de anlamli seviyede DNA
hasari olusmaktadir. Uzun sureli Rotenon maruziyetinde ise doz bagimsiz sekilde anlamh seviyede
DNA hasari gorilmektedir.

Tablo 1. Ortalama kuyruk DNA yiizdesi (DNA hasari) degerleri

Uygulama Siiresi Kuyruk DNA Yuzdesi

Grup Uygulama (Saat) Doz (Ortalam: + Standart
ata)

1 1 - 2,14+0,11
2 (Negatz‘o}i(ontrol) 2 ) 2,610,13
3 4 - 2,79+0,14
4 05 1 100 uM 45,30+1,29 *
5 (Pozitif Kontrol) 2 100 uM 44,36£1,30 ™
6 4 100 uM 41,77+1,35 ***
7 1 10 uM 3,68+0,38
8 1 50 uM 4,62+0,32
9 1 100 uM 6,22+0,46 #
10 2 10 uM 4,32+0,35
11 Rotenon 2 50 uM 4,68+0,33
12 2 100 uM 6,36+0,52
13 4 10 uM 6,43+0,55 ###
14 4 50 uM 6,43+0,39 ##
15 4 100 uM 7,94+0,68 ##

"Grup 1, 7, 8 ve 9 ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli (p<0,05);

" Grup 2, 10, 11 ve 12 ile kargllastirildiginda istatiksel olarak anlamli (p<0,05);
" Grup 3, 13, 14 ve 15 ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli (p<0,05);
#Grup 1 ile karsilagtiriidiginda istatiksel olarak anlamli (p<0,05);

# Grup 2 ile karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli (p<0,05);

## Grup 3 ile kargilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli (p<0,05)
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4. Tartisma ve Sonug

Pestisitlere maruz kalan insanlar Gzerinde yapilan biyoizleme ¢alismalari, maruziyetin genotoksisite ve
sitotoksisiteye neden oldugunu goéstermektedir [15-17, 25, 26]. Cesitli pestisitlerin Uretiminde galisan
iscilerin periferik kan lenfositlerinde DNA hasari comet metodu ile kesitsel ve uzamsal olarak
degerlendirilmis ve DNA hasarinda artis tespit edilmistir. Pestisit maruziyeti olmadan gegen 6 ayin
ardindan, isgilerin DNA hasarinin kontrole gore halen yiksek oldugu ancak ilk analize kiyasla dnemli
Olciide azaldigi bildiriimistir [16]. Benzer bir calismada tarimsal pestisit maruziyeti ve genotoksik hasar
arasindaki iliski periferik kan érneklerinde comet ve mikronikleus (MN) metotlari ile arastiriimistir.
Tebuconazole, 2,4-D veya cyfluthrin'e yiksek oranda maruz kalan kisilerde genotoksik hasar
seviyelerinde artis goralmustir [15]. En az 1 yil pestisitlere maruz kalan 33 isginin lenfosit DNA hasari
yine comet metodu ile incelenmis, iscilerin DNA hasari, kontrol grubuna gore énemli dl¢ide yuksek
bulunmustur. Bireysel gluvenlik dnlemlerini uygulayan iscilerde ise DNA hasarinin édnemli dlgiide daha
dislk oldugu tespit edilmistir. Pestisitlere maruz kalma siresi ile DNA hasarinin derecesi arasinda
anlamh bir iliski bulunmamistir [17]. Arastirmamizda ise Rotenona maruz kalma slresi arttikca DNA
hasarinda artisin oldudu tespit edilmistir. Ancak c¢alismamiz in vitro olarak yapildigindan arastirilan
maruziyet sureleri, iscilerin pestisite maruz kaldigi sureler ile kiyaslanmayacak kadar kisadir. Buradaki
¢alismalara benzer bircok arastirma bulunmakla birlikte, bircok pestisitin in vivo veya in vitro
genotoksik potansiyeli hakkindaki bilgiler oldukca sinirlidir.

Lenfositler tum dokularda dolagan, kolay elde edilebilen, uzun émurld, in vitro DNA hasarini tespit
etmede siklikla kullanilan hicrelerdir [27, 28]. Calismamizda oldudu gibi lenfositlere in vitro pestisit
uygulayarak genotoksisiteyi arastiran birgok arastirma oldugu gériilmektedir. insan lenfositlerinde
farkli pestisitlerin DNA’ya olan etkilerinin comet metodu ile incelendidi bir calismada, 37°C'de 30 dk
sureyle 10, 50, 100 ve 200 pg/mL dozlarinda inkibasyon uygulanmis ve énemli genotoksik etkiler
g6zlenmistir. 100 ve 200 pg/mL'de dimethoat ve metil parathion; 50, 100 ve 200 pug/mL'de propoksur
ve 200 pg/mL'de pirimicarb, cypermethrin ve permethrinin, DNA hasarini énemli élgclide arttirmistir
[29]. insan lenfositlerinde a-cypermethrin pestisitinin genotoksisitesi, kardes kromatid degisimi (SCE),
kromozomal aberasyon (CA) ve mikroniikleus (MN) testleri ile in vitro olarak incelenmistir. insan
lenfositleri, 24 ve 48 s boyunca 5, 10, 15 ve 20 pg/mL a-cypermethrin ile muamele edilmistir. TUm
konsantrasyon ve sirelerde SCE ve CA’da artis gdzlemlenirken MN sikhgi 5 ve 10 ug/mL dozlarinda
artis gostermistir. Benzer sekilde proliferasyon indeksi, mitotik indeks ve niikleer bélinme indeksinde
onemli 6lglide azalma gorulmustir [30].

Rotenon’un ise merkezi sinir sistemi hlicrelerinde meydana getirdigi hasar detayli olarak arastiriimistir
[31-33]. Ornegin Rotenon’un sigan glioma hiicrelerinden tiiretilen hiicreler olan C6 hiicrelerinde etkisi
4 s inktibasyon ve 0.1, 1 ve 10 yM dozlarinda arastiriimistir. Rotenon hilicre sag kaliminin azalmasina,
serbest radikal olusumuna ve sonugta DNA hasarinda artisa neden olmustur [34]. Buna ragmen
Rotenon’un lenfositlerde doz ve/veya zamana bagl etkilerini ortaya koyan c¢alismalar oldukga sinirhdir.
Rotenon’un, beyinde lipid peroksidasyonunu arttirdidi farkli organlarda ve |6kositlerde DNA hasarinda
artisa neden oldugu bildiriimistir [35]. Bir metabolik aktivator varliginda ve yoklugunda insan lenfosit
kiltarlerinde Rotenon’un farkli dozlarda (0,1, 0,25, 0,50, 1 pg/ml) genotoksisitesi degerlendirilmigtir.
Rotenon’'un MN sikhgini arttirdigi ve hiicre dénglsuniu durdurucu etkiye neden oldugu ancak CA ve
SCE sikhgini arttirmadigi bildirilmistir [36]. Bir diger ¢alismada Rotenon’un, comet ve CA metotlar ile
farkli hiicre dongust asamalarinda yer alan hucrelerdeki genotoksik ve klastojenik etkileri
degerlendirilmistir. Kultirlenmis insan lenfositleri, hiicre dongisunin G1, G1/S, S (1 ve 6s) ve G2
fazlan sirasinda 1, 1,5 ve 2 pyg/mL Rotenon ile muamele edilmistir. Rotenon’un klastojenik etkiye ve
DNA hasarina neden oldugu bildirilmistir [10]. Rotenon’un, nikleer DNA’nin yani sira mitokondriyal
DNA’ya hasar verdigi de bildirilmistir [37].

Bu arastirmadaki veriler, literatirdeki bulgulari desteklemekle birlikte farkli doz/zaman ve hiicre
donglsinden bagimsiz surelerin segilmesi nedeniyle farklilik gostermektedir. Bu ¢alisma, Rotenon’un
doz ve zamana bagl olarak lenfositlerde meydana getirdigi DNA hasarini ortaya koymaktadir. 10 ve
50 uM Rotenon ile 1 s ve 2 s inklibasyon uygulanan grup, kontrol grubuna kiyasla DNA hasarinda
artisa sebep olmus ancak bu artis istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir. 100 yM doz ile 1 ve 2 s
inkibasyon uygulanan grup kontrol gruplarina kiyasla DNA hasarinda anlamli artisa sebep olmustur.
Hem doz hem de sure arttikga DNA seviyesinde artis gozlenmekle birlikte anlaml dizeyde artisin
sure bagimh olmasi Rotenon maruziyet siresinin énemini ortaya koymaktadir. 10, 50 ve 100 yM
dozlar ile 4 s Rotenon uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla anlamli seviyede DNA hasari tespit
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edilmistir. Verilerimiz maruziyet slresi arttikga dustik dozlarin da anlamli dizeyde DNA hasarina
neden oldugunu ortaya koymaktadir.

In vitro ve in situ ¢alismalar, Rotenon maruziyetinin genotoksisiteye sebep oldugunu gdstermektedir.
Bu calismada da Rotenon’un doza ve zamana bagl olarak lenfositlerde DNA hasarina neden oldugu
ortaya konulmus ancak bu hasarin molekuler temeli arastirimamistir. Genotoksisitenin engellenmesi
icin Rotenon’un etki mekanizmalarini ortaya koyacak detayl ¢calismalara ihtiya¢c bulunmaktadir.

Etik Beyani

Bu galismada, “Yiksekégretim Kurumlari Bilimsel Aragtirma ve Yayin Etigi Yénergesi” kapsaminda
uyulmasi gerekli tim kurallara uyuldugunu, bahsi gegen ybdnergenin “Bilimsel Arastirma ve Yayin
Etigine Aykiri Eylemler” bagsligi altinda belirtilen eylemlerden hicbirinin gerceklestirimedigini taahhiit
ederiz.
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