CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZI

TAVUK EMBRiYOSU GELIiSiMi UZERINE
CYFLUTHRIN ETKIiSI
Damla PiRiK
Biyoloji Anabilim Dah

CANAKKALE



T.C.
CANAKKALE ONSEKIiZ MART UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZI

TAVUK EMBRiYOSU
GELISiMi UZERINE
CYFLUTHRIN ETKIiSi
Damla PiRiK
Biyoloji Anabilim Dah
Tezin Sunuldugu Tarih: 01/02/2019

Tez Damismanai:

Prof. Dr. Sibel HAYRETDAG

CANAKKALE



Damla PIRIK tarafindan Prof. Dr. Sibel HAYRETDAG yénetiminde hazirlanan ve
01/02/2019 tarihinde asagidaki jiiri karsisinda sunulan “Tavuk Embriyosu Gelisimi
Uzerine Cyfluthrin Etkisi” baslikli ¢alisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dah’'nda YUKSEK LISANS TEZI olarak
oybirligi ile kabul edilmistir.

JURI
Prof. Dr. Sibel HAYRETDAG i
Baskan

Prof. Dr. Aynur KONYALI
Uye

Dog. Dr. Belda ERKMEN

Uye
Prof. Dr. Levent GENC
Midiir
Fen Bilimleri Enstitiist
Sira No:.........

Bu calisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimince Desteklenmistir. Proje Numarasi: FLY-2016-764



INTIHAL (ASIRMA) BEYAN SAYFASI

Bu tezde gorsel, isitsel ve yazili bicimde sunulan tiim bilgi ve sonu¢larin akademik ve
etik kurallara uyularak tarafimdan elde edildigini, tez icinde yer alan ancak bu
calismaya 6zgii olmayan tiim sonug ve bilgileri tezde kaynak gostererek belirttigimi

beyan ederim.

Damla PIRIK



TESEKKUR

Bu c¢alisma boyunca bana her tiirlii imkan taniyan, ¢alismam boyunca tiim bilgi ve
tecriibelerini benimle paylasan, benden yardimlarini esirgemeyen saygi deger danisman
hocam Prof. Dr. Sibel HAYRETDAG’a, deneylerim icin gerekli laboratuvar arag-
gerecglerini kullanmamda imkan saglayan Sayin Prof. Dr. Cemal Varol TOK’a, bir¢ok
konuda yardimmi esirgemeyen Saym Ars. Gor. Dr. Mert GURKAN’a, laboratuvar
calismalarinda bana yardimci olan Merve YILMAZ’a, Batuhan Yaman YAKIN’a,
hayatimin her evresinde bana maddi ve manevi destek olan babam Mesut PIRIK’e ve
annem Yildiz PIRIK e, egitim hayatimda destegini esirgemeyen abim Mehmet PIRIK’e

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Damla PIRIK
Canakkale, Subat 2019



SIMGELER VE KISALTMALAR

u Mikron

um Mikrometre

uM Mikromolar

ug Mikrogram

ml Mililitre

Kg Kilogram

ar Gram

mg Miligram

g/mol Molar kiitle

ppm Milyonda bir

pPg Pikogram

% Yiizde orani

L Litre

°C Santigrat derece

ED Embriyonik giin

AkP Alkalin fosfataz

AcP Asit fosfataz

LH Liiteinlestirici hormon
LDH Laktat dehidrojenaz

ALT Alanin amino transferaz
AST Aspartat amino transferaz
HH Hamburger ve Hamilton (1951) sikalasi
DM Deltamethrin

C Kontrol

O Zeytinyagi

VitE E vitamini

CN Cypermethrin

CNO Cypermethrin+zeytinyagi
CNE Cypermethrin+E vitamini
CNOE Cypermethrint+zeytinyagi+E vitamini
DDT Dikloro difenil trikloroethan

\Y



LD50
RNA
DNA

dt

A~ =

»nw T 3

Lethal doz
Riboniikleik asit
Deoksiribontikleik asit
Bobrek

Distal tiip
Dermatom
Glomeriilus
Hepatosit hiicreleri
Kalp

Karaciger
Miyotom
Proksimal tiip
Somit

Siniizoidler

Vi



OZET

TAVUK EMBRiIYOSU GELIiSiMi UZERINE
CYFLUTHRIN ETKISi

Damla PIRIK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Sibel HAYRETDAG
01/02/2019, 63

Bu calismada sentetik pyrethroitler (piretroit) igerisinde yer alan cyfluthrin
pestisitinin erken embriyonik gelisim donemindeki (3 ve 5 giinliik) tavuk embriyolarina
olast etkilerinin ortaya konulmasi amaclanmistir. Bu amagla dollenmis tavuk
yumurtalarinin hava bosluklarindan igeriye uygulamanin basinda ve bir kez, misir yagi
icinde ¢ozdiiriilmiis 0,01, 0,04 ve 0,08 pg/L cyfluthrin enjekte edilmistir. Deney diizenegi;
1 kontrol grubu, 1 yag kontrol grubu, 3 uygulama grubundan olusmaktadir. Her grupta 5
adet dollenmis yumurta kullanilmigtir. Kontrol ve cyfluthrin’e maruz birakilan embriyolar
gelisimlerinin {i¢ ve besinci giinlerinde yumurtadan c¢ikartilarak morfolojik ve histolojik
olarak incelenmistir.  Morfolojik incelemeler sonucunda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda artan cyfluthrin konsantrasyonuna bagli olarak 3 giinliik embriyolarda
kan adaciklarinda deformasyon ve gelisim geriligi; 5 giinlik embriyolarda ekstremite,
beyin ve goz gelisiminde hasarlar tespit edilmistir. Histolojik degerlendirmelerde ise
cyfluthrin’in artan konsantrasyonu ile birlikte 3 ve 5 giinliik embriyolardan alinan
kesitlerde notokord, karaciger, bobrek ve kalp doku hiicrelerindeki bozukluklarda artma
tespit edilmistir. Sonug¢ olarak dollenmis yumurta igerisine uygulanan dozlardaki
cyfluthrin’in kanathilarin erken embriyonik gelisimi sirasinda 6zellikle bazi organlarin

gelisimi i¢in toksik etki gosterdigini sdylemek miimkiindiir.

Anahtar sozciikler: Civciv Embriyosu, Cyfluthrin, Embriyonik Gelisim,
Teratojenik Etki
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ABSTRACT

CYFLUTHRIN EFFECTS ON CHICKEN
EMBRYO DEVELOPMENT

Damla PIRIK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Biology
Advisor: Prof. Dr. Sibel HAYRETDAG
01/02/2019, 63

The aim of this study is to reveal the potential effects of cyfluthrin pesticide, a
synthetic pyrethroid, on hen embryos in early development stage (3- and 5-day). For this
purpose, 0.01, 0.04 and 0.08 pg/L cyfluthrin dissolved in corn oil was injected through the
air holes of hen eggs for once at the beginning of the experiment. There was 1 control
group, 1 lipid control group, 3 experiment group and 5 fertilized eggs were used in each
group. Embryos that were exposed to control and cyfluthrin were removed from the eggs
on the third and fifth days of the embryonic development and analyzed morphologically
and histologically. Morphological analyses revealed deformation and growth deficiency in
3-day old embryos, and damages in extremities, brain and eye development in 5-day old
embryos. Histological analyses of slices collected from 3- and 5-day old embryos showed
increased defects in notochord, renal and cardiac tissue cells with the elevated
concentration levels of cyfluthrin. In conclusion, cyfluthrin administered into fertilized egg
can have toxic effects on the development of some organs during the early embryonic

development of fowls.

Keywords: Chick Embryo, Cyfluthrin, Embryonic Development, Teratogenic Effect
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BOLUM 1
GIRIS

Pestisitler, zirai alanda kullanimi tercih edilen ¢esitli kimyasal madde ve
preparatlardir. Bulunduklar1 alanlarda var olan zararli organizmalar1 yok etmek, kontrol
altinda tutmak ya da zararh etkilerini azaltmaya yo6nelik olarak kullanilmaktadir. Olumsuz
etki gdsteren organizmalar, insanlarin besinlerine, iiriinlerine zarar veren, hastalik yayan
bocek, bitki patojenleri, yabani otlar, yumusakgalar, kuslar, memeliler, baliklar ve
siirtingenler olabilmektedir. Pestisitlerin uygun kullanimi yararl olsa da insanlar ve diger
canlilar i¢in potansiyel toksisiteden dolay1 sorunlara yol acabilmektedir. Bilingli ve
bilingsiz olarak ¢evreye birakilan pestisitler hava, su, toprak, yagmur, sis, kar, buz ve
yiizey sularinda bulunabilir. Bundan dolay1r canlilar pestisitlerden gesitli sekillerde
etkilenebilmektedirler (Anonim, 2012).

Son yillarda, pestisit gruplari igerisinde yer alan piretroitlerin (pyrethroid) kullanimi
olduk¢a yayginlasmistir. Bu gruba dahil pestisitler; tarim arazileri, antifungal ajanlar,
kemiriciler ve boceklerle miicadelede kullanildigr gibi, hayvanlarin tasiyici oldugu vektor
hastaliklariyla miicadelede, rodentlere karst ve kisisel olarak evlerin iglerinde ve
bahcelerde yaygin kullanima sahiptir. Bu yaygin kullanim, hedef olmayan canlilar
tizerinde de olumsuz etkilere yol agabilmektedir (Cox, 1994).

Belediyeler ile Saglik Bakanligi'min yaptigi incelemeler ve calismalar sonucunda
cevre ilaglamasi ve halk sagligini koruma amaciyla etkili bir sekilde kullanilan sentetik
piretroitlere insan ve hayvanlarin siirekli maruz kalmasinin kagmilmaz oldugu
belirtilmistir. Incelemeler ve ¢alismalar deney hayvanlari ve memelilerde akut ve subakut
zehirlilik bakimindan giivenli olan bu maddelerin, uzun siireli maruziyeti durumunda ayni
oOlglide giivenli olamayacagini gostermistir (Yavuz ve ark., 1996). Rat ve farelerde yapilan
caligmalarda sentetik piretroit grubuna dahil olan bazi pestisitler; lenf, tiroid ve akciger
timorlerine yol agabilecegini gostermektedir (Cabral ve Galendo, 1990; Cabral ve ark.,
1990; Ishmael ve Lilchfield 1988).

Sentetik piretroit grubunda yer alan cyfluthrin; nispeten yeni bir insektisittir. Memeli
tiirleri i¢in gilivenli olarak kabul edilmektedir. Ancak, cyfluthrin kullanimi incelendiginde
olumsuz etkileri ortaya ¢ikmaktadir (Cox, 1994).

Yapilan literatiir taramalarinda cyflutrin’in kuslardaki embriyotoksik ya da

teratojenik etkilerini ortaya koyan herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Oysa kuslar pek
1



cok ozellikleri agisindan embriyonik c¢aligmalarda bir model organizma olarak kabul
edilmektedir. Kus embriyolarimin plesantaya sahip olmamalari, kimyasal ajanlarin kolay
uygulanabilirligi, kisa siirede sonuglarin gozlenebilmesi ve gelisim asamalar1 hakkinda
oldukca yeterli bilgiye sahip olunmasi dolayisiyla; embriyotoksik, teratojenik, mutajenik
ve genotoksik etkilerin belirlenmesi i¢in yapilan testlerde siklikla tercih edilen bir gruptur
(Jelinek, 1977). Ozellikle prenatal toksisitenin belirlenmesinde memeli tiirleri ile yapilacak
caligmalara oranla kolaylik sagladigindan, toksisite deneylerinde siklikla kullanilmaktadir
(Davey ve Tickle, 2007; Cebra-Thomas, 2004)

Bugiine kadarki literatiirlerden elde edilen bilgilerden, cyfluthrin kullaniminin gevre
kirliliginde artisa sebep olabilecegi ve bu durumun organizmalar1 olumsuz
etkileyebilecegini sdylemek miimkiindiir. Deneysel ¢alismalar i¢in model organizma olan
tavuk embriyosu Tlzerinde cyfluthrin’in etkisine yonelik herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamis olmasi sebebiyle planladigimiz bu ¢alismada; bir insektisit olan
cuyfluthrin’in, tavuk embriyosunda, erken gelisim dénemi {izerine etkilerinin, morfolojik

ve histolojik degerlendirmeler ile ortaya konulmasi amaglanmustir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Kus Yumurtasinin Genel Yapisi
Kus yumurtasi, hacimsel olarak genis orana sahip vitellus, daha az yer kaplayan ve
vitellusun etrafin1 saran alblimin, kabuk zarlar1 ve kalsifiye kabuk olmak iizere 4 temel

yapidan olusur (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Uzun eksen diizleminde kesiti gosterilen tavuk yumurtasi yapisi (Ritchisong,
2017)



2.1.1. Yumurtanin Kabugu ve Kabuk Zarlar:

Kus yumurtasi disi bireylerin besinlerle aldiklar1 kalsiyum tuzlarinin uterus bezinde
yumurtaya eklenmesiyle kire¢ kabuk olusur. Kire¢ kabuk yaklagik 20 saatte meydana
gelmektedir. Kabuk katmanlara sahiptir, bunlar (Patten, 1971; Smith, 1997):

1. Mememsi i¢ tabaka
2. Stingerimsi ara tabaka
3. Yiizeydeki katikiil tabaka

Kabuk yapisinin %94°1i kalsiyum karbonattir, az miktarda magnezyum karbonat,
kalsiyum fosfat, organik maddeler ve fosfor vardir. Kabuga rengini veren ozellik ise
genotipin kendine has bilesiminde farkli renk maddeleri barindirmasidir. Yumurta
kabugunun Katikiil tabakasinda bulunan gézenekler (porlar) gaz ve nem alig-verisini saglar

(Patten, 1971; Tiirkoglu ve Sarica, 2004).

Por Kanallan

Ty 1. Katikal

2. Slnger Tabaka
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Sekil 2.2. Yumurta kabugunun enine kesiti (Ritchisong, 2017)

Yumurta zan iki tabakadan olusur. Kalin tabaka (40-60u) kabugun hemen altinda
olup i¢ yapisim sarar, kabuk ile ince tabaka arasinda yer alir. Ince tabaka (13-17p) ise
albumini sarar, kalin tabaka ile albumin arasinda kalir. Glikoprotein yapidaki zar gaz
gecisini engellemez. Fakat bakterilerin yumurta igerisine girerek kontamine olmasini
engeller (Hamilton, 1952; Tirkoglu ve Sarica 2004). Yumurta kloaktan disar1 atildiginda
sahip oldugu 1s1 41°C’dir. Disarida hizla sogumaya baslar, sogumayla birlikte biiziilme

meydana gelir ve disaridan hava almaya baslar. Bu sirada dis tabaka ve i¢ tabaka arasina



yogun olarak giren hava etkisiyle kiit ugta hava boslugu olusur (Patten,1971; Hamilton,

1952; Tiirkoglu ve Sarica, 2004).

2.1.2. Albumin

Albumin hemen hemen homojen yapidadir. Albumin ovidukt kisminda sentezlenir.
Albuminde bulunan proteinler ovalbumin (%75), ovomukoid (%13), ovomusin (%7),
ovokanal albumin (%3) ve ovoglobulin (%2)’dir. Ovomukoid ve ovomusin, glikoprotein
(karbonhidrattan kombine), digerleri yalnizca proteindir. Vitellin zara spiral sekilde bagh
yogun bir tabaka olan kiit uca ve dar uca dogru baglanmus iki salaz vardir. Bu iki salaz ters
yone biikiilerek vitellusun korunmasini saglar. Albumin embriyo gelisimi i¢in besin

saglarken ayni zamanda mekanik ve kimyasal etkilerden korur.

Cizelge 2.1. Albumin igerigi (Hamilton, 1952)

gr’daki miktar Toplam %
Toplam.....ccooviiiee 329 100.0
SUeivirercenen ... . ... 289 879
Katloeeeiieieeee e, 4.0 12.1
Organik maddeler............c.cccccevvenennne. 38 115
Proteinler.........ccoovvvveieieiece e 35 108
Yaglar.....ooooeeeeiiiiiieeee e eser --
Karbonhidratlar..........cccccoeovvveveiiennnnen. 0,3 0.6
Inorganik maddeler.............c.cooevernnnns 0.2 0.6
2.1.3. Vitellus

Vitellusun biiyiik bir kismini yaglar olusturmaktadir ve embriyo i¢in 6nemli bir gida
kaynagidir. Bunlar; gliseritler (%62,3), fosfolipidler (%32,8), kolestrol (%4,9) ve eser
miktarda bulunan serobrosittir. Vitellusa ait iki protein bilinir, bunlardan biri, toplam
proteinin %77'sini olusturan ovovitellin ve siilfiir icerigi yiiksek fosfoprotein grubudur.
Deigeri %23’tinii  olusturan ovolivetindir. Vitellus karbonhidratlari, glukoz (%70),
fosfolipidlerle kombine polisakkaritler, fosfoproteinler ve serebrositlerden olusur. Diger
organik bilesikler pigment igerenler (karotenler, ksantofiller, riboflavin vs), vitaminler ve

enzimlerdir (Hamilton,1952; Patten,1971).



Cizelge 2.2. Vitellusun igerigi (Hamilton, 1952)

gr’daki miktari Toplam %
Toplam.....cccoveiiiiee e 18.7 100,0
SUnuiiiiieit et 9.1 48.7
Katleoooeeieeieieeceee e 9.6 51.3
Organik maddeler....................... 9.4 50.2
Proteinler.........ccoovveviniiciiniens 3.1 16.6
Yaglar.....cooooeoveniiiiieieeeee 6.1 32.6
Karbonhidratlar ...........c.cc.c....... 0.2 1.0
Inorganik maddeler.................... 0.2 1.1

Vitellus ve blastoderm vitellin zar1 ile sarilmistir. Vitellus beyaz ve sar1 halka olarak
iki farkli yap1 igerir. Beyaz vitellusun birikimi latebra adi verilen merkezi bdlgede olur.
Latebra germinal diski (blastodisk) yumurtanin merkezine baglayan kanaldir ve
embriyonun beslenmesinde rol alir. DOllii yumurtalarda germinal disk embriyonun
gelismeye basladiglr kisimdir. Germinal disk délsiiz yumurtalarda diizensiz bulunurken,
dollii yumurtalarda diizenli, iri ve yuvarlaktir. Bu bolge blastoderme dogru yayilir ve
pander c¢ekirdegi olarak bilinen bir kitlenin altinda bulunur. Latebra ve pander ¢ekirdegine
ilave olarak sar1 vitellusun daha kalin tabakalari arasinda beyaz vitellusun ince tabakalari
vardir. Vitellus en dista olan vitellin zar1 ile ¢evrilidir. Bu zar ince, kuvvetli ve renksiz bir
zar olup vitellusun albumin igerisinde dagilmasini onler. Blastoderm hiicreleri tarafindan
emilen vitellus yiiksek oranda besin oranina sahiptir (Hamilton, 1952; Patten, 1971;
Tiirkoglu ve Sarica, 2004).

2.2. Kuslarda Embriyonik Gelisim

Kus yumurtalarinda embriyo gelisimi yumurtanin dollenmesiyle baslayip
yumurtlamaya kadar devam eder. Yumurta dis ortama birakildiginda soguma diizeyine
gbre minimuma iner ve sartlar uygun hale geldiginde siire¢ devam eder. Ciftlesme
gerceklestikten sonra sperm hiicreleri infundibuluma hareket eder ya da sperm tiiplerinde
depolanir. LH (liteinlestirici hormon) salgisinin etkisiyle spermler yumurtayr doéllemek
tizere infundibuluma ilerlerler. Bol miktarda vitellus igerigine sahip kus yumurtasinda

boliinme ve gelismeler az miktarda sitoplazma ve cekirdegin bulundugu animal kutupta
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gerceklesir. Hiicre boliinmesi dollenmeden hemen sonra baglar, yumurtanin geri kalani
sekilleninceye kadar devam eder. Boliinme yariklanma seklinde gergeklesir. Zigotun ilk
boliinmesi yumurta istmustan gecerken tamamlanir. Boliinmeler 20 dakikada bir meydana
gelir ve boliinmelerle yogunlagan hiicre tabakasi gastrulayr meydana getirir (Romanoff,
1997).

Kulugka basladiktan sonra kalinlasmaya baslayan hiicre tabakas1 embriyonun kuyruk
bolgesinde olusmasiyla, primitif ¢izgi adini alir (Romanoff, 1997). Kulugkanin 1. giinii
primitif ¢izgi meyda gelir (Tiirkoglu ve Sarica, 2004). Gelisimin ilerlemesi ile embriyonun
bast ayirt edilebilir, sindirim sisteminin onciisii 6n barsak sekilini almaya baslar, kan
adaciklart goriiniir ve noral olugu meydana getirecek olan yarik olusur (Romanoff, 1997;
Ozparlak, 2006).

Ikinci giin nérol oluk sekillenir ve bas gelisir. Kulak gelismeye baslar ve goz
mercekleri olusur. Kalp gelisimi gergeklesirken, kan adaciklar1 birbirleriyle baglantilar
kurarak vaskiiler sistemi meydana getirir. Gelisimin 44. saatinde kalp ve damar sistemi
arasinda baglanma gergeklesir ve kalp atmaya baslar. Embriyonun gelisimi ile iki farkli
dolasim sistemi olusur. Bunlardan ilki embriyo i¢i meydana gelen embriyonik sistem,
ikincisi ise yumurta i¢inde olusan ve yayilan vitellin sistemdir. Gelisimi devam eden
embriyo evrelerinde iki farkli embriyo dis1 dolasim sistemi vardir. Olusan vitellin sistem
embriyoya besin aktarimi saglar. Bir diger dolasim sistemi olan allantoik damarlardan
olusan sistemi ve allantoisteki atik iiriinlerin saklanmasi ile ilgilidir. Embriyo gelisimini
tamamlayip yumurtadan ¢iktiginda her iki dolasim sistemi de islevini kaybeder (Romanoff,
1997).

Ugiincii giin sonunda gaga gelismeye baslar, kanat ve bacak tomurcuklari olusur.
Basin ve boynun iki tarafindan ti¢ viseral yay gelisir. Bu olusan yapilar arterial sistem,
kulaktaki Ostaki borusu, yiiz, ¢ene ve bazi kanalsiz bezlerin gelisiminde 6nem arz eder.
Kuyruk ortaya ¢ikar. Embriyonun etrafi, korunmasi amaciyla ici sivi ile dolu amnion ile
cevrilir. Allantoik kese embriyo igin solunum ve bosalim organi gorevi yapar.
Embriyonun besini albuminden saglanir ve kabuktaki kalsiyum embriyoya allantois
tarafindan aktarilir. Ug giinliilk embriyoda solunum sisteminin farklilasmasinda ilk gdsterge
faringeal bolgenin posteriorunda laringo-trakeal olugun olusmasidir. Olusum devam
ederek trakeal biiyiime uzadik¢a kaudal kisim iki kisma ayrilarak akciger tomurcuklarini

olusturur (Romanoff, 1997).



Dordiincii giin torsiyon ve fleksiyon devam eder. Embriyonun viicudu 90° doner ve
vitellusun tizerinde sol tarafa dogru kayar. Bas ve kuyruk birbirine ¢ok yakindir. Bu hali ile
embriyo “C” seklindedir. Sindirim ve solunum sisteminin bir pargasi olan agiz, dil ve nazal
aciklik geligir. Dordiincii giiniin sonunda embriyo yasamak icin ihtiya¢ duydugu tiim
organlara sahiptir ve embriyonun tiim kisimlari tanimlanabilir (Romanoff, 1997).

Yedinci giin kanat ve ayak parmaklar1 goriintir durumdadir, kalp tamamiyla torasik
boslugu doldurur ve embriyo biiyiik Ol¢iide kusa benzer. Onuncu giinden sonra tiiyler
goriinlir ve gaga sert bir yapt kazanir. Ondordiincii giin pengeler sekillenir ve embriyo
yumurtadan ¢ikis i¢in pozisyonunu alir. Albumin destegi 16. giinde tiikenir. Boylece
vitellus besin i¢in temel kaynak halini alir. Onsekizinci giin sonunda gaga hava boslugunu
deler ve akciger solunumu baslar. Yirminci giin sonunda civciv yumurtadan ¢ikma
pozisyonunu alir (Romanoff, 1997).

Akciger gorevi goren allantois, civciv kendi akcigerlerini kullandik¢a kurumaya
baslar. Kulucka baslangicindan 21 giin sonra yumurta disi denilen gaganin iist kisminda
bulunan sert boynuzumsu yapi ve boynun arka kisminda bulunan kaslarin yardimiyla
yumurta kabugunu kirar. Yumurtadan tamamen kurtulan civcivin gobek acikligi kapanir ve
kurumaya baslar. Civciv yumurtadan ¢iktiktan birkag giin sonra gaga iizerindeki
boynuzumsu yapi diiser. Protein, yag, vitamin, mineral ve su agisindan olduk¢a zengin
olan vitellus yumurtadan c¢iktiktan sonra saatlerce civcive besin saglayabildiginden,
yumurtadan ¢ikan civciv 72 saat boyunca beslenmeksizin yasayabilir (Romanoff, 1997).

Hamburger — Hamilton skalasi, civciv gelisiminde 46 kronolojik evreyi tasvir eden
bir dizi goriintiidiir. Goriintliler ddllenmis bir yumurta ile baglar ve tamamen gelismis
bir civciv ile biter (Sekil 2.3). Gelismekte olan bir civciv embriyosunun yaklagik yasini
belirlemek i¢in tanimlanmis bir evreleme dizisi olusturmak i¢in 6nemlidir. Bu ¢alismada
da canl1 ve 6l embriyolarin gelisme evrelerinin belirlenmesinde Hamburger ve Hamilton

(1951) skalas1 (HH skalas1) kullanilmistir (Doty, 2011).



23-25sa 23-26sa 26-29sa
R T 1y
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50-53sa 51-56sa

Sekil 2.3. Kus gelisim evleri (DB Lab, 2003)



2.3. Kus Embriyolari ve Toksisite

Endiistriyel ilaglar, besin katki maddeleri, agir metaller ve pestisitlerin
embriyotoksik, teratojenik etkilerinin belirlenmesi amaciyla kanatli embriyolar1 deneysel
testler i¢in 6nde gelen materyallerden biridir. Kanatli embriyosunun gelisim evlerinin ¢ok
iyi bilinmesi, ¢ok sayida kanatli embriyosunun kullanilabilmesi ve toksisitenin
degerlendirilmesinde memeli tiirlerde yapilacak calismalara karsi bir avantaj saglamasi
nedeniyle dollii kanatli yumurtast prenatal toksisitenin belirlenmesinde siklikla
kullanilmaktadir (Oznurlu, 2016).

Anwar ve Shakoori (2010), tavuk embriyolarinda, sentetik piretroitler grubundan bir
insektisit olan cypermethrin’in toksisitesini degerlendirmek amaciyla yaptiklari ¢alismada;
déllenmis tavuk yumurtalarina “0.” giinde, 50, 100, 200 ve 400 ppm konsantrasyonlarda
asetonda ¢oziilen cypermethrini enjekte etmislerdir. Gelisimin 16. giiniinde embriyolardan
alinan karacigerler, ii¢ pargaya ayrilmis ve tartilmistir. Birinci pargalar tuzlu homojenat
elde etmek i¢in; ikinci parcalar lipit kolestrol ve niikleik asit ekstrasyonu i¢in ve iiglincii
parcalar histolojik c¢alismalar ig¢in bouin fiksatifine alinmistir. Analizler sonucunda,
enzimler arasinda AST (Aspartat amino transferaz), ALT (Alanin amino transferaz) ve
LDH (Laktat dehidrojenaz) aktiviteleri anlamli olarak yiiksekken, amilaz, AkP (Alkalin
fosfataz) ve AcP (Asit fosfataz) degerleri degismemistir. Biyokimyasal bilesenlerden
hepatik glukoz ve toplam protein igerigi azalirken, glikojen ve DNA (Deoksiriboniikleik
asit) icerigi artmustir. Diger tiim bilesenler, ¢Oziilebilir protein, serbest amino asitler,
toplam lipitler, kolesterol, iire, iirik asit ve RNA (Riboniikleik asit) igerikleri degismeden
kalmistir. Karacigerde, amilaz, alkalen fosfataz ve asit fosfataz aktiviteleri degismemistir.
Bunun yani sira hepatik glikoz, toplam protein, toplam yag, kolesterol, iire, iirik asit ve
RNA igerigi, glikojen ve DNA igeriginde azalma tespit edilmemistir. Hepatik ¢oziiniir
protein ve serbest amino asit igerigi deSismeden kalmistir. Karacigerde Cypermethrin’in
neden oldugu histopatolojik degisiklikler arasinda hepatik parankimde siniizoidal
bosluklar, hepatositlerde sitoplazmik vakuoller ve niikleer yogunlagma, yagli dejenerasyon,
hidropik dejenerasyon ve nekroz goriilmiistiir.

Bhaskar ve ark. (2012), tavuk embriyolar: tizerinde bir insektisit olan deltamethrin’in
teratojenitesini  degerlendirmislerdir. Deltamethrin sentetik piretroitler adi verilen
pestisitlerin bir iyesidir. Do6llenmis Gallus domesticus yumurtalar1 inkiibasyonun 4.

giiniinde, 37°C’de 60 dakika siireyle 12.5, 25 ve 50 mg L konsantrasyonlarda
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deltamethrin emiilsiyonlarina daldirilmistir. Embriyolar 16. giinde toplanarak mortalite
orani, yas viicut agirligi, biirlit morfolojik ve iskelet malformasyonlar1 agisindan
degerlendirilmistir. Sonugta deltamethrin uygulanmasindan sonra embriyonik mortalitenin
belirgin bir sekilde arttigt ortaya koyulmustur. Deltamethrin ile muamele edilen
embriyolarin dig ve iskelet yapisinda, malformasyonlar gorilmistiir. Bunlar; bas
bolgesinde: Kiiglik beyin (mikrosefali), beynin biiyiik kisminin yoklugu (anensefali),
boyun bolgesinde: Dar boyun, biikiimlii boyun, bacaklarda: Kisa ve biikiilmiis bacaklar,
vertebrada: Yanal omurga egriligi (skolyoz), omurganin anterior egriligi (lordiosis),
omurganin posterior egriligi (kifoz), kemik dokusunda ayr1 kemik birlesmesi (synostosis),
sternum: Dogustan sternum yoklugu (asternia), tist ekstremite ve alt uzuvlarda: Kisalmis
veya bikiilmiis (humerus, radius, ulna, femur, tibia, fibula)’tiir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde deltamethrin’in embriyonik gelisimi énemli dl¢iide olumsuz etkiledigi
tespit edilmistir.

Andleeb ve ark. (2014), Gallus domesticus’ta permethrin tarafindan indiiklenen
gelisimsel anomalileri incelemislerdir. Permethrin piretroit grubuna ait bir inseksittir. Bu
caligmada belirlenen 4 farkli dozda (0.3125, 0.625, 1.25 ve 2.5 pg) permethrin 0.1 ml
olacak sekilde yumurta igine uygulandiktan sonra civcivlerin  teratojenitesi
degerlendirilmistir. Belirlenen dozlar misir yaginda ¢ozdiiriilerek 4. giinde yumurta
icerisine enjekte edilmis ve inkiibasyona birakilmistir. Kulugkanin 7. giiniinde embriyolar
toplanmis morfolojik ve morfometrik analizleri yapilmistir. Analiz  sonuglari,
permethrin’in farkli konsantrasyonlarinda meningoensefalosel (kafatasindaki bir agikliktan
bir kisim beyin, beyin zarlari ve beyin-omurilik sivisinin disariya dogru fitiklagmasi), spina
bifida (ayrik ya da ag¢ik omurga), hidrosefali (beyinde su toplanmasi sonucu kafanin
anormal biiylimesi), mikromeli (bacaklarin anormal bi¢imde kiigiik veya kisa olusu),
mikroftalmi (iki goziin anormal derecede kiigiik olmasi), ektopia kordis (kalbin kismen
veya tamamen toraks boslugu disinda yerlesmesi), mikrognati (alt gene kemiginin kisaligi),
gastrosizis (gobek kordonunun lateralinde abdominal duvar kusuru olugmasi) ve
eksensefali (kafatasi, yani kraniumun meydana gelmemesi) bulgulari tespit edilmistir. Doz
artisina bagimli bu anomaliler arasinda ektopia kordis, mikromeli, mikrognati embriyolarin
cogunlugunda goriilmiistiir.

Chowdhury ve ark. (2015), civciv (Gallus domesticus) embriyosunda sentetik

piretroit  olan  transflurithrin’in  ticari  formiilasyonunun teratojenik  etkisini
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degerlendirmislerdir. D6llenmis Gallus domesticus yumurtalari, 6 giin boyunca 37°C’de
inkiibe edilmistir. Yumurtalar 8 grup olacak sekilde boliinmiistiir ve herbir grupta 10 adet
yumurta bulunmaktadir. Calismada kullanilan sentetik piretroit normal salin igerisinde
¢Oziilmiistiir. Belirlenen 8 grup icin 8 doz (0.0025, 0.005, 0.0075, 0.01, 0.0124, 0.0175,
0.025 mg/ml ve kontrol) herbir yumurtaya insiilin ignesi ile 1 ml olacak sekilde enjekte
edilmis ve inkiibasyona birakilmistir. Ondort giin sonra inkiibasyon sonlandirilarak
toplanan embriyolarin mortalite orani, viicut agirliklart ve morfolojik bozukluklari
degerlendirilmistir. Sonuglar, 1slak viicut agirliklarinin istatistiksel degerlendirme sonucu
anlamli kabul edilmistir. Dort farkli doza (0.0075, 0.01, 0.0175 ve 0.025) maruz kalan
embriyolarin piretroit mortalite ylizdesi sirasiyla 20, 30, 50 ve 60’tan daha yiiksektir.
Degerlendirme sonucunda doz artisina bagli olarak Olim orani artmustir. Gozlenen
malformasyonlar, Bas bolgesi: mikrosefali (kiigiik beyin), eksensefali (kafatasi, yani
kraniumun meydana gelmemesi), anensefali (beynin biiyiikk kisminin yoklugu), Goz:
mikrotalamus (bir ya da her iki gbziin anormal derecede kii¢iikk olmasi), anoftalmus
(gbzlerden birinin ya da her ikisinin hi¢ olmamasi), ekzoftalmus (géz biiyiimesi), Boyun:
dar boyun, biikiilmiis boyun, Gaga: gaga gelisiminde kusurlar, papagan gagasi, yarik gaga,
Bacak: kisa ve biikiilmiis bacaklar/parmaklar ve diger anomaliler, hematomlar (kanamanin
doku icindeki birikimi), ektopia viscera/gastrosizis (gobek kordonunun lateralinde
abdominal duvar kusuru olusmasi) goriilmiistiir.

Bhaskar ve ark. (2016), deltamethrin’in ticari formulasyonu (Desic®)’in civciv
embriyo gelisimi {izerine potansiyel toksisitesini degerlendirmislerdir. Deltamethrin
pireroit grubu bir insektisittir. Bu ¢alismada Desic®’ten ii¢ sulu emilsiyon konsantrasyonu
(125, 25 ve 50 mg L") hazirlanarak kullanilmistir. Dollenmis Gallus domesticus
yumurtalart hazirlanmis ti¢ farkli insektisit konsantrasyonuna 0. giinde 37°C’de 60 dakika
batirilmistir. Uygulama sonrast yumurtalar 7. embriyonik giine kadar inkiibasyonda
tutulmustur. Inkiibasyon sonunda toplanan embriyolar teratojenik ve biyokimyasal
degisiklikler i¢in degerlendirilmistir. Degerlendirmeler sonucunda Bas: mikrosefali (kiigiik
beyin), eksensefali (kafatasi, yani kraniumun meydana gelmemesi), anensefali (beyninin
ve kafatasinin bir kisminin veya tamaminin olusmamasi), Goz: mikrotalamus (bir ya da her
iki g6ziin anormal derecede kii¢iik olmasi), anoftalmus (gézlerden birinin ya da her ikisinin
hi¢ olmamasi), Boyun: dar boyun, biikiilmiis boyun, Gaga: gaganin gelisiminde kusurlar,

Ekstremite: kisa ve biikiilmiis ekstiremite/parmaklar, parmaklar arasinda ag bulunmamasi,
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Alt viicut: ectopia viscera/gastrosizis (gobek kordonunun lateralinde abdominal duvar
kusuru olusmasi), genel biiyiime geriligi, karin kaslarinda ve deride yoksunluk, kuyruk
eksikligi, deri altinda kanama, cilt 6demi ve hematon goriilmistiir. Biyokimyasal igerik,
Desic®’in uygulamasinda total protein, total kolesterol ve tiim embriyolarin DNA igerigi
tizerinde anlaml1 bir etki bulunmamis, ancak embriyolarin toplam glikojen igeriginin 25 ve
50 mg L™""de énemli 6l¢iide azaldig tespit edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
embriyolarin toplam RNA igerigi onemli ol¢iide azalmistir. En yiiksek konsantrasyonda
(Alanin amino transferaz) ALT aktivitesinde yiikselme goriilmiistiir. Alkalin fosfataz
(AkP), (Asit fosfataz) AcP ve embriyolarin (Aspartat amino transferaz) AST aktiviteleri,
kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak etkilenmemistir.

Bhaskar ve Shahani (2015), deltamethrin’in ticari formiilasyonu olan (Desic®)’in
Gallus domesticus embriyo gelisimi {izerine hepatotoksik etkilerini incelemislerdir.
Doéllenmis yumurtalar ti¢ farkli deltamethrin (12,5, 25, 50 mg/L) konsantrasyonuna 60
dakika boyunca 37°C’de inkiibasyondan 6nce 0. embriyonik giin (EDO0) ve inkiibasyonun
4. giinlinde (ED4) batirilmistir. On altinci embriyonik gline kadar inkiibasyon devam
ettirilmistir. 50 mg/L deltamethrin’e maruz kalma 6nemli bir sonug¢ vermistir, sirasiyla
EDO ve ED4’te maruz kaldiklarinda karacigerde toplam protein ve toplam glikojen
iceriginde azalma olurken, her iki giin i¢in uygulanan konsantrasyonda toplam glutatyon
icerigi azalmistir. 0 ve 4. giinde 25 ve 50 mg/L deltamethrin’e maruz kaldiginda
karacigerde alkalin fosfatoz aktivitesi anlamli sekilde artmistir, glutamat piruvat
transminaz aktivitesi ise sadece ED4’te 50 mg/L deltamethrin’e maruz kalan hayvanlarda
belirgin bir artis gostermistir. Hisptopatolojik degerlendirmede insektisit uygulanan
embriyolarin karaciger kesitlerinde hafif hiicresel lezyonlar oldugu goriilmiistiir. G6zlenen
patolojik degisiklikler, hepatositlerin dejenerasyonu ve nekrozu, sitoplazmik vakuolizyon,
genislemis ve tikanmis siniizoidal bosluklar, 16kosit infiltrasyonlari, merkezi venin
tikanmasi ve genislemesini igermektedir.

Ahmad ve ark. (2018) bu calismada, cypermethrin (CN) uyguladiklari civcivlerin
prenatal doneminde olusabilecek anomalileri hafifletmek i¢in uyguladiklari E vitamini (vit
E) ve zeytinyagi (O) nin potansiyel etkisini kesfetmeyi amaglamiglardir. Cypermethrin son
zamanlarda treme ve gelisimsel bozukluklara karigan bir tip II piretroit insektisittir.
Doéllenmis yumurtalar (her biri 60), kontrol (C); CN, CNO (cypermethrintzeytinyagi),

CNE (cypermethrin+E vitamini) ve CNOE (cypermethrin+zeytinyagi+E vitamini) olarak
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gruplara ayrilmistir. Her grupta 60 yumurtadan 7, 14 ve 21 giinliik inkiibasyon i¢in 20’li
gruplar diizenlenmistir. Inkiibasyon sonrasi degerlendirme sonuglari, yavrularin viicut
agirhigi ve kulugka oranmi tiim gruplarda CN grubundan anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur. Yedi giinlik embriyolarda CN mazuriyetindeki anormallikler, biiyiime
geriligi, eksik gaga, mikroftalmi (iki goziin anormal derecede kiigiik olmas1), mikrosefali
(kiigik beyin), acgik gozler, abdominal 6dem ve ckstremitelerde deformasyon 14 ve 21
giinliik embriyolarda diizensiz tiiyler, konjenital glokom (goz igi basinci yiiksekligine bagh
gorememe), spina bifida (ayrik ya da agik omurga) ve ekstremitelerde deformasyon
goriilmistiir. CN’nin zeytinyagi ve vitE ile birlikte uygulanmasi bu anomalilerin ortaya
c¢itkma oranimi diisiirmiistiir. Bu nedenle tek basina CN’ye maruz kalinmasi halinde
gelisimi olumsuz etkiledigini, E vitamini ve zeytinyag: ile birlikte uygulanmasinin civciv
olusumunda CN kaynakli embriyonik gelisim bozuklugunu azalttig1 tespit edilmistir.
Uggini ve ark. (2012) iki farkli smifsal bocek oldiiriiciiniin ticari formiilasyonuyla
Rhode Island Red (kirmizi ada tavugu) dollenmis tavuk yumurtalarinin gelisim
toksisitesini  incelemislerdir. Bunlardan birincisi chlorpyrifos ve cypermethrin
kombinasyonu ve ikincisi Actinomycetes, toprak bakterisinin fermantasyon riini
spinosad’tir. Chlorpyrifos zararlilar1 6ldiirmek i¢in kullanilan bir organofosfat pestisittir.
Bu c¢aligmada, farkli konsantrasyonlarda “0.” giinde kombinasyon olarak uygulanan
inseksitisit dozlar1 0.01, 0.05 ve 0.1 pg/yumurta, Tracer dozlari 100, 500 ve 750
ug/yumurta konsantrasyonlar belirlenmis ve her yumurtaya 50 ul hacimde tek doz olarak
uygulanmistir. Kombine olarak uygulanan pestisitin ti¢ farkli doz seviyesinde, aksiyel ve
apendikiiler iskelette onemli embriyonik malformasyonlar meydana getirdigi gézlenmistir.
Uygulanan 0.01 pg/yumurta dozda, morfolojik olarak belirgin bir etki goriilmemekle
birlikte, kararsiz bir yiriylis gozlenmistir. Uygulanan 0.05 pg/yumurta doza ait
embriyolardaki anormallikler, ¢arpik bacak, bikiilmiis falanks, gaga deformiteleri ve
mikroftalmi (iki goziin anormal derecede kii¢iik olmasi) goriilmistiir. Uygulanan 0,1
ug/yumurta dozda beyin ve omurgada kordon agikligi, gaga deformiteleri, anoftalmi
(gozlerden birinin ya da her ikisinin hi¢ olmamasi) ve gobek fitig1 gorilmiistir. Doz
arttikga embriyo gelisiminde olumsuz etkilerin arttigida goriilmistiir. Tracer igin farkli
dozlar degerlendirilmistir ve toksik etkisinin diisiik oldugu ve sadece 750 pg/yumurta
dozda hidrosefali (beyinde su toplanmasi sonucu kafanin anormal biiyiimesi) ve edemik

durum gozlenmistir. Viicut ve karaciger agirliklarinda farklilik gbézlenmemis ve eksenel
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veya apendikiiler deformasyonlar goriilmemistir.

2.4. Cyfluthrin ve Ozellikleri

Piretroit grubu insektisitler, uzun siiredir bilinen kimyasallardir. Ancak son yillarda
onem kazanmusglardir. Pyrethrum cinsine ait tiirlerin ¢i¢eklerinin 6giitiilmesi ile elde edilen
piretrum ekstrakti %1-2 piretrin icermektedir. Dogal Pyrethrum’larin insektisit olarak
birgok avantaji vardir. Bunlarin genis spektrumlu olmalari, memelilere Karsi zehirlilik
diizeylerinin diisiik olmasi ve dogal kosullarda kisa siirede dekompoze olmalaridir. Fakat
kolay bozulmalarinin yan1 sira, iiretim maliyetinin olduke¢a yiliksek olmasi ve iiretiminin
stirekli olmasindaki zorluk agisindan dogal piretroitler dezavantajidir. Piretroitlerin ortamin
derecesine gore etkinligi degismektedir. Diisiik sicakliga gore yiiksek sicaklikta etkisi daha
fazladir. Dezavantajdan kaynakli olarak {ireticiler i¢in sentetik iiretim daha alternatif bir
secenek olmustur. Sentetik piretroitler, 1s18a dayanikliligt ve kalinti etkisi yliksek
insektisitler olarak tarimda genis kullanim alanina sahiptir. Insanlar iizerinde sistemik ve
akut toksisiteleri disiiktiir, ancak zehirlenme belirtileri organik fosforlu bilesik
zehirlenmeleri ile karistirilabilir (Anonim, 2012).
CAS#: 68359-37-5
Molarkiitle: 434,3 g/mol
Form: Macun sarisi kiitlesi
Erime noktasi: 60°C derece
Kimyasal adi: Siyano (4-floro-3-fenoksi-fenil) metil 3- (2,2-dikloroetenil)
-2,2-dimetilsiklopropankarboksilat.
Molekiiler formiil: C22H18CI2FNO3 (Chemical Fact Sheet 12/87).

2.4.1. Cyfluthrin ve Toksisite Calismalari

Cyfluthrin genis septurumlu sentetik piretroitler igerisinde yer alan bir bocek
oldiirticiidiir. Yapisal olarak organoklorlu pestisitlere benzer ve DDT (Dikloro difenil
trikloroethan) gibi cyfluthrin yag dokusunda hizlica birikmektedir. Merkezi sinir sistemi
dahil olmak iizere genis bir etki alanina sahiptir. Ayrica cyfluthrin iireme sistemi iizerine
etki etmektedir. Balik, sucul diger organizmalar ve arilar i¢in ¢ogu piretroit gibi cyfluthrin
yiiksek toksik etki gdstermektedir. Cesitli alanlarda evlerin iglerinde, bahgelerde, gida

isleme kuruluslarinda ve tarim gibi birgok alanda kullanilmaktadir (Cox, 1994).
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Cyfluthrin, DDT toksisitesine benzer etkiler gostererek tiikiiriik salgisinda artma,
koordinasyon bozuklugu, kas titrekligi, sarsinti, hareket ve davranis degisiklikleri meydana
getirmektedir (Anonim, 2007). Sicanlarda yapilan ¢alismalarda kaslarda nekroz ve sinir
sisteminde aksonal dejenerasyon gozlenmistir (Whalen, 1987). Tavuklardaki norotoksisite
calismalarinda sinir dejenerasyonu meydana geldigi gorilmistir (Moran, 1989).
Cyfluthrin istenmeyen boceklere karsi 6ldiirmek igin tasarlanmis olmakla birlikte, diger
canlilar1 da olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bu etkiler bal arilari, 6riimcekler, baliklar,
kuslar ve su omurgasizlarinda gosterilmistir. Belirtilen canlilar {izerinde diisiik dozlarda
oldiiriicii etkilere sahiptir. Buna ek olarak, ekosistemler iizerine yapilan caligmalar,
cyfluthrin'in normal ekosistem siireclerini bozma potansiyeline sahip oldugunu
gostermistir (Cox, 1994).

Syed ve ark. (2010) yaygin olarak kullanilan cyfluthrin'in teratojenik potansiyelini
degerlendirmek tizere fareler ile bir toksik ¢alisma planlamislardir. Birinci gruptaki gebe
Swiss albino farelerine gebeligin organogenetik fazi (5-14. giinler) boyunca iki doz bocek
ilact (16 mg/kg ve 32 mg/kg viicut agirhg) verilmistir. ikinci gruptaki farelere ise
gebeligin olgunlagma evresinde (14-18. giinler) ayni1 iki doz tekrar uygulanmistir. Yiiksek
doza maruz kalan hayvanlar piretroit zehirlenmesinin karakteristik bir semptomu olan
uyusuk davranig sergilemistir. Otopsiler gebeligin 18. giiniinde gerceklestirilip rutin
teratojenik gozlemler yapilmistir. Hicbir fetiiste harici malformasyon meydana
gelmemistir. Yiiksek doz, canli fetiis sayisin1 6nemli 6l¢iide diisiirmiis, ancak organogenez
sirasinda uygulanan dozun, olgunlasma fazi esnasinda bocek ilacina maruz kalmanin
tireme parametrelerini dnemli 6l¢iide etkilemedigi saptanmigtir. Fetal donemde meydana
gelen anomaliler, kafatasi kemiklerinin kemiklesmesinde azalma, kaburgalarin kisa veya
mevcut olmamasi, hidrosefali (beyinde su toplanmasi sonucu kafanin anormal biiyiimesi),
mikroftalmi (iki goziin anormal derecede kii¢iik olmasi), anoftalmi (gozlerden birinin ya da
her ikisinin hi¢ olmamasi), pulmoner 6dem ve subkutan 6deme yol actig1 gézlenmistir.

Naveed ve ark. (2012) farelerin gelismekte olan fetiislerinde B-cyfluthrin’i test
etmiglerdir. Bu amagla, insektisit ti¢ farkli dozda 1.25, 2.50 ve 5.00 nug/g olarak
uygulanmistir. Dozlar gebeligin 6. giinlinde oral yoldan verilmis, gebeligin 18. giliniinde
fetiisler alinmis ve morfolojik olarak degisimler goriilmiistiir. Mikrosefali (kiigiik beyin),
anoftalmi (goézlerden birinin ya da her ikisinin hi¢ olmamasi), mikromelia (ekstremitelerin

olmas1 gerekenden daha kiigiik ve kisa oldugu durum), dismorfogenezis, displazi ve kisa
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kuyruktur. Viicut agirligi, beyin biiyiikliigii, géziin uzunlugu ve genisligi, 6n ekstremite ve
arka bacaklardaki uzunluk ve fetiislerin kuyruk uzunlugu ile ilgili morfometrik galismalar
kontrollere kars1 (P <0.001) anlamli fark gdstermistir. Calismada insektisitin fare fetalleri
tizerine potansiyel olarak tehlikeli oldugunu ve insanlarin da fetal gelisimine potansiyel
olarak zararl olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yavuz ve ark. (1996) cyfluthrin'in tavsanlar tizerindeki teratojenik etkilerini
arastirmiglardir. Cyfluthrin 10, 25 ve 50 mg/kg dozlarda agiz yoluyla gebeligin 4.
giintinden 20. gilinline kadar uygulanmistir. Gebeligin 27. giiniinde fetiislerin incelenmesi
icin tavsanlara Stanazi yapilmustir. Incelenen fetiislerde herhangi bir iskelet anomalisine
rastlanilmamigtir. Ancak, yanak oksipital ve boy Odlgiilerinde, fetiis ve plasenta
agirliklarinda azalma saptanmustir. Kontrol grubuna gore cyfluthrin uygulanan tavsanlarda
erken embriyonik 6liim (post implantasyon kayip) siklig1 daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
Ayrica, cyfluthrin'in akciger hipoplazisine ve bdbrek pelvisinde genislemeye, kalp,

karaciger ve bobrek agirliklarinda azalmaya sebep oldugu ortaya konulmustur.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kuluckalik Yumurtalar

Bu ¢alismada kullanilan d6llenmis tavuk yumurtalari, Ankara Tavukc¢uluk Arastirma
Enstitiisii’nden temin edilmistir. Atak-S genotipine ait 50 adet embriyolu tavuk yumurtasi
kullanilmistir. Elde edilen ddllenmis yumurtalar enjeksiyon saatine kadar karanlik bir
alanda yaklasik 15-18°C’arasinda bir ¢evre sicakligi saglanarak en fazla 2 giin siireyle
muhafaza edilmistir. Bu c¢alisma 2015/08-02 numarali etik kurul izni ile
gerceklestirilmistir.

Embriyo gelisim evreleri Hamburger ve Hamilton (1992) skalasina (HH skalas1) gore
belirlenip, organlarin olusumu bu skalaya gore degerlendirilmistir (Hamburger ve
Hamilton, 1992). Calismada olusturulan gruplara ait embriyolar, embriyonik gelisimin 3.
(organ taslaklarinin olustugu) ve 5. (organ gelisimlerinin tamamlandigi asama) giinlerinde

inkiibasyondan alinarak incelenmistir.

3.1.2. Kimyasal

Calismada kullanilan cyfluthrin (Cas#: 68359-37-5, Molar kiitle: 434,3 g/mol,
Kimyasal adi: Siyano (4-floro-3-fenoksi-fenil) metil 3- (2,2-dikloroetenil) -2,2, dimetil
siklopropan karboksilat, Molekiiler formiil: C22H18CI2FNO3, %95-100 saflik) HEKTAS
firmasinca temin edilmistir. Kimyasal i¢in misir yagi ¢6ziicii olarak kullanilmistir. Bu
sebeple kontrol grubu; normal kontrol (highir madde verilmeyen) ve yag kontrol (sadece

yag verilen) seklinde olusturulmustur.

3.2. Yontem

3.2.1. Cyfluthrin Uygulamasi

Calismada, steril sartlar altinda misir yaginda ¢6zdiiriilen saf cyfluthrin soliisyonu
kullanilmigtir. Cyfluthrin’in tavuk embriyosu iizerine etkisine yonelik erisilebilir literatiir
taramasinda herhangi bir ¢alismaya rastlanmadigi i¢in, doz ayarlamasi arilar i¢in 6ldiirtici
doz olan LD50 =0,04ng baz alinmistir. Bu doz déllenmis yumurta i¢in orta doz olarak

belirlenmigstir. Buna gore yumurta icerisinde enjekte edilen dozlar; 0,01; 0,04; ve 0,08
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ug/L’dir. Calisma plan1 3 uygulama ve 2 kontrol (normal ve yag kontrol) grubu olacak

sekilde diizenlenmistir Cizelge 3.1.

Cizelge 3.1. Deneysel Plan

Kontrol Yag Kontrol 1.Doz 2.Doz 3.Doz
0,01 pg/L 0,04 pg/L 0,08 ug/L
3. Glin
Dollenmis
5 5 5 5 5
Embriyo
Sayisi
5. Giin
Dollenmis 5 5 5 5 5
Embriyo
Sayisi

Doéllenmis tavuk yumurtalari pestisit enjeksiyonu yapilmadan once, nemli bezle
silinmis ve ardindan %70’lik alkol ile enjeksiyon yapilacak (hava hiicresinin bulundugu)
bolge temizlenmistir. Ozel yumurta delici kullanilarak yumurtalar delinmis ve dozlama,
yumurta i¢ine enjekte edilerek uygulanmistir. Enjeksiyon sonrasi hava almasini ve
kontaminasyonu o©nlemek i¢in delinen bdlgeler parafinle kapatilmistir. Dollenmis
yumurtalar dozlama isleminin ardindan proje destegi ile alinan, kendinden ¢evirmeli
kulugka makinas1 CT120 SH Kulucka Makinesi/CIMUKA kullanilarak %65-68 bagil

nemde 37,8°C inkiibasyona birakilmistir.
3.2.2. Morfolojik incelemeler

Inkiibasyon sonrasi embriyonik gelisimin 3 ve 5. giiniinde inkiibasyon sonlandirilmis

ve embriyolar toplanmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Embriyolarin yumurtadan toplanmasi (6zgtin)

Toplanan embriyolarda tespit edilen morfolojik degisiklikler fiksatife konulmadan
once, proje kapsaminda alinan Celestron 44362 Cosmos LCD dijital mikroskop altinda
incelenerek fotograflar1 ¢ekilmistir. Embriyolar dis ortamda g¢ok bekletilmeden fikse
edilmek tizere %10 formaldehite alinmistir. Oda sicakliginda 48 saat bekletilmistir. Daha
uzun muhafaza i¢cin 48 saat sonra %70’lik etanol igerisine alinip ve +4°C de dolapta

muhafaza edilmistir.
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3.2.3. Histolojik incelemeler

3.2.3.1. Parafin Bloklarin Hazirlanmasi

Alkol igerisinde bekleyen embriyolar parafin bloklama prosediiriine tabi tutulmustur.
Bloklamas1 ger¢eklesen embriyo dokularindan Leica marka mikrotom kullanilarak 5 pm
kalinliginda kesitler alinmigtir. Alinan her bir kesit Leica marka 1sitma tablas1 tizerinde

45°C dehiyonize su ile lam tizerine fikse edilmistir (Sekil3.2.).

Sekil 3.2. Mikrotomla seri kesit ve preperasyon islemi (6zgiin)

Hazirlanan bloklardan seri kesitler alinarak hazirlanan preparatlar, hematoksilen-
eozin (Allison RT and Barr WT 1985), yontemi ile boyanmis ve Zeiss marka AXIO

kameral1 151k mikroskobu altinda incelenmis ve fotograflanmaistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Morfolojik Degerlendirmeler

Inkiibasyon sonunda toplanan tavuk embriyolar1 morfolojik olarak incelenmis, tespit
edilmis ve bulgular fotograflanmistir. Ug giinliik kontrol grubuna ve cyfluthrin’in 3 farkli
(0,01; 0,04; ve 0,08 pg/L) dozuna ait embriyolar degerlendirilmistir. Gézlenen bulgular,
kontrol grubuna ait normal gelisme gostermis embriyolarla karsilastirildiginda; 0,01 pg/L
doz uygulanan 5 adet embriyodan 3’tinde kan adaciklarinda bozulma, beyin, goz, kalp ve
somit olusumunda gelisme geriligi, vitellusta bozulmalar tespit edilmis; 0,04 ug/L doz
uygulanan 5 adet embriyodan 3’iinde genel gelisme geriligi ve vitellusta bozulmalar
gozlenmis; 0,08 pg/L doz uygulanan 5 adet embriyodan 4’iinde ise kan adaciklarinin
olusumunda da hasar meydana gelmis ve buna bagh gelisimsel bozuklugun oldugu

gorilmistiir (Sekil 4.2).

Beyin l-

-| Goz

- Kalp

Somitler

Sekil 4.1. 3 giinliik civciv embriyosu ( Cebra-Thomas, 2004)
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Sekil 4.2. Yumurtalarin makroskobik fotograflari. A: kontrol grubuna ait 3 giinliik embriyo
( ),B:0,01 pg/L doz uygulanan 3 giinliikk embriyoda gelisme geriligi ve vitellusta
bozulmalar (-’), C: 0,04 pg/L doz uygulanan 3 giinliik embriyoda kan adaciklari
olusumunda hasar ve gelisme geriligi (mmap), D: 0,08 ng/L doz uygulanan 3 giinliik
embriyoda gelisme geriligi, kan adaciklar1 olusumunda hasar (== )
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Bes giinliilk embriyolarin kontrol grubuna ve cyfluthrin’in 3 farkli (0,01; 0,04; ve
0,08 pg/l) dozuna ait embriyolar degerlendirilmistir.  Morfolojik  olarak
karsilastirildiginda, gelisime bagli anomaliler goze carpmustir. Kontrol grubuna ait
embriyolarin tiimii normal gelisim gosterirken, 0,01 pg/L doz uygulanan 5 adet
embriyodan 3’iinde beyin, goz, kalp, ekstremite tomurcuklarinda gelisme geriligi ve omur
gelisiminde egrilik tespit edilmis; 0,04 pg/L doz uygulanan 5 adet embriyodan 4’iinde goz
ve ekstremite tomurcuklart gelisme gostermemis ve kalp disartya dogru gelismis; 0,08
ug/L doz uygulanan 5 adet embriyodan 4’{inde beyin ve ekstremite tomurcuklari gelisme
gostermemis, goOz gelisiminde hasar, bikiilmiis boyun ve vitellusta olusan kan

adaciklarinda deformasyon oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4).

kanat tomurcugu

Sekil 4.3. 5 giinliik civeiv embriyosu (Fety, 2004)

24



Sekil 4.4. Bes giinliik embriyolarin makroskobik fotograflari. A: kontrol grubuna ait 5

giinliik embriyo ( ==p), B: 0,01 pug/L doz uygulanan 5 giinliik embriyoda beyin bolgeleri,
goz, ekstremite tomurcuklarinda ve omurgada gelisim anomalisi (=%), C: 0,04 ug/L doz
uygulanan 5 giinlitk embriyoda goz ve ekstremite tomurcuklarinda gelisme geriligi ve
digartya dogru gelismis kalp (*= ), D: 0,08 pg/L doz uygulanan 5 giinlilk embriyoda

gelisme gostermemis beyin, ekstremite, omurga ve gozde gelisim geriligi ( <)

4.1.2. Histolojik Degerlendirmeler

Yapilan histolojik incelemelerde, normal-kontrol ve musir yagi-kontrol grubu
arasinda histolojik agidan herhangi bir farklilik bulunmamustir. Bu nedenle kontrol grubu
olarak normal kontrol grubu esas alinmis ve bu dogrultuda histopatolojik degerlendirmeler
yapilmustir.

Cyfluthrin uygulanan dollenmis tavuk yumurtalarinda, gelisimin 3. ve 5. giinlerinde
embriyolarin karaciger, kalp, bobrek ve merkezi sinir sistemi {izerinde doza bagli olarak
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histopatolojik degisiklikler tespit edilmistir.

Kontrol grubuna ait 3 giinlilk embriyolarin total kesitleri incelendiginde somitlerin
normal goriiniimde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5). Karaciger dokusunu olusturan
hepatositler, merkezi ven, siniizoidler ve karacigerin genel hiicre yapisinda herhangi bir
anomaliye rastlanmamustir (Sekil 4.6). Bobregi olusturan tek katli kiibik epitel hiicrelerinin
yapilari net ve genel olarak bobrek olusumu normal goriiniimdedir (Sekil 4.7). Gelismekte
olan kalpten alinan kesitler kas dokusu hiicreleri siki ve diizenli goriintii vermektedir

(Sekil 4.8).

dt

Sekil 4.5. Kontrol grubuna ait, 3 giinliik total embriyo kesiti. Somitler (S), dermatom (dt)
ve miyotom (m) kas dokusu. H&E
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Sekil 4.6. Kontrol grubuna ait, 3 giinliik total embriyo kesiti. Karaciger (KC), hepatosit
hiicreleri (h), sintizoidler (). H&E

Sekil 4.7. Kontrol grubuna ait, 3 giinliik total embriyo kesiti. Bobrek (B), distal tiip (d).
H&E
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Sekil 4.8. Kontrol grubuna ait, 3 giinliik total embriyo kesiti. Kalp (K) kas dokusu. H&E

Ug giinliik uygulama grubundan 0,01 pg/L doza maruz kalan embriyolarin somitleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda farklilik goriillmemistir (Sekil 4.9). Karaciger dokusu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik goriilmemistir (Sekil 4.10). Bes
adet embriyodan 2’sinde bobrek hiicre yapist degerlendirilmis ve distal tiip hiicrelerinde
kiibik epitel hiicre 6zelligini kaybettigi ve dejenerasyon meydana geldigi tespit edilmistir
(Sekil 4.11). Kalp kas1 hiicrelerinde de kontrol grubu ile benzer 6zellikler gorilmiistiir
(Sekil 4.12).
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Sekil 4.10. 0,01 pg/L doz uygulanan 3 giinliik embriyo kesitlerinde, karaciger dokusu
(KC), hepatosit hiicreleri (h), siniizoidler (s). H&E
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Sekil 4.11. 0,01 pg/L doz uygulanan 3 giinliik embriyo kesitlerinde, bobrek dokusu (B),
distal tiip (d), distal tiip epitel hiicrelerinde dejenerasyon (»). H&E

L CE%N e o 9 Y WU ' s
Sekil 4.12. 0,01 pg/L doz uygulanan 3 giinlilk embriyo kesitlerinde, kalp (K) kas dokusu.

H&E
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Ug giinliik uygulama grubundan 0,04 pg/L cyfluthrin’e maruz birakilan 5 adet
embriyodan 3’tinde somit gelisimi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, gelisimsel bazi
anomaliler tespit edilmistir. Bes adet embriyodan 3’iinde, ti¢ somitten sonra somitlerin
bulunmasi1 gereken hat daralmig ve sOmit olusumu goriilmemistir. Doku biitlinliigii
kaybolmus ve hiicrelerin sitoplazmalarini kaybederek atrofi oldugu goriilmistiir. Bazi
hiicrelerde vakuolizasyon meydana gelmistir (Sekil 4.13). Bes adet embriyodan 2’sinin
karaciger dokusu incelendiginde hepatositlerde dejenerasyon, siniizoidlerde genisleme
goriilmiistiir (Sekil 4.14). Bes adet embriyodan 2’sinin kalp kasinda ise hiicrelerde azalma

ve dejenerasyon tespit edilen bulgular arasindadir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.13. A ve B: 0,04 ng/L doz uygulanan 3 giinliik embriyo kesitlerinde, somitlerin (S)
goriiniisii, Somit gelisiminde deformasyon &), miyoblastik uzama ( «), vakuolizasyon

(= ). H&E
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Sekil 4.14. 0,04 pg/L doz uygulanan 3 giinlilk embriyo kesitlerinde, karaciger dokusunda
genislemis Sinlizoidler (=), hepatositlerde kiimelesme (). H&E

Sekil 4.15. 0,04 pg/L doz uygulanan 3 giinliik embriyo kesitlerinde, kalp (K) kas
dokusunda hiicresel azalma ve dejenerasyon (¢ ). H&E
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Uciincii giine ait en yiiksek doz olan 0,08 pg/L cyfluthrin’e maruz kalan 5 adet
embriyodan 3’tinde somitler kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda normal gelisim
gostermemistir. Dermatom ve miyatom hiicreleri farklilagmalarini tamamlayamamis
dejenerasyona ugramiglardir (Sekil 4.16). Bes adet embriyodan 3’iiniin Karaciger
hiicrelerinde siniizoidler genislemis, hiicrelerin morfogenezinde anomali meydana
gelmistir (Sekil 4.17). Bes adet embriyodan 2’sinin Kalp kas hiicrelerinde 6dem olusumu
goriilmiistiir (Sekil 4.18). Bobrek yapisi incelendiginde kiibik epitel hiicrelerinin
olusturdugu distal ve proksimal tiiplerde kontrol grubuna gore farklilik goriilmemistir
(Sekil 4.19).
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B
Sekil 4.16. A ve B: 0,08 ng/L doz uygulanan 3 giinliik embriyo kesitlerinde, somitlerin (S)

goriiniisii, dermatom (= d) ve miyotom(me== ) hiicresel farklilagsmada deformasyon.
H&E
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Sekil 4.17. 0,08 pg/L doz uygulanan 3 giinliik embriyo kesitlerinde, karaciger (KC)
dokusunda genislemis siniizoidler ( =) hepatosit kiimeleri ( #). H&E

Sekil 4.18. 0,08 png/L doz uygulanan 3 giinlilk embriyo kesitlerinde, kalp (K) kas
dokusunda 6dem olusumu @). H&E
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Sekil 4.19. 0,08 pg/L doz uygulanan 3 giinliik embriyo kesitlerinde, bobrek (B) dokusunda
distal tiip epitel hiicreleri ( Il ). H&E
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Organlarin olusum asamasimin tamamlandigi 5 giinlik embriyolar ele alindiginda
kontrol grubundaki tiim embriyolar normal gelisim gdstermistir. Embriyolarin somit
hiicreleri sagliklidir. Somitlerdeki kesitlerde miyoblast farklilagmasi belirginlesmeye
baglamistir (Sekil 4.20). Embriyolarin karaciger dokusunda hepatosit hiicreleri,
siniizoidler, sentral ven belirgin ve hiicreler diizenlidir (Sekil 4.21). Bobrek, kiibik epitel
hiicreleri distal ve proksimal tiipii olusturmuslardir. Bobreklerdeki filtrasyon gorevini
yapan glomeriilus hiicrelerinin olusumu tamamlanmistir (Sekil 4.22). Kalp gelisimi
tamamlanmistir. Kalp’in dis kisminda bulunan epikardiyum kalin olamayan hiicre

tabakasiyla kalbi sarar. Epikardiyum ve endokardiyum arasinda miyokardiyum kas

dokusunu olusturmaktadir (Sekil 4.23).

Sekil 4.20. Kontrol grubuna ait, 5 giinliik total embriyo kesiti. Somitlerin (S) goriiniisi,
somitlerde miyoblast uzama ( —). H&E
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Sekil 4.21. Kontrol grubuna ait, 5 giinliik total embriyo kesiti. Karaciger (KC), hepatosit
hiicreleri (h), sintizoidler (S). H&E

Sekil 4.22. Kontrol grubuna ait, 5 giinliik total embriyo kesiti. Bobrek (B), distal tiip (d),
proksimal tiip (p) ve glomeriilus (G). H&E
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Sekil 4.23. Kontrol grubuna ait, 5 giinliik total embriyo kesiti. Kalp (K), kas dokusu. H&E

Besinci giine ait 1. uygulama grubu olan 0,01 pg/L cyflutrin’e maruz birakilmis
yumurtalardan gelisen 5 adet embriyodan 3’iinde somit hiicrelerinde diizensizlik artmustir.
Miyoblastik uzamada hiicreler diizensizdir ve deformasyon goriilmektedir (Sekil 4.24). Bes
adet embriyodan 2’sinin Kkaraciger hiicresinde siniizoidler genislemistir. Hepatosit
hiicrelerinde kiimelenme ve kordonlagsma yapisi meydana gelmistir (Sekil 4.25). Bes adet
embriyodan 3’iniin bobrek yapisinda glomertil hiicrelerinin kiiglilmesiyle atrofi meydana
gelmistir.  Glomeriil ve bowman kapsiilii arasindaki alanda bosluk meydana gelmistir.
Distal ve proksimal tiipler arasinda hiicresel diizensizlik ve genisleme goriilmektedir (Sekil
4.26). Bes adet embriyodan 2’sinde Kkalp incelendiginde hiicresel dokunun dejenerasyonu
tespit edilmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.24. 0,01pg/L doz uygulanan 5 giinliik embriyo kesitlerinde, sémitlerin (S)
goriiniisii, sémitlerde miyoblast uzamasinda hiicresel deformasyon (»~). H&E

——— AL

Sekil 4.25. 0,01 png/L doz uygulanan 5 giinlilk embriyo kesitlerinde, karaciger (KC)
dokusunda genislemis siniizoidler (=), hepatositlerde kiimelesme (+) ve kordonlasma

gosteren hepatositler (). H&E
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Sekil 4.26. 0,01 pg/L doz uygulanan 5 giinlilk embriyo kesitlerinde, bobrek (B) dokusunda
glomeriil hiicrelerinde atrofi, bowman kapsiil alaninda genisleme ( ll), distal tiip ve
proksimal tiipler arasinda genisleme ( E). H&E

Sekil 4.27. 0,01 pg/L doz uygulanan 5 giinlilk embriyo kesitlerinde, kalp (K) kas dokusu

dejenerasyonu ( . H&E
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Bes giinlik 0,04 pg/L cyfluthrin uygulanan embriyolar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, 5 adet embriyodan 2’sinde somitlerde diizensizlikler goriilmiis ve
miyoblastik uzama olusmamis, Somitlerde nekroz goriilmiistiir (Sekil 4.28). Bes adet
embriyodan 3’iinde karaciger dokusunda genislemis siniizoidler, hepatosit hiicrelerinde
kiimelesme ve kordonlagma goriilmiistiir (Sekil 4.29). Bes adet embriyodan 3’tinde bobrek
yapisinin biitiinliigii bozulmus haldedir. Distal ve proksimal tiiplerin arasinda genislemeler
cok fazla olugsmustur. Distal tiiplerde kiibik epitel hiicrelerinin bazal laminadan ayrimi ve
atrofi olusumu gorilmistiir (Sekil 4.30). Bes adet embriyodan 3’iinde kalp kas dokusu
hiicre biitiinliigiinii kaybetmeye baslamistir. Kas dokunsunda 6dem olusumu goriilmiistiir
(Sekil 4.31).
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B
Sekil 4.28. A ve B: 0,04 ng/L doz uygulanan 5 giinliik embriyo kesitlerinde, somitlerin (S)

goriiniisii, sSémitlerde nekroz olusumu @).H&E
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Sekil 4.29. A ve B: 0,04 pg/L doz uygulanan 5 giinliik embriyo kesitlerinde, karaciger
(KC) dokusunda genislemis sinuzoidler (=), hepatositlerde kiimelesme (+) ve

Kordonlagma (™ ). H&E
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Sekil 4.30. A ve B: 0,04 pg/L doz uygulanan 5 giinliik embriyo kesitlerinde, bobrek (B)

dokusunda distal tiip ve proksimal tiipler arasinda genisleme ( =), distaltiiplerde atrofi
(w).H&E
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Sekil 4.31. 0,04 pug/L doz uygulanan 5 giinliik embriyo kesitlerinde, kalp (K) kas
dokusunda vakuolizasyon ( ©) ve 6dem olusumu (). H&E

Besinci giine ait en yiiksek doz olan 0,08 pg/L cyfluthrin’e maruz birakilan
yumurtalardan gelisen 5 adet embriyodan 3’iinde somitlerin hiicresel diizensizligi artmaistir,
hiicre yapisinda bozulma tespit edilmistir (Sekil 4.32). Bes adet embriyodan 4’iinde
karaciger dokusunun hiicresel biitiinliigii ileri boyutta bozulmaya ugramistir. Siniizoidler
arast bosluklar artmistir. Bosluklarda yogun eritrositler goriilmektedir. Hepatosit
hiicrelerinde kiimelenme ve kordonlagsma meydana gelmistir (Sekil 4.33). Bes adet
embriyodan 4’iinde bobrek yapisi biitiiniiyle dejenere olmustur. Glomeriil hiicrelerinde
atrofi olusumu ile bowman kapsiilii arasinda genigleme. Distal ve proksimal tiiplerde epitel
hiicre nekrozu meydana gelmistir (Sekil 4.34). Bes adet embriyodan 3’iinde kalp
incelendiginde kalbi meydana getiren kas tabakalarinda dejenerasyon ve hemarojiye neden

oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.32. A ve B: 0,08 ug/L doz uygulanan 5 giinliik embriyo kesitlerinde, somitlerin (S)

goriiniisii, somitlerde nekroz olusumu ( & ) ve genel yapida kanama. H&E
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Sekil 4.33. A ve B: 0,08 pg/L doz uygulanan 5 giinliik embriyo kesitlerinde, karaciger

hepatositlerde kiimelesme &) ve kordonlagsma

dokusunda genislemis sinuzoidler ( =),

eritrosit @). H&E

(), hepatositlerde nekroz (— )
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Sekil 4.34. A ve B: 0,08 pg/L doz uygulanan 5 giinliik embriyo kesitlerinde, bobrek doku

glomeriil hiicrelerinde atrofi, bowman kapsiil alaninda genisleme (m), glomeriil

hiicrelerinde, distal ve proksimal tiiplerde epitel hiicre nekrozu ( §). H&E
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Sekil 4.35. 0,08 ug/L doz uygulanan 5 giinliik embriyo kesitlerinde, kalp dokusu
dejenerasyonu ve hemaroji ( %). H&E

4.2. Tartisma

Diinya niifusunun artisina bagli olarak besin ihtiyacin1 saglamak amaciyla tarim
ilaglarmin kullanimi kagimilmazdir ve yogunlugu da her gegen giin artmaktadir. Uriinleri
zararhilarindan korumak amaciyla pestisit kullanimi, tarimla siirli kalmayip, evlerde,
bahgelerde, depo alanlarinda kullanilmaktadir (Aktar ve ark. 2009; Chandola ve ark. 2011;
Gupta ve ark. 2012). Bu nedenle pestisitlerin bilingli ya da bilingsiz olarak yaygin
kullanimindan kaynaklanan cevresel kirlilik giiniimiizde bir tehdit unsuru olusturmaktadir
(Sanchez-Bayo 2006).

Temel olarak pestisitlerin kullanim amaci hedef organizmalar (bocek, fungus, bitki,
vs..) olsa da diger canlilar i¢in de olas1 potansiyel toksik etkiye sahiptir (Cox, 1994). Bu
nedenle hedef olmayan organizmalarin bu pestisitlerden etkilenme sekillerini ortaya koyan
cok sayida calisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda hedef olmayan organizmalarin ¢esitli
yollarla maruz kaldiklar1 pestisitlerden, biyokimyasal, histopatolojik, fizyolojik veya
embriyotoksisite acsindan ne yonde etkilendikleri ortaya konulmaya ¢alisilmistir.
Fluvalinate’in lebistes baliklar1 (Poecilia reticulata) tizerine akut etkisini, giimiis sazan
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baliginda deltamethrin’in  biyokimyasal ve histolojik etkilerini, permetrin ve
sipermetrin’in, diisiik konsantrasyonlarda zebra baligimin embriyonal gelisimi {izerine
toksisitesi, tavuk embriyolarinda permethrin tarafindan indiiklenen gelisimsel anomaliler,
albino fareler {izerine cyfluthrin’in teratojenik etkisi, tetramethrin’in albino farelerde serum
proteinleri iizerine etkisi, lambda-cyhalothrin'in sigan bobrekleri tizerindeki toksik etkileri,
tavsanlarda cyfluthrin’in toksik etkileri, (Yavuz ve ark. 1996; Caliskan, 2010; Syed ve ark.
2010; Fetoui ve ark., 2010; Yal¢inkaya ve Yerli, 2013; Yang ve ark. 2014; Anleeb ve ark.
2014; Karim ve ark. 2016) bu anlamda yapilmis ¢ok sayida calisma igerisinden
orneklerdir.

Sentetik bir piretroit olan cyfluthrin yaygin olarak kullanilan pestisitlerdendir.
Literatiir taramalarinda cyfluthrin ve cyfluthrin’in dahil oldugu sentetik piretroitlerin
toksisitesi ile ilgili tavsanlar iizerinde teratojenik etkilerini, sazan baliklarinda sublethal
toksisite ile olusabilecek biyokimyasal, hematolojik ve histopatolojik degisiklikleri, albino
rat karacigeri tizerinde histokimyasal etkileri, albino fareler iizerine potansiyel teratojenik
etkiyi, hamile farelere beta-cyfluthrin uygulanarak fetiislerde meydan gelebilecek
teratojeniteyi, ratlarda karaciger ve bobrek iizerine etkilerini, deltamethrin’in baliklar
lizerine toksisitesini, siganlarda cypermethrin kaynakli {ireme toksisitesini, tavuk
embriyosu iizerine permethrin’in gelisimsel anomalilerini, transfluthrin’in civciv
embriyolar1 iizerine teratojenik ve embriyotoksik etkilerini, deltamethrin’in civciv
embriyosu lizerine toksisitesini (Yavuz ve ark. 1996; Sepici-Dingel ve ark. 2009; Bhushan
ve ark. 2010; Syed ve ark. 2010; Ahmad ve ark. 2018; Amin ve Hashem 2012; Yilmaz ve
ark. 2014; Sharma ve ark. 2014; Andleeb ve ark 2014; Chowdhury ve ark. 2015; Bhaskar
ve ark. 2016) calismislardir. Ancak sentetik piretroitlere ait literatiir taramasindan elde
edilen bilgilere gore, cyfluthrin’in tavuk embriyosuna etkisi konusunda yapilan herhangi
bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu g¢alismada model organizmalardan tavuk embriyosu
tizerine sentetik bir piretroit olan cyfluthrin’in ii¢ ayr1 dozda (0,01, 0,04 ve 0,08 pg/L),
erken donem (gelisimin 3. ve 5. giinii) embriyo gelisiminde embriyotoksisite ve teratojenik
etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Kanatli yumurtalari; kisa siirede embriyolarin elde edilebilir olmasi, bu nedenle
deneylerin tekrar edilebilirliginin miimkiin olmasi, gelisimin kolaylikla gézlemlenebilmesi,
organogenez siiresinin kisa olmasi, embriyo gelisim safhalarinin iyi bilinmesi, ¢ok sayida

embriyo kullanilmasi yapilacak caligmalar i¢in avantaj saglamaktadir (Vesely ve Vesela
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1991; Ozcan 1992; Jelinek ve Marhan 1994; Davies ve Freeman 1995). Ayrica Rosenbruch
(1994 ve 1997) calismalarinda kanatli embriyosunun aciya duyarliliginin gelismemis
olmas1 ve kulucka periyodunun erken evrelerinde (ilk {igte birlik evrede) kullaniminin
kolaylig1 dolayistyla hayvan deneylerine gergek bir alternatif olabilecegini bildirmistir. Bu
sebeplerle bu ¢alismada cyfluthrin embriyo toksisite i¢in kanatli yumurtasinin kullanmast
tercih edilmistir.

Kimyasalin yumurtaya uygulanma sekli ve zamani 6nemli bir basamaktir. Kus
embriyolari ile ilgili yapilan embriyotoksisite ¢alismalarinda, kimyasalin verilis bigimi ile
ilgili emiilsiyona daldirma (Bhaskar ve ark. 2012), fumigasyon ile muamele (Hayretdag ve
Kolankaya 2008) ve yumurta igine enjeksiyon yontemleri kullanilmaktadir (Songur ve
Kolankaya 2001; Uggini ve ark. 2010; Andleeb ve ark. 2014). Pestisitlerin teratojenik
etkilerini belirlemek i¢in kulugka baslangicinda hava kamarasina veya yumurta sarisina
enjeksiyonu, ilaglarin teratojenik etkilerini belirlemek i¢in ise kulugkanin 3. ve 4. giiniinde
enjeksiyon yapilmasi gerektigini vurgulamistir (Ozcan, 1992). Songur ve Kolankaya
(2001) pentakloronitrobenzen’in tavuk embriyolar1 iizerine etkisini calismiglar ve
dollenmis yumurtaya In ovo yontemi ile uygulama yapmislardir. Kimyasali ¢oziicii
igerisinde hazirladiktan sonra bir enjektor ile yumurtanin hava bosluguna girerek vitellusa
enjekte etmislerdir. Uygulama kolayligi, yumurtalarin enfekte olma riskinin en diisiik
diizeyde olmasi, verilen soliisyonun homojen ve hizli bir sekilde diffiize olmasi ve diger
yontemlerde s6z konusu olan yumurta i¢i basingtaki artisin embriyoda meydana
getirebilecegi mekanik hasarlar1 ortadan kaldirdigi ig¢in hava kamarasi ideal enjeksiyon
bolgesi olarak kabul edilmektedir (Prelusky ve ark., 1987; Celik ve ark., 2000; Sur, 2001,
Oznurlu, 2003). Bu sebeplerle bu calismada, ddllenmis yumurtalarin 0. giiniinde enjektérle
hava boslugundan girilerek cyfluthrin yumurtanin hava boslugundan igine dogrudan
enjeksiyonu seklindeki uygulama tercih edilmistir. Diger avantajlarinin yani sira bu
yontem ile embriyonun dogrudan maruz kaldig1 dozu bilmek miimkiin olmaktadir.

Ozcan (1992) yapmis oldugu calismada, ilag teratojenitesini belirlemek igin
kulugkanin 3. ve 4. giiniinde enjeksiyon yapilmasi gerektigini vurgulamistir. Ciinkii
embriyonun 3. giiniinde mitoz ve hiicre diferansiyasyonu olaylarinin hizli bir tempoda
gerceklestigi giin olan organogenezin en kritik evresidir. Cok sayida meydana gelen
morfogenetik olay, kuluckanin bu evresinde gergeklesmektedir (Kucera ve Burnand, 1987;

Etche, 1996). Bu donemde embriyonik gelisimi bozan fiziksel ya da kimyasal etkiler
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embriyonik oliimlere yol acabildikleri gibi, yapisal ve fonksiyonel bozukluklara da sebep
olabilmektedir (Kucera ve Burnand, 1987). Besinci giinde embriyo yasamak igin ihtiyag
duydugu tiim organlara sahiptir ve embriyonun tiim kisimlar1 tanimlanabilir (Romanoff,
1997). Bu evrede teratojenik ve embriyotoksik etkiler kisa siirede detayli olarak
gozlemlenebilmektedir. Bazi1 ¢alismalarda tavuk embriyo gelisiminin 7., 14., 16. ve 21.
giiniine ait embriyotoksik ve teratojenik etkilerini incelemislerdir (Anwar ve Shakoori
2010; Andleeb ve ark. 2014; Chowhury ve ark. 2015; Ahmad ve ark. 2018). Embriyonik
donemin en basinda olasi karsilagilan bir kimyasal, embriyonik siirecin tamamlanmasini
olumsuz yonde etkileyecektir. Bu nedenle bu calismada 0. giinden itibaren uygulanan
cyfluthrin’in degisik dozlarda hiicre cogalmasi, goc¢li ve farklilasmasini ne yonde
etkiledigini belirleyebilmek igin erken gelisimin kritik evresi olan 3. ve 5. giin tercih
edilmistir. Organ gelisim ve taslaklariin olustugu bu asamalarda meydana gelen herhangi
bir diizensizlik embriyonun diger gelisim asamalarini olumsuz yonde etkileyeceginden, 3.
ve 5. glinlerde rastlanan teratojenik etkilerin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Morfolojik incelemelerde cyfluthrin’in dahil oldugu sentetik piretroitlere maruz
birakilan tavuk embriyolarinda, anensefali, mikrosefali, asternia, kisalmis ve biikiilmiis
bacaklar, mikrotalamus, anoftalmus, dar boyun, bikiilmiis boyun, ektopia kordis,
gastrosizis, hidrosefali, displazi ve mikromelia gibi morfolojik bozukluklara rastlanmistir
(Bhaskar ve ark. 2012; Andleeb ve ark. 2014; Chowdhury ve ark. 2015; Bhaskar ve ark.
2016; Uggini ve ark. 2012; Syed ve ark. 2010; Naveed ve ark. 2012). Bu caligmada da
benzer olarak dar boyun ve biikiilmiis boyun, ekstremite tomurcuklarinda gelisim geriligi
ve olmasi gerekenden kiigiik g6z yapisina rastlanmistir. Bu bulgularin yani sira, daha sonra
olusacak olan damar sisteminin Onciilleri olan kan adaciklar1 olusumunda deformasyon
tespit edilen diger Onemli bir bulgudur. Benzer bulgulara rastlanilan Songur ve
Kolankaya'nin (2001) yaptiklart caligmada da belirttigi gibi bu durumun nedeni,
muhtemelen erken embriyonik gelisimdeki hiicre gé¢li mekanizmalarinin bozulmasindan
kaynakl1 olabilir.

Erisilebilir literatiirlerde cyfluthrin’in farkli tiirler tizerindeki histolojik etkisi ile ilgili
veriler kisithdir (Sepici-Dingel ve ark. 2009). Ulasilan ¢aligmalarda verilen bulgular,
karacigerde siniizoidal bosluklarda genisleme, dejenerasyon ve hiicresel biitiinliikte
bozulma, bobrekte bowman kapsiilinde bosluk, epitel hiicrelerde dejenerasyon ve

genislemeler seklindedir (Omotuyr ve ark. 2006; Oularbi, 2014; Rajawat ve ark. 2015;
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Abde-Daim, 2016; Andem, 2016). Bu c¢alismada da morfolojik bulgularin daha mikro
seviyede neler oldugunu gorebilmek adina yapilan histolojik kesitlerin incelenmesi sonucu,
3 giinlik embriyolarda somitlerde atrofi, karaciger hepatositlerinde dejenerasyon,
sinlizoidlerde genisleme goriilmiistiir. Bes giinlilk embriyolarin Somitlerinde; hiicresel
diizensizlik artmis, Karacigerde; siniizoidal bosluklar artmis, hepatositlerde kiimelesme ve
kordonlasma meydana gelmis ve bobrekte; glomeriil hiicrelerinde atrofi, kalp; kas
tabakasinda dejenerasyon oldugu bulunmustur. Cyfluthrin uygulanan dollenmis kanatl
yumurtalarinda artan doz etkisiyle embriyo gelisiminde olumsuz etkilerin arttigt da

gorilmiustir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Sentetik piretroitler grubundan bir insektisit olan cyfluthrin’in embriyotoksik
etkilerini ortaya koymak amaciyla planlanan bu calisma neticesinde kus embriyolarinin
erken embriyonik gelisim asamalarinda, doz artisina bagli olarak artan gelisimsel
toksisitesi ortaya konulmustur. Calismadan elde edilen morfolojik ve histolojik bulgular,
bu insektisite yonelik literatiirdeki az sayidaki embriyotoksisite ¢alismalarina 6nemli katki
saglayacaktir.

Bunun yani sira, sentetik piretroit grubundaki insektisitler, diger insektisit gruplarina
(organik fosforlu, karbamat ve organik klorlu insektisitler gibi) gore c¢evreye ve diger
canlilara olan etkileri bakimindan daha giivenli kimyasallar olarak kabul edilmektedirler.
Ancak tiim diger calismalarda oldugu gibi bu calisma da gostermistir ki, hedef
organizmalar i¢in kullanilan pestisitlerde uygulamada gerekli tedbirler alinmaz ise, hedef
olmayan organizmalarin da bu pestisitlerden etkilenmeleri kagimilmazdir. Ozellikle
uygulanan pestisitin hedef organizmasi ilizerinden beslenen canlilar, bu kimyasallardan
daha fazla etkilenebilmektedir. Bu nedenle, kimyasallarin uygulanmasi esnasinda doz,
uygulama bi¢imi ve siiresine dikkat edilmesi son derece dnemlidir.

Tim organizmalarda embriyonik donem, her tiirlii ¢evresel etki icin son derece
hassas bir donemdir. Bu donem igerisinde karsilasilacak herhangi bir olumsuz etki gelisim
mekanizmalarinmi etkileyip saglikli bireylerin olugsmasini engelleyebilir. Bu durum tiiriin
neslinin devami i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle embriyotoksisite ¢aligmalar1 ve
kimyasallara yonelik etki mekanizmalarinin ortaya konulmasi olduk¢a 6nemlidir.

Bu anlamda yapilmis olan bu calismanin hem uygulanan cyfluthrin ile ilgili
literatiirde az sayida ¢alismanin olmasi, hem de bir model ve ayn1 zamanda hedef olmayan
organizma olan kus embriyolar1 ile ¢alisilmast bakimindan literatiire Onemli katki
saglayacagl disiiniilmektedir. Bundan sonra gelistirilen farkli ¢alismalarla birlikte elde
edilen bulgular dogrultusunda, kullanilmasi kaginilmaz olan pestisitlerin, en giivenilir

sekilde, en uygun dozlarda kullanilmasi tavsiye edilmektedir.
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