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Organik bir insektisit olan fipronil, pestisitlerin fenil pirazoller veya fiproller

olarak bilinen daha yeni ve kiiciik bir grubuna dahildir. Fipronil genis spektrumlu bir

insektisit olup, zirai alanda, cevre saglhiginda ve veteriner hekimlikte pek cok

zararliya karsi etkilidir ve tiim diinyada kullanimi artmaktadir. Bu calismanin birinci

amaci1 saf ve fticari fipronilin tavuk embriyolarinin gelisimi iizerindeki olasi

embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin belirlenmesiydi. Bu amagla asetonda

¢cOzdiiriilmiis saf fipronil ve steril bidistile suda sulandirilmis ticari fipronil
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solisyonlar1 kulugka baglangicinda dollii tavuk yumurtalarinin hava kamarasina
enjekte edildi. Yumurtalar kuluckanin 15. giiniinde agilarak gruplarin 6lii ve anormal
embriyo sayilari, malformasyon tipleri, canli ve nispi embriyo agirliklan ile
embriyolarin tepe-ki¢ boylart (Crown-Rump Length, CRL) belirlendi. Regresyon
analizi yontemiyle saf fipronilin LDsg (Letal Doz %50) degeri 161 pg/yumurta, ticari
fipronilin LDsy degeri 383 pg/yumurta olarak tayin edildi. Saf ve ticari fipronil
gruplant ile kontrol grubu arasinda anormal embriyo orami bakimindan farklar
istatistiksel oneme sahip degildi. Bununla birlikte saf ve ticari fipronil gruplarinda
canli ve rolatif embriyo agirliklari ile embriyolarin CRL degerlerinin kontrol grubuna
kiyasla onemli diizeyde azalma gosterdigi belirlendi. Bu sonuglar, hem saf hem de
ticari fipronilin metabolize olmamig formunun tavuk embriyolar1 iizerinde 6nemli
embriyotoksik etkiye sahip oldugunu, bununla birlikte teratojenik etkiye sahip

olmadigin1 gostermektedir.

Calismanin ikinci asamasinda LDsy ve subletal dozlarda (161 pg/yumurta,
80.50 pg/yumurta ve 40.25 pg/yumurta) saf fipronil kulucka baslangicinda ve
kuluckanin 8. giiniinde hava kamarasi yoluyla dollii tavuk yumurtalarina enjekte
edildi. Pozitif kontrol olarak aflatoksin B; ve siklofosfamid kullanildi. Kulugkanin
farkli giinlerinde ve kulucka sonunda fipronilin embriyotoksik, teratojenik ve
genotoksik etkileri yani1 sira immiin sistem {izerindeki olas1 zararli etkileri
degerlendirildi. Kulugkanin 8. giiniinde enjekte edilen fipronilin kulugka oncesi
yapilan enjeksiyona kiyasla daha toksik etki gosterdigi belirlendi. Ayrica Alizarin
Red-S ile yapilan boyamalarda, 6zellikle kuluckanin 8. giiniinde enjeksiyon yapilan
tim fipronil gruplarindaki embriyolarda kuluckanmn 11. giiniinde iskelet sistemi
gelisiminde gecikme go6zlendi. Bu sonuclar, tavuk embriyolarinda bu giinlerde
karacigerin fonksiyonel olgunlagsmasi ve genis bir metabolik aktivite sahasi
bulunmasiyla baglantili olarak fipronilin metabolitlerinin dogal formundan daha
toksik olduguna isaret etmektedir. Kulucka baslangicinda fipronil verilen
yumurtalardan elde edilen 10 giinliik civcivlerin periferal kanindaki akyuvar sayisi,
lenfosit ve Alfa Naftil Asetat Esteraz-pozitif (ANAE(+)) lenfosit oranlart kontrol
gruplaria kiyasla 6nemli diizeyde azalma gosterdi. Bu veriler metabolize olmamis
fipronilin hiicresel immiinite iizerinde zararli etkiye sahip olabilecegini

gostermektedir. Mikronukleus (MN) testi sonuglari ise bu c¢alismada uygulanan
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dozlardaki fipronilin ve metabolitlerinin genotoksik etkiye sahip olmadigina isaret

etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fipronil, tavuk embriyosu, LDsy, embriyotoksisite, teratojenite,

genotoksisite, mikronukleus, ANAE.



ABSTRACT
PhD Thesis

DETERMINATION OF DELETERIOUS EFFECTS OF ORGANIC
INSECTICIDE FIPRONIL GIVEN IN OVO ON THE DEVELOPMENT OF
CHICKENS AT EMBRIYONIC AND EARLY POST-HATCH PERIODS

Haluk OZPARLAK

Selcuk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist.Prof.Dr. Sadettin UNSAL
20006, xii+135 Pages

Jury: Prof.Dr. Muhsin KONUK
Prof.Dr. ilhami CELiK
Prof.Dr. Abdurrahman AKTUMSEK
Assist.Prof.Dr. Sadettin UNSAL
Assist.Prof.Dr. Yasemin OZNURLU

Fipronil, an organic insecticide, is a member of relatively new and small class
of pesticides, the phenyl pyrazoles or fiproles group of chemicals. Fipronil is a highly
effective, broad-spectrum insecticide that effectively controls a wide range of crop,
public hygiene and veterinary pests and its use worlwide is increasing. The first aim
of this study was to determine the possible embryotoxic and teratogenic effects of
both pure and commercial formulations of fipronil on the development of chicken

embryos. For this purpose, solutions of pure fipronil dissolved in acetone and
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commercial fipronil diluted with distilled water (20 pl/egg) were injected into the air
space of fertilized hen’s eggs at the beginning of the incubation. The eggs were
opened at 15" day of the incubation and the following parameters of each group were
examined: dead and abnormal embryo numbers, malformation types, both live and
relative embryo weights and crown-rump lengths (CRL). Regression analysis
estimated the LDs (the 50% lethal dose) for pure fipronil and commercial fipronil to
be 161 uglegg and 383 ug/egg, respectively. The differences in abnormal embryo
rates were not statistically significant between the control and the fipronil groups.
However, the live and relative embryo weights and embryo CRL values of the
fipronil groups were significantly lower than that of the control group. Based on the
results, it was concluded that non-metabolized forms of both pure and commercial
fipronil have significant embryotoxic effects but no teratogenic effects on chicken

embryos.

In the second stage of this study, LDsy and sublethal doses of pure fipronil (161
pglegg, 80.50 nglegg and 40.25 pg/egg) were injected into the air space of fertilized
hen’s eggs at the beginning and 8" day of the incubation. Aflatoxin B, and
cyclophosphamide were also used as positive controls. Embryotoxic, teratogenic and
genotoxic effects of fipronil were evaluated on different days of the incubation and
after hatching in addition to its possible deleterious effects on the immune system.
Fipronil which was injected at g™ day of the incubation had more toxic effect than
that of the pre-incubation injection. Besides, the results of Alizarin Red-S staining
demonstrated that all of the fipronil doses injected, especially, at gt day of the
incubation caused retardation in the development of the embriyonic skeletal system
at 117 day of the incubation. These results indicated that metabolites of fipronil were
more toxic than its native form to chicken embryo, related to the functional
maturation of liver and a wide range of metabolic activities occurring at these days.
In the peripheral blood samples of 10 days-old chickens obtained from the eggs
which were treated with fipronil at the beginning of the incubation, leucocyte counts,
lymphocyte and Alpha Naphtyl Acetate Esterase-positive (ANAE(+)) lymphocyte
proportions were significantly decreased when compared to the control groups.

These data revealed that non-metabolized fipronil might have harmful effect on the
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cellular immunity. The results of micronucleus (MN) assays pointed out that fipronil

and its metabolites had no genotoxic effect at doses tested.

Key Words: Fipronil, chick embryo, LDs),, embryotoxicity, teratogenicity,

genotoxicity, micronucleus, ANAE.
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KISALTMALAR

AF: Asentrik Fragman

AFB;: Aflatoksin B; (Aflatoxin By)

ANAEC(-): Alfa Naftil Asetat Esteraz negatif

ANAE(+): Alfa Naftil Asetat Esteraz pozitif

CHEST: Tavuk Embriyotoksisitesi Belirleme Testi (Chicken Embryotoxicity
Screening Test)

CP: Siklofosfamid (Cyclophosphamide)

CRL: Tepe-ki¢ uzunlugu (Crown-Rump Length)

E I: Primitif alyuvarlar (Primary/Primitive Erythrocytes)

E II: Sekonder alyuvarlar (Secondary/Definite Erythrocytes)

EEOQ: Erken Embriyonik Oliim

HET: Tavuk Yumurtasi Testi (Hen’s Eggs Test)

HET-CAM: Irritant Etki Icin Tavuk Yumurtas1 Korioallantoik Membran Testi
(Hen’s Egg Test-Chorioallantoic Membrane)

HET-MN: Mikronukleus Indiiksiyonu icin Tavuk Yumurtas: Testi (Hen’s Egg Test
for Micronucleus Induction)

HH skalasi: Hamburger ve Hamilton (1951) skalasi

LDsq: Letal Doz %50

MB46136: Fipronilin metabolitlerinden fipronil-sulfone

MMC: Mitomisin C (Mitomycin C)

MN: Mikronukleus (Micronucleus)

n: Gruptaki birey sayisi

NA: Cekirdek anormalligi (Nuclear Abnormality)

ng/yum: nanogram/yumurta

PBL: Periferal kan lenfositleri (Peripheral Blood Lymphocytes)

X £SS: Aritmetik Ortalama + Standart Sapma

pg/yam: mikrogram/yumurta

pul/yum: mikrolitre/yumurta
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1. GIRIS

Gliniimiiziin en Onemli sorunlarindan biri hizla artan diinya niifusunun
beslenmesidir ve diinyanin ana besin kaynagim bitkiler teskil etmektedir. Diinya
niifusundaki artiga paralel olarak, erozyon, yeni yerlesim yerlerinin ag¢ilmasi ve yeni
fabrikalarin kurulmasi gibi sebeplerle tarima elverisli alanlar her gegen giin
azalmakta, dolayisiyla da birim alandan elde edilen iiriin miktarinin artirilmasi
zorunlulugu ortaya cikmaktadir. Bu sebeple modern iiretim teknikleri yaninda
pestisitlerin kullanilmas1 kacimilmazdir. Pek cok zararli bocek ve diger tiirde
hayvanin zararina engel olmak, onlar1 yok etmek yada engellemek icin kullanilan
kimyasal maddelere veya madde karisimlarina pestisit denilmektedir. Pestisit
kullanilmadan iiretim yapilmasi halinde iiriin miktarlarinda ortalama %65 oraninda
kayip oldugu bildirilmektedir. Zirai miicadele yontemleri icerisinde biyolojik
miicadele, organik ve ekolojik tarim gibi tarim ilaglar1 disindaki yontemlerin ise
diinyanin en gelismis iilkelerinde bile %5°1 gecemedigi goriilmektedir. Baz1 hastalik
ve zararlilara karsi son yillarda bulunan dayamikli cesitler de gerekli sonucu
saglayamamistir. Bu sebeplerden dolay1 pestisitler bugiin biitiin diinyada
kullanilmasindan vazgecilemeyecek maddeler olarak kabul edilmektedir (Oztiirk

1997, Karabay 2000).

Bitkilere zarar veren basta bocek olmak iizere zararli hayvan populasyonlarina
karsi, iilkemizde de en ¢ok uygulanan zirai miicadele sekli kimyasal miicadeledir.
Pestisitler kullanildiklar1 zararli gruplarina, zararlinin biyolojik ddnemine, etki
sekillerine, toksik oOzelliklerine, kullanma teknigine, formiilasyonlarina ve
yapisindaki aktif madde grubuna gore simiflandirilabilir. Kullanildiklar1 zararl
gruplarina goére en Onemli pestisit grubu ise insektisitler (bocek oldiiriiciiler)’dir.
Kimyasal miicadelede kullanilan insektisitler, ¢cevre ve besin kirlenmesi, akut ve
kronik zehirlenme, biyolojik dengenin bozulmasi, insan ve hayvanlarda teratojenik,
mutajenik ve karsinojenik etkileri gibi ¢cok yonlii ¢cevre sorunlarinin dogmasina sebep
olmaktadirlar. Pestisitlerin hedef tiirlere olan seciciligi ¢ok iyi gelistirilememekte ve
bu sebeple hedef olmayan tiirler de siklikla etkilenmektedir. Tamamen giivenli bir

pestisitin gelistirilmesi imkan1 olmadigindan, giiniimiizde pestisitlerin ve dolayisiyla



insektisitlerin ¢evresel etkilerini yansitacak olan, su, toprak ve hava kirlenmesi
diizeylerinin degerlendirilmesi, bunun yam sira toksikolojik ve ekotoksikolojik yan
etkilerinin belirlenmesine yonelik calismalar 6nem kazanmistir (Karabay 2000,

SBYKP 2001).

Cevre saglig1 acisindan pestisitlerin yapisinda bulunan aktif madde gruplari son
derece 6nemlidir. Ciinkii bunlar canlilar iizerinde akut yada kronik etkiler olusturup,
onlarin oliimlerine sebep olmaktadirlar. Yapisindaki aktif madde gruplarina gore
pestisitler, inorganik ve organik pestisitler olmak {iizere iki gruba ayrilirlar. Organik
pestisitler de yine kendi aralarinda dogal ve sentetik organik pestisitler seklinde ikiye
ayrilirlar.  Sentetik organik pestisitler zirai miicadelede en fazla kullanilan
kimyasallardir ve bu sebeple cevre ve organizmalara karsi zararlar1 agisindan en

Onemli pestisit grubunu olusturmaktadirlar (Ecobichon 1996).

Son yillarda organik fosforlular, organik klorlular, karbamatlar ve piretroidler
gibi klasik insektisit gruplarina kitin sentez inhibitorleri, jivenil hormon taklit¢ileri
ve ektizon agonistlerini i¢ine alan bodcek biiyiime regiilatorleri (insect growth
regulators), biyolojik insektisitler (biological insecticides), nikotinoid insektisitler
(nicotinoid insecticides) ve fenil pirazol (phenyl pyrazole) grubu insektisitler de dahil
olmustur (Ishaaya 1998, Ishaaya 2001). Yapisindaki klor iyonlar1 sebebiyle modern
organik klorlu bir insektisit olarak da kabul edilen fipronil diger insektisit gruplarina
gore daha yeni ve daha kiigiik bir grup olan fenil pirazoller grubuna dahil olup, tim
diinyada {iiriin koruma ve tohum ilact olarak kullanimi artmaktadir. Piretroid,
siklodien, organik fosforlu ve karbamat grubu insektisitlere kars1 direncli bocekler
fipronile duyarlidir (Tomlin 2000, Tingle ve ark. 2003). Ulkemizde de patates
bocegine, ekin kambur bocegine ve musir tel kurduna karsi ruhsath tarim ilaci olarak

kullanilmaktadir (Aydimnoglu ve ark. 2002).

Herbisidal etkilere de sahip olan fipronil genis spektrumlu bir insektisit olup
etki sekli bakimindan poliklorlusikloalkanlara (a-endosulfan ve lindane gibi) benzer.
Fipronil y-aminobiitirikasit (y-aminobutyric acid, GABA) reseptorlerini bloke
ederek, hedef boceklerin merkezi sinir sistemi iizerinde GABA tarafindan kontrol

edilen klor kanallar1 icinden klor iyonlarinin gecgisine miidahale eder. Bu etki



boceklerde sonu oOliimle biten kontrolsiiz merkezi sinir sistemi aktivitesine ve
paralize sebep olur. GABA kanallar1 hem omurgali hem de omurgasiz hayvanlarda
sinirsel uyarilarin iletiminde 6nemli olmasina ragmen, fipronil omurgali hayvanlarda
GABA reseptorlerine omurgasiz hayvanlardakinden daha zayif baglamir (Ishaaya
2001, Tingle ve ark. 2003, Casida ve Quistad 2004). Fipronilin GABA reseptorlerine
farkli duyarlihig segici bir toksisite yaratir ki boceklere ve kenelere memelilerden
daha toksik oldugu i¢in veteriner hekimlikte de kullanilmaktadir (Hovda ve Hooser
2002). Ozellikle evde beslenen hayvanlar ve ¢iftlik hayvanlari iizerindeki pire, kene,
bit ve akarlara kars1 fipronil kullamimina ait denemelerden bahsedilirken (Tingle ve

ark. 2003), tavuklar tizerinde kullanimina ait bir ¢alisma yoktur.

Fipronilin memeliler {iizerindeki akut, kronik ve subkronik toksisitesi,
karsinojenik ve genotoksik etkileri ile tireme ve gelisme tizerindeki etkileri ayrintili
olarak calisilmistir (USEPA 1996a, ACP 1999). Fipronilin kuslar iizerindeki etkileri
ise akut toksisite diizeyinde cesitli kus tiirleri iizerinde arastirllmis ve LDs, (Letal
Doz %50) degerleri belirlenmistir. Akut toksisite caligmasinda siiliin, keklik ve
bildircin gibi tavuksu kuslarin (gallinaceous birds) fipronile serce, ordek ve kaz gibi
kuslardan cok daha fazla duyarli oldugu belirlenmistir (Hamon ve ark. 1996).
Bununla birlikte fipronil ve metabolitlerinin kanathi embriyolar iizerindeki etkilerine

ait literatiir bilgisi bulunmamaktadir.

Bu tez calismasi ile birinci asamada, kulucka baslangicinda dolli tavuk
yumurtalarina enjeksiyon yapilarak, saf ve ticari fipronilin metabolize olmamis yani
dogal formlarinin tavuk embriyolar lizerindeki LDsg tayini ile olasi embriyotoksik
ve teratojenik etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir. Ikinci asamada ise letal ve
subletal dozlardaki saf fipronil, kulugka baslangicinda ve kulugkanin 8. giiniinde
dolli tavuk yumurtalarina ayni dozlarda enjekte edilerek fipronilin hem metabolize
olmamis dogal formunun hem de metabolitlerinin embriyolar ve cikista elde edilen
civcivler {iizerindeki embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bunun yani sira ikinci asama deneylerinde fipronilin olast genotoksik
etkileri, embriyolarin periferal kan alyuvarlarindaki mikronukleus (Micronucleus,
MN) ve cekirdek anormallikleri (Nuclear Abnormality, NA) incelenerek; kulucka

sonrasi elde edilen erken donem civcivlerinin immiin sistemleri iizerindeki olasi



etkileri ise, akyuvar sayilari, lenfosit oranlar ve Alfa Naftil Asetat Esteraz (ANAE)
enzimi pozitivitesi gosteren T-lenfositlerin oranlariin tespiti ile belirlenmeye
calisilmistir. Fipronilin kanatlilar i¢in model bir organizma olan tavuk embriyolari
tizerindeki etkileri, yaban hayattaki kuslar iizerinde olabilecek etkilerine 1s1k
tutmasinin yani sira, Onemli zararlara sebep olan pire ve keneye karsi tavuklar
tizerinde de giivenli bir sekilde kullanilip kullanilamayacagi hususunda 6n bilgiler

saglayacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Fipronil

Fenil pirazoller (veya fiproller) grubuna dahil bir insektisit olan fipronilin saf

formu kiif kokulu beyaz toz halinde olup, kimyasal yapisi ve diger ozellikleri

asagidaki gibidir;
Kimyasal yapist:
Cl
N
F.C N'N\Y ’
3 % ,/O
S
Cl NH, \CF

Kapal1 formiilii: C;oH4CLFsN4OS

Kimyasal adi: 5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]-4-[(1R,S)-
(trifluoromethyl)sulfinyl]-1 H-pyrazole-3-carbonitrile

Molekiil agirhig: 437.2

Erime noktasi: 195.5-203°C

pH: 5.9-6.1 (23°C)

Cozuntrliigii: Suda 1.9 mg/l (pH=5), asetonda 545.9 g/I, metanolde 137.5 g/l,
diklorometanda 22.3 g/l, toluende 3.0 g/I, hekzende 0.028 g/1 (20°C)

Gelisim kodlari: MB46030 ve RPA-030 (Rhone-Poulenc) (Tomlin 2000,
Tingle ve ark. 2003).

Suda ¢ok az coziinen fipronil normal sicaklikta 1 yil stabildir, ancak metal
iyonlan varliginda stabil degildir. Fipronil giin 1s181inda ¢ok sayida metabolitlerine
dontismektedir ki bunlar icinde MB46513 (fipronil-desiilfinyl) asir1 derecede
stabildir ve benzer diger bilesiklerden ¢ok daha toksiktir (Tingle ve ark. 2003).

Fipronil ilk olarak 1987 yilinda kesfedilmis, 1993 yilinda Rhone-Poulenc

firmas1 tarafindan piyasaya sunulmus, 1997 yilinin sonuna kadar 51 iilkede zirai



kullanim amagh, 63 iilkede ise zirai amaglar disindaki kullanimlar icin ruhsat
almistir. Genis spektrumlu bir insektisit olan fipronil boceklerde temas ve mide
yoluyla etkili olup, cok sayida bocek tiiriine kars1 zirai iiriinleri korumak i¢in tohum
ilaci, toprak veya yaprak iistii uygulama yontemleriyle kullanilmaktadir. Ayrica ev
ve ciftlik hayvanlar1 {izerindeki bit, pire ve keneye karst kullanimi da

yayginlagsmaktadir (Tomlin 2000, Tingle ve ark. 2003).

Fipronilin akut oral LDsy degerleri sicanlar i¢in 97 mg/kg, fareler i¢in 95
mg/kg, bildircinlar icin 11.3 mg/kg, yesilbas drdekler i¢in >2000 mg/kg, siiliinler i¢in
31 mg/kg, keklikler i¢in 34 mg/kg, serceler i¢in 1120 mg/kg ve giivercinler igin
>2000 mg/kg olarak belirlenmistir. Diete karistirma yontemi (5 giin) ile LCsq (Letal
Konsantrasyon %50) degerleri ise bildircinlar i¢in 49 mg/kg diet ve yesilbas ordekler
icin >5000 mg/kg diet olarak bildirilmistir (Tomlin 2000).

2.2. Tavuk Yumurtasimin Yapisi ve Tavuklarda Embriyonik Gelisme

Tavuk yumurtasi, yumurta sarisi olarak da bilinen vitellus tarafindan
sitoplazmasinin tamamina yakini doldurulan yumurta hiicresi ile bunun etrafini saran

albumin, kabuk alt1 zarlar1 ve kire¢ kabuk olmak iizere dort kistmdan olusur (Sekil

1.

Kire¢ kabuk, i¢ (yada mememsi) tabaka, ara siingerimsi tabaka ve yiizey
kiitikiila olmak iizere ii¢ tabakadan meydana gelmekte olup, biiyiik l¢iide tavugun
besininden elde edilen kalsiyum tuzlarindan olusur. Kabugun yumurtaya eklenmesi
uterus bezlerince gerceklestirilir. Kire¢ kabugun uterusta yapimi yaklasik 20 saat

siirer (Patent 1971, Smith 1997).

Kabuk alt1 zarlar1, i¢c ve dis zar olmak iizere iki adettir. Kalin (50-70 um) olan
dis zar kire¢ kabugun hemen altindadir. Albuminden 6nce gelen i¢ zar daha incedir
(15-25 pm). Bu iki zar arasinda, yumurtanin kiit ucunda hava boslugu (hava

kamarasi, hava hiicresi) olusur (Hamilton 1952, Patten 1971).



Albumin, salaz disinda hemen hemen homojen bir yapidadir. Ancak vitelliis
yakinindaki albumin periferaldeki albuminden daha yogundur. Albumin ovaryuma
yakin ovidukt kisminda sentezlenir. Albuminin yapisinda ovomukoid, ovomusin gibi
glikoproteinler ile ovalbumin, ovokonalbumin ve ovoglobulin gibi proteinler
bulunur. Albumin embriyoyu mekanik ve kimyasal etkilerden korurken ayni
zamanda embriyonun biiyiimesi esnasinda kullanilan besin deposu gorevi de yapar

(Hamilton 1952).

Vitellus, yumurta hiicresinin sitoplazmasindaki depolanmis besin maddesi olup,
hem yap1 hem de renk bakimindan diizenli bir yapiya sahip degildir. Beyaz ve sar1
vitellus olmak {izere farkli halkalar igerir. Beyaz vitellusun birikimi latebra adi
verilen merkezi bolgede olur. Latebra, germinal diski (blastodisk) yumurtanin
merkezine baglayan bir kanaldir ve embriyonun beslenmesinde rol alir. Germinal
disk dollii yumurtalarda embriyonun gelismeye basladigi kisimdir. Bu bolge
blastoderme dogru yayilir ve pander ¢ekirdegi olarak bilinen bir kitlenin altinda
bulunur. Latebra ve pander c¢ekirdegine ilave olarak sar1 vitellusun daha kalin
tabakalar arasinda beyaz vitellusun ince tabakalar1 vardir. En distaki vitellus vitellin
membran ile g¢evrilidir. Bu zar vitellusun dagilmasim Onler. Vitellus blastoderm
hiicreleri tarafindan emilen oldukga yiiksek oranda besin degerine sahiptir (Hamilton

1952, Patten 1971).

Bol miktarda vitellusa (polilesital) sahip olan tavuk yumurtalarinda boliinme ve
gelismeler az miktarda sitoplazma ve c¢ekirdegin bulundugu animal kutupta
gerceklesir. Hiicre boliinmesi dollenmeden hemen sonra baslar, yumurtanin geri
kalami sekilleninceye kadar devam eder. Hiicre boliinmesi 38°C’de devam eder.
Boliinme yariklanma seklindedir. 1k hiicre béliinmesi yumurta istmustan gecerken
tamamlanir. Bundan sonraki boliinmeler her 20 dakikada bir meydana gelir ve

boylece binlerce hiicre tabakasi gastrulay1 olusturur (Romanoff 1997).

Kulucka basladiktan sonra kalinlagan hiicre tabakasi embriyonun kuyruk
kisminda goriiniir hale gelmeye baslar. Bu primitif ¢izgi adim alir. Kulugkanin 1.

giinii bitmeden pek c¢ok yeni organ sekillenir. Embriyonun bas1 ayirt edilebilir,



sindirim sisteminin Onciisii 6n bagirsak sekillenir, kan adaciklar goriiliir ve noral

olugu olusturacak olan yarik olusur (Romanoff 1997).

Kuluckanin 2. giiniinde noral oluk sekillenir. Bas bolgesi gelisir. Kulak
gelismeye baslar ve gozdeki mercek olusur. Kalp olusurken, kan adaciklar1 birbirleri
ile baglant1 yaparak vaskiiler sistemi olusturur. Kulugkanin 44. saatinde kalp ve
damar sistemi baglanir ve kalp atmaya baslar. Iki farkli dolagim sistemi olusur.
Birincisi embriyo i¢i embriyonik sistem, ikincisi yumurta icinde yayilan vitellin
sistemdir. Embriyonik gelisimin daha sonraki evrelerinde iki farkli embriyo disi
dolasim sistemi vardir. Vitellin sistem embriyoya vitellustan besinleri aktarir.
Allantoik damarlardan olusan diger bir dolagim sistemi solunum ve allantoisteki atik
tiriinlerin saklanmasi ile iliskilidir. Civciv yumurtadan ¢ikti§i zaman her iki dolagim

sistemi de islevini durdurur (Romanoff 1997).

Kuluckanin 3. giinii sonunda gaga gelismeye baslar, kanat ve bacak
tomurcuklar1 goriiniir. Basin ve boynun iki tarafinda ii¢ visseral yay gelisir. Bu
olusumlar arterial sistem, kulaktaki 6staki borusu, yiiz, ¢cene ve bazi kanalsiz bezlerin
gelisiminde Onemlidir. Embriyo, korunma amaciyla sivi ile dolu amnion ile
cevrelenir. Kuyruk ortaya c¢ikar ve allantois goriiniir. Allantoik kese solunum ve
bosaltim organidir. Embriyo albuminden beslenir ve kabuktan kalsiyum embriyoya
allantoisten aktarilir. 3 giinliik embriyoda solunum sisteminin farklilagsmasinin ilk
gostergesi faringeal bolgenin posteriorunda laringo-trakeal olugun olusmasidir.
Laringo-trakeal oluk farinksin arka kismindan evaginasyon ile meydana gelir. Daha
sonra bu yap1 trake olarak kaudale dogru biiyiir. Trake 6zofagus ile yaklasik olarak
paralel ve ventralde bulunur. Trakeal biiyiime uzadikca kaudal kisim ikiye ayrilarak

akciger tomurcuklarini olugturur (Romanoff 1997).

Kuluckanin 4. giinii boyunca torsiyon ve fleksiyon devam eder. Embriyonun
viicudu 90° doner ve vitellusun iizerinde sol tarafa dogru kayar. Bas ve kuyruk
birbirine ¢ok yakindir. Bu hali ile embriyo “C” seklindedir. Sindirim ve solunum
sisteminin bir parcasi olan agiz, dil ve nasal agiklik gelisir. Kalp biiylimeye devam
eder. Kuluckanin 4. giinii sona ererken embriyo yasamak i¢in ihtiya¢ duydugu tim

organlara sahiptir ve embriyonun tiim kisimlar1 tammlanabilir (Romanoff 1997).



Kuluckanin 7. giiniinde kanat ve ayak parmaklar goriiniir hale gelir, kalp
biitiiniiyle torasik boslugu doldurur ve embriyo biiyiikk Olgiide kusa benzer.
Kuluckanin 10. giiniinden sonra tiiyler goriiniir ve gaga sertlesir. 14. giinde penceler
sekillenir ve embriyo yumurtadan ¢ikmak icin pozisyonunu alir. Albumin destegi 16.
giinde tiikenir. Boylece vitellus besin icin temel kaynak olur. 18. giiniin sonunda
gaga hava boslugunu deler ve akciger solunumu baglar. 20. giin sonunda civciv

yumurtadan ¢ikma pozisyonundadir (Romanoff 1997).

Akciger olarak hizmet eden allantois, civciv kendi akcigerlerini kullandikg¢a
kurumaya baslar. Kulucka baslangicindan 21 giin sonra yumurta disi denilen gaganin
ist kismindaki sert boynuzumsu yapi ve boynun arka kisminda bulunan kaslarin
yardimiyla yumurta kabugu kirilir. Yumurtadan tamamen kurtulan civcivin gobek
acikligr kapanir ve kurumaya baglar. Civciv yumurtadan c¢iktiktan birka¢ giin sonra
gaga iizerindeki boynuzumsu yapi1 diiser. Protein, yag, vitamin, mineral ve su
acisindan olduk¢a zengin olan vitellus yumurtadan c¢iktiktan sonra saatlerce civciv
icin besin saglayabildiginden, yumurtadan c¢ikan civciv 72 saat boyunca

beslenmeksizin yasayabilir (Romanoff 1997).

Embriyotoksisite acisindan Onemli bir kriter olan agirlik artisinin tavuk
embriyolarinin gelisimindeki giinliik degerleri asagidaki gibidir (Romanoff 1997);

1. giin: 0.0002 g
. glin: 0.003 g
.giin: 0.02 g
.giin: 0.05 g
.glin: 0.13 g
.glin: 0.29 g
.glin: 0.57 g
.gin: 1.15 g
.glin: 1.53 g
10. giin: 2.26 g
11. giin: 3.68 g
12. giin: 5.07 g
13. giin: 7.37 g
14. giin: 9.74 g
15. giin: 12.00 g
16. giin: 1598 g
17. giin: 18.59 g
18. giin: 21.83 g
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19. giin: 25.62 g
20. giin: 30.21 g
21. giin: Yumurtadan ¢ikis

Bu calismada canli ve 6lii embriyolarin gelisme evrelerinin belirlenmesinde
kullanilan Hamburger ve Hamilton (1951) skalasina (HH skalasi) gore tavuk
embriyosunun gelisme evreleri kulucka giinlerine gore asagidaki gibi olup, bu skala
Sekil 2’de goriilmektedir;

Evre 1 (Sulkus Primitivus Oncesi Evre): 0-6. saatler
Evre 2 (Baslangi¢ Sulkus Primitivus Evresi): 6-7. saatler
Evre 3 (Ara Sulkus Primitivus Evresi): 12-13. saatler
Evre 4 (Belirgin Sulkus Primitivus Evresi): 18-19. saatler
Evre 5 (Bag Cikintisinin Gelistigi Evre): 19-22. saatler
Evre 6 (Bas Kivriminin Olustugu Evre): 23-25. saatler
Evre 7 (Bir Somitli Evre): 23-26. saatler

Evre 8 (Dort Somitli Evre): 26-29. saatler

Evre 9 (Yedi Somitli Evre): 29-33. saatler

Evre 10 (On Somitli Evre): 33-38. saatler

Evre 11 (On ii¢ Somitli Evre): 40-45. saatler

Evre 12 (On alt1 Somitli Evre): 45-49. saatler

Evre 13 (On dokuz Somitli Evre): 48-52. saatler

Evre 14 (Yirmi iki Somitli Evre): 50-53. saatler

Evre 15: 50-55. saatler

Evre 16: 51-56. saatler

Evre 17: 52-64. saatler

Evre 18: 65-69. saatler

Evre 19: 68-72. saatler

Evre 20: 70-72. saatler

Evre 21: Ortalama 3Y2 giin

Evre 22: 3 2 giin

Evre 23: 3Y2-4. giinler

Evre 24: 4. giin

Evre 25: 4¥ giin

Evre 26: 412-5. giinler

Evre 27: 5. giin

Evre 28: 5% giin

Evre 29: 6. giin

Evre 30: 62 giin

Evre 31: 7. giin

Evre 32: 7% giin

Evre 33: 7Y2-8. giinler

Evre 34: 8. giin

Evre 35: 8. ve 9. giinler

Evre 36: 10. giin

Evre 37: 11. giin

Evre 38: 12. giin
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Evre 39: 13. giin
Evre 40: 14. giin
Evre 41: 15. giin
Evre 42: 16. giin
Evre 43: 17. giin
Evre 44: 18. giin
Evre 45: 19-20. giinler
Evre 46: 20-21. giinler

2.3. Kanath Embriyolar1 ile Yapilan Embriyotoksisite ve Teratojenite
Calismalar:

Kanatli embriyolar1 kullanilarak ¢esitli mikotoksinlerin (Cilievici ve ark. 1980,
Vesely ve ark. 1982, Prelusky ve ark. 1987, Vesely ve Vesela 1991, Celik ve ark.
2000, Henry ve Wyatt 2001), metallerin ve alagimlarinin (Mas ve Arola 1985, Gilani
ve Alibhai 1990, Kaya ve ark. 1995, Yilmaz 1997, Durmus ve ark. 2005), ilaclarin
(Heinrich-Hirsch ve Neubert 1991, Peterka ve ark. 1992, Nishigori ve ark. 1992,
Julian ve Abbott 1998), herbisitlerin (Ahmed ve ark. 1988, Varnagy ve ark. 2002),
fungusitlerin (Maci ve Arias 1987), endiistriyel bilesiklerin (Elovaara ve ark. 1979,
Korhonen ve ark. 1982, Korhonen ve ark. 1983, Chibber ve Gilani 1986, Ozcan
1992), coziiciilerin (Ameenuddin ve Sunde 1984) ve diger baz1 bilesiklerin (Kury ve
Craig 1967, Verret ve ark. 1980, Jelinek ve ark. 1985, Harold ve ark. 1987,
Brunstrom ve ark. 1990, Becker ve Shipley 1998, Zhang ve ark. 2002) embriyotoksik
ve teratojenik etkileri ile ilgili yapilmis arastirmalar mevcuttur. Organik klorlu,
organik fosforlu, karbamat, piretroit, fumigant ve kitin sentez inhibitorii gibi klasik
insektisitlerin kanatli embriyolar1 iizerindeki embriyotoksik, teratojenik ve diger
etkilerine ait asagida bahsedilen ¢esitli calismalar bulunmakla birlikte, fenil pirazol

grubuna ait yeni nesil insektisitlerin etkilerine ait literatiir bilgisine rastlanmamistir.

Organik fosforlu insektisit fenitrothion, teratojenik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla farkli konsantrasyonlarda dollii tavuk yumurtalarinin sarisina kulugckanin 4.
giiniinden 12. giiniine kadar degisik evrelerde enjekte edilmis, daha ge¢ embriyonik
donemlerdeki enjeksiyonun daha az toksik oldugu gozlenmistir (Paul ve Vadlamudi

1976).
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Organik fosforlu insektisit azodrin’in kanath geligimi iizerindeki etkileri, dollii
keklik yumurtalart ile iki farkli tavuk irkina ait yumurtalar iizerinde enjeksiyon
yontemi ile calisilmis ve boyun kivriminin uzamasim yavaslattigl tespit edilmistir

(Schom ve Abbott 1977).

Organik fosforlu insektisit dicrotophos, dollii tavuk yumurtalarinin sarisina
kuluckanin 4. giinii tibiotarsus deformasyonlarini tespit etmek icin enjekte edilmis ve
bacak kemiklerinin uzamasini baskiladigi, 151k ve elektron mikroskobik gozlemlerde
ise kemiklerin biiyiime plaginin olusmamasi, kondrositlerin salgisal aktivitesinin
azalmasi, kemik lamellerin bozuk ve asimetrik birikmesi gibi histopatolojik etkiler

belirlenmistir (Meiniel ve ark. 1979).

Organik fosforlu insektisit dichlorvos, kuluckadan o6nce dollii bildircin
yumurtalarina enjekte edilerek esey hiicreleri populasyonu {iizerindeki etkileri
incelenmis ve embriyonik gelisimin 24. evresindeki esey hiicrelerinin 29. evreye

kiyasla daha az zarar gormiis oldugu belirlenmistir (Bruel ve David 1980).

Organik fosforlu insektisit metathion, teratojenik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla iki farkli dozda esit agirliga sahip dollii tavuk yumurtalarinin sarisina
kuluckanin 2. giinii steril sartlarda enjekte edilmistir. 14., 18. ve 21. giinlerde
Alizarin Red-S boyama metoduyla iskelet anormallikleri incelenmis, papagan tipi
gaga, bacaklarda kisalma ve kalinlagsma, agirlik kaybi, total ve kismi 6dem ile

tilylenmede bozukluklar tespit edilmistir (Rashev ve Vasilev 1982).

Organik fosforlu insektisitler diazinon ve dicrotophos, ekstremiteler ve
vertebralar iizerindeki teratojenik etkilerinin belirlenmesi amaciyla kulugkanin 3.
giinii dolli tavuk yumurtalarina enjekte edilmis, 5. giinden 17. giine kadar
embriyolarda Alcian Blue ve Alizarin Red-S ile kikirdak ve kalsifiye kemik
boyamalar1 yapilmustir. Ozellikle 9. giinden itibaren femur, tibia, metatarsus ve

parmak gelisiminde inhibisyon gozlenmistir (Misawa ve ark. 1982).

Sentetik piretroit decamethrin’in saf ve ticari formiilasyonlar, farkli dozlarda

dollii bildircin  yumurtalarin vitellusuna enjeksiyon veya yumurta kabuguna
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spreyleme yontemi ile uygulanmis ve bes giinliik embriyolarin esey hiicresi

populasyonu iizerindeki olumsuz etkileri incelenmistir (David 1982).

Organik fosforlu insektisit diazinon, sebep oldugu kisa ve carpik boyunun
anatomik kokenini aciklamak icin 48 saatlik tavuk embriyolarina degisik dozlarda
enjekte edilmis, 96. saatte histolojik ve 19. giinde de makroskobik gozlemler
yapilmistir. Bu caligma ile diazinon’un baglica etkisinin noéral tiipten ziyade notokord
tizerinde ortaya ciktig1, kisa boyunun notokord katlanmasi sonucu olustugu ve ¢arpik
boyunun ise notokord katlanmasiyla ilgili olmadig1 belirlenmistir (Wyttenbach ve

Hwang 1984).

Organik fosforlu insektisit Wofatox 50 EC (%50 metylparathion) iki farkl
dozda kuluckanin 12. giiniinde dollii tavuk ve siiliin yumurtalarinin hava kamarasina
enjekte edilmis ve bu maddenin viicut agirhiginda 6énemli oranda azalmaya, gelisim
malformasyonlarina ve yiilksek dozda embriyonik Oliimlere sebep oldugu

saptanmistir (Varnagy ve Deli 1985).

Organik fosforlu insektisit malathion, kulugkanin 24., 48. ve 72. saatlerinde
tavuk embriyolarina enjekte edilmis ve enjeksiyondan 48 saat sonra embriyolardan
seri kesitler alinarak histolojik acidan degerlendirmeler yapilmistir. Embriyolarin
notokord, omurilik, govde, gz, diensephalon, kardiyovaskiiler ve kuyruk yapilarinda
doza ve evreye bagl olarak cesitli deformasyonlar gozlenmistir. Bu calisma ile
embriyolarin ne kadar erken evrede ise o kadar duyarli oldugu belirlenmistir

(Wyttenbach ve Thompson 1985).

Organik fosforlu insektisitler tri-o-cresyl phosphate ve leptophos, geg
norotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla kuluckanin 14. giiniinde tavuk
yumurtalarinda albiimine enjekte edilmis, yumurtadan ¢ikan civcivlerde bacak
sinirlerinde ¢ok sayida dejenere olmus sinir fibrilleri gdzlenmistir (Sheets ve Norton

1985).

Organik fosforlu insektisit dicrotophos (Bidrin), notokord gelisimi iizerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaciyla farkli dozlarda dolli tavuk yumurtalarina

kuluckanin 8. saatinden itibaren 96. saatine kadar belli araliklarla enjekte edilmis ve
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kuluckaya 48 saat daha devam edilmistir. Ozellikle 48. saatteki dicrotophos
muamelesi notokortda boyun bolgesinde siddetli katlanmaya sebep olmustur

(Garrison ve Wyttenbach 1985).

Wofatox 50 EC (%50 methylparathion), sebep oldugu morfolojik degisiklikler
ile biyokimyasal parametreler arasindaki iliskinin belirlenmesi icin iki farkli
konsantrasyonda dollii tavuk yumurtalarinin hava kamarasina kulugckanin 12. giinii
enjekte edilmis, 19. giinde boyun ve femur kaslarindan alinan orneklerde histolojik

ve biyokimyasal degerlendirmeler yapilmistir (Deli ve ark. 1985).

Organik fosforlu insektisitler parathion ve methylparathion dollii tavuk
yumurtalarina kulugkanin 4. veya 8. giinlerinde enjekte edilmis, 18. giin
embriyolardan aliman boyun kaslarinin protein modelleri analiz edilmistir. Bu
calisma ile parathion ve tiirevlerinin kaslar tizerindeki etkisinin belirli hiicre iskeleti
proteinlerinin miktarin1 azaltmasina bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir (Deli ve Kiss

1988).

Organik fosforlu insektisitler fenthion, fenitrothion ve desbromoleptophos,
organik fosforlularin indiikledigi gec¢ norotoksisiteyi tespit etmek amaciyla dolli
tavuk yumurtalarinda albiimine kuluckanin 15. giiniinde enjekte edilmis, 18. ve 21.
giin embriyolarinda ve yumurtadan cikistan sonra asetilkolinesteraz, norotoksik
esteraz aktivitesi ve yiiriime anormallikleri degerlendirilmistir (Farage-Elawar ve

Francis 1988).

Diazinon ve parathion ile yapilan baska bir caligmada, kuluckanin 48. ve 72.
saatlerinde dolli keklik yumurtalarina degisik dozlarda enjeksiyon yapilmis ve
parathion’un iskelet kusurlar1 olusumunda diazinon’dan daha etkili oldugu

gozlenmistir (Meneely ve Wyttenbach 1989).

Organik klorlu insektisitler p,p"-DDT ve o,p -DDT farkli dozlarda kulugkanin
1. giiniinde dolli bildircin yumurtalarinda albiimin i¢ine enjekte edilmis, yumurtadan
c¢ikma oram ve yumurtadan c¢ikan civcivler iizerinde bu insektisitlerin uzun siireli
etkileri incelenmis, bu iki DDT izomerinin yumurtadan ¢ikistan sonraki 5 hafta

icinde canlilhik orammi, iireme davramiglarim ve yumurtlama sayisini azalttigi,
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yumurta kabugu malformasyonlarimi artirdigt ve tily morfolojisini etkiledigi

gozlenmistir (Bryan ve ark. 1989).

Organik klorlu grubuna dahil poliklorlusikloalkan tiirii insektisitlerle yapilan
bir calismada, teratojenik etkilerini belirlemek amaciyla dollii tavuk yumurtalarina
kuluckanin 4. ve 6. giinleri enjeksiyon yapilmistir. 16. ve 18. giinlerdeki
makroskobik incelemeler sonucu bacak deformasyonlari, 6dem, kanama ve

ekzoftalmus gozlenmistir (Seifert 1989).

Karbamat grubu insektisitlerden carbaryl ve aldicarb degisik dozlarda dollii
tavuk yumurtalarina kuluckanin 15. giiniinde enjekte edilmis ve uygulamadan
sonraki giinlerde nérotransmitter seviyeleri ve davranis bozukluklari incelenmistir

(Farage-Elawar ve Blaker 1992).

Wofatox 50 EC (%50 methylparathion) ile yapilan baska bir caligmada siiliin
yumurtalarinin hava kamarasina dort farkli dozda enjeksiyon gerceklestirilmis ve
teratolojik etkiler makroskobik ve kan plazmasindaki biyokimyasal degerler

acisindan degerlendirmeler yapilmistir (Varnagy 1992).

Organik fosforlu insektisit RPR-V ii¢ farkli dozda dollii tavuk yumurtalarinin
sarisina kulugkanin 4. giiniinde enjekte edilmis, 20. giinde ve yumurtadan ¢iktiktan
sonra teratolojik parametreler iizerinde degerlendirmeler yapilmistir. Doz arttikca
yumurtadan ¢ikma orani azalmig, deformasyon orani artmig, Alizarin Red-S ile

boyanan embriyolarda iskelet deformasyonlar1 belirlenmistir (Rao ve ark. 1992).

Methylparathion ile yapilan baska bir caligmada dollii tavuk yumurtalarinin
sarisina farkli evrelerde enjeksiyon yontemi ile teratojenik etkileri belirlenmeye
calisilmis, viicut agirhi@inda ve uzunlugunda azalma, bacak kemiklerinde kisalma ve
kisa boyun gibi cok cesitli biiylime anormallikleri gozlenmistir (Kumar ve Devi

1992).

Organik fosforlu insektisit oxydemeton-methyl alt1 farkli dozda 12. evre tavuk
embriyolarina yumurta kabugunda pencere acilarak topikal olarak uygulanmis ve

teratojenik etkilerine bakilmistir. 41. evrede (15. giin) yapilan otopsilerde artan doza
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bagh olarak i¢ ve dis malformasyonlarda artis, agirlikta ve viicut uzunlugunda

azalma gozlenmistir (Lenselink ve ark. 1993).

Methylparathion ve parathion ile yapilan bir baska ¢alismada, bu insektisitlerin
sulu siispansiyon veya emiilsiyonlar1 kulugkanin 9. giiniinde bildircin, 12. giiniinde
silin ve tavuk yumurtalarina hava kamarast yoluyla enjekte edilmistir.
Methylparathion toksik etki gostermezken, parathion uygulanan gruplarda o6l ve
anormal embriyo sayilar ile embriyo agirliklarinin kontrol grubundan onemli fark

gosterdigi belirlenmistir (Varnagy 1995).

Organik klorlu insektisitler PCB 126 (3,3°4,4",5-pentachlorobiphenly) ve
TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) kuluckadan 6nce farkli dozlarda tavuk
yumurtalarina enjekte edilmis, yumurtadan ¢ikis orani, yumurtadan cikisin ilk 24
saati icinde i¢ organ agirhklart ve Odem gibi gelisim anormallikleri

degerlendirilmistir (Powell ve ark. 1996).

Kitin sentez inhibitorii flufenoxuron kulugkamin 48. saatinde dollii tavuk
yumurtalarina enjekte edilmis, 5, 7 ve 9 giinlilk muamele edilmis embriyolarda viicut
agirliginin ve uzunlugunun 6nemli diizeyde azaldig1 ve teratojenik etkiye isaret eden
g6z ve boyun anormallikleri gozlendigi, histolojik olarak da hiicre farklilagmasinin

geciktigi bildirilmistir (El-Sayyad ve ark. 1996).

Organik klorlu insektisitlerin rezidiileri ile ilgili yapilan bir ¢caligmada, yaban
hayattan toplanan 1000 adet ¢ift ibikli karabatak yumurtasindan elde edilen ekstrakt
dort farkli konsantrasyonda dollii tavuk yumurtalarinin sarisina kulugkadan once
enjekte edilmistir. Kullanilan en yiiksek konsantrasyon yumurtadan cikista %77
0liim oranina sebep olmustur ki, bu deger bir karabatak yumurtasindan ortalama elde
edilen organik klorlu rezidiilerini ihtiva eden konsantrasyondur (Powell ve ark.

1997).

Organik fosforlu insektisit Sumithion 50 EC (%5 fenitrothion) ve herbisit
Fusilade S (%12.5 fluazifop-P-butyl) bireysel ve kombine etkilerini tespit etmek
amaciyla dollii siiliin yumurtalarinin hava kamarasina kulugkanin 12. giiniinde farkh

konsantrasyonlarda enjekte edilmis, 23. giinde 6liim orani, viicut agirhigi, morfolojik
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degisiklikler ve boyama yontemi ile iskelet anormallikleri tespit edilmistir. Bu
calismada bu iki maddenin birlikte kullanilmasinin, tek tek kullanilmasiyla ortaya
cikan toksik/teratojenik etkileri azalttigi seklinde ilgin¢ bir sonu¢ bulunmustur

(Varga ve ark. 1999).

Cesitli pestisit gruplarina dahil parathion, methylparathion, carbendazim, 2,4-
D-amine Na ve phosmethylane’in indirgenmesi ile ilgili ekotoksikolojik bir ¢calisma
amactyla dollii tavuk, bildircin veya siiliin yumurtlarinin hava kamarasina enjeksiyon
yada tavuk yumurtalarina immersiyon yOntemiyle bu pestisitler uygulanmis ve
rezidiileri analiz edilmistir. Ayrica bu rezidiilerin embriyolar1 dogrudan etkiledigi,
normal gelisimlerini bozdugu, patofizyolojik ve morfolojik degisikliklere sebep

oldugu belirtilmistir (Varnagy 1999).

Organik klorlu insektisit PCB 126, yaban hayatta bu insektisite maruz kalan
embriyolar iizerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in, laboratuar sartlarina uyarlamak
amaciyla tavuk embriyosu modeli iizerinde incelenmistir. Bu amagla PCB 126 farkhi
konsantrasyonlarda dollii tavuk yumurtalarimin hava kamarasina kuluckadan once
enjekte edilmis, kulugkanin 20. giiniinde timus ve bursa Fabricii tizerinde yapilan

incelemelerle immiinotoksik etkiler belirlenmistir (Fox ve Grasman 1999).

Organik fosforlu insektisitler chlorpyrifos, parathion, acephate ve
trichlorfon’un  asetilkolinesteraz ~ inhibisyonunu  embriyolarin  tiim  beyin
homojenatlarinda degerlendirmek amaciyla dollii tavuk yumurtalarina enjeksiyon

yontemi kullanilmistir (Lesser ve ark. 2000).

Fumigant insektisitlerden 1,2-dibromoethane’in  (ethylene dibromide)
embriyotoksik etkilerini belirlemek amaciyla kulugkanin 3., 4. ve 5. giinlerinde dolli
tavuk yumurtalarina uygulanmis ve elde edilen veriler sican embriyo kiiltiirii ile elde
edilen sonuglarla uyumlu ¢ikmistir. Bu calisma ile tavuk embriyolarinin
embriyotoksisite caligmalar1 i¢in uygunluguna dikkat c¢ekilmistir (Dusek ve ark.

2001).

Organik fosforlu insektisit BI 58 EC’nin (%38 dimethoate) teratojenik

etkilerini belirlemek amaciyla iki yontemle test edilmistir. Birinci yontemde dolli
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tavuk yumurtalarinin hava kamarasina kuluckanin 12. giiniinde insektisit emiilsiyonu
enjekte edilmis, ikinci yontemde aym giin yumurtalar 30 dakika insektisit
soliisyonuna immersiyon yoluyla maruz birakilmig, kuluckanmin 13., 15. ve 19.
giininde embriyo Orneklerinde rezidii miktarlann  Ol¢iilmiis, morfolojik

degerlendirmeler yapilmistir (Varnagy ve ark. 2001).

Dimethoate ile Cu-siilfat ve Cd-siilfat, tek ve kombinasyonlar seklinde dolli
tavuk yumurtalarina hava kamarasi yoluyla kuluckanin 12. giinii enjekte edilmis ve
19. giinde degerlendirmeler yapilmistir. Bu calisma ile kombine kullanimin bu agir
metallerin tek kullanimindan daha yiiksek toksisiteye sahip oldugu gosterilmistir
(Budai ve ark. 2001). Dimethoate ve Cu-siilfat ile yapilan baska bir ¢alismada ise
enjeksiyon yolu ile kombine uygulamanin immersiyon yontemine gore daha yiiksek

embriyotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (Budai ve ark. 2002).

Fenitrothion ile yapilan bir baska caligmada bu insektisit birinci deneyde dollii
tavuk yumurtalarinin hava kamarasina kulugkanin baglangicinda ve 12. giinlerinde
enjekte edilmis, ikinci deneyde yumurtalar immersiyon yontemiyle bu insektisite
maruz birakilmistir. Daha sonra alinan 6rneklerdeki rezidii miktarlan tespit edilmis
ve enjeksiyon yontemi ile disardan maruz birakma yontemlerinin birbirinin yerini
alamayacagi, ancak enjeksiyon yonteminin toksikolojik c¢alismalarda yumurta
uygulamalan ic¢in yararli bir teknik oldugu sonucuna ulagilmistir (Varga ve ark.

2002).

Organik fosforlu insektisit dimecron iki doz seklinde kulucka baslangicinda
dollii tavuk yumurtalarinin sarisma uygulanmustir. Insektisit ile muamele edilen
embriyolarda biiyiimede gerileme ve organojenezde onemli anormallikler, ayrica
karaciger ve bobrekte her iki dozda da Onemli histopatolojik etkiler gdzlenmistir

(Sahu ve Ghatak 2002).

1,2-dibromoethane ile yapilan baska bir calismada kan yapimi iizerindeki
etkilerini aragtirmak amaciyla, dollii tavuk yumurtalarina kuluckanm 3. giiniinde
kabukta pencere acarak intraamniyotik yontemle uygulanmistir. Bu ¢alisma ile erken

evre tavuk embriyolarinin, ksenobiyotiklerin kan yapimi iizerinde uzun siireli
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etkilerini aragtirmak icin memeli modellerine karst uygun bir alternatif oldugu

sonucuna ulasilmistir (Dusek ve ark. 2003).

2.4. Mikronukleus (MN) ve MN Testleri

Mikronukleus (Micronucleus, Micronuclei, MN) 151k  mikroskobuyla
goriilebilen, bir hiicrenin sitoplazmasinda bulunan, hiicrenin ana ¢ekirdegi ile benzer
boyanan, incelenen hiicrenin tipine bagli olarak hiicre c¢ekirdeginin iigte birinden
bilyiik olmayan ve ¢ogunlukla yuvarlak veya hafif oval sekilli partikiillerdir. Bununla
birlikte 151k mikroskobuyla goriilemeyen, yalmzca elektron mikroskobuyla tespit
edilebilecek kadar kiiciik MN’ler de olabilir. MN’ler tipik iki zardan olusan bir
cekirdek zarfina, niikleer laminaya ve ¢ekirdek porlarina sahiptirler. Biyokimyasal
yapisina bakildiginda MN’ler DNA sentezleme ve eger cekirdek¢ik organizer
bolgesine (Nucleolus Organizer Region-NOR) sahip bir kromozom pargasi ise RNA,
mRNA ve rRNA da sentezleme yetenegine sahiptirler (Miiller ve Streffer 1994).

MN, mitoz boliinmenin metafaz-anafaz gecisi esnasinda olusur. MN’ler, bir
kromozomun kutuplara ¢ekilmesi sirasinda gerceklesen andjenik (kromozom kaybina
sebep olan) bir olay sonucu tiimiiyle kayb1 yada klastojenik (kromozom kirigina
sebep olan) bir olay sonucu asentrik (sentromersiz) bir pargasinin kirilip kardes

hiicrelere ulasamamasi sonucu sekillenebilirler (Fenech ve ark. 1999).

Iyonizan radyasyon ve pek cok kimyasal mutajen, kromozomlarda biiyiik, cok
sayida ve ¢ogunlugu 151k mikroskobuyla da goriilebilen yapisal bozukluga yol acar.
Bu bozukluklar, DNA tamir teorisi ve iyonizan 1ginlarin kullanildig1 radyo biyolojide
biyolojik dozimetre, klinik sitogenetik ve c¢esitli maddelerin kimyasal ve
elektromanyetik  alanlar  gibi  fiziksel etkenlerin  ¢evresel etkilerinin
degerlendirmesinde bir ¢ok pratik uygulama alani olan testlerin temel teorisini
sekillendirmektedir. “Asimetrik Olaylar” veya ‘“Kararsiz Kusurlar” da denen
kromozom bozukluklarinda, kromatidlerin kromozomal mikrotubuluslara tutunma

bolgeleri olan kinetokor ve sentromerleri olusmaz. Boyle kromozom parcalar
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“Asentrik Fragmanlar (AF)” olarak da bilinirler. Hiicre boliindiigtinde bunlarin
bazilar yeni olusan hiicre ¢ekirdeginin yapisina giremez ve ayrilarak sitoplazmada
kiigiik, ekstra ¢ekirdekleri yani MN’leri, tek baslarina veya diger yapilarla birlikte
sekillendirirler. Boyle MN’ler yeni hiicrelerin sadece birinin yada her ikisinin
sitoplazmasinda goriiliirler. Cekirdege dahil olmayan parcanin kokenine bagh olarak,
yeni olusan hiicrelerin sadece biri, yada her ikisi genetik kayiptan etkilenir. Bazi
olaylarda bu kusurlar, mitoz bdoliinmenin anafazinda ayrilma kusurlarina
(kopriilesmelere) ve aynm1 zamanda da parca kayiplarina onciiliik ederler. Bu olaylar
en sonunda, hiicre boliinmesinin durmasiyla Olciilebilen ve birkag bdoliinmenin
gerceklesmesinden sonra hiicre 6liimiiyle sonuglanir. Bu yiizden zamanla bir akut
radyasyon dozu veya cok kisa Omiirlii bir klastojene (kromozom kiriklarina yada
DNA replikasyonu sirasinda homolog kromatidlerde karsilikli par¢a degisimi veya
birlesmelerine yol acan etken) maruz kalma sonucu ortaya ¢ikan MN sekillenmesi en
sonunda durur ve yeni hiicrelerdeki MN frekans1 uygulama 6ncesi kontrol seviyesine

(muamele edilmeden 6nceki diizeye) doner (Savage 2000).

Bir hiicrede bulunan AF sayisiyla o hiicrede olusan MN sayis1 arasinda basit bir
baginti kurulmasini engelleyen ve kritik sayisal sonuglara ulasmay1 zorlagtiran pek
cok faktor bulunmakla birlikte; yapilan deneysel ¢alismalar, bir etkenin genotoksik
etkisinin hiicrelerdeki MN bulunma sikliginda (MN frekansi) sebep oldugu sayisal
artisla ortaya konulabilecegini gostermistir. Bu bulguya dayanilarak, interfaz
hiicrelerinde MN sayisinin saptanmasi suretiyle yapilan genotoksisite belirleme
yonteminin, daha zor ve zaman alict olan mitozun metafaz evresinde
kromozomlardaki yapisal ve sayisal sapmalarin analizi yOntemlerinin yerine
gecebilecegi ileri siiriilmiis ve bu amacgla MN belirleme testi gelistirilmistir.
Mutajenlerin genotoksik etkilerinin incelenmesinde ve ozellikle de sayisal cevaplar
gerektiginde MN analizi olduk¢a iyi sonuglar veren bir yontemdir ve oldukca
mantikli sonuclar elde edilebilir. Bununla birlikte, pek ¢ok analiz yonteminde oldugu
gibi bu analiz sisteminde de yeterli tecriibeye sahip olunmamasi durumunda pek ¢ok

zorlukla karsilasilabilir (Savage 2000).

MN sayimi, lenfosit ve fibroblast kiiltiirleri ile epitel hiicresi dokiintiilerinde de

yapilabilmektedir. Hatta doku kesitlerinde de MN sayimmi yapilan calismalardan
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bahsedilmektedir. Giiniimiizde @MN indeksi, genetik toksisite belirleme
(genotoksisite) calismalarinda standart sitogenetik testlerden biri haline gelmistir.
Standart MN testinde; etkisi incelenecek olan madde hiicre kiiltiiriine ilave edilir.
Takiben, mitojen (Ornegin; phytohemagglutinin, PHA) ilavesiyle mitoz boliinmeye
sevk edilen hiicreler, mitozun karyokinez asamasini tamamladiktan sonraki kritik bir
evrede sitokinezi (kardes hiicrelerin c¢ekirdeklerinin sekillenmesini takip eden
sitoplazma béliinmesi) durduran bir maddenin (Ornegin; Cytochalasin B, Cyt-B)
ilave edilmesinden sonra iki cekirdekli (dikaryotik) hiicreler olusturulur. Boyle
hiicrelerde yapilan incelemede olusan MN’ler daha kolayca taninabilirler.
Sitogenezis-Blok MN (Cytokinesis-Block Micronucleus, CBMN) testiyle kromozom
kiriklari, kromozom kayiplari, nondisjunction, nekroz, apoptozis ve sitostazis (kilcal
damar liimenlerinin akyuvarlarca tikanmasi) gibi bozukluklar da belirlenmektedir.
Ayrica bu yontemle mukoza epitel hiicreleri (agiz, burun, brons ve iirogenital
sistemin eksfolyatif hiicreleri gibi) de incelenebildiginden yontem, cesitli kimyasal
ve fiziksel ajanlarin sitogenetik etkilerinin belirlenmesi amaciyla eksfolyatif
sitolojide de yaygin bicimde uygulanan bir teknik haline gelmistir. Bununla birlikte
MN, epitelin yiizey kisminda bulunan hiicrelerde gozlenmezken bazal kisminda
bulunan hiicrelerde gozlenmektedir (Miiller ve Streffer 1994, Fenech 2000, Kirsch-
Volders ve Fenech 2001, Fenech ve ark. 2003, Giiven 2005). Kromozomlardaki
yapisal ve sayisal bozukluklarin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan, basit ve hizli bir
yontem olan MN testi, OECD (Organization for Economic Cooperation and
Development), ICH (International Conference on Hormonization), EU (European
Union) ve USEPA (U.S. Environmental Protection Agency) tarafindan bilimsel bir
yontem olarak kabul edilmistir (USEPA 1996b, Wolf ve ark. 2002, Wolf ve ark.
2003).

Periferal kan lenfositlerindeki (Peripheral Blood Lymphocytes, PBL)
kromozom  hasarlarmin  bir  gOstergesi olarak MN  indiiksiyonundan
yararlanilabilecegi ilk kez Countryman ve Heddle (1976) tarafindan ileri siiriilmiis ve
takiben de karyokinezin tamamlanmis oldugu hiicrelerde sitokinezin bloke
edilmesiyle olusan iki ¢ekirdekli hiicrelerde MN sayimi yontemi gelistirilmistir.
Testin bir pargasi olarak cesitli mesleki ve cevresel ortamlarda yada yasam stilinin

bir pargasi olarak genotoksik ajanlara maruz kalan insan populasyonlarindaki
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kromozom hasarinin varliginin ve derecesinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir

(Bonassi ve ark. 2001).

Orijinal MN testi teknigi in vitro kosullarda gerceklestirilir ve genotoksisite ile
sitotoksisite hakkinda onemli bilgiler saglar. Bu teknikte dikkate alinan kriterler;
kromozom kiriklari, kromozom kaybi, kromozomlarin i¢ yapilarinin yeniden
tertiplenmesi, gen amplifikasyonu, nekroz, apoptozis ve sitotoksisite veya hiicre
cogalmasidir. MN belirleme testi; Ozellikle kanser riskinin belirlenmesinde,
kromozom ve genom mutasyonlariin saptanmasi ile genotoksik ajanlarin
belirlenmesinde, gerek in vivo ve gerekse de in vitro olarak uygulanmaktadir. Sonug
olarak MN testi, mitozla boliinen hiicrelerde olusan genotoksik degisikliklerin ortaya
konmasinda giivenle uygulanabilen bir tekniktir. MN testi, yeni gelistirilen bir ¢ok
etken maddenin pazara sunulmadan Once zararli etkilerinin belirlenmesi amacina

yonelik olarak gecmesi gereken test grubundaki testlerden biridir (Fenech 2000).

MN testi, cevresel kirleticilerin mutajenik etkilerinin belirlenmesi alaninda
calisan laboratuarlar arasinda oldukc¢a popiilarite kazanmistir. MN testinin
kullaniminin yayginlagsmasinin iki sebebi vardir. Birincisi PBL. MN testi kromozom
kink ve kayiplari hakkinda daha az maliyetle giivenilir bilgi saglar, ikincisi
sitokinezisin bloke edilmesiyle uygulanan MN teknigi, hiicre boliinmesinin
genotoksik etkilerinin belirlenmesini zorlagtiran bazi sebepleri ortadan kaldirmistir

(Bonassi ve ark. 2001).

MN testinin duyarliligi iizerinde 6zellikle in vitro sitogenezisin bloke edilmesi
yontemiyle caligiliyorsa, Cyt-B konsantrasyonu ve kullanilan vasatlarin 6nemli
etkilerinin oldugu ileri siiriilmektedir. Testin uygulanmasinda dikkat edilmesi
gereken noktalardan birincisi incelenecek maddelerin konsantrasyonlar1 (en az ii¢
konsantrasyon), ikincisi ¢alismada kullanilan ¢oziicii veya tastyicimin kullanildigi
negatif kontroller ile mitomisin C (Mitomycin C, MMC) veya siklofosfamid
(Cyclophosphamide, CP) gibi pozitif kontrol gruplarinin mutlaka olusturulmasidir
(GPT 2006).

Degerlendirme/Analiz agamasinda; ¢ift tekrarli hiicre kiiltiirlerinde, 1000 adet

cift cekirdekli hiicrede bir, iki ve daha fazla MN’ler sayilir. Toksisitenin bir Ol¢iisii
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olmak {iizere, ek olarak hiicreler, tek c¢ekirdekli, ¢ift ¢ekirdekli ve ¢ok cekirdekli
olarak smniflanirlar. Sonucglarin yazilmasi asamasinda; bir madde konsantrasyona
bagh veya MN iceren hiicre sayilarinda tekrarlanabilir bir artisa yol agiyorsa sonug
pozitiftir. In vitro MN testinde pozitif sonu¢ veren madde, kromozom veya hiicre
boliinme aparatina hasar veriyor demektir. Eger kesin bir pozitif sonug¢ varsa
kesinlestirme, dogrulama geregi yoktur. Siipheli sonuglar deneysel kosullarin

diizeltilmesinden sonra yapilan ileri tetkiklerle kesinlestirilir (USEPA 1996b).

Testin bir diger modifikasyonu da in vivo memeli alyuvar MN testidir. Bu
amagla genc¢ farelerin kemik iligindeki polikromatik alyuvarlar kullanilir.
Intraperitonal veya oral yolla verilen maddenin etkisi polikromatik alyuvarlardaki
MN frekansiin tespiti ile belirlenir. Pozitif yanitin belirlenmesinde polikromatik
alyuvarlarda istatistiksel 6neme sahip doz-bagimlit MN frekansi artis1 dikkate alinir.
Diger bir kriter de en azindan bir madde i¢in hazirlanan farkl konsantrasyondaki test
soliisyonlarindan biri i¢in tekrarlanabilir istatistiksel oneme sahip pozitif yanitin
gozlenmesidir. Incelenen bir maddenin uygulanan farkli konsantrasyonlarinin
polikromatik alyuvarlarin MN frekansinda istatistiksel 6neme sahip olan bir doz-
bagimli artisa yol agcmamasi, s6z konusu test maddesinin nonmutajenik oldugunu
gosterir. Degerlendirmede hem biyolojik ve hem de istatistiksel sonuglarin her ikisi
birlikte dikkate alinmaktadir. Her 6rnekte pozitif ve negatif kontrol gruplariyla test
gruplart dahil;

-Polikromatik alyuvarlarin sayisi,

-MN’li polikromatik alyuvarlarin sayist,

-MN’li hiicrelerin yiizdesi,

-MN’li normokromatik alyuvarlarin sayisi,

-MN’li alyuvarlarin yiizdesi,

-Normokromatik/Polikromatik alyuvarlarmn orani belirlenmektedir (USEPA

1996b).

Son yillarda farelerin periferal kanindaki olgunlasmamig alyuvarlar iizerinde
yapilan MN testlerinin de kemik iligine yakin sonuglar verdigi gosterilmistir.
Periferal kanin kullanilabilmesi MN testini daha pratik ve faydali hale getirmistir.

Son zamanlarda siganlarin test i¢in tercih edilebilir oldugu tespit edildiginden, genel
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toksisite ve karsinojenite ¢alismalarinda siganlar daha fazla tercih edilmektedir (Sato

ve Tomita 2001).

MN testi kullanilarak yapilan cesitli arastirmalar mevcuttur. insan saghgiyla
ilgili olarak yapilan caligsmalarda elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde
laboratuarlar arasinda birliktelik saglanmasi icin farkli iilkelerden arastiricilarin
katillmiyla ortak bir proje (HUman MicroNucleus Project, HUMN Project)
gelistirilmistir ve siirdiirilmektedir (Bonassi ve ark., 2001). Lucero ve ark. (2000)
pestisitlere maruz kalan sera iscilerinin periferal kan lenfositlerindeki ve yanak epitel
hiicrelerindeki MN frekansinin kontrol grubundan Onemli fark gostermedigini
belirlemislerdir. Benzer bir diger calismada Pastor ve ark. (2001) pestisitlere maruz
kalan ciftcilerin periferal kan lenfositlerindeki ve yanak epitel hiicrelerindeki MN
frekansinin kontrol grubundan onemli fark gostermedigini bildirmislerdir. Elavarasi
ve ark. (2002) ise mobilya endiistrisinde calisan iscilerdeki lenfositlerde MN
frekansim tespit etmisler ve arastiricilar MN frekansindaki degisikliklerin genetik
hasarin tespitinde yararh bir kriter oldugunu ve odun tozunun genetik hasara yol

actigin1 vurgulamislardir.

Pestisitlerin genotoksik etkilerini gostermek amaciyla yapilmis cesitli MN
calismalar1 mevcuttur. Alachlor, atrazine, terbuthylazine, gluphosinate-ammonium,
isoproturon, pendimethaline ve trifluralin gibi herbisitlerin genotoksisitesini
belirlemek amaciyla fare kemik iligi MN testi gerceklestirilmis, atrazine ve trifluralin
yalmizca disi farelerde MN sayisini1 artirirken digerleri herhangi bir genotoksik etki

gostermemistir (Gebel ve ark. 1997).

Organik fosforlu insektisit phosphamidon ve organik klorlu insektisit dieldrin
letal ve subletal dozlarda fare kemik iligi MN testine tabi tutulmus ve her ikisinin de
doza baghh olarak MN’li polikromatik alyuvar sayisindaki artist indiikledigi
gozlenmistir. Ayrica bu calismada yapilan CREST boyama (antikinetekor
antibadileri kullanilarak) ile bu iki maddenin klastojen oldugu da belirlenmistir

(Cicchetti ve ark. 1999).

Neonikotinoid insektisit imidacloprid ve bocek biiyiime regiilatorii RH-5849,

yer solucam (Eisenia fetida) genotoksisite testi, bakla (Vicia faba) kok ucu MN testi
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ve fare kemik iligi MN testi ile genotoksisite acgisindan incelenmistir. Bu
insektisitlerin subletal dozlarda (2/3 LDsg) kemik iligi hiicrelerindeki MN frekansini

etkilemedigi belirlenmistir (Zang ve ark. 2000).

Triazine grubu herbisitlerden atrazine, simazine ve cyanazine ile yapilan fare
kemik iligi MN testinde, fareler o©liime sebep olan yiiksek dozlara maruz
birakildiginda bile bu ii¢ herbisit genotoksik etki gostermemistir (Kligerman ve ark.

2000).

Organik fosforlu insektisit trichlorfon, erken donem fare embriyolart tizerindeki
sitogenetik etkilerinin belirlenmesi i¢in disi gebe farelere intraperitonal olarak
enjekte edilmistir. Muamele edilen gruplardaki embriyolarda MN sayis1 ile
monosomik ve trisomik hiicre frekansinin kontrol grubuna kiyasla 6nemli diizeyde

artmis oldugu belirlenmistir (Tian ve ark. 2000).

Karbamat grubu bir insektisit olan carbosulfan genotoksik etkilerinin
belirlenmesi i¢in fare kemik iligi MN testine tabi tutulmus ve MN’li polikromatik

alyuvar frekansinda doza bagl olarak 6nemli artis gézlenmistir (Giri ve ark. 2002a).

Sentetik piretroid insektisit lambda-cyhalothrin’in genotoksik etkilerini
belirlemek i¢in sican kemik iligi MN testi uygulanmistir. Muamele edilen gruplarda
polikromatik alyuvar sayist onemli oranda azalirken MN’li alyuvar frekansi artmis
ve bu insektisitin klastojenik/genotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Celik ve

ark. 2003).

Baliklar su kirlenmesinin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde ¢ok kullanilan
bir materyal olup, MN testi baliklar i¢in de modifiye edilmistir. Bu amagla cesitli
gruplara dahil pestisitler, tekstil fabrikalar1 atik sular1 ile MMC ve CP gibi diger
bilesiklerin etkileri balik periferal kan 6rneklerinde veya solungag epitel hiicrelerinde
gerceklestirilen MN testleri ile arastirlmistir (Campana ve ark. 1999, Grisolia ve

Cordeino 2000, Grisolia 2002, Cavas ve Ergene-Goziikara 2003a ve 2003b).
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2.5. Alfa Naftil Asetat Esteraz (ANAE)

Alfa Naftil Asetat Esteraz (ANAE) lizozomal bir enzimdir (Knowles ve ark.
1978, Zicca ve ark. 1981). Pratikte pek ¢ok tiiriin gerek doku ve gerekse periferal kan
frotilerinde T-lenfosit, B-lenfosit ve monositlerin birbirlerinden ayirt edilmelerinde
bu enzimden yararlanilmaktadir (Mueller ve ark. 1975, Higgy ve ark. 1977, Knowles
ve Holck 1978, Pangalis ve ark. 1978, Ranki 1978, Knowles ve Halper 1980, Pruthi
ve ark. 1987, Ramos ve ark. 1992). ANAE, T-lenfosit olgunlasmasinin ileri
asamalarinda kazanilan bir enzimdir (Basso ve ark. 1980). Celik ve ark.’da (1992)
sigir fotiislerinde yaptiklarn bir calismada, fétiislerin periferal kanlarinda ANAE
pozitif lenfositlere gebeligin 60. giiniinde rastlamis, gebeligin ilerlemesi ile birlikte
pozitif lenfosit oranlarinin da arttigim tespit etmislerdir. Diger esteraz grubu enzimler
gibi ANAE enziminin de aktive olan T-lenfositlerin sitotoksik fonksiyonlar1 ile
makrofajlarin fagosite ettikleri materyalleri parcalamalarinda etkinlik gosterdigine
inanilmaktadir (Mueller ve ark. 1975). ANAE ozellikle basta insan olmak iizere (Li
ve ark. 1972, Celik ve ark. 1991), sigir (Yang ve ark. 1979, Kajikawa ve ark. 1983),
tavuk (Maiti ve ark. 1990), kopek (Wulff ve ark. 1981) ve farede (Mueller ve ark.

1975) T-lenfositlerin ayiriminda yararlanilan bir enzimdir.

ANAE pozitivitesi, lenfosit, monosit ve makrofajlarda farkli sekillerde
gozlenmektedir. Insan periferal kan lenfositlerinde iki farkli pozitivite tipi tespit
edilmistir (Higgy ve ark. 1977, Zicca ve ark. 1981, Celik ve ark. 1991). Bunlardan
birincisi, bir veya birka¢ adet kirmizi-kahverengi graniilden ibaret olan nokta
tipindeki pozitivite (Dot Like Positivity Pattern) T-lenfositlere ozgiidiir (Higgy ve
ark. 1977, Knowles ve Holck 1978, Knowles ve ark. 1978, Wulff ve ark. 1981, Zicca
ve ark. 1981, Kajikawa ve ark. 1983, Pruthi ve ark. 1987, Celik ve ark. 1991). Ikinci
tip pozitivite ise ince-graniiler boyanmadir (Fine Granuler Positivity Pattern). Bu tarz
boyanmanin “Null Cells” olarak adlandirilan hiicrelere 6zgii oldugu ifade
edilmektedir (Higgy ve ark. 1977). B-lenfositlerin ise ANAE negatif reaksiyon
verdigi bildirilmektedir (Mueller ve ark. 1975, Higgy ve ark. 1977, Pangalis ve ark.
1978, Ranki 1978, Pinkus ve ark. 1979, Celik ve ark. 1991). Monosit ve
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makrofajlarda ise sitoplazmada diffuz ve giiclii bir pozitivite gozlenmektedir (Higgy

ve ark. 1977, Pinkus ve ark. 1979, Kajikawa ve ark. 1983, Celik ve ark. 1991).

Farkh tiirlerin periferal kanlarindaki ANAE pozitif lenfosit oranlar1 oldukga
degisiklik gostermektedir. Insanlarda %69-75 (Ranki 1978, Celik ve ark. 1991),
kopeklerde %56-78 (Wulff ve ark. 1981), tavuklarda %35 (Pruthi ve ark. 1987) ve
sigirlarda ise %47.7 (Kajikawa ve ark. 1983) oraminda ANAE pozitif lenfosit

bulunmaktadir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kulucka Baslangicinda Yumurtaya Verilen Saf ve Ticari Fipronilin Tavuk
Embriyolarinda LDs) (Letal Doz %50) Tayini ile Embriyotoksik ve
Teratojenik Etkilerinin Belirlenmesi

Calismanin bu kismuinda Bahri Dagdas Tarimsal Arastirma Enstitiisi
Miidiirliigiinden temin edilen kahverengi yumurtaci (ATE-K) damizliklara ait, 59+2.5
g agirhigindaki 240 adet dolli kulugkalik yumurta kullanildi. Yumurtalar enjeksiyon
saatine kadar yaklagik 18°C’de en fazla 3 giin siireyle depolandi. Her yumurta
enjeksiyondan once tartild1 ve kapali bir kabinde 21 g potasyum permanganat+42 ml
formaldehit/m’ kangimiyla elde edilen buharla 15 dakika dezenfekte edildi.
Denemelerde kullanilan saf fipronil standardi (%97.7) Riedel-De Haen’den (RdH-
46451) ve ticari fipronil (500g/1) Basf-Tiirk firmasindan temin edildi.

Denemeler iki asamada gerceklestirildi. Birinci denemede, steril sartlar altinda
saf asetonda (Merck) cozdiiriilen saf fipronil stok soliisyonu kullanildi. Fipronilin
tavuk embriyolan {iizerindeki etkilerine ait literatiir bulunmadigi icin yumurtalara
enjekte edilen dozlar daha ©Once genis doz araliklariyla yapilan on denemelerde
belirlendi. On denemelerde yumurtaya enjekte edilen yiiksek dozlardaki (1000
mikrogram/yumurta (ug/yum) ve 500 pg/yum gibi) fipronil aktif maddesinin
yumurtalar agilirken hava kamarasinda i¢ zar iizerinde kristal seklinde cokelti
biraktigi ve albiimine ulagamadigi gozlendi. Dolayisiyla yiiksek dozlarin 20 pl’de
¢Oziinme sorunu olusturmasi sebebiyle bu denemede dort doz kullanilmigtir. Her bir
doz i¢in deney soliisyonlar1 (pH=5.5-6.5), stok soliisyonun yine asetonla geometrik
tarzda seyreltilmesiyle ve iyice karistirilmasiyla hazirlandi. Soliisyonlar enjeksiyon
saatine kadar steril ve renkli minivial siselerde 4°C’de saklandi. Birinci deneme icin

Tablo 1’de goriilen alt1 deney grubu olusturuldu.

Ikinci denemede steril bidistile suda ¢ozdiiriilmiis ticari fipronil soliisyonlar

kullanildi. On denemelerde yine yiiksek dozlarda (2000 pg/yum ve 1000 pg/yum
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gibi) 20 pl hacimde coziinme sorunlart gozlendigi icin dort doz kullanldi. Bu

deneme i¢in de Tablo 2’de goriilen alt1 deney grubu olusturuldu.

Kontrol grubu haricinde diger gruplardaki yumurtalarin kiit uglan
enjeksiyondan once %96’lik etanollii pamukla silindi ve 6zel yumurta delicisi ile
delindi. Enjeksiyonlarin ardindan delikler derhal sivi parafinle kapatildi. Tim
enjeksiyonlar steril sartlar altinda laminar flow kabinde, steril u¢lu mikropipetle
(Eppendorf), 20 mikrolitre/yumurta (ul/yum) hacminde, kulucka baslangicinda ve
yumurtalarin hava kamarasina gergeklestirildi. Takiben yumurtalar 37.5°C’de, %65
nispl neme sahip kulucka makinesinde (VGS) ilk 1 saat test soliisyonlarinin diffiize
olabilmesi i¢in dik konumda bekletildikten sonra, her 2 saatte bir kez 180° ¢evrilerek
inkiibe edildi. Kulucka islemine baglanmadan 6nce kulugka makinesi %96’lik etanol
ile dezenfekte edildi. Yumurtalarin dezenfeksiyon, enjeksiyon ve kulucka islemleri
S.U. Veteriner Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji ~Anabilim Dali Arastirma

Laboratuarinda gerceklestirildi.

Yumurtalar kulucka makinesine yerlestirilmelerinden 15 giin sonra tartilarak
kiit uglarindan agildi ve embriyolarin canliligr kalp atigi, ekstremite hareketleri ve
dokunuldugunda uzuv refleksi alinarak degerlendirildi. Takiben ekstraembriyonik
keselerinden ayrilan O6lii ve canli embriyolarin gelisme evreleri Hamburger ve
Hamilton (1951) skalasina (HH skalasi) gore belirlendi. Bununla birlikte yumurtalar
kulugkanin 15. giiniinde acildig icin ilk 3 giinde 6len embriyolarda meydana gelen
bozulmalardan dolayi, kesin bir evre tespiti yapilamadi ve bu dénemdeki oliimler
Erken Embriyonik Oliim (EEO) olarak belirtildi. Canli embriyolar hassas terazi ile
tartild1 ve tepe-kic mesafeleri (Crown-Rump Length, CRL) saat basli bir kumpasla
oOlciildii. Nisp? embriyo agirliklar asagidaki formiille hesaplandi;
Embriyo agirlig

Nispi embriyo agirligi = x100

Yumurtanin son agirlig

Malformasyonlar ve gelisme geriliklerinin tespiti i¢in %10’luk notr formalinde
4°C’de saklanan canli ve olii embriyolarda hemoraji, ddem, anormal gaga olusumu
(wry beak), kanat ve bacaklarin gelismemesi (micromelia), i¢ organlarin ters doniip

disarida olusu (everted viscera), tek géz anormalligi (unilateral microphthalmus veya
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unilateral anophthalmus), c¢ift goz anormalligi (bilateral microphthalmia veya
bilateral anophthalmia), boyun defektleri (wry neck), kalga defektleri (rumplessness),
beynin disarida gelisimi (exencephaly), tiiylenmede anormallik, parmaklarda
kivrilma ve biikiilmeler (curled toe) gibi c¢esitli malformasyonlarin bulunup
bulunmadigi ¢iplak géz ve stereo mikroskop yardimiyla incelenerek belirlendi. Genel
gelisme geriligi ise sadece canli embriyolarda dikkate alindi. Gerekli goriilen

embriyolar yakin cekim ile fotograflandi.

Denemelerde kontrol gruplarinda dogal oliimler goézlendigi icin LDsg
tayininde, her grup icin Abbott formiiliine gore diizeltilmis mortalite degerleri

kullanild1 (Siimbiiloglu ve Siimbiiloglu 1990);

Gergek oliim orani - Gegici oliim orani

Abbott formiilii = x100

100 - Gegici oliim orant

Saf ve fticari fipronilin LDsy degerleri, diizeltilmis mortalite degerlerinin
probit degerlere transforme edilerek regresyon analizi uygulanmasiyla tayin edildi
(Stimbiiloglu ve Stimbiiloglu 1990). Kontrol grubu ve diger gruplarin anormal
embriyo oranlar ve mortaliteleri arasindaki farklar t-testiyle (bagimsiz iki grup oran
testi) karsilastirildi (Fischer ve Van Belle 1993). Canli ve nispi embriyo agirliklar ile
embriyo CRL degerlerine, gruplar arasi farkin belirlenmesi i¢in Kruskal-Wallis testi
uygulandi. Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farklarin belirlenmesi i¢in bu

teste ait ikili karsilagtirmalar yapildi (Conover 1980).

3.2. Kuluckanin Farkhi Giinlerinde Letal ve Subletal Dozlarda Yumurtaya
Verilen Saf Fipronilin Embriyolar ve Cikan Civcivler Uzerindeki
Etkilerinin Belirlenmesi

Calismanin bu kisminda ticari bir isletmeden (Dost Damizlik-Afyon) temin
edilen beyaz yumurtaci (Bovans white) damizliklara ait, 65+£2.5 g agirhigindaki 468
adet dollii kulugkalik yumurta kullanildi. Yumurtalar enjeksiyon saatine kadar

yaklagik 18°C’de 2 giin siireyle depolandi. Her yumurta enjeksiyondan once tartildi
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ve bolim 3.1°de bahsedildigi sekilde dezenfekte edildi. Denemelerde kullanilan saf
fipronil standardi (%97.7) Riedel-de Haen’den (RdH-46451) temin edildi.

Denemeler iki asamada gergeklestirildi. Birinci asamada saf fipronil LDsy (161
pg/yum) ve subletal dozlarda (80.50 pg/yum ve 40.25 pg/yum) kulugka
baslangicinda yumurtalarin hava kamarasina enjekte edildi. Steril sartlar altinda saf
asetonda (Merck) c¢ozdiriilerek ve iyice karstirilarak hazirlanan stok fipronil
solisyonundan yine asetonla geometrik seyreltme yontemiyle ¢alisma soliisyonlari
(pH=5.5-6.5) hazirland1 ve soliisyonlar enjeksiyon saatine kadar steril ve renkli
minivial siselerde 4°C’de saklandi. Ayrica pozitif kontrol amaciyla bir grup
yumurtaya da embriyotoksik etkisi Onceden bilinen 40 ng/yumurta (ng/yum)
Aflatoksin B; (AFB)) enjekte edildi. Kristal haldeki saf AFB; standardi (Makor
Chemical Co., Israel) benzen icinde ¢ozdiiriilmek suretiyle stok soliisyon hazirlandi.
Bu soliisyon denemede kullanilacak AFB; dozunu ihtiva edecek hacimde steril viale
aktarilarak, karanlikta bekletildi ve benzenin tamamen u¢gmasi saglandi. AFB, iceren
viale Onceden belirlenen miktarda saf etanol ilave edilerek AFB; tamamen eritildi.
Takiben etanol konsantrasyonunu %30’a (v/v) diisiirmek amaciyla soliisyona steril
bidistile su ilavesi yapilarak istenen dozda AFB,; iceren soliisyon hazirlandi.
Soliisyonun istenen dozda AFB,; igerip icermedigi ince tabaka kromotografisi ve
floresans spektrofotometre yontemleriyle kontrol edildi. Bu soliisyon da enjeksiyon

saatine kadar 4°C’de saklandi. Bu deneme i¢in Tablo 3’deki gruplar olusturuldu.

Bu deneme i¢in enjeksiyon ve kulugka iglemleri boliim 3.1°de bahsedildigi gibi

gerceklestirildi.

Kuluckanin 7. ve 14. giinlerinde her gruptan 12’ser adet yumurta tartilarak kiit
uclarindan acildi ve embriyolarin canliligl, gelisme evreleri, canli ve nispi embriyo
agirliklar ile CRL degerleri boliim 3.1°de bahsedilen sekilde belirlendi. Bununla
birlikte yumurtalar kuluckanin 7. ve 14. giinlerinde acildig1 i¢in ilk {i¢ giinde Olen
embriyolarda meydana gelen bozulmalardan dolay1, kesin bir evre tespiti yapilamadi
ve bu donemdeki 6liimler Erken Embriyonik Oliim (EEO) olarak belirtildi. Ayrica 14

giinliik embriyolarin karaciger agirliklar1 da belirlendi.
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Malformasyonlar ve gelisme geriliklerinin tespiti i¢in %10’luk notr formalinde
4°C’de saklanan canli ve Olii embriyolarda bolim 3.1°de bahsedilen cesitli
malformasyon varhigi ciplak goz ve stereo mikroskop yardimiyla incelenerek
belirlendi. Genel gelisme geriligi ise sadece canli embriyolarda dikkate alindi.
Gerekli goriilen embriyolar yakin c¢ekim ile fotograflandi. Her gruptan 2-3 adet
makroskobik anormallik gostermeyen embriyo muhtemel iskelet gelisme
geriliklerinin belirlenmesi i¢in Alizarin Red-S ile boyandi (Stevens 1990). Tespit
isleminden sonra embriyolar 2 giin siireyle %1’lik KOH icerisinde bekletildikten
sonra, %0.01-0.001°lik Alizarin Red-S (%1’lik KOH icinde taze olarak hazirlanmis)
ile kontrollii bir sekilde boyand1 ve gerekli goriilenlerin fotograflar cekildi. 7 giinliik
embriyolar total olarak, 14 giinliik embriyolar ya total olarak yada sadece iiyeleri

boyamaya alindi.

Bu denemede her gruptan 12’°ser yumurta ¢ikis elde etmek amaciyla kuluckanin
18. giinti kulugka makinesinin ¢ikis boliimiine transfer edildi. Kulugka sonunda elde
edilen civcivler 10 giin siireyle optimal kosullarda civciv yemi ve ¢esme suyu ile
beslenerek gozlendi. Gerekli goriilenlerin fotograflar ¢ekildi. Gruplarn civciv ¢ikis
ve anormal civciv oranlari, civeiv ¢ikis ve 10 giinliik civeiv agirliklar ile 10 giinliik
civciv karaciger agirliklart kaydedildi. Civciv ¢ikmayan yumurtalar kirilarak oli

embriyolarin HH skalasina gore gelisme evreleri belirlendi.

10 giinliik civcivlerden, her grup icin altisar bireyden usuliine uygun olarak
vacutainer tiiplere yeterli miktarda kan ornekleri alindi. Alinan kan orneklerinin bir
kismu ile frotiler hazirlanarak havada kurutuldu. Kan 6rneklerinin diger kismi alyuvar
ve akyuvar saymminda kullanildi. Alyuvar ve akyuvar sayilar1 alyuvar sulandirma
pipeti yardimiyla Natt ve Herrick soliisyonu ile 100 kat sulandirilmasindan sonra
Thoma lami kullanilarak 11k mikroskobunda belirlendi. Natt ve Herrick soliisyonu
3.88 g NaCl, 2.50 g Na,SO4, 2.91 g Na,HPO,4.12H,0, 0.25 g KH,PO4, 7.50 ml
formaldehit, 0.10 g Metil violet 2B ve 1000 ml saf su ile hazirland1 ve siiziildiikten
sonra kullanild1 (Campbell 1995).

Her bir birey i¢in havada kurutulan frotilerden bir kism1 metil alkolde (Merck)

5 dakika tespit edilerek lenfosit oranlarinin belirlenmesi i¢in kullanildi. Bu frotiler
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rutin May-Griinwald Giemsa boyama yontemiyle (Konuk 1981) boyanarak, etanol
serisinde dehidrasyon ve ksilolde seffaflagtirma basamaklarindan sonra entellan
(Merck) ile kapatildi. Bu preparatlardaki lenfosit oranlar1 (%) 151k mikroskobunda
immersiyon objektif yardimiyla her birey icin 200 akyuvar degerlendirilerek
belirlendi. Akyuvar tiplerinin belirlenmesinde Rosskopf ve Woerpel (1996) referans
kabul edildi.

Havada kurutulan diger frotiler, Alfa Naftil Asetat Esteraz (ANAE) enziminin
demonstrasyonu icin -10°C’deki glutaraldehit-aseton tespit soliisyonunda (pH=4.8) 3
dakika tespit edildi (Maiti ve ark. 1990) ve distile su ile iic kez yikanarak oda
sicakliginda kurutuldu. ANAE demonstrasyonu i¢in inkiibasyon islemi su sira ile
gerceklestirildi. pH=5 olan tamponlu fosfat soliisyonunun 80 ml’sine 0.8 ml aseton
icerisinde eritilen 20 mg substrat (alpha-naphthyl acetate-Sigma-N-8505) yavas
yavas damlatildi. Ardindan 2.4 ml %4’liikk sodyum nitrit (Merck-1.06544) soliisyonu
ile 2.4 ml pararozanilin (Sigma-P-3750) (1 g pararozanilin, 20 ml distile su, 5 ml
konsantre HCI) soliisyonunun 2 dakika siireyle bekletilmesiyle elde edilen 4.8 ml
hekzazotize edilmis pararozanilin karigimi, substrat iceren tamponlu fosfat
solisyonuna eklendi. Hazirlanan soliisyonun pH’s1, 1 N NaOH soliisyonu ile 5.8’e
ayarlandiktan sonra siiziildii. Bu inkiibasyon soliisyonu igerisinde frotiler 37°C’de en
az 2 saat siireyle kontrolli bir sekilde bekletildi. Kirmizi-kahverengi graniillerin
sekillenmesinin ardindan inkiibasyon islemi sona erdirildi ve ii¢ kez distile su ile
yikanan preparatlara kontrollii bir sekilde %1°lik methyl-green ile ¢ekirdek boyasi
uygulandi (Sur 2001). Preparatlar etanol serisinde dehidrasyon ve ksilolde
seffaflagtirma basamaklarindan sonra entellan (Merck) ile kapatildi. Isik mikroskobik
incelemelerde immersiyon objektifi ile lenfositlerde 1-5 arasinda degisen sayilarda
kiremit kirmizisi-kahverengi graniile sahip olan lenfositler ANAE pozitif (ANAE(+))
olarak kabul edilirken, reaksiyon gostermeyenler ANAE negatif (ANAE(-)) olarak

degerlendirildi. Her birey icin ortalama 200 adet lenfosit degerlendirildi.

Denemenin ikinci asamasinda saf asetonda ¢ozdiiriilmiis saf fipronil, aym
dozlarda (161 pg/yum, 80.50pug/yum ve 40.25 pg/yum) yumurtalarin hava
kamarasina, bununla birlikte kuluckanin 8. giiniinde enjekte edildi. Enjeksiyonlar 8

giinliik embriyolarin 40 pl’lik enjeksiyon hacmini tolere edebilecegi diisiiniilerek bu
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hacimde gerceklestirildi. Ancak ¢o6ziicii olarak kullamilan asetonun 40 pl/yum
hacminde korioallantoik membran iizerinde yaratabilecegi irritan etkinin azaltilmasi
icin, fipronil soliisyonlarina (pH=5.5-6.5) enjeksiyondan Once steril bidistile su
ilavesiyle aseton konsantrasyonu %70’e (v/v) diistiriildii. Pozitif kontrol grubu igin
daha 6nce bahsedilen sekilde hazirlanmis ancak daha yiiksek dozda 80 ng/yum AFB,
dozu kullanildi. Ayrica HET-MN (Mikronukleus Indiiksiyonu icin Tavuk Yumurtast
Testi, Hen’s Egg Test for Micronucleus Induction) i¢in pozitif kontrol amaciyla ii¢
gruba siklofosfamid (Cyclophosphamide, CP) enjekte edildi. Steril bidistile suda
¢ozdiiriilmiis CP (Fluka-29875) 50 pg/yum, 250 pg/yum ve 500 pg/yum olmak iizere
ic farkli dozda hazirlandi. Bu denemedeki yumurtalar enjeksiyondan yaklasik 18
saat once, hava kamaralarinin yerlesmesi icin ¢evirme durdurularak kiit ucu yukan
gelecek sekilde dik konuma getirildi. Daha ©Once bahsedilen yontemle hizlica
enjeksiyonu gerceklestirilen yumurtalar kulugka makinesine tekrar yerlestirildi. Bu

deneme i¢in Tablo 4’de goriilen gruplar olusturuldu.

CP gruplarinda kulugkanin 11. giiniinde, diger gruplarda 11. ve 18. giinlerinde
her gruptan 12’ser adet yumurta acild1 ve daha 6nce belirtilen yontemlerle gruplarin
mortaliteleri, anormal embriyo oranlari, malformasyon tipleri, embriyo evreleri, canli
ve nispi embriyo agirliklari, CRL degerleri ve karaciger agirliklar1 belirlendi. Ayrica
her gruptan 2-3 adet makroskobik anormallik géstermeyen embriyo muhtemel iskelet
gelisme geriliklerinin belirlenmesi icin Alizarin Red-S ile boyandi. 11 giinliik

embriyolar total olarak, 18 giinliik embriyolarin ise sadece iiyeleri boyamaya alindi.

11. giinde ac¢ilan yumurtalardaki canli embriyo ihtiva edenlerin korioallantoik
membranlarinin periferal dolasim sistemine ait biiyilk damarlarindan HET-MN testi
icin kan Ornekleri alinarak frotileri hazirlandi, havada kurutuldu ve 5 dakika metil
alkolde (Merck) tespit edildi. Bu frotiler modifiye May-Griinwald Giemsa
yontemiyle (Wolf ve Luepke 1997, Wolf ve ark. 2002, Wolf ve ark. 2003) boyand.
Preparatlar once 3 dakika siiziilmiis May-Griinwald (Merck) ile boyandi. Daha sonra
preparat iizerine boya ile esit hacimde 0.1 M disodyumsitrat/NaOH tamponu
(pH=5.2) ilave edildi. Metalik bir parlaklik olusuncaya kadar ancak 5 dakikayi
asmadan boya soliisyonu dokiildii ve preparatlar distile su ile yikandi. Daha sonra

preparatlar 0.1 M disodyumsitrat/NaOH tamponu (pH=5.2) icinde hazirlanmis ve
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siiziilmiits %30’luk Giemsa (Merck) ile 20 dakika boyandi ve distile su ile tekrar
yikandi. Hizli bir sekilde saf etanolden gecirilen preparatlar ksilolde seffaflastirilarak
entellan (Merck) ile kapatildi. Bu preparatlarda 1s1k mikroskobunda immersiyon
objektifi ile her bireyin periferal kan alyuvarlarindaki anormal ¢ekirdek ve MN
oranlar1  belirlendi. Cekirdek anormalligi (Nuclear = Abnormality, NA)
degerlendirilirken c¢ift (binuclei), loblu (lobed nuclei), tomurcuklu (blebbed nuclei),
centikli (notched nuclei) ve cok sayida (multinuclei) ¢ekirdek gibi anormallikler
dikkate alindi. MN kriterleri icin ise Wolf ve Luepke (1997) ve Wolf ve ark. (2002)
referans kabul edildi. Buna gore 6zetle; cekirdege benzer, ii¢ boyutlu, ¢cekirdekle ayni
boyanma 6zelligine sahip, ¢ekirdek boyutunun iigte ikisini gegmeyen, sinirlar1 belli
ve yuvarlak-oval sekilli yapilar MN olarak kabul edildi. Ayrica her bireyin alyuvar
mitotik figiir (mitoz boliinmenin profaz, metafaz, anafaz ve telofaz sathalar1) oram da
belirlendi. Her bireyden 5000 alyuvar degerlendirildi. MN’ler sayilirken HET-MN
testinde Wolf ve ark. (2002) ve Wolf ve ark. (2003) tarafindan E II olarak
gruplandirilmig alyuvar hiicreleri dikkate alindi. NA’lar sayilirken E II hiicreleri yani
sira primitif normokromatik alyuvarlardakilerde dikkate alindi. Wolf ve ark. (2002)
ve Wolf ve ark. (2003) embriyonik donemdeki periferal alyuvarlar iki hiicre hattina
ayirmiglardir. E I olarak adlandirdiklar1 gruba primitif alyuvarlart (primary/primitive
erythrocytes), E II olarak adlandirdiklar1 gruba sekonder alyuvarlarn
(secondary/definite erythrocytes) dahil etmislerdir. E II (sekonder alyuvarlar)
eritroblastlari, proeritroblastlari, erken-, orta- ve gec-polikromatik alyuvarlari ve
olgun normokromatik alyuvarlar1 ihtiva etmektedir. E 1 hiicreleri daha biiyiik
boyutlari, diisiik ¢cekirdek-sitoplazma oranlar1 ve yuvarlak yapilar ile karakteristiktir.
E II hiicreleri ise biiyiik, yuvarlak, bazofilik ve biiyiik ¢ekirdekli proeritroblastlardan
baslayip, oval sekilli, normokromatik, kiiciik ve yogun cekirdekli olgun hiicrelere
kadar olan eritroid seri hiicrelerini kapsamaktadir (Wolf ve Luepke 1997 ve Wolf ve
ark. 2002). Embriyonik donemdeki hiicre tiplerinin siniflandirilmasinda ayrica Bruns
ve Ingram (1973) ve renkli literatiir olarak Lucas ve Jamroz (1961) referans kabul

edildi.

Bu denemede de her gruptan 12’ser yumurta ¢ikisa birakildi ve daha once
bahsedildigi gibi civcivler ile ilgili veriler kaydedildi. Civciv ¢ikmayan yumurtalar

da kirilarak 6lii embriyolarin HH skalasina gore gelisme evreleri belirlendi. Elde
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edilen civcivlerden 10. giinde alinan kan 6rnekleri kullanilarak daha 6nce bahsedilen
yontemlerle gruplarin alyuvar ve akyuvar sayilan ile lenfosit ve ANAE(+) lenfosit

oranlar1 belirlendi.

Histolojik preparatlardaki gerekli goriilen bolgelerin fotograflari, S.U.
Veteriner Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalindaki dijital fotograf
makineli (Nikon DS Camera Control Unit DS-L1 with DS Camera Head DS-5M)
151k mikroskobu (Nikon Eclipse, E-400) ile kaydedildi.

Kontrol grubu ve diger gruplarin anormal embriyo ve civciv oranlari,
mortaliteleri ile civciv ¢ikis oranlar1 arasindaki farklar t-testiyle (bagimsiz iki grup
oran testi) karsilastirildi. Farkli enjeksiyon saatlerine gore gruplarin birbirleriyle
karsilastirilmasinda da aym test uygulandi (Fischer ve Van Belle 1993). Canli ve
nispi embriyo agirliklari, embriyo CRL degerleri, karaciger agirliklart ve civciv
agirliklarina, gruplar arasi farkin belirlenmesi icin Kruskal-Wallis testi uygulandi.
Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farklarin belirlenmesi i¢in bu teste ait ikili

karsilastirmalar yapildi (Conover 1980).

Alyuvarlardaki MN ve c¢ekirdek anormalliklerine ait oranlar ile civciv 10. giin
kan sayimina ait hiicre sayilar1 ve oranlarina gruplar arasi farkin belirlenmesi icin tek
yonlii  varyans  analizi  (ANOVA) uygulandi.  Gruplarin  birbirleriyle
karsilastirilmasinda varyanslarin homojen oldugu durumlarda Tukey HSD testi ve
varyanslarin homojen olmadigi durumlarda Tamhane T2 testi sonuglar1 kullanildi.
Yiizde oran tiiriindeki hiicre verileri istatistiksel analizler uygulanmadan 6nce Aci
(Arc Sinus) degerlerine transforme edildi. Verilerin tablolagtirilmasinda ise
transformasyon oncesi gercek degerler kullanildi. Istatistiksel testler uygulanirken

SPSS (9.0.0 versiyonu) paket programindan faydalanildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. Kulucka Baslangicinda Yumurtaya Verilen Saf ve Ticari Fipronilin Tavuk
Embriyolarinda LDsy (Letal Doz %50) Degerleri ile Embriyotoksik ve
Teratojenik Etkileri

Saf fipronil kullanilarak gerceklestirilen birinci denemede hicbir islem
uygulanmayan kontrol grubu yumurtalarinda kuluckanin 15. giiniinde olusan agirlhik
kayb1 oram1 %11.00, ticari fipronil kullanilarak gerceklestirilen ikinci denemede
%10.20 olarak gerceklesmistir. Kahverengi damizliklara ait yumurtalarin kullanildig:

bu denemelerde total infertilite ise %5.83 olarak hesaplanmistir.

Birinci ve ikinci denemeye ait gruplarin infertil ve fertil yumurta sayilari,
anormal ve olii embriyo sayilar ile infertilite hari¢ anormal embriyo oranlar1 ve
mortalite degerleri Tablo 5 ve 6’da verilmistir. Hem kontrol gruplarindaki (Sekil 3a
ve Sekil 4a) hem de deney gruplarindaki canli ve anormallik gostermeyen
embriyolarin gelisimi kuluckanin 15. giiniinde HH skalasina uygun olarak 41. evrede
gerceklesmistir. Saf fipronil kullanilarak gerceklestirilen birinci denemeye ait hicbir
islem uygulanmayan kontrol ve ¢oziicli grubu olan negatif kontrol (%100’liik aseton)
gruplarindaki embriyolarda herhangi bir anormallik gozlenmezken, fipronil
gruplarinda parmaklar ve boyunda carpiklik, i¢c organlan disa doniik yapisik cift
viicut, 6dem, tek kanat gelismemesi, tek ve cift goz anormalligi gibi malformasyon
tipleri gozlenmistir (Sekil 3b-h). Ticari fipronil kullanilarak gerceklestirilen ikinci
denemeye ait kontrol grubunda herhangi bir anormallik godzlenmezken, negatif
kontrol (bidistile su) ve fipronil gruplarinda genel gelisme geriligi, fokal ve yaygin
hemoraji ve 6dem gibi malformasyon tipleri gézlenmistir (Sekil 4b-d). Bununla
birlikte Tablo 5 ve 6’da goriildiigii gibi negatif kontrol, saf ve ticari fipronil
gruplarinda goriilen anormalliklerin sikli§i kontrol grubundan istatistiksel olarak
onemli diizeyde fark gostermemektedir (p>0.05). Negatif kontrol, 31.25 ug/yum saf
fipronil ve 50 pg/yum ticari fipronil gruplarmmin mortaliteleri kontrol gruplarinin
mortalitelerinden fark gostermezken, 62.50 pug/yum, 125 pg/yum, 250 pg/yum saf
fipronil ve 125 pg/yum, 250 pg/yum, 500 pg/yum ticari fipronil gruplarinin
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mortaliteleri kontrol gruplarindan 6nemli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05,

Tablo 5 ve 6).

Sekil 5’de goriilecegi gibi saf fipronilin tavuk embriyolarinin mortalitesi
tizerindeki etkisi lineer bir doz-cevap iliskisine sahipken, ticari fipronil nonlineer bir
doz-cevap iliskisine sahiptir. Artan doza bagl olarak mortalite artmaktadir, bununla
birlikte sunulan bu calismada kullamilan dozlarda %100’e ulasan bir mortalite
gozlenememistir. LDsp tayininde, kontrol grubunda dogal oliimler gozlendigi igin
Tablo 5 ve 6’da goriilen Abbott formiiliine gore diizeltilmis mortalite degerleri
kullanilmistir. Regresyon analizi sonuglarina gore kulucka baslangicinda hava
kamaras1 yontemiyle enjekte edilen saf fipronilin tavuk embriyolar i¢in LDsy degeri
161 pg/yum (Sekil 6), ticari fipronilin tavuk embriyolar1 icin LDsy degeri ise 383
pg/yum (Sekil 7) olarak belirlenmistir.

Birinci denemeye ait 6lii embriyolarin HH skalasina gore gelisme evreleri
dagilimi Tablo 7°de, ikinci denemeye ait olanlar Tablo 8’de gosterilmistir. Saf
fipronille gergeklestirilen birinci denemede tiim dozlarda ve negatif kontrol grubunda
Olumlerin 6zellikle erken embriyonik donemde, HH skalasina gore ilk 20 evrede
diger bir deyisle kuluckanin ilk ii¢ giiniinde gergeklestigi dikkat cekmektedir (Tablo
7). Ticari fipronille gerceklestirilen ikinci denemede ise Sliimler en yiiksek dozda
yine erken donemde yogunlasirken, diisiikk dozlarda daha ge¢ evrelere yayilmistir

(Tablo 8).

Birinci denemeye ait gruplardaki embriyolarin ortalama canli ve nispi embriyo
agirliklant ile CRL degerleri Tablo 9’da, ikinci denemeye ait sonuclar Tablo 10’da
verilmistir. Her iki denemede de negatif kontrol, saf ve ticari fipronil gruplarinda
embriyolarin canli ve nispi embriyo agirliklart ile CRL degerlerinde kontrol grubuna
kiyasla bir azalma s6z konusudur. Bununla birlikte negatif kontrol gruplan ile
kontrol gruplar arasindaki farklarin istatistiksel olarak onemsiz oldugu, saf ve ticari
fipronil gruplarinin ise tiim dozlarda kontrol grubundan ©nemli diizeyde fark

gosterdigi saptanmistir (p<0.001, Tablo 9 ve 10).
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4.2. Kuluckanmin Farkh Giinlerinde Yumurtaya Verilen Saf Fipronilin Tavuk
Embriyolar1 ve Kulucka Sonu Elde Edilen Erken Donem Civcivleri
Uzerindeki Etkileri

4.2.1. Kulucka Baslangicinda Letal (LDsy-161 pg/yum) ve Subletal Dozlarda
(80.50 png/yum ve 40.25 ng/yum) Yumurtaya Verilen Saf Fipronilin Tavuk
Embriyolar1 ve Kulucka Sonu Elde Edilen Erken Doénem Civcivleri
Uzerindeki Etkileri

Beyaz yumurtaci damizliklara ait yumurtalarin kullanildigr caligmanin bu
kisminda, hicbir islem uygulanmayan kontrol grubu yumurtalarindaki kulugkanin 7.
giiniinde gerceklesen agirlik kaybi oram1 %3.52, 14. giiniinde gerceklesen agirlik

kayb1 oram1 %7.40 olarak, total infertilite ise %2.78 olarak hesaplanmustir.

Bu denemeye ait gruplarin kulugkanin 7. giiniinde agilan yumurta sayisi, infertil
ve fertil yumurta sayilari, anormal ve 6lii embriyo sayilari ile infertilite hari¢ anormal
embriyo oranlari ve mortalite degerleri Tablo 11°de verilmistir. Hem kontrol
grubundaki (Sekil 8a) hem de deney gruplarindaki canli ve anormallik gdstermeyen
embriyolarin gelisimi kuluckanin 7. giiniinde HH skalasina uygun olarak 31. evrede
gerceklegmistir. Kuluckanin bu giiniinde higbir islem uygulanmayan kontrol ve
¢Oziicli grubu olan negatif kontrol (%100’liik aseton) gruplarindaki embriyolarda
herhangi bir anormallik gbzlenmezken, pozitif kontrol (40 ng/yum AFB;) ve fipronil
gruplarinda genel gelisme geriligi, tek ve cift goz anormalligi ve hemoraji gibi
malformasyon tipleri gozlenmistir (Sekil 8a-c). Bununla birlikte Tablo 11°de
goriilebilecegi gibi anormal embriyo oram1 bakimindan kontrol grubu ile diger
gruplar arasinda onemli fark tespit edilmemistir (p>0.05). Mortalite ise sadece pozitif
kontrol grubunda kontrol grubundan 6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05,
Tablo 11). Kulugkanin 7. giiniinde gruplardaki embriyolarin ortalama canli ve nispi
embriyo agirhiklart ile CRL degerleri Tablo 12°de verilmistir. Tablo 12’de
goriilebilecegi gibi canli ve nispi embriyo agirliklar1 bakimindan kontrol grubu ile
negatif kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak onemli degilken, pozitif
kontrol ve fipronil gruplart kontrol grubundan 6nemli diizeyde azalma gostermistir
(»<0.001). CRL degerleri bakimindan ise sadece 80.50 pg/yum fipronil grubu

kontrol grubundan Onemli diizeyde azalma gostermistir (p<0.05, Tablo 12).
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Kuluckanin 7. giiniinde Alizarin Red-S ile hem kontrol hem de diger gruplara ait
embriyolarda boyanma elde edilememis dolayisiyla kemiklesme daha baslamadigi

icin herhangi bir degerlendirme yapilamamaistir.

Bu denemeye ait gruplarin kulugkanin 14. giiniinde agilan yumurta sayisi,
infertil ve fertil yumurta sayilari, anormal ve 6lii embriyo sayilar ile infertilite haric¢
anormal embriyo oranlar1 ve mortalite degerleri Tablo 13’de verilmistir. Hem kontrol
grubundaki (Sekil 9) hem de deney gruplarindaki canli ve anormallik gostermeyen
embriyolarin gelisimi kuluckanin 14. giiniinde HH skalasina uygun olarak 40. evrede
gerceklesmistir. Kuluckanin bu giiniinde kontrol, negatif kontrol, pozitif kontrol ve
80.50 pg/yum fipronil gruplarindaki embriyolarda herhangi bir anormallik
gozlenmezken, 161 pg/yum ve 40.25 pg/yum fipronil gruplarinda genel gelisme
geriligi, ¢apraz gaga, tek goz anormalligi ve hemoraji gibi malformasyon tipleri
gozlenmistir. Genel gelisme geriligi gosteren bir embriyo Sekil 9’da goriilebilir.
Bununla birlikte Tablo 13’de goriilebilecegi gibi anormal embriyo oran1 bakimindan
kontrol grubu ile diger gruplar arasinda yine Onemli fark tespit edilmemisgtir
(p>0.05). Mortalite ise sadece pozitif kontrol ve 161 pg/yum fipronil gruplarinda
kontrol grubundan o©nemli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05, Tablo 13).
Kuluckanin 14. giiniinde gruplardaki embriyolarin ortalama canli ve nispl embriyo
agirliklari, CRL degerleri ile karaciger agirliklarn Tablo 14’de verilmistir. Tablo
14°de goriilebilecegi gibi canli ve nispl embriyo agirliklart bakimindan kontrol grubu
ile negatif ve pozitif kontrol grubu istatistiksel olarak onemli fark gostermezken,
fipronil gruplart kontrol grubundan onemli diizeyde azalma gostermistir (p<0.05).
CRL degerleri bakimindan gruplar arasindaki fark onemli bulunmamistir (p>0.05).
Karaciger agirligi bakimindan ise kontrol grubu ile negatif kontrol grubu arasinda
onemli fark bulunmazken, pozitif kontrol ve fipronil gruplari kontrol grubundan
onemli diizeyde azalma gostermislerdir (p<0.05, Tablo 14). Alizarin Red-S ile
yapilan iskelet boyamalarinda fipronil gruplarindan bazi embriyo Orneklerinde
kontrol ve negatif kontrol grubu ile makroskobik olarak kiyaslandiginda kemik
gelisimlerinde gecikmeler gozlenmistir (Sekil 10). Kemik gelisimindeki bu
gecikmeler 6zellikle tiyelerde daha iyi goriilmektedir (Sekil 11a ve b).
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Kulucka baslangicinda enjeksiyon yapilan bu denemede c¢ikisa birakilan
yumurtalardan elde edilen civciv ve anormal civciv sayilari, anormal ve 6lii embriyo
sayilar1 ile bunlara ait oranlar Tablo 15°de verilmistir. Tablo 15’de goriilebilecegi
gibi kontrol grubunda %100 gibi yiiksek bir oranda cikis elde edilmistir. Kontrol
grubu ve negatif kontrol grubu arasinda civciv ¢ikis oram1 bakimindan fark yokken,
pozitif kontrol ve fipronil gruplarinin civciv ¢ikis oran1 kontrol grubundan 6nemli
oranda diisiiktiir (p<0.05). Diger bir deyisle AFB; ve tiim dozlarda fipronil
yumurtadan ¢ikis oranini azaltmistir. Cikista elde edilen civcivler birkag giin siireyle
takip edilmis, pozitif kontrol, 161 ug/yum ve 40.25 pg/yum fipronil gruplarinda
parmaklar carpik ve ayakta duramayan civcivler gdzlenmistir (Sekil 12a-d). Bununla
birlikte anormal civciv oran1 bakimindan kontrol grubu ile diger gruplar arasinda
onemli fark belirlenmemistir (p>0.05). Bu gruplarda ¢ikis olmayan yumurtalarda
anormal embriyo belirlenmedigi i¢in istatistik uygulama yapilmamis, mortalite ise
negatif kontrol grubu diginda, hem pozitif kontrol hem de fipronil gruplarinda
kontrol grubundan 6nemli diizeyde yiiksek ¢cikmistir (p<0.05, Tablo 15). Cikista elde
edilen civcivlerin ¢ikis ve 10. giin agirliklan ile 10. giin karaciger agirliklar1 Tablo
16’da verilmistir. Civciv ¢ikis agirligi bakimindan kontrol grubu ile negatif kontrol
grubu arasinda fark gozlenmezken, pozitif kontrol ve fipronil gruplari kontrol
grubundan 6nemli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0.001). Civciv 10. giin agirlhig
bakimindan kontrol grubu ile negatif kontrol ve 40.25 pg/yum fipronil grubu
arasinda fark belirlenmezken, pozitif kontrol, 161 pg/yum ve 80.50 pg/yum fipronil
gruplarinin 6nemli diizeyde diisiik oldugu goézlenmistir (p<0.05). Civciv karaciger
agirlhig bakimindan ise sadece pozitif kontrol grubu kontrol grubundan Onemli
diizeyde azalma gostermis (p<0.05), diger gruplar ile kontrol grubu arasinda fark
belirlenmemistir (Tablo 16). Cikista elde edilen civcivlerden negatif kontrol grubuna

ait bir civciv 10. giine ulagsamadan dogal sebeplerden 6lmiistiir.

Kulucka baslangicinda enjeksiyon yapilan bu denemeye ait kulugckanin 7. ve
14. giinlerinde ve cikista elde edilen sonuglar total olarak Tablo 17’de verilmistir.
Tablo 17°de goriilebilecegi gibi total anormal embriyo ve civciv oran1 bakimindan
ilging bir sonug¢ olarak sadece 40.25 pg/yum yani en diisiik dozdaki fipronil grubu
kontrol grubundan onemli diizeyde yiiksek bulunmus (p<0.05), kontrol grubu ve

diger gruplar arasinda onemli fark gozlenmemistir. Total mortalite bakimindan ise
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tiim gruplar kontrol grubundan 6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05, Tablo
17).

Kulucka baslangicinda enjeksiyon yapilan bu denemeye ait kuluckanin 7. ve
14. giinlerindeki ve cikis olmayan yumurtalardaki 6lii embriyolarin HH skalasina
gore gelisme evreleri dagilimi Tablo 18’de verilmistir. Tablo 18’de goriilebilecegi
gibi negatif ve pozitif kontrol ile 161 pg/yum ve 80.50 pg/yum fipronil gruplarinda
Olimlerin 6zellikle erken embriyonik donemde, yani HH skalasina gore ilk 20 evrede
diger bir deyisle kuluckanin ilk ii¢ giiniinde yogunlastigi dikkat cekmektedir. 40.25
pg/yum fipronil ve pozitif kontrol grubunda ise HH skalasina gore 46. evrede diger
bir deyisle kabuk alti 6limiin yogunlastigi goriilmektedir. Diger Olimler ise ara
evrelerde dagilim gostermektedir (Tablo 18). Kabuk alti olumii gerceklesen
yumurtalarda ¢ogunlukla civcivlerin gelisimlerini tamamlayarak yumurta kabugunu

catlattig1 ancak ¢ikis yapamadigi gozlenmistir (Sekil 12f).

4.2.2. Kuluckanmmn 8. Giiniinde U¢ Farkli Dozda (161 pg/yum, 80.50 pg/yum ve
40.25 pg/yum) Yumurtaya Verilen Saf Fipronilin Tavuk Embriyolar1 ve
Kulucka Sonu Elde Edilen Erken Donem Civcivleri Uzerindeki Etkileri

Beyaz yumurtaci damizliklara ait yumurtalarin kullanildigr caligmanin bu
kisminda, hi¢bir islem uygulanmayan kontrol grubu yumurtalarindaki kuluckanin 11.
giiniinde gerceklesen agirlik kaybi oram %6.20, 18. giiniinde gerceklesen agirlik

kaybi oram1 %10.35 olarak, total infertilite ise %4.76 olarak hesaplanmstir.

Bu denemeye ait gruplarin kulugkanin 11. giininde agilan yumurta sayisi,
infertil ve fertil yumurta sayilari, anormal ve 6lii embriyo sayilarn ile infertilite harig¢
anormal embriyo oranlart ve mortalite degerleri Tablo 19°da verilmistir. Hem kontrol
grubundaki (Sekil 13a) hem de deney gruplarindaki canli ve anormallik gdstermeyen
embriyolarin gelisimi kuluckanin 11. giiniinde HH skalasina uygun olarak 37. evrede
gerceklesmistir. Kuluckanin bu giiniinde higbir islem uygulanmayan kontrol ve
¢Oziicii grubu olarak negatif kontrol (%70’lik aseton) gruplarindaki embriyolarda

herhangi bir anormallik gézlenmezken, pozitif kontrol 1 (80 ng/yum AFB,), pozitif
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kontrol II (50 pg/yum CP), pozitif kontrol III (250 pg/yum CP), pozitif kontrol IV
(500 pg/yum CP) ve fipronil gruplarinda hafif ve asir1 hemoraji, 6dem ve beynin
disarida gelismesi gibi malformasyon tipleri gozlenmistir (Sekil 13b-h). Ozellikle CP
gruplarinda hemoraji en yogun goézlenen anormallik tipi olmustur. Tablo 19’da
goriilebilecegi gibi pozitif kontrol III ve IV gruplarinin anormal embriyo orani
kontrol grubundan 6nemli diizeyde yiiksekken (p<0.001), kontrol grubu ile diger
gruplar arasinda onemli fark belirlenmemistir. Mortalite bakimindan ise kontrol
grubu ile negatif kontrol, pozitif kontrol I ve II gruplari arasinda fark goriilmezken,
pozitif kontrol III ve IV ile fipronil gruplarinin mortalitesi kontrol grubundan 6nemli
seviyede yiiksek ¢ikmistir (p<0.05, Tablo 19). Kuluckanin 11. giiniinde gruplardaki
embriyolarin ortalama canli ve nispl embriyo agirliklari, CRL degerleri ile karaciger
agirliklar1 Tablo 20’de verilmistir. Tablo 20’de goriilebilecegi gibi canli embriyo
agirlig bakimindan kontrol grubu ile negatif ve pozitif kontrol gruplar arasinda fark
yokken, diger gruplar kontrol grubundan 6nemli diizeyde diisiiktiir (p<0.001). Nispi
embriyo agirligi bakimindan kontrol grubu ile negatif kontrol, pozitif kontrol I, III ve
IV gruplan arasinda fark yokken, diger gruplar kontrol grubundan 6nemli diizeyde
dusiiktiir (p<0.001). CRL degerlerine bakildiginda negatif kontrol ve pozitif kontrol I
gruplart disinda diger tiim gruplar kontrol grubundan onemli diizeyde azalma
gostermistir (p<0.001). Karaciger agirligi ise negatif kontrol grubu disinda diger tim
gruplarda kontrol grubuna kiyasla 6énemli diizeyde azalmistir (p<0.001, Tablo 20).
Alizarin Red-S ile yapilan iskelet boyamalarinda ozellikle fipronil gruplarindan
alman Orneklerin hepsinde makroskobik olarak kontrol ve negatif kontrol grubu ile
kiyaslandiginda iskelet gelisimlerinde dikkat cekici gecikme gozlenmistir (Sekil 14a
ve b).

Bu denemeye ait gruplarin kulugkanin 18. giiniinde agilan yumurta sayisi,
infertil ve fertil yumurta sayilari, anormal ve 6lii embriyo sayilar ile infertilite haric¢
anormal embriyo oranlart ve mortalite degerleri Tablo 21’°de verilmistir. Hem kontrol
grubundaki (Sekil 15a) hem de deney gruplarindaki canli ve anormallik gostermeyen
embriyolarin gelisimi kuluckanin 18. giiniinde HH skalasina uygun olarak 44. evrede
gerceklesmistir. Kuluckanin bu giiniinde sadece 161 pg/yum fipronil grubunda,
odem, genel gelisim geriligi, capraz gaga, carpik parmak, tek goz anormalligi gibi

malformasyonlara sahip anormal embriyolar gézlenmis (Sekil 15a-c), diger gruplarda
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herhangi bir anormallige rastlanmamistir. Bununla birlikte Tablo 21’de
goriilebilecegi gibi anormal embriyo oram1 bakimindan kontrol grubu ile 161 pg/yum
fipronil grubu arasinda onemli fark tespit edilmemistir (p>0.05). Mortalite ise negatif
ve pozitif kontrol gruplarinda kontrol grubundan fark gostermezken, tiim fipronil
gruplarinda kontrol grubundan dnemli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05, Tablo
21). Kuluckanin 18. giiniinde gruplardaki embriyolarin ortalama canli ve nispl
embriyo agirliklari, CRL degerleri ile karaciger agirliklart Tablo 22’de verilmistir.
Tablo 22°de goriilebilecegi gibi canli ve nispi embriyo agirliklar1 bakimindan kontrol
grubu ile negatif ve pozitif kontrol grubu istatistiksel olarak ©nemli fark
gostermezken, fipronil gruplart kontrol grubundan ©nemli diizeyde azalma
gostermistir (p<0.001). CRL degerleri bakimindan kontrol grubu ile diger tiim
gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak ©Onemli bulunmustur (p<0.001).
Karaciger agirligi bakimindan ise kontrol grubu ile negatif kontrol grubu arasinda
onemli fark belirlenmezken, pozitif kontrol ve fipronil gruplar1 kontrol grubundan
onemli diizeyde azalma gostermislerdir (p<0.001, Tablo 22). Bu denemeye ait
gruplardan alinan orneklerin iiyelerine uygulanan Alizarin Red-S boyamasi sonucu,
fipronil gruplarindan alinan bazi 6rneklerin makroskobik olarak kontrol ve negatif

kontrol gruplarina kiyasla kemik gelisimlerinde gecikmeler gozlenmistir (Sekil 16a-

c).

Kuluckanin 8. giinii enjeksiyon yapilan bu denemede cikisa birakilan
yumurtalardan elde edilen civciv ve anormal civciv sayilari, anormal ve 6lii embriyo
sayilar1 ile bunlara ait oranlar Tablo 23’de verilmistir. Tablo 23’de goriilebilecegi
gibi kontrol grubunda %91.67 gibi yine yiiksek bir oranda ¢ikis elde edilmis bununla
birlikte 161 pg/yum ve 80.50 pg/yum fipronil gruplarindan ¢ikis elde edilememistir.
Negatif kontrol grubunda civciv ¢ikis oranm1 azalmakla birlikte kontrol grubu ile
arasinda onemli fark belirlenmezken, pozitif kontrol ve tim fipronil gruplarinin
civciv ¢ikis orant kontrol grubundan onemli diizeyde diisiik ¢ikmistir (p<0.05). Bu
denemede de AFB,; ve ozellikle fipronil yumurtadan ¢ikis oranini azaltmistir. Bu
denemedeki ¢ikista elde edilen civcivler de birkag giin siireyle takip edilmis, pozitif
kontrol ve 40.25 pg/yum fipronil gruplarinda parmaklari ¢arpik ve ayakta duramayan
civcivler gozlenmis (Sekil 12e) ve pozitif kontrol grubunun anormal civciv orani

kontrol grubundan 6nemli diizeyde yiiksek ¢ikmistir (p<0.05). Bu gruplarda cikisg
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olmayan yumurtalardaki anormal embriyo oranlar1 kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda fark gostermemistir (p>0.05). Mortalite ise pozitif kontrol ve fipronil
gruplarinda kontrol grubundan 6nemli diizeyde yiiksek ¢cikmistir (p<0.05, Tablo 23).
Cikista elde edilen civcivlerin ¢ikis ve 10. giin agirhiklar ile 10. giin karaciger
agirliklar1 Tablo 24’de verilmistir. Civciv ¢ikis ve civeiv 10. giin agirligi bakimindan
kontrol grubu ile negatif kontrol gruplar arasinda fark gozlenmezken, pozitif kontrol
ve 40.25 pg/yum fipronil gruplarinda kontrol grubundan onemli diizeyde azalma
belirlenmistir (p<0.05). Civciv karaciger agirligi bakimindan ise ilging bir sonug
olarak 40.25 pg/yum fipronil grubunda kontrol ve negatif kontrol gruplarina kiyasla
bir artis olmakla birlikte, gruplar arasinda 6nemli bir fark belirlenmemistir (p>0.05,
Tablo 24). Cikista elde edilen civcivlerden pozitif kontrol grubuna ait bir civciv ise

10. giine ulagamadan Olmiistiir.

Kuluckanin 8. giiniinde enjeksiyon yapilan bu denemeye ait kuluckanin 11. ve
18. giinlerinde ve cikista elde edilen sonuglar total olarak Tablo 25’de verilmistir.
Tablo 25°de goriilebilecegi gibi total anormal embriyo ve civciv oram1 bakimindan
pozitif kontrol ve 161 pg/yum fipronil grubu kontrol grubundan 6nemli diizeyde
yiiksek bulunmus (p<0.05), diger gruplar ise kontrol grubundan fark géstermemistir.
Total mortalite bakimindan ise tim gruplar kontrol grubundan onemli diizeyde

yiiksek bulunmustur (p<0.05, Tablo 25).

Kuluckanin 8. giiniinde diger bir deyisle HH skalasina gore 34. evrede
enjeksiyon yapilan bu denemeye ait kuluckanin 11. ve 18. giinlerinde ve cikis
olmayan yumurtalardaki 6lii embriyolarin HH skalasina gore gelisme evreleri
dagilimi Tablo 26°da verilmistir. Tablo 26’da goriilebilecegi gibi kontrol grubunda
bir yumurtada kabuk alt1 6lim gozlenmistir. Diger tiim gruplarda oliimler 6zellikle
34. ve 35. evrede yani enjeksiyondan kisa siire sonra gerceklesmistir. Diger oliimler
ise kabuk alt1 6liim olarak yogunlasmis, az sayidaki 6liim ise diger evrelerde yayilis

gostermistir (Tablo 26).

Ayni dozlarda fakat farkli enjeksiyon zamanindaki muamelenin kiyaslanmasi
amaciyla, kulugka oncesi ve kulugkanin 8. giinlerinde enjeksiyon yapilan gruplarin

civciv ¢ikis ve anormal civciv oranlarinin karsilagtirilmasi Tablo 27’°de verilmistir.
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Tablo 27°de goriilebilecegi gibi kuluckanin 8. giinii enjekte edilen ayn1 dozlardaki
fipronil (161 pg/yum ve 80.50 pg/yum fipronil) kulucka baslangicinda enjekte
edilene kiyasla civciv ¢ikis oranimi onemli diizeyde azaltmistir (p<0.05). Anormal
civciv oran1 bakimindan ise enjeksiyon zamaninin farkli olmasi hi¢bir grupta 6nem
gostermemistir (Tablo 27). Kulucka 6ncesi ve kuluckanin 8. giinlerinde enjeksiyon
yapilan gruplarin embriyonik donemde ve cikista elde edilen total verilerinin
karsilastirilmast ise Tablo 28’de verilmistir. Tablo 28’de goriilebilecegi gibi
enjeksiyon zamaninin farkli olmasi anormal embriyo ve civciv oram1 bakimindan
fipronil gruplari arasinda farka sebep olmamistir. Bununla birlikte aym dozlarda 8.
giinde yapilan enjeksiyon kulucka baslangicinda yapilan enjeksiyona kiyasla tim
fipronil gruplarinda mortaliteyi onemli oranda artirmistir (161 pg/yum ve 80.50
pg/yum fipronil gruplar i¢in p<0.001 ve 40.25 pg/yum fipronil grubu i¢in p<0.05,
Tablo 28).

4.2.3. Kuluckanin 8. Giinii Enjekte Edilen Fipronilin Tavuk Embriyolarimn 11.
Giiniinde Periferal Alyuvarlarindaki MN ve Anormal Cekirdek Olusumu
Uzerine Etkileri

Kuluckanin 11. giiniinde embriyolardan alinan periferal kan 6rneklerinden
hazirlanan preparatlardaki hiicre populasyonunu c¢ok biiyilk oranda sekonder
alyuvarlarin (E II) olusturdugu (6zellikle olgun normokromatik ve gec-polikromatik
alyuvarlar olmak iizere erken- ve orta-polikromatik alyuvarlar), bunun yam sira geri
kalan diisik oranda ise pirimitif normokromatik alyuvarlarin bulundugu
gozlenmistir. Bu hiicre tiplerine ve bu hiicrelerde gézlenen MN ve NA’lara ait
fotograflar Sekil 17-22’de goriilmektedir. Trombositler ve 6zellikle diger hiicre

tipleri nadiren gozlenebilmistir.

Kuluckanin 8. giiniinde enjeksiyon gerceklestirilen ve 11. giiniinde kan
ornekleri alinan gruplara ait MN, NA, hem MN hem de NA ihtiva eden alyuvarlarin
ortalama oranlart ile alyuvarlardaki ortalama total anormallik ve mitotik figiir

oranlart Tablo 29’da verilmistir. Pozitif kontrol IV (500 pug/yum CP) grubunda
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sadece bir canli embriyo belirlenmis bundan da kan 6rnegi alinamadigi i¢in bu grupta

degerlendirme yapilamamaistir.

Tablo 29°da goriilebilecegi gibi, hi¢cbir iglem uygulanmayan kontrol grubunda
cok diisiik oranda olmakla birlikte dogal MN ve NA’lar gozlenmistir. Coziicii grubu
olarak negatif kontrol (%70’lik aseton) ve embriyotoksisite ag¢isindan pozitif kontrol
amaciyla kullandigimiz 80 ng/yum AFB; (pozitif kontrol 1) gruplarinda gézlenen
MN, NA ve total anormallik oram kontrol grubuna gore bir artis gostermekle birlikte,
kontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli diizeyde fark belirlenmemistir (p>0.05).
Ayrica MN ve NA’y1 birlikte ihtiva eden hiicre orami ve mitotik figiir orani
bakimindan da negatif kontrol ve 80 ng/yum AFB,; gruplar1 kontrol grubundan
onemli fark gostermemistir (p>0.05, Tablo 29).

Tablo 29’da goriilebilecegi gibi, MN testi i¢in pozitif kontrol grubu olarak
olusturdugumuz 50 pg/yum CP (pozitif kontrol II) ve 250 pg/yum CP (pozitif
kontrol III) gruplarinda MN oran1 kontrol grubuna kiyasla ¢ok biiyiik oranda artig
gostermistir ve aradaki fark istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.05). CP
dozundaki artisa paralel olarak 250 pg/yum CP dozunda, 50 pg/yum CP grubuna
gore artis cok daha yiiksek diizeyde olmus ve bu iki grup arasindaki fark da 6nemli
bulunmustur (p<0.05). NA oran1 bakimindan 50 pg/yum CP grubundaki artis kontrol
grubuna kiyasla onemsiz bulunmus (p>0.05), 250 pg/yum CP grubunda ¢ok daha
yiiksek bir oranda artis gbzlenmis ve aradaki fark 6nemli bulunmustur (p<0.05). NA
orani bakimindan bu iki CP dozu arasindaki fark da 6nemli bulunmustur (p<0.05).
MN ve NA’y1 birlikte ihtiva eden hiicre oran1 bakimindan kontrol grubuna kiyasla
yine sadece 250 pg/yum CP grubundaki artis 6nemli bulunmustur (p<0.05). MN ve
NA’y1 birlikte ihtiva eden hiicre orani bakimindan iki CP dozu arasindaki fark da
onemlidir (p<0.05). Total anormallik oran1 bakimindan her iki CP grubunda da
kontrol grubuna kiyasla 6nemli diizeyde artis olmustur (p<0.05). Total anormallikler
bakimindan iki CP grubu arasindaki fark da onemlidir (p<0.05). Mitotik figiir oran1
bakimindan ise kontrol grubu ile 50 pg/yum CP grubu arasinda fark yokken
(»>0.05), 250 pg/yum CP grubu arasindaki fark énemli bulunmustur (p<0.05, Tablo
29).
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Tablo 29°da goriilebilecegi gibi, 161 pg/yum, 80.50pug/yum ve 40.25 pg/yum
olmak tizere iic farkli dozda uygulanan fipronil gruplarinin hepsinde MN orani
kontrol ve negatif kontrol gruplarina kiyasla artig gostermis, bununla birlikte her ii¢
dozdaki bu artis istatistiksel olarak kontrol grubuna kiyasla énemli (p<0.05), negatif
kontrol grubuna kiyasla onemsiz bulunmustur (p>0.05). MN oram1 bakimindan ii¢
fipronil grubu arasindaki farklar ise 6nemsizdir (p>0.05). NA oram1 bakimindan 161
pg/yum ve 80.50pg/yum fipronil gruplari hem kontrol hem de negatif kontrol
gruplarindan 6nemli fark gostermezken (p>0.05), 40.25 ug/yum fipronil grubundaki
artis kontrol grubundan Onemli (p<0.05), negatif kontrol grubundan Onemsiz
bulunmustur (p>0.05). NA oram1 bakimindan ii¢ fipronil grubu arasindaki farklar ise
onemsizdir (p>0.05). MN ve NA’y1 birlikte ihtiva eden hiicre oram1 bakimindan
fipronil gruplariyla kontrol ve negatif kontrol gruplar1 arasinda ve fipronil
gruplarin kendi aralarinda fark gozlenmemistir (p>0.05). Total anormallik orani
bakimindan NA oranindaki sonuclara benzer sekilde, 161 pg/yum ve 80.50pg/yum
fipronil gruplarinin hem kontrol hem de negatif kontrol gruplarindan 6nemli fark
gostermedigi (p>0.05), 40.25 pg/yum fipronil grubundaki artisin ise kontrol
grubundan 6nemli (p<0.05), negatif kontrol grubundan 6nemsiz oldugu bulunmustur
(p>0.05). Total anormallikler bakimindan fipronil gruplarinin kendi aralarinda da
fark gozlenmemistir (p>0.05). Mitotik figiir oram1 bakimindan ise sadece 40.25
pg/yum fipronil grubundaki artis hem kontrol hem de negatif kontrol grubuna kiyasla
onemli bulunmustur, ancak bu verideki bireysel farkliliklarin coklugu dikkat

cekmektedir (p<0.05, Tablo 29).

4.2.4. Kulucka Baslangicinda Letal (LDsy-161 pg/yum) ve Subletal Dozlarda
(80.50 pg/yum ve 40.25 pg/yum) Saf Fipronil Verilen Yumurtalardan Elde
Edilen Civcivlerin 10. Giin Alyuvar ve Akyuvar Sayilan ile Lenfosit ve
ANAE(+) Lenfosit Oranlar:

Kulucka baslangicinda (LDsp-161 pg/yum) ve subletal dozlarda (80.50 pg/yum
ve 40.25 pg/yum) saf fipronil verilen yumurtalardan elde edilen civcivlerden 10.
giinde alinan kan Orneklerindeki ortalama alyuvar ve akyuvar sayilar1 Tablo 30’da

verilmistir. Bu veriler icerisinde hicbir islem uygulanmayan kontrol grubuna ait
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akyuvar saymndaki bireysel farkliliklar dikkat cekmektedir. Tablo 30’da
goriilebilecegi gibi alyuvar sayist kontrol grubuna kiyasla ¢oziicii grubu olan negatif
kontrol (%100’likk aseton) grubunda bir artis gostermis ancak bu artis istatistiksel
olarak onemli bulunmamistir (p>0.05). Fipronil gruplarinda ise azalma olmakla
birlikte yine aradaki farklar onemli degildir (p>0.05). Sadece 161 pg/yum fipronil
grubundaki azalma negatif kontrol grubuna kiyasla 6nemli bulunmustur (p<0.05).
Fipronil gruplarmin kendi aralarindaki farklar ise onemli diizeyde bulunmamistir
(p>0.05). Pozitif kontrol (40 ng/yum AFB;) grubu da kontrol grubundan 6nemli fark
gostermemistir (p>0.05, Tablo 30). Akyuvar sayis1 bakimindan ise yine kontrol
grubuna kiyasla negatif kontrol grubunda bir artis gozlenmis ancak bu artig
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0.05). Ayrica kontrol ve negatif kontrol
gruplarindaki bireysel farkliliklar dikkat cekmektedir. Fipronil gruplarinda hem
kontrol hem de negatif kontrol grubuna kiyasla o©nemli diizeyde azalma
gerceklesmistir (p<0.05). Sadece 80.50 pg/yum fipronil grubundaki azalma kontrol
grubundan Onemli fark gostermemistir (p>0.05). Fipronil gruplarinin kendi
aralarindaki farklar 6nemli diizeyde bulunmamistir (p>0.05). Pozitif kontrol grubu

ise kontrol grubundan 6nemli diizeyde azalma gostermistir (p<0.05, Tablo 30).

Alman kan oOrneklerinden hazirlanan frotilerdeki kiigiik, orta ve biiyiik tip
lenfositlerin fotografi Sekil 23’de, enzim demonstrasyonu sonucu belirlenen
ANAE(-) ve ANAE(+) lenfositler ile diffiize pozitiviteye sahip bir monosite ait
fotograflar Sekil 24’de goriilmektedir. Frotilerdeki degerlendirmeler sonucu elde
edilen ortalama lenfosit ve ANAE(+) lenfosit oranlar1 da Tablo 30’da goriilmektedir.
Lenfosit oran1 bakimindan kontrol grubuna kiyasla negatif kontrol grubunda az bir
artis gozlenmis ancak bu artis istatistiksel olarak onemli bulunmamistir (p>0.05).
Kontrol ve negatif kontrol gruplarma kiyasla diger gruplarda azalmalar olmakla
birlikte ilging bir sekilde sadece en diisiik doz olan 40.25 pg/yum fipronil grubu
kontrol ve negatif kontrol grubundan onemli fark gostermistir (p<0.05). 80.50
pg/yum fipronil grubu ise negatif kontrol grubundan onemli fark gostermistir
(»<0.05). Fipronil gruplarinin kendi aralarindaki farklar ©Onemli diizeyde
bulunmamustir (p>0.05). ilging bir sonug¢ olarak pozitif kontrol grubu da kontrol
grubundan 6nemli fark gostermemistir (p>0.05, Tablo 30). ANAE(+) lenfosit orani

bakimindan da kontrol grubuna kiyasla negatif kontrol grubunda az bir artis

49



gozlenmis ancak bu artig istatistiksel olarak dnemli bulunmamaistir (p>0.05). Fipronil
gruplarmin hepsinde hem kontrol hem de negatif kontrol gruplarina kiyasla
ANAE(+) lenfosit oran1 onemli diizeyde azalma goOstermistir (p<0.05). Fipronil
gruplarma bakildiginda ise, 161 pg/yum ve 40.25 pg/yum fipronil gruplar ile 80.50
pg/yum ve 40.25 pg/yum fipronil gruplarn arasindaki farklar onemsizdir (p>0.05).
Pozitif kontrol grubu da kontrol grubundan o6nemli diizeyde azalma gostermistir

(p<0.05, Tablo 30).

4.2.5. Kuluckammn 8. Giiniinde U¢ Farkh Dozda (161 pg/yum, 80.50 pg/yum ve
40.25 pg/yum) Saf Fipronil Verilen Yumurtalardan Elde Edilen
Civcivlerin 10. Giin Alyuvar ve Akyuvar Sayilari ile Lenfosit ve ANAE(+)
Lenfosit Oranlar

Kulucka basinda verilen dozlarla ayn1 olmakla birlikte kulugkanin 8. giiniinde
tic farkli dozda verilen fipronil gruplarindaki yiiksek mortalite sebebiyle, 161
pg/yum ve 80.50 pg/yum fipronil gruplarinda ¢ikis elde edilememis, sadece 40.25
pg/yum fipronil grubundan 3 civciv elde edilmis, grup ve birey sayisi az olmakla
birlikte degerlendirme yapilmistir. Gruplardan elde edilen civcivlerden 10. giinde
alman kan o©rneklerindeki ortalama alyuvar ve akyuvar sayilar1 Tablo 31’de
verilmigtir. Tablo 31’de goriilebilecegi gibi alyuvar sayisi bakimindan gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0.05). Akyuvar sayisi
bakimindan da pozitif kontrol (80 ng/yum AFB;) ve fipronil grubunda azalmalar
olmakla birlikte yine gruplar arasindaki fark énemli bulunmamistir (p>0.05, Tablo

31).

Frotilerdeki degerlendirmeler sonucu elde edilen ortalama lenfosit ve ANAE(+)
lenfosit oranlar1 da Tablo 31°de goriilmektedir. Lenfosit oram1 bakimindan hicbir
islem uygulanmayan kontrol ve ¢oziicii grubu olan negatif kontrol (%70’lik aseton)
gruplart arasindaki fark 6nemli degildir (p>0.05). 40.25 pg/yum fipronil grubu ise
hem kontrol hem de negatif kontrol gruplarindan Onemli diizeyde azalma
gostermistir (p<0.05). Pozitif kontrol grubunda kontrol grubuna kiyasla 6nemli

azalma belirlenmistir (p<0.05, Tablo 31). ANAE(+) lenfosit oram1 bakimindan
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negatif kontrol grubunda azalma olmakla birlikte kontrol grubuyla aradaki fark
onemli bulunmamistir (p>0.05). 40.25 pug/yum fipronil grubunda gozlenen azalma
ise kontrol grubundan fark gostermis (p<0.05), bununla birlikte negatif kontrol
grubundan fark gostermemistir (p>0.05). Pozitif kontrol grubunda ise kontrol

grubuna gore dnemli diizeyde azalma belirlenmistir (p<0.05, Tablo 31).
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5. TARTISMA ve SONUC

Haglar, gida katki maddeleri, endiistriyel bilesikler, agir metaller, mikotoksinler
ve pestisitlerin embriyotoksik, teratojenik, mutajenik ve genotoksik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan testlerde kanatli embriyolar1 siklikla tercih edilen
materyallerden biridir. Bu amagla Jelinek (1977) dollii tavuk yumurtas1 kullanarak
Tavuk Embriyotoksisite Belirleme Testini (Chicken Embryotoxicity Screening Test,
CHEST) gelistirmistir. Bu test CHEST-I (embriyotoksik doz sinirlarinin
belirlenmesi) ve CHEST-II (teratojenik parametrelerin tespiti) olmak iizere iki
asamada gerceklestirilmektedir. CHEST-I’de; uygun c¢oziiciide 1/10%-1/10°
oranlarinda onluk geometrik dizide farkli konsantrasyonlar1 hazirlanmis test
maddeleri HH skalasina gore 10-11. evredeki saglikli embriyolarin kaudal bolgesi
altina mikroskop altinda 6zel mikroenjektor ile enjekte edilir. 24 saat daha kulucka
isleminden sonra yumurtalar agilarak vitelliis atardamarlar1 ile kuyruk sonu
arasindaki mesafe okiiler mikrometreli diseksiyon mikroskobunda olgiiliir ve
anormal embriyolar tespit edilir. Negatif bir doz-cevap iligkisi uygulanan maddenin
etkili oldugunu gosterir. Etkisiz son doz ve etkili ilk doz arasindaki bolge
embriyotoksik saha olarak belirlenir. CHEST-II’de ise CHEST-I'de elde edilen
embriyotoksik araliktaki dozlar HH skalasina gore 11-14. evredeki embriyolara
subgerminal olarak, 17-20. evredeki ve 21-24. evredeki embriyolara intraamniyotik
yolla enjekte edilir. Kuluckaya 8. giine kadar devam edilerek teratojenik acidan
degerlendirmeler yapilir (Jelinek ve ark. 1985, Davies ve Freeman 1995). CHEST-I
oldukga hassas olmakla birlikte manupulasyon zorlugu ve kusursuz bir sterilizasyon
saglanmasi gibi giicliikklere sahiptir. Ayrica embriyonun sadece arka boliimii
degerlendirmeye alindigindan, bagska viicut boliimlerindeki etkilerin gézden kagmast
ihtimali de yiiksektir. Jelinek ve ark. (1985), CHEST-I ve -II ile 130 maddenin toksik
etkilerini degerlendirmis, endiistriyel bilesikler, ilaclar, gida katki maddeleri ve

pestisitleri iceren bu bilesiklerden 117 tanesinde embriyotoksik etki gézlemislerdir.

CHEST-I’den elde edilen sonuclarin memelilere uyarlanabilmesi de soz
konusudur. Belirlenen embriyotoksik araliktaki sulandirma konsantrasyonlarmin 10

ile carpilmasiyla elde edilen deger memeli gebe annenin canli agirliginin kg basina
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almas1 gereken toksik simirlar olarak kabul edilmektedir. Ornegin; embriyotoksik
konsantrasyon sinirlar1 10%-10 arasi olan bir madde, carpma islemi sonucu (10™-
107)%x102=10°-10" embriyoyoksik doz araligina sahiptir. Bu aralik 1-10 mg/kg
(anne agirhig icin) araligina karsilik gelmektedir ki, madde bu doz araliginda gebeye
verildiginde memeli embriyosunda toksisiteye sebep olabilir. Her ne kadar
CHEST’in sonuglarinin memelilere ve 6zellikle insana uygulanmasinda tiir farklilig
karsimiza ¢ikarsa da, biitiin tiirlerde morfogenetik olaylar ve bunlarin seyri ortaktir
(Jelinek 1977). Zira diger embriyotoksisite testlerinde de insan harici memeliler

kullanilmaktadir.

CHEST’in yam1 swa dolli tavuk yumurtast1 kullanilarak  cesitli
modifikasyonlarla, Kemper ve Luepke (1986) Tavuk Yumurtasi Testini (Hen’s Eggs
Test, HET), Nishigori ve ark. (1992) Do6llii Tavuk Yumurtas1 Belirleme Testini
(Hen’s Fertile Egg Screening Test, HEST), Wolf ve Luepke (1997) ise Mikronukleus
Indiiksiyonu icin Tavuk Yumurtast Testini (Hen’s Egg Test for Micronucleus
Induction, HET-MN) gelistirmislerdir. Biitiin bu testler kolay, ucuz, tekrarlanabilir
sonuclar vermekte ve kisa siirede gerceklestirilebilmektedir. Tavuk embriyosunun
gelisim safhalarinin ¢ok iyi bilinmesi onemli bir diger avantajdir. Cok sayida tavuk
embriyosunun kullanilabilmesi toksisitenin istatistiksel a¢idan degerlendirilmesinde
memeli tiirlerle yapilacak ¢aligmalara karsi bir avantaj saglamaktadir. Ayni1 zamanda
daha sonra memelilerdeki toksikolojik ¢alismalarda kullanilacak olan denek sayisi ile
deneme sayisini azaltmakta, canli bir organizmaya verilebilecek agr1 ve aciy1 da en
aza indirgeyerek, etik kurallara ve yasal kisitlamalar ile Hayvan Haklarim1 Koruma
Kanununa da aykirn diigmemektedir. Ayrica CHEST ve HET’den elde edilen
sonuclarin memelilerden elde edilen sonuglarla biiyiik oranda uyumlu oldugu
bildirilmistir (Jelinek 1977, Jelinek ve ark. 1985, Kemper ve Luepke 1986, Vesely ve
Vesela 1991, Ozcan 1992, Jelinek ve Marhan 1994, Davies ve Freeman 1995).
Bununla birlikte tavuk embriyosu kullanilan bu modellerde plasenta ve
memelilerdeki anne-fotus iligkisi olmamasi, ayrica bazi bilesiklerin nonspesifik bir
hassasiyet gostererek hatali pozitif sonuclar verebilmesi dezavantajlart olarak kabul
edilmektedir (Ozcan 1992). Kemper ve Luepke (1986) HET ile oliim oraninin
(LDso), gelisme geriliginin (yumurtadan ¢ikis agirhigi, kemik uzunluklart ve organ

agirliklar), teratojenitenin (iskelet gelisimi anormallikleri, makroskobik ve anatomik
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anormallikler), sistemik etkilerin (kan kimyasal parametreleri, hematolojik
parametreler ve organ histopatolojisi) ve immiinopatolojik etkilerin (timus ve bursa

Fabricii’nin histolojik yapilar) degerlendirilebilecegini belirtmislerdir.

Daha 6nce bahsedilen testlerin yami sira Luepke (1985) Irritant Etki i¢in Tavuk
Yumurtas1 Korioallantoik Membran Testini (Hen’s Egg Test-Chorioallantoic
Membrane, HET-CAM) gelistirmistir. Bu test ile kozmetik iirtinleri gibi kimyasal
maddelerin korioallantoik membran {izerindeki hemoraji, lizis ve koagiilasyon
etkileri degerlendirilerek gozle ilgili irritasyon potansiyellerinin belirlenmesi
amaclanmigstir. Rosenbruch ve Holst (1990) ise HET-CAM’a alternatif, yumurta
sarisi kesesi kan damarlart sistemi ile benzer bir model gelistirmislerdir. Benzer
sekilde Neumann ve ark. (1997), tavsan goz irritasyon testine (Draize Test) alternatif

olarak PHET’i (Photo Hen’s Egg Test) gelistirmislerdir.

Hashizume ve ark. (1992) teratoloji calismalarinda enjeksiyon anindaki tavuk
embriyolarinin gelisme evresine, enjeksiyon bolgesine ve ¢oziicii tiiriiniin dnemine
dikkat ¢ceken bir calisma gerceklestirmislerdir. Jelinek ve Marhan (1994), CHEST in
gecerliligini gostermek i¢in farkli farmakolojik 6zellikteki 50 kimyasal maddeyi rutin
sican ve tavsan testlerine tabi tutmuslar, sonuglarin yaklagik %80 oraninda CHEST
ile tutarli oldugunu, bununla birlikte alternatif test yontemlerinin rutin test
yontemlerinin yerini alamayacagini ancak yardimci olabilecegini belirtmislerdir.
Rosenbruch (1994), tavuk yumurtasi modelinin 6zellikle gz ve mukozal toksisite
calismalarinda, timor biyolojisinde, agir metallerin etkileri ve ilaclarin
kardiyovaskiiler sistem {izerindeki etkileri ile ilgili ¢calismalarda kullanimina dikkat
cekmistir. Ayrica Rosenbruch (1994 ve 1997) deneysel biyoloji ve tipta bir model
olan tavuk yumurtasinin, embriyonun aciya duyarliliinin gelismedigi kulugka
periyodunun erken evrelerinde (ilk iicte birlik evrede) kullanimina dikkat ¢ekmis,

boylece bu testin hayvan deneylerine gergek bir alternatif olabilecegini bildirmistir.

Denemelerimizde kontrol grubu yumurtalarinda kulucka boyunca gerceklesen
agirlik kayiplar Onerilen oranlara yakindir. Mauldin’e (1993) gore kulugka boyunca
giinliik agirlik kaybimin %0.55-0.70 arasinda olmasi kabul edilebilir sinirlar olarak

belirlenmistir. Kabuk porlar1 yoluyla nemin buharlasmasi sonucu gergeklesen
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yumurta agirlik kaybi, kulucka makinesinin nispi (%) neminin belirlenmesi icin iyi
bir aractir. Bu durum bu ¢alismada saglanan kulugka sartlarinin optimal oldugunu
gostermektedir. Kulucka sartlarinin uygunluguna isaret eden bir diger nokta
denemelerimizde kulugkanmin 7., 11., 14., 15. ve 18. giinlerinde hicbir islem
uygulanmayan kontrol grubuna ait ortalama canli embriyo agirliklarinin, bu giinler

icin Romanoff’un (1997) bildirdigi degerlere oldukca yakin olmasidir.

In ovo embriyotoksisite testlerinde enjeksiyon bolgesi ve zamani, kullanilan
test soliisyonunun hacmi ve pH’s1, uygulanan dozlar ve her doz grubu icin kullanilan
yumurta sayisi ile kullanilan ¢oziiciiniin tiirli ve konsantrasyonu dikkat edilmesi
gereken onemli hususlardir. Tavuk embriyolar iizerinde yapilan embriyotoksisite
calismalarinda test edilecek maddenin yumurtaya verilisinde hava kamarasina,
embriyonun kaudal bolgesine, albiimine ve yumurta sarisina enjeksiyon yontemleri
uygulanmis, bu ¢alismada hava kamarasina enjeksiyon yontemi tercih edilmistir.
Uygulama kolayligi, yumurtalarin enfekte olma riskinin en diisiik diizeyde olmasi,
verilen soliisyonun homojen ve hizli bir sekilde diffiize olmas1 ve diger yontemlerde
s6z konusu olan yumurta i¢i basingtaki artisin embriyoda meydana getirebilecegi
mekanik hasarlar1 ortadan kaldirdigi icin hava kamarasi ideal enjeksiyon bolgesi
olarak kabul edilmektedir (Prelusky ve ark. 1987, Celik ve ark. 2000, Sur 2001,
Oznurlu 2003). Ayrica cesitli pestisitlerle yapilan caligmalarda da kuluckanin degisik
giinlerinde hava kamarasina enjeksiyon tercih edilmistir (Wyttenbach ve Thompson
1985, Varga ve ark. 1999, Varga ve ark. 2002, Varnagy 1999, Varnagy ve ark. 2001,
Budai ve ark. 2001, Budai ve ark. 2002, Fejes ve ark. 2002). Tiim bu avantajlarina
ragmen, hava kamarasina yapilan enjeksiyonda maddenin tamaminin embriyoya
ulagip ulasmadiginin belirlenememesi bu yoOntemin ©nemli bir dezavantajidir

(Prelusky ve ark. 1987).

Enjeksiyon zamana igin, test edilecek maddenin dogal (intact, native) formunun
embriyotoksik etkilerinin belirlenmesi amaclaniyorsa ¢ok erken embriyonik dénem,
test edilen maddenin karacigerde metabolize edilmesi sonucu olusacak
metabolitlerinin etkilerinin belirlenmesi amaglaniyorsa daha ge¢ donemde yapilacak
enjeksiyonun tercih edilmesi gerektigi bildirilmistir (Jelinek ve ark. 1985, Prelusky

ve ark. 1987). Ozcan (1992) gida katki maddeleri ve pestisitlerin teratojenik etkilerini
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belirlemek icin kulucka baslangicinda hava kamarasina veya yumurta sarisina
enjeksiyonu, ilaglarin teratojenik etkilerini belirlemek i¢in ise kulugkanin 3. ve 4.
giiniinde enjeksiyon yapilmasi gerektigini vurgulamistir. Tavuk embriyosunda
karaciger farklilasmasi embriyonik donemin 4. giiniinde olmakta ve karaciger bu
giinden itibaren fonksiyonel bir organ olarak detoksifikasyon mekanizmalar1 devreye
girmektedir (Hamilton ve ark. 1983). Wolf ve Leupke (1997), kanathlarda
karacigerin erken farklilagsmasina bagl olarak, memeli embriyosunun aksine kanatli
embriyosunun gelisiminin erken evrelerinde de, yogun bir metabolik aktivasyon
bulundugunu vurgulamisglar, promutajenler ile yaptiklar1 genotoksisite calismalarinda
enjeksiyonlar1 kuluckanin 8. giiniinde gerceklestirmislerdir. Bu ¢aligmada dncelikle
saf ve ticari fipronilin metabolize olmamis yani dogal formunun etkilerinin
belirlenmesi amaclandigindan kulugka baslangicinda enjeksiyon tercih edildi. Bu
donemde tavuk embriyosu (blastoderm), blastula asamasindadir ve yaklasik 400.000
adet, heniiz diferansiyasyonun baslangicindaki hiicrelerden olusan hiicre toplulugu
halindedir (Kucera ve Burmond 1987). Hiicreler seffaf bir area pellucida’nin
etrafindaki yiiziik bicimli bir sahada area opaca’da toplanmiglardir. Area opaca’nin
yiizey hiicrelerinin altinda ikinci bir hiicre katmani1 yani hipoblast hiicre katmani
bulunur (Etches 1996). Bu donem ve takip eden ii¢ giinliik siire, tavuk embriyosunda
mitoz ve hiicre diferansiyasyonu olaylarinin son derece hizli bir tempoda
gerceklestigi evre olan organogenezisin en kritik evresidir. Cok sayida morfogenetik
olay, kuluckanin bu erken evresinde gerceklesir (Kucera ve Burmond 1987, Etches
1996). Bu donemde ortaya ¢ikan ve embriyonik gelismeyi bozan fiziksel yada
kimyasal etkiler, embriyonik Oliimlere sebep olmalar1 yaninda, énemli yapisal ve
fonksiyonel bozukluklara da sebep olmaktadir (Kucera ve Burmond 1987). Baz1
maddeler metabolik etkiler sonucunda toksisite ve teratojenite kazandiklarindan yada
bu etkileri daha da giicleneceginden, erken donemde yapilacak enjeksiyonla elde
edilecek hatali-negatif sonuglar s6z konusu olabilir. Hatali-pozitif sonuglar ise daha
az tehlikelidir. Zira bu hatali sonuglar sadece para ve zaman israfina sebep olacaktir
(Johnson 1986). Bu tiir hatali sonuc¢ ihtimalleri gbz Oniine alinarak, fipronilin ve
metabolitlerinin olas1 embriyotoksik, teratojenik ve genotoksik etkilerini belirlemek

amaciyla calismanin diger asamasinda, tavuk embriyolarinda metabolik
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aktivasyonun yogun oldugu kuluckanin 8. giinii enjeksiyon zamani olarak

belirlenmistir.

Enjekte edilecek soliisyon icin farkli calismalarda 3-100 pl/yum arasinda
degisen soliisyon hacimleri kullanilirken, hava kamarasina yapilacak enjeksiyonlar
icin Celik ve ark.’min (2000) 20 pl’den daha fazla hacimdeki test soliisyonunun
yumurta i¢i basinci artirarak zararh etkilerinin olabilecegini ve bu durumun test
maddesinin etkisini maskeleyebilecegini bildirmesi dikkate alinarak, bu calismada
kulucgka baslangicinda enjeksiyon yapilan denemelerde 20 pl/yum soliisyon hacmi
kullanilmistir. Dolli tavuk yumurtalarina test soliisyonlarini hava kamarasi yoluyla
Wyttenbach ve Thompson (1985) kulugkanin 24., 48. ve 72. saatlerinde 50 pl
hacminde, Varga ve ark. (2002) kulugka baslangicinda ve kulugkanin 12. giiniinde
100 ul hacminde, Varga ve ark. (1999), Varnagy (1999), Varnagy ve ark. (2001),
Budai ve ark. (2001), Budai ve ark. (2002) ve Fejes ve ark. (2002) kuluckanin 12.
giiniinde 100 pl hacminde gerceklestirmiglerdir. Ayrica Wolf ve ark. (2002)
kuluckanin 8. giiniinde hava kamarasi ile enjeksiyon yonteminde hidrofilik
karakterdeki test maddesi icin 100 pl soliisyon hacmini, hidrofobik karakterdeki test
maddesi i¢in ise 50 pl soliisyon hacmini kullanmiglardir. Diger bir deyisle, mekanik
hasarlarin daha az etkili oldugu kulugkanin ilerleyen giinlerinde ¢ok daha yiiksek
soliisyon hacimleri tercih edilmistir. Tiim bu calismalar 15181 altinda, bu ¢alismada
kuluckanin 8. giiniinde yapilan enjeksiyonlar i¢in embriyonun tolere edebilecegi

diisiiniilen 40 pl/yum soliisyon hacmi tercih edilmistir.

Jelinek ve ark. (1985) enjekte edilen soliisyonlarin 4-9 arasindaki pH
degerlerinin embriyolar tarafindan iyi tolere edildigini bildirmisler, bu ¢alismada da

kullanilan soliisyonlarin pH’s1 5.5-6.5 aras1 olarak belirlenmistir.

Bir maddenin embriyotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla yapilacak olan
caligmalarda test edilecek maddenin farkli dozlar1 denenmelidir. Brown ve ark.
(1986) en az ii¢ farkli dozun denenmesi gerektigine isaret etmis, Celik ve ark.’da
(2000) AFB, ile gerceklestirdikleri benzer bir embriyotoksisite caligmasinda en az ii¢
farkli doz kullanmislardir. Daha ©nce fipronilin tavuk embriyolar iizerindeki

etkilerine ait bir literatiir bulunmadigi icin bu c¢alismadan Once genis doz
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araliklarindaki soliisyonlarla 6n denemeler yapilmis, elde edilen verilere dayanilarak
bu calismada dort farkli doz kullanilarak LDsy tayini denemeleri yapilmis, elde
edilen LDsy degeri ve iki subletal doz kullanilarak diger denemeler

gergeklestirilmistir.

Jelinek ve ark. (1985) tavuk yumurtas1 ile yaptiklar1 embriyotoksisite
calismalarinda her grup i¢in 6-10 yumurta kullanirken, Kemper ve Luepke (1986) ve
Prelusky ve ark. (1987) sonuglarin giivenirligi acisindan her grup icin en az 20
yumurta kullanilmasin1 6nermislerdir. Bu ¢alismada da LDso tayininin yapildigi
denemelerde gruplar 20’ser yumurtadan olusturulmus, diger denemelerde ise her
grup 36 yumurtadan olusturulmus, embriyonik donemlerde her gruptan 12 yumurta

acilmis ve cikisa da 12’ser yumurta birakilmistir.

CHEST ve modifikasyonlarinin uygulandigi calismalarda, test edilecek
maddelerin uygun c¢oziiciilerde c¢ozdiiriilmeleri gerekir. Coziicli olarak serum
fizyolojik, bidistile su, %30’luk etanol, %10’luk dimetilsiilfoksit (DMSO), ay¢icegi
yagr ve %1’lik karboksimetilseliloz (CMC) kullanilmakla birlikte (Davies ve
Freeman 1995), bu coziiciilerde fipronilin iyi ¢éziinmemesinden dolay1, bu ¢alismada
fipronil aktif maddesi i¢in en iyi ¢oziicii olan aseton tercih edilirken, ticari fipronil
icin tarla sartlarindaki kullamim sekli dikkate alinarak bidistile su ¢oziicii olarak
tercih edilmistir. Aseton; su ile iyi karigsmasi, yiiksek evaporasyon ozelligi ve diisiik
viskoziteli olmasi nedeniyle iyi bir organik ¢o6ziicii olarak kabul edilmektedir
(Krasavage ve ark. 1982). Asetonun test edilecek kimyasal maddelerin olasi
genotoksik etkilerini degistirdigine dair deliller bulunmadigindan &zellikle
genotoksisite caligsmalarinda ¢oziicii olarak yaygm bir sekilde kullanmilmaktadir
(ATSDR 1994). Bunun yani swra tavuk embriyolar1 {iizerinde yapilan bazi
calismalarda da, organik klorlu bir insektisit olan DDT’nin, mikotoksinlerden
AFB/’in, bir herbisit olan 2,4-diklorofenoksiasetik asit’in ve piretroit grubu bir
insektisit olan sipermetrin’in tavuk yumurtasina enjeksiyonunda coziicli olarak
aseton kullanilmistir (Dunachie ve Fletcher 1969, Neldon-Ortiz ve Qureshi 1992,
Arias 2003, Anwar 2003). Korhonen ve ark. (1983) 5 ul/yum aseton enjeksiyonunun
mortalite ve embriyo anormallikleri iizerinde etkili olmadigin1 gostermislerdir.

Ameenuddin ve Sunde (1984) ise cesitli ¢oziiciilerin tavuk embriyolan iizerindeki
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etkilerine ait c¢alismalarinda hava kamarasi yolu ile 100 pl/yum aseton
enjeksiyonunun kulugkanin ilk haftasi1 %42.1, ikinci haftasinda %7.8, {ligiincii
haftasinda ise %0 mortalite ile sonuglandigini ayrica yumurtadan ¢ikma oraninin da
azaldigim1 belirlemiglerdir. Neldon-Ortiz ve Qureshi (1992) ise kulugkanin 6.
giiniinde hava kamaras1 yoluyla 10 pl aseton enjeksiyonunun kulugka sonunda
%13.33 mortalite ile sonuglandigim1 belirlemislerdir. Kulugka baslangicinda
enjeksiyon yaptigimiz denemelerde negatif kontrol grubu (¢oziicii grubu) olarak
olusturdugumuz %100’1iik aseton enjekte edilen yumurtalardaki mortalite, anormal
embriyo oranlari, canli ve nispl embriyo agirliklari, CRL degerleri, karaciger
agirliklari, civeiv  ¢ikis ve anormal civciv oranlar1  kontrol  grubuyla
karsilastinldiginda azalma veya artis gosterse de istatistiksel olarak onemli fark
belirlenmemistir. Sadece total mortalite bakimindan kontrol grubundan Onemli
diizeyde azalma gozlenmistir. Bu gruplarda asetona dayali 6liimler HH skalasina
gore Ozellikle erken embriyonik donemde gerceklesmistir. Elde edilen veriler
asetonun EEQO’lere sebep olmasimin disinda kulugka baginda 20 ul hacminde
enjeksiyon yapilan calismalar icin uygun bir ¢oziicii olduguna isaret etmektedir.
Kuluckanin 8. giiniinde enjeksiyon yaptigimiz denemede negatif kontrol grubu
olarak olusturdugumuz %70’lik aseton enjekte edilen yumurtalardan elde ettigimiz
verilere bakildiginda ise yine kontrol grubuna kiyasla azalmalar gozlense de
istatistiksel olarak onemli fark belirlenmemistir. Sadece kuluckanin 18. giintindeki
CRL degerleri kontrol grubundan 6nemli diizeyde diisiik ¢ikmis, ancak ayn1 evredeki
canli ve nispi embriyo agirliklar1 bu azalmayr desteklememistir. Total mortalite
bakimindan da kontrol grubundan énemli diizeyde azalma g6zlenmistir. Bu gruptaki
olumler ise Ozellikle HH skalasina gore 34. evrede diger bir deyisle enjeksiyonun
hemen ardindan ve 46. evrede kabuk alt1 6liimii olarak gerceklesmistir. Elde edilen
bu verilere gore kuluckanin 8. giiniinde 40 pl hacminde %70’lik aseton
enjeksiyonunun 6nemli bir yan etkisi géziikmemektedir. Calismamizda bu sartlar
alinda ¢oOziicii olarak kullanilan asetonun test edilen fipronilin etkisini
maskeleyebilecek bir etkisi oldugunu diisiinmiiyoruz. Ayrica kulucka baslangicinda
20 pl %100’lik aseton ve kuluckanin 8. giininde 40 upl %70’lik aseton
enjeksiyonunun civciv ¢ikis orant ve total mortalite bakimindan da onemli fark

gostermedigi belirlenmistir.
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Embriyotoksisite g¢aligmalarinda embriyotoksik etkisi Onceden bilinen bir
madde kullanarak pozitif kontrol grubu olusturmak ¢alismanin giivenirligini daha da
artirmaktadir. AFB; kanatlilarda toksik etkileri cok iyi belirlenmis ve metabolize
olmamis dogal formunda bile yiiksek derecede embriyotoksik etki gosteren bir
madde olup, 6zellikle erken embriyonik donem oliimlerine sebep olmaktadir (Celik
ve ark. 2000). Celik ve ark. (2000) AFB;’in embriyotoksik etkilerini belirlemek
amaciyla yaptiklar1 ¢alismada kahverengi yumurtaci damizliklara ait dollii tavuk
yumurtalarina hava kamaras1 yoluyla kulucka baslangicinda 10 ng/yum, 100 ng/yum
ve 1000 ng/yum dozlarinda AFB; (¢oziicii %30’luk etanol) enjekte ederek, kulucka
sonunda sirastyla %74.50, %98.03 ve %100 mortalite belirlemisler ve ozellikle
yiikksek dozda oliimlerin erken embriyonik donemde yogunlastigimi gozlemislerdir.
Sur (2001) AFB;’in etkileri ile ilgili calismasinda kahverengi yumurtac1 damizliklara
ait dolli tavuk yumurtalarina ayn1 metotla 5 ng/yum, 10 ng/yum, 20 ng/yum ve 40
ng/yum dozlarinda AFB,; enjekte etmis, kulucka sonunda sirasiyla %41.66, %43.47,
%80.43 ve %91.22 mortalite gbzlemis ve benzer sekilde en yiiksek dozda dliimlerin
erken embriyonik doénemde yogunlastigini bildirmistir. Oznurlu (2003) ise ayni
metotla kulugka sonunda 5 ng/yum, 10 ng/yum ve 20 ng/yum AFB; dozlarinda
sirasiyla %23.65, %31.52 ve %65.21 mortalite belirlemistir. Durmus ve ark. (2005)
yine ayni metotla metal alasgimlarin embriyotoksik etkilerini inceledikleri
calismalarinda, pozitif kontrol amaciyla 10 ng/yum, 100 ng/yum ve 1000 ng/yum
dozlarinda AFB, kullanmiglar ve kulugkanin son giiniinde sirasiyla %27.02, %94.73
ve %100 mortalite tespit etmislerdir. Bu ¢alismada ise kulucka baslangici enjeksiyon
yapilan denemede 40 ng/yum, kuluckanin 8. giiniinde enjeksiyon yapilan denemede
80 ng/yum dozlarinda AFB, pozitif kontrol amaciyla kullamilmigtir. AFB; i¢in bu tiir
calismalarda embriyotoksisitesi diigiik oldugu icin en ideal ¢oziicii %30’luk etanol
olarak bildirilmis (Prelusky ve ark. 1987, Celik ve ark. 2000), bu calismada da
%30’luk etanol kullanilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak olusturdugumuz 40
ng/yum AFB,; grubunda embriyonik donemde kontrol grubundan 6nemli diizeyde
yiikksek mortalite gézlenmistir. Calismasinda kahverengi yumurtact damizliklara ait
yumurtalar kullanan Sur (2001), bu calismada kulucka baslangici enjeksiyonda
kullanilan yontemle 40 ng/yum AFB,’i enjekte ederek kulucka sonunda %91.22

mortalite belirlemisken, bu calismada total % 41.18’lik bir mortalite gézlenmistir.
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Ayni dozlarda ve ayni yontemle mortalitenin daha diisiik ¢ikmasi, bu calismada
beyaz yumurtaci (Bovans white) damizliklara ait yumurtalarin kullanilmasina bagl
olabilir. Tavuk¢uluk sektoriinde bu 1tk 6zellikle dayanmiklilign ve yiiksek verimi ile
taninmaktadir. Kulugkanin 7. giiniinde 40 ng/yum AFB; grubunda embriyo ve nispl
embriyo agirliklar1 kontrol grubundan 6nemli diizeyde diisiikken, 14. giinde kontrol
grubundan fark gostermemistir. Oznurlu (2003) ise ayn1 yontemle gerceklestirdigi
calismasinda 20 ng/yum ve 17.5 ng/yum gibi daha diisiik dozdaki AFB, gruplarinda
kulugkanin 5., 13., 15. ve diger giinlerinde nispl embriyo agirliginin 6nemli diizeyde
azaldigim belirlemistir. Sonuglarimizla benzerlikler olmakla birlikte farkliliklar yine
kullanilan tavuk wrklarmin ayni olmamasindan kaynaklanabilir. 40 ng/yum AFB,
grubundan elde edilen civciv c¢ikis ve 10. giin agirhg ile 10. giin karaciger
agirliklarina ait veriler kontrol grubundan 6nemli diizeyde azalma gostermistir. Ayni
metotla calisgan Aydin ve ark.’da (2005) benzer sekilde 10 ng/yum ve 7.5 ng/yum
gibi daha diisiik dozlardaki AFB; gruplarinin civciv ¢ikis ve nispi civciv

agirliklarinda 6nemli diizeyde azalma belirlemislerdir.

LDs bir deney hayvani grubunun %50’sini 6ldiirebilen bir kimyasal maddenin
tek bir dozunun istatistiksel olarak degerlendirilmesidir. LDs, tayininde Trevan
yontemi, Behrens Karber yontemi, Miller Tainter yontemi ve Litchfield Wilcoxon
yontemi gibi yontemler uygulanmaktadir (Tuncer 2002). Bu ¢alismada hem saf hem
de ticari fipronille yapilan denemelerde %100’e yakin yiiksek bir mortalite
gozlenmedigi i¢in regresyon analizi tercih edilmistir. Saf fipronilin LDsy degeri ticari
fipronilden ¢ok daha diisiik bulunmus, diger bir deyisle saf fipronil daha gii¢lii toksik
etki gostermistir. Bu durum fipronil aktif maddesi i¢in en iyi ¢oziicii olan asetonda
cOzdiiriilmesi ile iligkili olabilir. Asetonda iyi ¢Oziinme toksik etkiyi artirmistir.
Ameenuddin ve Sunde (1984) tavuk embriyotoksisite testlerinde kullanilacak olan
¢Oziiclinlin se¢iminde, Oncelikle test edilecek maddenin o c¢oziicide ¢ok iyi
¢Oziinmesine, daha sonra ¢Oziiciiniin uygun seviyede toksisiteye sahip olmasinin
onemine dikkat cekmislerdir. Daha O©nce bahsedilen sebeplerle asetonun bu
calismada uygun bir ¢oziicii oldugu goézlenmistir. Pestisit aktif maddeleri zirai
miicadelede zararlilara kars1 daha emniyetli, daha ekonomik, insan ve cevre sagligi
acisindan daha az zararli olacak sekilde bazi yardimci maddeler (emiilgatorler ve

dolgu maddeleri gibi) ile karistirilarak ticari formiilasyon seklinde kullanilir (SBYKP
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2001). Fipronilin ticari formiilasyonunda bulunan yardimci maddeler ve ticari
formiilasyonun sulandirilarak kullanilmasi embriyotoksisitesini etkilemis olabilir.
Insektisit olarak kullanilan ticari formiilasyonun daha diisiik toksisiteye sahip olmas1
hedef olmayan canlilara daha az zarar verecegi icin arzu edilen bir durumdur. Benzer
sekilde ticari formiilasyonun si¢anlar iizerinde yapilan laboratuar testlerinde cok az
norotoksik etkiye sahip oldugu, saf fipronilin ise ¢ok daha kuvvetli norotoksik etkiye

sahip oldugu bildirilmistir (Tingle ve ark. 2003).

LDs tayini yaptigimiz denemelerde hem saf hem de ticari fipronil gruplarinda
anormal embriyolar gozlenmekle birlikte bunlarin oranlari kontrol gruplarindan
istatistiksel olarak ©Onemli diizeyde fark gOstermemistir. Bu durum kulugka
baslangicinda verilen hem saf hem de ticari fipronilin tavuklar {izerinde teratojenik
bir etkiye sahip olmadigimi gostermektedir. Ayrica LDsy ve subletal dozlarda saf
fipronille kulucka baglangicinda enjeksiyon yapilarak gerceklestirilen denemede
fipronil gruplarinda anormal embriyolar ve civcivler gézlenmekle birlikte bunlarin
oranlari da kontrol grubundan istatistiksel olarak Onemli diizeyde fark
gostermemistir. Bu denemede sadece 40.25 pg/yum fipronil grubunda total anormal
embriyo ve civciv orant kontrol grubundan Snemli diizeyde yiiksek bulunmustur.
Kuluckanin 8. giiniinde enjeksiyon yapilarak gerceklestirilen denemede de fipronil
gruplarinda anormal embriyolar ve civcivler gozlenmekle birlikte bunlarin oranlar
da kontrol grubundan istatistiksel olarak onemli diizeyde fark gostermemis, sadece
161 pg/yum fipronil grubunda total anormal embriyo ve civciv oranit kontrol
grubundan Onemli diizeyde yiiksek bulunmustur. Bu sonuclar fipronil ve
metabolitleri i¢in teratojenik bir etkiye isaret etmekle birlikte, fipronil icin teratojen
sonucuna ulagsmaya yeterli goriinmemektedir. Tiim bu veriler 1s18inda belli bir
anormallik tipinde yogunlagsma olmamasi ve istatistiksel sonuglar da dikkate alinarak
fipronilin hem dogal halinin hem de metabolitlerinin tavuklarda teratojenik etkiye
sahip olmadig1 sonucuna ulasilmistir. Yiiksek dozlardaki fipronille sicanlarda yapilan
tireme caligmalarinda da teratojenik etki gozlenmemis, ancak gebelik sonu yavru
boyutlarinda ve viicut agirliklarinda azalma ve fiziksel gelismede gecikmelerin soz
konusu oldugu bildirilmistir (Hovda ve Hooser 2002, Tingle ve ark. 2003). Ticari
fipronille disi sicanlar iizerinde yapilan baska bir calismada ise hormon analiz

sonuclar1 fipronilin normal endokrin sistem fonksiyonlarimi bozdugunu gostermis,

62



bununla birlikte gebelik sonu yavru sayisi ve yavru agirliklarinin etkilenmedigi
sadece yiiksek dozdaki fipronil grubunda gebelik indeksinin 6nemli diizeyde azaldig
bildirilmistir (Ohi ve ark. 2004). LDs, tayini yaptigimiz denemelerde elde ettigimiz
sonuclarla yukarida bahsedilen literatiirler arasinda benzerlikler ve farkliliklar
olmakla birlikte, saf ve ticari fipronilin tiim dozlarinda embriyolarin canli ve nispi
agirliklan ile CRL degerleri kontrol grubuna kiyasla 6nemli oranda azalmistir. LDs
ve subletal dozlarda saf fipronille hem kulucka baglangicinda hem de kulugkanin 8.
giiniinde enjeksiyon yapilarak gergeklestirilen denemelerde de fipronil gruplarinda
canli ve nispi embriyo agirliklari, CRL degerleri ile karaciger agirliklarinda kontrol
grubuna kiyasla azalmalar gozlenmis ve bunlarin cogunlugu istatistiksel olarak
onemli diizeyde bulunmustur. Ayrica civciv ¢ikis ve civciv 10. giin agirliklan da
onemli diizeyde azalmistir. Ksenobiyotiklerle yapilan calismalarda deney
hayvanlarinin viicut agirhg, organ agirligt ve organ/viicut agirhigi oranlan
toksisitenin degerlendirilmesinde ©nemli yer tutmaktadir. Bu sonuglar ve oOlim
oranlan1 dikkate alindiginda kullamilan bu dozlardaki fipronilin hem dogal halinin
hem de metabolitlerinin tavuklarda O6nemli diizeyde embriyotoksik etkiye sahip

oldugu goriilmektedir.

Fipronilin embriyotoksik etkisine isaret eden bir diger nokta LDs, tayini
yapilan denemelerdeki oliimlerin erken embriyonik donemde yogunlagsmasidir. Saf
fipronille gergeklestirilen denemede dozlardaki artisa paralel olarak tiim dozlarda,
ticari fipronille gerceklestirilen denemede ise en yiikksek dozda embriyo Oliimleri
ozellikle HH skalasma gore ilk ii¢ giinde meydana gelmistir. Bu durum, mitoz
boliinme ve hiicre farklilasmasinin son derece hizli oldugu erken gelisme evrelerinde,
embriyonun fiziksel ve kimyasal uyaranlara karsi son derece duyarli olmasiyla
aciklanabilir. Kuluckanin ilk ii¢ giiniinde ortaya cikan ve embriyonik gelismeyi
bozan etkiler, embriyonik Oliimlere sebep olmalar1 yaninda, onemli yapisal ve
fonksiyonel bozukluklara da sebep olmaktadirlar (Kucera ve Burnand 1987). Daha
gec donemlerdeki Oliimler ise albiimine baglanan fipronilin, albiiminin embriyo
tarafindan kullanilmasi sonucu etkisini daha ge¢ gostermesinden ileri gelebilir. LDsg
ve subletal dozlarda saf fipronille kulucka baslangicinda gerceklestirilen denemede
de yiiksek dozlarda oliimler erken embriyonik donemde yogunlagmistir. Kulugkanin

8. giiniinde enjeksiyon yapilan denemede ise tiim fipronil gruplarinda 6liimler yogun
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bir sekilde HH skalasina gore 34. ve 35. evrede diger bir deyisle enjeksiyondan kisa
siire sonra gerceklesmistir. Bu durum fipronilin metabolitlerinin veya metabolitleri
ile birlikte kendisinin ¢ok kuvvetli embriyotoksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Kulugkanin 8. giiniinde ayni dozlarda verilen fipronil kulucka
baslangicinda verilene gore yumurtadan ¢ikma oranimi Oonemli diizeyde azaltmus,
total mortaliteyi ise Onemli oranda artirmistir. Bu sonucglar da fipronilin
metabolitlerinin tavuk embriyolari i¢in dogal halinden daha toksik olduguna isaret

etmektedir.

USEPA (1998) tarafindan [phenyl(U)—MC]—fipronil kullanilarak yapilan kanath
metabolizma calismasinda fipronil yumurtaci tavuklara oral yolla 0.02 ppm, 2 ppm
ve 10 ppm olmak iizere ii¢ farkli dozda 28 giin boyunca uygulanmistir. Tavuk
dokularinda ve yumurtalarinda yapilan analizler sonucu rezidiilerin 6zellikle yag
dokuda ve yumurtada yiiksek oldugu belirlenmistir. Dokulardaki ve yumurtalardaki
rezidiilerin icerisinde en yiiksek oranda fipronilin metabolitlerinden MB46136
(fipronil-sulfone, fipronilin oksidasyon iiriinii) bulundugu tespit edilmistir. Diisiik
oranda olmakla birlikte yumurta sarisinda, deri, yag ve karaciger dokularinda
fipronile de rastlanmigtir. MB46136’nin kanathilarda fipronilin dogal halinden c¢ok
daha fazla toksik etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Akut toksisite testleri sonucu bu
metabolitin tavuksu kuslara ¢ok yiiksek diizeyde, su kuslarina ise orta diizeyde toksik
oldugu gosterilmistir. MB46136 tatli su omurgasizlarina ve tath su baliklarina karsi
da fipronilden daha fazla toksik etkiye sahiptir (USEPA 1996a). Bu calismada
yumurtalara kuluckanin 8. giinlinde verilen fipronilin kulucka baslangicinda
verilenden ¢ok daha yiiksek embriyotoksik etki gostermesinin sebebi, verilen
fipronilin kulugkanin bugiinlerinde karacigerin fonksiyonel olgunlagsmasi ve genis bir
metabolik aktivite sahas1 bulunmasiyla baglantili olarak daha toksik MB46136 veya
benzeri metabolitlerine doniistiiriilmesi seklinde aciklanabilir. Bununla birlikte
fipronilin tavuk embriyolarindaki akibeti ve metabolitleriyle ilgili biyokimyasal

caligmalara ihtiya¢ vardir.

Canl1 ve nispl embriyo agirliklan1 ile CRL degerlerindeki azalmalara paralel
olarak, Alizarin Red-S ile yapilan iskelet boyamalarinda, 6zellikle kuluckanin 8.

giiniinde enjekte edilen fipronil gruplarindaki embriyo orneklerinin hepsinde kemik
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gelisiminde bariz bir gecikme gozlenmistir. Bu durum fipronilin metabolitlerinin
veya metabolitleriyle birlikte kendisinin iskelet gelisimini olumsuz y&nde
etkiledigine isaret etmektedir. Ancak ayrintili veri elde etmek icin histolojik diizeyde

histometrik ¢alismalar yapilmalidir.

Tavuk embriyolar1 ile yapilan bu tiir embriyotoksisite c¢alismalarinda
denemelerden once fumigasyon yolu ile yumurtalarin dezenfeksiyonu 6nemli bir
basamaktir ve cogunlukla 21 g potasyum permanganat+42 ml formaldehit/m’
buhariyla 20 dakika dezenfeksiyon tercih edilir. Hayretdag (2004) calismasinda bu
doz ve siiredeki fumigasyon uygulamasi sonucu son donem embriyolarinda %35
anormallik belirlemistir. Bu ¢alismada fumigasyon aym dozda fakat 6zellikle dnceki
tecriibelerimize dayanarak daha az siire yani 15 dakika olarak uygulanmistir. Bu
calismada hem kontrol hem de negatif kontrol gruplarinda anormal embriyo
gozlenmemesi sebebiyle, istatistiksel olarak ©nemli oranda olmasa da fipronil
gruplarinda ve pozitif kontrol gruplarinda goriillen embriyo anormalliklerinin fipronil,
AFB; ve CP’den kaynaklandigim ve fumigasyonun olumsuz bir etkisi olmadigini
diisiiniiyoruz. Fipronil gruplarinda istatistiksel olarak Onemsiz diizeyde goriilen

anormalliklerin sebebi, embriyolarin bireysel duyarlilig1 seklinde aciklanabilir.

Proliferatif ~bir hiicre populasyonundaki MN’li  hiicre frekansinin
degerlendirilmesi yani MN testi, sayisal ve yapisal kromozom anormalliklerinin basit
ve hizli bir indirek Ol¢iimiinii saglamaktadir ve memelilerde en ¢ok kullamilan
genotoksisite testlerinden biridir (Wolf ve Luepke 1997, Wolf ve ark. 2002).
Bununla birlikte genotoksisite calismalarinda kanatli embriyolarinin kullanildigi
cesitli calismalar da mevcuttur. Todd ve Bloom (1980), Wilmer ve Bloom (1991),
Arias (1996 ve 2003) kardes kromatit degisimleri, Novotna ve Jelinek (1986 ve
1990) kromozom anormallikleri, Hamilton ve Bloom (1986) DNA hasari, Tempel ve
ark. (1992) ise primer hiicre kiiltiirlerinde programli ve programsiz DNA ve RNA
sentezine ait calismalarinda tavuk embriyolarim kullanmislardir. MN testinde tavuk
kami kullanimina ait ozellikle insektisitler ile yapilmis calismalar da mevcuttur.
Bhunya ve Jena (1992) organik klorlu bir insektisit olan lindane’in genotoksik
etkilerini belirlemek amaciyla 5-7 giinliikk civcivlere intraperitonal ve oral yolla

uygulamislar, uygulamanin ardindan belli siireler sonra kemik iligi hiicrelerindeki
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kromozom anormalliklerini ve MN frekanslarini ayrica periferal kan alyuvarlarindaki
MN frekanslarin1 belirlemislerdir. Yaptiklarn bu c¢alisma ile arastiricilar bu
insektisitin genotoksik oldugunu ve bu sistemin memeli sistemlerde gerceklestirilen
testlere alternatif olabilecegini bildirmislerdir. Aym arastiricilar baska bir
calismalarinda ise organik fosforlu insektisit monocrotophos’u ayni test yontemiyle
genotoksisite agisindan incelemisler ve bu insektisitin civciv kemik iligi
hiicrelerindeki kromozom anormalliklerini ve MN oranimm ayrica periferal kan
alyuvarlarindaki MN oranim1 kontrol grubuna kiyasla artirdigini belirlemislerdir
(Bhunya ve Jena 1993). Giri ve ark. (2002b) organik fosforlu insektisit malathion’un
genotoksik etkilerini belirlemek icin benzer bir metot uygulamislar ve malathion’un
civciv kemik iligi hiicrelerinde ve periferal kan hiicrelerinde MN frekansim1 6nemli
diizeyde artirdigin1 belirlemiglerdir. Bu arastiricilar da civciv in vivo test
sistemlerinin ¢evresel kirleticilerin olas1 genotoksik etkilerinin belirlenmesinde
memeli test sistemlerine alternatif olabilecegini vurgulamislardir. Wolf ve Leupke
(1997) ise kulucka islemine tabi tutulan dollii tavuk yumurtalarindaki embriyolarin
periferal kan alyuvarlarindaki MN olusumunu tanimlayarak, HET-MN olarak
adlandirdiklar testi gelistirmisler ve daha sonra yaptiklari calisma (Wolf ve ark.
2002) ile bu testi modifiye etmislerdir. Oldukga ucuz, basit ve hizli bir genotoksisite
testi olan bu yontem, hayvan koruma haklarnn ve etik acidan da uygun kabul
edilmektedir. HET-MN’nin gerceklestirildigi evrede beyin aktivitesi baslamazken,
yiikksek bir metabolik aktivitenin bulunmasi bu testi hayvan kullanilmayan diger
genotoksisite ¢alismalaria da {iistiin kilmaktadir. Bununda 6tesinde korioallantoik
membranmin sinirlerle temasinin olmamasi ve aci reseptorlerinden yoksun olmasi
testin olumlu yanlarindandir. Yumurtadaki embriyo ortaminin fizyolojik kosullara
daha yakin olmasi bu testi in vitro testlere de iistiin kilmaktadir. Tavuk embriyosunun
dolasimdaki alyuvar hiicre kompozisyonunun ergin memelilerdeki kemik iligi hiicre
kompozisyonuna benzemesi, fare periferal kaninda %5 oraninda polikromatik
alyuvar bulunurken 11 giinliik tavuk embriyolarinda bu oranin %25-50 olmasi, ayrica
cogu memelide anormal alyuvarlari elimine eden dalagin tavuk embriyosunda HET-
MN’nin gergeklestirildigi evrelerde tamamiyla gelismemesi ve dolayisiyla MN’lerin

dolasimda yogunlasmasi bu yontemin diger onemli Ozellikleridir. Bu yontemin
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bilgisayarli resim analiz sistemleriyle otomatiklestirilebilecegi de belirtilmistir (Wolf

ve Leupke 1997, Wolf ve ark. 2002, Wolf ve ark. 2003).

Wolf ve ark. (2002) HET-MN’yi modifiye etmek icin CP ve 7,12-dimethyl-
benz[a]anthracene (DMBA) ile yaptiklart ¢ok sayidaki denemelerde, test edilecek
soliisyonlar1 kuluckanin 8., 9. veya 10. giinlerinde, birinci yontemde yumurtanin sivri
ucundan albiimine hipodermik igne ile enjekte etmisler, ikinci yontemde ise hava
kamarasini agarak kabuk alt1 zar1 tizerine pipetle vermislerdir. Uygulamalar1 takiben
24, 48 veya 72 saat daha kulugka isleminden sonra embriyolardan (arteria umbilicalis
sinistradan) kan Ornekleri alarak, frotilerini hazirlayip, modifiye May-Griinwald
Giemsa yoOntemiyle boyamislar ve alyuvarlardaki MN oranlarimi belirlemislerdir.
Hava kamarasina yapilan enjeksiyonlar sonucunda albiimine yapilanlara kiyasla daha
yiikksek oranda MN gozlenmistir. Ayrica 8. giinde yapilan enjeksiyondan sonraki 72.
saatte aliman kan oOrneklerindeki MN oraninin en yiiksek diizeyde oldugu, diger
saatlerdeki oranlarin ise daha diisiik oldugu bulunmustur. Bu sonuglar 1s18inda HET-
MN i¢in hava kamarasi yontemiyle, test soliisyonunun kuluckanin 8. giiniinde
enjekte edilerek 11. giinde kan 6rneklerinin alinmasi optimum olarak kabul edilmis
(Wolf ve ark. 2002), fipronilin test edildigi bu calismada da aynm yOntem
uygulanmistir. Wolf ve ark. (2002) calismalarinda ayrica primitif alyuvarlarda (E 1)
kuluckanin 6. ve 7. giinleri arasinda proliferasyon sona erdigi i¢in kuluckanin 8. giinii
enjeksiyon yapilan caligmalarda bu hiicrelerin mutajenik muameleden
etkilenmedigini, MN olusturamadigin1 ve MN oran1 bakimindan kontrol grubundan
fark gostermedigini tespit etmislerdir. Bu sonuglara dayanarak MN’li E II (sekonder
alyuvarlar) hiicrelerinin tiim olgunlasma evreleri (eritroblastlar, proeritroblastlar,
erken-, orta- ve gec-polikromatik alyuvarlar ve olgun normokromatik alyuvarlar)
dahil olmak iizere total frekans1 HET-MN’de genotoksisitenin parametresi olarak
kabul etmislerdir. Fipronilin test edildigi bu ¢alismada da sadece E II hiicrelerindeki
MN oran1 belirlenmistir. Bununla birlikte Wolf ve ark. (2002)’nin NA
degerlendirilmesi i¢in belirli bir alyuvar tipinden bahsetmemesi sebebiyle, ayrica bu
calismada primitif normokromatik alyuvarlarda da NA’lar gozlendigi i¢in E 1I
hiicrelerinin yan1 sira primitif normokromatik alyuvarlardaki NA’lar da sayima dahil
edilmistir. Kuluckanin 11. giiniinde deney gruplarindan alinan kan orneklerinden

hazirlanan frotilerdeki alyuvar hiicre kompozisyonuna ait genel gézlemlerimiz Wolf
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ve Leupke (1997), Wolf ve ark. (2002) ve Wolf ve ark.’min (2003) gozlemleri ile

aymdir.

Wolf ve ark. (2002) HET-MN’yi modifiye etmek icin, white leghorn (strain
Lohmann selected, LSL) damizliklara ait her grupta 5-6 yumurta kullanarak ve
kuluckanin 8. giinii enjeksiyon ve 11. giinii kan Orne8i alarak yaptiklar
calismalarinda, 100 pl bidistile su icerisindeki 50 pg/yum CP dozunu ii¢ denemede
kullanmiglardir. E II hiicrelerinde birinci denemede %13.2+4.9, ikinci denemede
9%7.3+4.0 ve iiciincii denemede %9.3+1.4 oraninda MN gozlemislerdir. Bu calismada
onceden genotoksik etkisi bilenen ve pozitif kontrol amaciyla kullanilan 40 pl
bidistile su igerisindeki 50 pg/yum CP grubunda E II hiicrelerinde gozledigimiz MN
orant kontrol ve negatif kontrol gruplarindan 6nemli diizeyde yiiksek olmakla
birlikte, Wolf ve ark.’min (2002) oranlarindan daha diisiiktiir. Bunun sebebi
kullanilan tavuk irklarinin ve enjeksiyon hacimlerinin farkli olmasina baglanabilir.
Yine pozitif kontrol amaciyla kullandigimiz 250 pg/yum CP grubunda ise dozdaki
artisa bagh olarak 50 pg/yum CP grubundan yaklasik 2.5 kat daha yiiksek oranda
MN gozlenmistir. Ayrica bu calismada MN oran1 yami sira NA oranlarn da
belirlenmis ve MN ile NA oranlarinin toplami da kontrol ve negatif kontrol
gruplarindan 6nemli diizeyde yiiksek cikmistir. Dikkat c¢ekici bir diger nokta 250
pg/yum CP grubunda NA oraninin ¢ok yiikselmesidir. Benzer sekilde Wolf ve
Leupke (1997) yiiksek dozlardaki CP ve Ifosphamide (IF) muamelesinden sonra
cekirdek anormalliklerinin ve Ozellikle karyoreksis’in ¢ok arttigin1 ve bunun
muhtemel sebebinin bu maddelerin sitotoksik etkilerine bagli hiicre 6liimlerinden
kaynaklandigim belirtmislerdir. Negatif kontrol grubunun kontrol grubundan MN,
NA ve total anormallik oran1 bakimindan 6nemli fark géstermemesi, bu ¢alismada
fipronil icin ¢oziicii olarak kullanilan %70’lik asetonun 6énemli diizeyde olumsuz bir
etki gostermedigine ve fipronilin olas1 genotoksik etkisini maskelemedigine isaret
etmektedir. Higbir islem uygulamadigimiz kontrol grubunda diisiik oranda olmakla
birlikte dogal MN olusumlar1 ve NA gozlenmistir. Muamele edilmeyen si¢anlarin
polikromatik alyuvarlarinda da %0-11 oranlarn arasinda dogal MN frekansi
belirlendigi, o6zellikle in vitro deneylerde dogal MN frekansinin daha da yiiksek
oldugu bildirilmektedir (Miiller ve Streffer 1994). Wolf ve Leupke (1997) aym

yontemle gerceklestirdikleri c¢aligmalarinda, negatif kontrol grubu olarak
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kullandiklar1 150-200 pl su enjekte edilen yumurtalardan olusan gruplarda
alyuvarlarda total olarak (MN dahil) %0.0-0.3 oranlarn arasinda anormallik
belirlemislerdir. Kontrol grubundaki total anormallik oranimiz bu smirlar
arasindayken negatif kontrol grubumuzun orami bunun biraz iizerindedir. Wolf ve
ark. (2002) ve Wolf ve ark. (2003) ise 100 pl su enjekte edilen yumurtalardan olusan
negatif kontrol gruplarinda E II hiicrelerinde %0.4-1.3 oranlan1 arasinda MN
gozlemislerdir. Kontrol ve negatif kontrol grubundaki MN oranlarimiz ise bu

oranlarin oldukg¢a altindadir.

Bu calismada kullandigimiz ti¢ farkli dozdaki fipronil gruplarinin hepsinde E 11
hiicrelerindeki MN orani kontrol grubundaki dogal MN oranina kiyasla onemli
diizeyde artarken, coziicii grubu olarak kullandigimiz negatif kontrol (%70’lik
aseton) grubuna kiyasla onemli artis gostermemistir. Negatif kontrol MN oraninda
dogal MN oranina kiyasla bir artig goriilmekle birlikte 6nemli diizeyde fark yoktur.
Bu durum, ¢o6ziicii olarak kullandigimiz asetonun kontrol grubuna kiyasla MN
oraninda istatistiksel olarak Onemli artisa sebep olmamasina ragmen, fipronil
gruplarindaki yiikselmeleri etkiledigine isaret etmektedir. Wolf ve Leupke (1997),
Wolf ve ark. (2002) ve Wolf ve ark. (2003) HET-MN caligsmalarinda test ettikleri
maddelerden elde ettikleri sonuclar ¢oziicii grubu ile karsilastirmiglardir. Bu
sebeplerle, fipronil gruplarinin negatif kontrolle fark gdstermemesi, ayrica dozlardaki
artisa ragmen fipronil gruplar1 arasinda MN orani bakimindan onemli fark olmamasi
ve fipronil gruplarimin pozitif kontrol CP gruplarindaki gibi yiiksek bir artis
gostermemesi, fipronilin ve metabolitlerinin bu dozlarda ve bu sartlar altinda

genotoksik etkiye sahip olmadigina isaret etmektedir.

MN ve NA’y1 ihtiva eden hiicre oran1 bakimindan tiim fipronil gruplar1 hem
kontrol hem de negatif kontrolden fark gostermemektedir. NA ve total anormallik
orant bakimindan ise sadece en diisiik dozdaki fipronil grubu kontrol grubundan
onemli diizeyde artig gdstermis, bunun disinda fipronil gruplari hem kontrol hem de
negatif kontrol grubundan fark gdstermemistir. MN orani yani1 sira diger bu veriler de
fipronilin bu deney sartlarinda genotoksik bir etkiye sahip olmadigina isaret
etmektedir. Ancak daha yiiksek ve daha diisiik dozlardaki fipronille tavuk

embriyolarinda yapilacak MN c¢alismalart ile sonuglarin teyit edilmesi giivenirliligi
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daha artiracaktir. MN testinden elde ettigimiz sonuglara paralel olarak, Salmonella
typhimurium/memeli mikrozom ters gen mutasyon testi (S-9 aktivasyonlu ve
aktivasyonsuz), in vitro insan lenfosit kiiltiirii sitotoksisite ¢aligmalari, Cin hamster
ileri gen mutasyon testi ve fare MN testi gibi ¢ok sayidaki genotoksisite/mutajenite
calismalarinda fipronilin negatif sonuclar verdigi gozlenmis ve bu veriler 1s181inda
fipronilin mutajenik olmadigi ve kromozom anormalliklerine sebep olmadigi

sonucuna ulasildig: bildirilmistir (Tingle ve ark. 2003).

Mitotik figiir oran1 bakimindan sadece en diisiik dozdaki fipronil grubu bireysel
farkliliklar sebebiyle kontrol ve negatif kontrol grubuna kiyasla énemli diizeyde artis
gostermis, diger bir deyisle fipronil bu deney sartlarinda tek bir dozda mitojenik etki
sergilemistir. Bununla birlikte bireysel farkliliklara dayanan bu veriye dayanarak

fipronilin genel olarak mitojenik etkiye sahip oldugu sonucuna varilmamastir.

Tavuklar (Gallus gallus domesticus) i¢in normal alyuvar sayist 2.5-3.5x10°/ul
arasinda, normal akyuvar sayis1 12-30x10°/ul arasinda, normal lenfosit oram ise
%45-70 arasinda kabul edilmektedir (Jain 1993). Bu calismada hicbir islem
uygulanmayan kontrol grubuna ait 10 giinliik civcivlerin kan Orneklerindeki
belirledigimiz ortalama alyuvar ve akyuvar sayilan ile lenfosit oranlar1 bu sinirlar
arasindadir. Bununla birlikte akyuvar sayisindaki bireysel farkliliklar dikkat

cekmistir.

Kulucka baglangicinda enjekte edilen en yiliksek dozdaki fipronil grubundan
elde edilen civcivlerin, negatif kontrol grubuna kiyasla alyuvar sayisindaki 6nemli
diizeydeki diisiis, fipronilin alyuvar yapiminda (eritropoiez) olumsuz etkisine isaret
etmektedir. Kuluckanin 8. giiniinde enjeksiyon yapilan denemeden elde edilen
civcivlerin alyuvar sayilar arasinda fark gozlenmemekle birlikte, fipronil agisindan

grup ve birey sayisinin ¢ok az olmasi yorum yapmak icin yeterli goriinmemektedir.

T-lenfosit olgunlagmasi sirasinda kazanilan enzimlerden biri olan ANAE insan,
kopek, sigir ve farelerde oldugu gibi tavuklarda da T-lenfositleri i¢in spesifik bir
enzim oldugundan, 151k mikroskobik seviyede hem kan frotilerinde ve hem de doku
kesitlerinde T- ve B- lenfositlerin aymmminda kullanilmaktadir. ANAE tavuklarda

embriyonik gelismenin son giinlerinde, yaklasik 18. giinde ortaya ¢ikan bir enzimdir
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(Basso ve ark. 1980, Pruthi ve ark. 1987, Maiti ve ark. 1990, Sur 2001). Sur (2001)
kahverengi yumurtaci tavuk embriyolarinin periferal kaninda kulugkanin 18.
giiniinde %2.00, kuluckadan cikisin ilk giiniinde %37.18 ve kulugkadan cikisi takip
eden 4. hafta sonunda %355.67 oraninda ANAE(+) lenfosit tespit etmistir. Ayni
calisgmada periferal kandaki lenfosit oranlar1 da kuluckadan cikisin ilk giiniinde
%16.33 ve kuluckadan c¢ikis1i takip eden 4. hafta sonunda %50.01 olarak
belirlenmistir. Sur (2001) calismasinda ayrica 5 ng/yum ve 10 ng/yum AFB,
gruplarinda kuluckadan cikisin ilk giiniinde periferal kandaki lenfosit oraninin ve
ANAE(+) lenfosit oranmin kontrol ve negatif kontrol gruplarina kiyasla onemli
diizeyde azaldigini, kuluckadan cikisin 4. haftasinda aldigi kan oOrneklerinde ise
onemli fark olmadigini belirlemistir. Bu calismada ise pozitif kontrol amaciyla
kulugka baslangicinda 40 ng/yum AFB, enjekte ettigimiz ve ¢ikisin 10. giiniinde kan
ornegi aldigimiz grupta lenfosit oraninda 6nemli diizeyde azalma gozlenmezken,
ANAE(+) lenfosit oraninda onemli diizeyde azalma belirlenmistir. Kuluckanin 8.
giinii 80 ng/yum AFB; enjekte ettigimiz ve ¢ikisin 10. giiniinde kan 6rnegi aldigimiz
grupta ise hem lenfosit hem de ANAE(+) lenfosit oraninda 6nemli diizeyde azalma

belirlenmistir.

Kulucka baslangicinda enjeksiyon yapilan denemeden elde edilen 10 giinliik
civcivlerin periferal kanina bakildiginda, fipronil gruplarindan ikisinde akyuvar
sayisinda, fipronil gruplarindan birisinde lenfosit oraninda ve 6zellikle tiim fipronil
gruplarinda ANAE(+) lenfosit (T-lenfosit) oraninda hem kontrol hem de negatif
kontrol gruplarna kiyasla O©Onemli diizeyde diisiis gerceklesmesi, kulucka
baslangicinda enjekte edilen fipronilin diger bir deyisle metabolize olmamis
fipronilin kulucka sonu erken donem civcivlerinde hiicresel immiinite {izerinde
siipresyona sebep olduguna isaret etmektedir. Bununla birlikte dozlar arasindaki
farklarin 6nemli olmamasi sebebiyle daha genis doz araliklarinda yapilacak
calismalara, ayrica periferal kandaki ANAE pozitivitesinin belirlenmesinin yani sira
timus ve bursa Fabricii gibi primer lenfoid organlar ile dalak gibi sekonder lenfoid
organlarda bu ve benzeri enzimlerin lokalizasyonlarinin belirlendigi ¢aligmalara
ihtiya¢ vardir. Sur (2001) ANAE, asit fosfataz ve beta glukuronidaz gibi enzimlerin
embriyonik donemin hangi evresinde kazanildigi ve kuluckadan ¢ikigi takip eden

erken donemlerde periferal kandaki bu enzimler i¢in pozitif reaksiyon veren lenfosit
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oranlar1 ile bu hiicrelerin lenfoid organlardaki lokalizasyonlarinin bilinmesinin
onemini vurgulamistir. Ciinkii lenfoid organlarin gelisimini olumsuz y&nde
etkileyecek olan faktorler bu enzimlerin ortaya c¢ikisinda aksamalara sebep olacaktir.
Lenfositlerin enzimatik pozitivite oranlar ile lenfoid dokulardaki lokalizasyonlarinin
bilinmesi, toksik maddelerin hem embriyonik hem de kuluckadan ¢ikisi takip eden
donemlerde sebep olacaklar1 zararli etkilerinin, olasi etki mekanizmalan ile

sonuclarinin ortaya c¢ikarilmasinda ipuclari saglamaktadir.

Kuluckanin 8. giiniinde enjeksiyon yapilan denemede yiiksek mortalite
sebebiyle fipronil gruplarindan yeterli ¢ikis elde edilememis, sadece 40.25 ug/yum
fipronil grubundan elde edilen 3 civcivin periferal kam1 degerlendirilebilmistir. Bu
dozda lenfosit oram1 kontrol ve negatif kontrole kiyasla onemli diizeyde azalma
gosterirken, ANAE(+) lenfosit (T-lenfosit) orani kontrol grubuna kiyasla &nemli
diizeyde azalma gostermis, negatif kontrol grubu ile fark gostermemistir. Grup ve
birey sayisinin az olmasi sebebiyle veriler yetersiz goriillmiis, kuluckanin 8. giiniinde
enjekte edilen fipronilin ve dolayisiyla metabolitlerinin hiicresel immiinite iizerindeki
etkilerine ait kesin bir yargiya varilamamistir. Fipronilin ve metabolitlerinin immiin

sistem lizerindeki etkilerine ait herhangi bir literatiir bilgisine ise rastlanmamaistir.

Fipronilin yami sira fenil pirazol grubuna dahil olan diger insektisitler
acetoprole, ethiprole, tebufenpyrad, tolfenpyrad ve vaniliprole’dur. Fipronilden elde
ettigimiz sonuclar1 nispeten daha yeni olan bu ilaglar ile kiyaslayabilecek literatiir
bilgisi azdir. Fipronilden elde ettigimiz sonuglara benzer sekilde, tebufenpyrad ve
tolfenpyrad ile sicanlarda yapilan iireme ¢aligmalarinda herhangi bir teratojenik etki
gozlenmedigi, ayrica MN testi dahil in vitro ve in vivo fest sistemleriyle yapilan
cesitli genotoksisite caligmalarinda da negatif sonuclar elde edildigi bildirilmistir

(USEPA 2002, FSC 2004).

Sonug olarak dollii tavuk yumurtalarinin kullanildigr bu ¢aligmada;
- Kulucka baslangicinda yumurtalara verilen saf fipronilin LDsy degeri 161
pg/yum olarak, ticari fipronilin ise 383 pg/yum olarak hesaplanmig ve ticari

fipronilin daha zayif embriyotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.
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- Hem kulucka baglangicinda hem de kuluckanin 8. giiniinde yumurtalara
verilen fipronil istatistiksel olarak onemli diizeyde teratojenik etki gostermezken,
kuvvetli embriyotoksik etki gostermistir.

- Kuluckanin 8. giinii yumurtaya verilen saf fipronilin, ayn1 dozda kulugka
baslangicinda verilene kiyasla daha kuvvetli toksik etki goOstermesi, fipronilin
metabolitlerinin tavuk embriyolari i¢in daha toksik olduguna isaret etmektedir.

- Ogzellikle kulugkanin 8. giiniinde enjekte edilen saf fipronil kuluckanm 11.
giiniinde embriyolarin iskelet gelisiminde gecikmelere sebep olmustur.

- HET-MN sonuclar1 kullanilan dozlarda fipronilin ve metabolitlerinin
genotoksik etkiye sahip olmadigina isaret etmektedir.

- Kulugka baslangicinda yumurtalara LDsy ve subletal dozlarda verilen saf
fipronilin kulugka sonu erken donem civcivlerinin hiicresel immiinitesi {izerinde

olumsuz etkisi belirlenmistir.
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Tablo 1. Kulugka baslangicinda saf fipronil enjeksiyonu ile gerceklestirilen birinci denemede olusturulan gruplar ve yumurtalara uygulanan islemler

(ug/yum=mikrogram/yumurta).

Gruplar

Gruptaki Her Bir Yumurtaya Uygulanan Islem

Kontrol (n=20)

Negatif kontrol (%100’liik aseton) (n=20)
31.25 pg/yum saf fipronil (n=20)

62.50 pg/yum saf fipronil (n=20)

125 pg/yum saf fipronil (n=20)

250 pg/yum saf fipronil (n=20)

Higbir islem uygulanmadi.

20 pl hacminde saf aseton enjekte edildi.

20 pl hacminde saf asetonda ¢ozdiiriilmiis 31.25 pg saf fipronil enjekte edildi.
20 pl hacminde saf asetonda ¢ozdiiriilmiis 62.50 pg saf fipronil enjekte edildi.
20 pl hacminde saf asetonda ¢ozdiiriilmiis 125 pg saf fipronil enjekte edildi.
20 pl hacminde saf asetonda ¢ozdiiriilmiis 250 g saf fipronil enjekte edildi.

Tablo 2. Kulucka baslangicinda ticari fipronil enjeksiyonu ile gerceklestirilen ikinci denemede olusturulan gruplar ve yumurtalara uygulanan islemler

(ug/yum=mikrogram/yumurta).

Gruplar

Gruptaki Her Bir Yumurtaya Uygulanan Islem

Kontrol (n=20)

Negatif kontrol (Bidistile su) (n=20)
50 pg/yum ticari fipronil (n=20)
125 pg/yum ticari fipronil (n=20)
250 pg/yum ticari fipronil (n=20)
500 pg/yum ticari fipronil (n=20)

Hicbir islem uygulanmadi.

20 pl hacminde steril bidistile su enjekte edildi.

20 pl hacminde steril bidistile suda sulandirilmis 50 pg ticari fipronil enjekte edildi.
20 ul hacminde steril bidistile suda sulandirilmis 125 pg ticari fipronil enjekte edildi.
20 ul hacminde steril bidistile suda sulandirilmis 250 ug ticari fipronil enjekte edildi.
20 ul hacminde steril bidistile suda sulandirilmig 500 ug ticari fipronil enjekte edildi.
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Tablo 3. Kulugka baglangicinda LDsq ve subletal dozlarda saf fipronil enjeksiyonu gerceklestirilen deneme icin olusturulan gruplar ve uygulanan islemler
(ug/yum=mikrogram/yumurta, ng/yum=nanogram/yumurta).

Gruplar Gruptaki Her Bir Yumurtaya Uygulanan islem

Kontrol (n=36) Higbir islem uygulanmadi.

Negatif kontrol (%100’liik aseton) (n=36) 20 ul hacminde saf aseton enjekte edildi.

Pozitif kontrol (40 ng/yum AFB;) (n=36) 20 pl hacminde %30’luk etanol icerisinde ¢ozdiiriilmiis 40 ng aflatoksin B; enjekte edildi.
161 pg/yum saf fipronil (n=36) 20 pl hacminde saf asetonda ¢ozdiiriilmiis 161 pg saf fipronil enjekte edildi.

80.50 pg/yum saf fipronil (n=36) 20 pl hacminde saf asetonda ¢ozdiiriilmiis 80.50 pg saf fipronil enjekte edildi.

40.25 pg/yum saf fipronil (n=36) 20 pl hacminde saf asetonda ¢ozdiiriilmiis 40.25 pg saf fipronil enjekte edildi.

Tablo 4. Kulugkanin 8. giiniinde ii¢ farkli dozda saf fipronil enjeksiyonu gerceklestirilen deneme icin olusturulan gruplar ve uygulanan islemler
(ug/yum=mikrogram/yumurta, ng/yum=nanogram/yumurta).

Gruplar Gruptaki Her Bir Yumurtaya Uygulanan islem

Kontrol (n=36) Hicbir islem uygulanmadi.

Negatif kontrol (%70’lik aseton) (n=36) 40 ul hacminde %70’lik aseton enjekte edildi.

Pozitif kontrol I (80 ng/yum AFB;) (n=36) 40 pl hacminde %30’luk etanol icerisinde ¢ozdiiriilmiis 80 ng aflatoksin B; enjekte edildi.
Pozitif kontrol II (50 pg/yum CP) (n=12) 40 pl hacminde steril bidistile suda ¢ozdiiriilmiis 50 pg siklofosfamit enjekte edildi.
Pozitif kontrol III (250 pg/yum CP) (n=12) 40 pl hacminde steril bidistile suda ¢ozdiiriilmiis 250 pg siklofosfamit enjekte edildi.
Pozitif kontrol IV (500 pg/yum CP) (n=12) 40 pl hacminde steril bidistile suda ¢ozdiiriilmiis 500 pg siklofosfamit enjekte edildi.

161 pg/yum saf fipronil (n=36) 40 pl hacminde %70’lik asetonda ¢ozdiiriilmiis 161 g saf fipronil enjekte edildi.

80.50 pg/yum saf fipronil (n=36) 40 pl hacminde %70’lik asetonda ¢ozdiiriilmiis 80.50 pg saf fipronil enjekte edildi.

40.25 pg/yum saf fipronil (n=36) 40 pl hacminde %70’lik asetonda ¢ozdiiriilmiis 40.25 pg saf fipronil enjekte edildi.




Tablo 5. Birinci denemedeki gruplardan kuluckanin 15. giiniinde elde edilen sonuglar.

Infertil Fertil Anormal Anormal Olii M . Diizeltilmis
. . . ortalite .
yumurta yumurta embriyo embriyo oram* embriyo (%) mortalite
Gruplar sayis1 sayis1 sayisl (%) sayisl (%)
Kontrol (n=20) 0 20 0 0 1 5.00 -
Negatif kontrol (%100’liik aseton) (n=20) 1 19 0 0 3 15.79 -
31.25 pg/yum saf fipronil (n=20) 1 19 2 10.53 5 26.32 22.30
62.50 pg/yum saf fipronil (n=20) 2 18 2 11.11 6 33.33%%* 29.70
125 pg/yum saf fipronil (n=20) 0 20 2 10.00 8 40.00%* 36.70
250 pg/yum saf fipronil (n=20) 2 18 1 5.56 12 66.67%* 64.80
* Anormal embriyo oran1 bakimindan kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsizdir (p>0.05)
*¥*Kontrol grubu mortalitesi ile aradaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
Tablo 6. Ikinci denemedeki gruplardan kuluckanin 15. giiniinde elde edilen sonuclar.
Infertil Fertil Anormal Anormal Olii . Diizeltilmis
. . . Mortalite .
yumurta yumurta embriyo embriyo oram* embriyo (%) mortalite
Gruplar sayisi sayisi sayisi (%) sayisi (%)
Kontrol (n=20) 2 18 0 0.00 1 5.56 -
Negatif kontrol (Bidistile su) (n=20) 1 19 1 5.26 1 5.26 -
50 pg/yum ticari fipronil (n=20) 0 20 2 10.00 5 25.00 20.60
125 pg/yum ticari fipronil (n=20) 1 19 2 10.53 6 31.58*%* 27.60
250 pg/yum ticari fipronil (n=20) 2 18 0 0.00 8 44.44%% 41.20
500 pg/yum ticari fipronil (n=20) 2 18 1 5.56 11 61.11%* 58.90

*Anormal embriyo oran1 bakimindan kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak dnemsizdir (p>0.05)
**Kontrol grubu mortalitesi ile aradaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
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Tablo 7. Birinci denemedeki gruplarda gozlenen embriyonik 6liimlerin HH skalasina gore dagilimi (EEO: Erken Embriyonik Oliim).

HH Skalasina Gore Evreler

HH-1-20

Gruplar (EEO) HH-22 HH-30 HH-36 HH-37 HH-39
Kontrol (n=1) 1 - - - - -
Negatif kontrol (%100’liik aseton) (n=3) 3 - - - - -
31.25 pug/yum saf fipronil (n=5) 4 - - - 1 -
62.50 ng/yum saf fipronil (n=6) 4 - - - - 2
125 pg/yum saf fipronil (n=8) 6 - - 1 1
250 pg/yum saf fipronil (n=12) 10 1 1 - - -

Tablo 8. Ikinci denemedeki gruplarda gézlenen embriyonik liimlerin HH skalasina gore dagilimi (EEO: Erken Embriyonik Oliim).

HH Skalasina Gore Evreler

HH-1-20
Gruplar (EEO) HH-21 HH-26 HH-27 HH-28 HH-33 HH-35 HH-38

Kontrol (n=1) 1 - - - - - - -

Negatif kontrol (Bidistile su) (n=1) - - - 1 - - - -
50 ug/yum ticari fipronil (n=5) 2 - 1 - - - 1 1
125 pg/yum ticari fipronil (n=6) 3 - 1 - - - 2 -
250 ug/yum ticari fipronil (n=8) 2 - - - 1 1 4 -
500 pg/yum ticari fipronil (n=11) 8 1 - - 1 - 1 -




Tablo 9. Birinci denemedeki gruplardan kuluckanin 15. giiniinde elde edilen ortalama agirlik ve uzunluk 6l¢iim sonuglar.

Canli embriyo agirhg (g) Nispi embriyo agirh@ (g) CRL (mm)

Gruplar x £SS x £SS x £SS
Kontrol (n=19) 11.92+1.83 21.99+3.59 61.43+2.42
Negatif kontrol (%100’liik aseton) (n=16) 10.98+1.09 20.33£1.99 60.52+1.74
31.25 pg/yum saf fipronil (n=14) 9.61+1.39% 18.0742.88%* 59.24+2.26"
62.50 pg/yum saf fipronil (n=12) 9.52+1.68% 17.4743.10%* 57.88+2.22°
125 pg/yum saf fipronil (n=12) 10.00+1.69%* 18.4543.63%* 59.76+1.56"
250 pg/yum saf fipronil (n=6) 8.92+1.18% 16.40+2.43%* 57.33£2.23°

*Canl1 embriyo agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemlidir (Kruskal-Wallis=26.918, p<0.001)
**Nispl embriyo agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak énemlidir (Kruskal-Wallis=24.685, p<0.001)

'CRL degerleri bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemlidir (Kruskal-Wallis=26.197, p<0.001)

Tablo 10. Ikinci denemedeki gruplardan kuluckanin 15. giiniinde elde edilen ortalama agirlik ve uzunluk 6lciim sonuglari.

Canli embriyo agirhig (g) Nispi embriyo agirh@ (g) CRL (mm)

Gruplar x £SS x £SS x £SS
Kontrol (n=17) 11.691.00 21.3622.09 61.88+2.89
Negatif kontrol (Bidistile su) (n=18) 11.03£1.56 19.97+£2.80 61.51£1.81
50 pg/yum ticari fipronil (n=15) 9.63£1.11% 17.70£2.10%* 59.45+1.34
125 pg/yum ticari fipronil (n=13) 9.84+1.36%* 18.02+2.35%* 59.43+1.90
250 pg/yum ticari fipronil (n=10) 10.55+0.53* 19.14+1.11%* 59.63+0.91"
500 pg/yum ticari fipronil (n=7) 9.59+0.89* 17.29+1.86%* 57.73+3.54"

*Canl1 embriyo agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemlidir (Kruskal-Wallis=27.921, p<0.001)
**Nispl embriyo agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemlidir (Kruskal-Wallis=24.797, p<0.001)

'CRL degerleri bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemlidir (Kruskal-Wallis=32.856, p<0.001)



Tablo 11. Kulugka baglangicinda enjeksiyon yapilan gruplardan kuluckanin 7. giiniinde elde edilen veriler.

Acilan Infertil Fertil Anormal Anormal Olii .
. . . Mortalite
yumurta yumurta yumurta embriyo embriyo embriyo (%)
Gruplar sayisi sayisl say1sl sayisl oram* (%) sayisl
Kontrol 12 1 11 0 0.00 0 0.00
Negatif kontrol (%100’liik aseton) 12 0 12 0 0.00 1 8.33
Pozitif kontrol (40 ng/yum AFB,) 12 1 11 1 9.09 5 45.45%*
161 pg/yum saf fipronil 12 0 12 1 8.33 3 25.00
80.50 pg/yum saf fipronil 12 0 12 1 8.33 1 8.33
40.25 ng/yum saf fipronil 12 0 12 0 0.00 1 8.33

*Anormal embriyo oran1 bakimindan kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak dnemsizdir (p>0.05)
**Kontrol grubu mortalitesi ile aradaki farklilik istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05)

Tablo 12. Kulucka baslangicinda enjeksiyon yapilan gruplardan kuluckanin 7. giiniinde elde edilen ortalama canli ve nispi embriyo agirliklan ile
CRL degerleri.

Canh embriyo agirhg (g) Nispi embriyo agirh@ (g) CRL (mm)

Gruplar x £SS x £SS x £SS
Kontrol (n=11) 0.62+0.06 0.99+0.10 19.70+0.87
Negatif kontrol (%100’liik aseton) (n=11) 0.57+0.07 0.91+0.13 20.21+1.46
Pozitif kontrol (40 ng/yum AFB;) (n=6) 0.46+0.08* 0.73+.014%%* 18.65+£2.06
161 pg/yum saf fipronil (n=9) 0.48+0.07* 0.76+0.13%%* 18.48+1.37
80.50 pg/yum saf fipronil (n=11) 0.46+0.09* 0.7240.15%%* 17.73+1.88"
40.25 pg/yum saf fipronil (n=11) 0.48+0.10%* 0.76+0.15%%* 18.85+0.98

*Canl1 embriyo agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemlidir (Kruskal-Wallis=24.184, p<0.001)
**Nispl embriyo agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak énemlidir (Kruskal-Wallis=23.255, p<0.001)
fCRL degerleri bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemlidir (Kruskal-Wallis=14.314, p<0.05)



Tablo 13. Kulugka baglangicinda enjeksiyon yapilan gruplardan kuluckanin 14. giiniinde elde edilen veriler.

Acilan Infertil Fertil Anormal Anormal Olii .
. . . Mortalite
yumurta yumurta yumurta embriyo embriyo embriyo (%)
Gruplar sayis1 sayis1 sayisl sayisl oram* (%) sayis1
Kontrol 12 1 11 0 0.00 0 0.00
Negatif kontrol (%100’liik aseton) 12 0 12 0 0.00 3 25.00
Pozitif kontrol (40 ng/yum AFB,) 12 0 12 0 0.00 4 33.33%*
161 pg/yum saf fipronil 12 0 12 1 8.33 4 33.33%=*
80.50 ug/yum saf fipronil 12 0 12 0 0.00 2 16.67
40.25 pg/yum saf fipronil 12 0 12 2 16.67 3 25.00

*Anormal embriyo oran1 bakimindan kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsizdir (p>0.05)
**Kontrol grubu mortalitesi ile aradaki farklar istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05)

Tablo 14. Kulucka baglangicinda enjeksiyon yapilan gruplardan kuluckanin 14. giiniinde elde edilen ortalama canli ve nispl embriyo agirliklari, CRL
degerleri ile karaciger agirliklari.

Canli embriyo agirhi@ Nispi embriyo agirh@ CRL' Karaciger agirhd
€) (2 (mm) (2
Gruplar X £SS X 5SS X +SS x £SS
Kontrol (n=11) 8.02+1.00 12.84+1.45 55.81£2.80 0.2109+0.0144
Negatif kontrol (%100’lik aseton) (n=9) 7.40£0.78 11.85+1.20 54.94£2.11 0.1982+0.0080
Pozitif kontrol (40 ng/yum AFB;) (n=8) 7.19+£0.57 11.58+1.00 53.65+1.22 0.1957+0.0073*
161 pg/yum saf fipronil (n=8) 6.83£1.07* 10.98+1.64%* 51.38+4.67 0.1829+0.0266°
80.50 pg/yum saf fipronil (n=10) 6.71+0.38* 11.00£0.67%* 53.14£2.18 0.1889+0.0080°
40.25 pg/yum saf fipronil (n=9) 6.57+0.76* 10.69+1.42%%* 53.69+1.91 0.1931+0.0103*

*Canl1 embriyo agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemlidir (Kruskal-Wallis=15.534, p<0.05)
**Nispl embriyo agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak énemlidir (Kruskal-Wallis=12.938, p<0.05)
'CRL degerleri bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsizdir (Kruskal-Wallis=9.224, p>0.05)

iKaraCiger agirlig bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (Kruskal-Wallis=16.651, p<0.05)
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Tablo 15. Kulugka baglangicinda enjeksiyon yapilan gruplardan elde edilen ¢ikis verileri.

Cikisa Civceiv Anormal Anormal

infertil Fertil Cikan Anormal .. Anormal . Olii .
birakilan .. cikis . civeiv embriyo . Mortalite
umurta yumurta yumurta civciv orant avelv embriyo oram embriyo (%)
y sayisi sayisi sayisi sayisi sayisi sayisi
Gruplar sayisi (%) (%) (%)
Kontrol 12 0 12 12 100.00 0 0.00 0 0 0 0.00
(g ngtiflll(“;';gg;) 12 1 11 10 9091 0 0.00 0 0 1 9.09
( 41())0:;;21:3121?1)31 : 12 1 11 6  s4ss¢ 1 16.67 0 0 5 45.45"
1
161 pg/yum saf fipronil 12 0 12 7 58.33% 1 14.29 0 0 5 41.67°
80.50 pg/yum saf fipronil 12 0 12 7 58.33* 0 0.00 0 0 5 41.67°
40.25 pg/yum saf fipronil 12 1 11 6 54.55% 2 33.33 0 0 5 4545

*Civciv ¢ikis oran1 bakimindan kontrol grubu ile aradaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
** Anormal civciv oran1 bakimindan kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak dnemsizdir (p>0.05)
"Kontrol grubu mortalitesi ile aradaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
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Tablo 16. Kulugka baslangicinda enjeksiyon yapilan yumurtalardan ¢ikan civcivlerin ortalama ¢ikis ve 10. giin agirliklari ile 10. giin karaciger

agirliklari.
Civciv cikis Civciv 10. giin Civciv 10. giin karaciger
agirhg (g) agirhg (g) agirhg (g)
Gruplar X 5SS X 5SS X +SS
Kontrol 69.95+6.53 (n=12) 2.13+0.31 (n=6)

Negatif kontrol (%100’lik aseton)
Pozitif kontrol (40 ng/yum AFB,)
161 pg/yum saf fipronil
80.50 pg/yum saf fipronil
40.25 pg/yum saf fipronil

47.19+1.49 (n=12)

45.98+1.33 (n=10)
42.07£2.85% (n=6)
43.12+1.16* (n=7)
44.77£2.41% (n=T7)
42.54£1.61% (n=6)

67.54+4.17 (n=9)
60.84+3.75%* (n=6)
63.90+5.28%* (n=7)
63.00+4.05%* (n=7)

65.26%1.44 (n=6)

1.98+0.14 (n=6)
1.810.14" (n=6)
2.21+0.47 (n=6)
1.89+0.22 (n=6)
1.92+0.09 (n=6)

*Civciv ¢ikis agirligln bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (Kruskal-Wallis=26.278, p<0.001)
*%10. glin civeiv agirhg bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemlidir (Kruskal-Wallis=14.681, p<0.05)
0. giin civciv karaciger agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemlidir (Kruskal-Wallis=8.385,

p<0.05)
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Tablo 17. Kulugka baslangicinda enjeksiyon yapilan gruplardan kuluckanin 7. ve 14. giinlerinde ve cikista elde edilen total veriler.

Total Total Total Total Total Total
. . . . veyes Total
kullanilan infertil fertil anormal  anormal embriyo olii mortalite
yumurta yumurta yumurta embriyo ve  ve civciv oram embriyo (%)
Gruplar sayisl sayisl sayisl civciv sayisi (%) sayisl ¢
Kontrol 36 2 34 0 0 0 0
Negatif kontrol -
(%100’ liik aseton) 36 ! 35 0 0 > 14.29
Pozitif kontrol w2k
(40 ng/yum AFB)) 36 2 34 2 5.88 14 41.18
161 pg/yum saf fipronil 36 0 36 2 5.56 12 33.33%%*
80.50 pg/yum saf fipronil 36 0 36 1 2.78 8 22.22%*
40.25 pg/yum saf fipronil 36 1 35 4 11.43% 9 25.71%%

* Anormal embriyo ve civciv oran1 bakimindan kontrol grubu ile aradaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
**Kontrol grubu mortalitesi ile aradaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)

Tablo 18. Kulugcka baslangicinda enjeksiyon yapilan gruplarda kuluckanin 7. ve 14. giinlerindeki ve c¢ikis olmayan yumurtalardaki gozlenen

embriyonik 6liimlerin HH skalasina gore dagilimi (EEO: Erken Embriyonik Oliim).

HH Skalasina Gore Evreler

HH-1-20 HH-46
Gruplar (EEO) HH-22 HH-24 HH-25 HH-30 HH-36 HH-39 (Kabuk Altr)
Kontrol (n=0) . . . - - - - -
Negatif kontrol 4 ) ) ) ) ) ) |
(%100’liik aseton) (n=5)
Pozitif kontrol ] ) ) ) > ) ) 4
(40 ng/yum AFB,) (n=14)
161 pg/yum saf fipronil (n=12) 8 2 1 - - - - 1
80.50 pg/yum saf fipronil (n=8) 4 - 1 - 1 1 1
40.25 pg/yum saf fipronil (n=9) 1 - - 2 - 1 - 5
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Tablo 19. Kulugkanin 8. giiniinde enjeksiyon yapilan gruplardan kuluckanin 11. giiniinde elde edilen veriler.

Acilan Infertil Fertil Anormal Anormal

Olii

. . . Mortalite
yumurta yumurta yumurta embriyo embriyo embriyo (%)
Gruplar sayisl sayisl sayisl sayisl oram (%) sayisl

Kontrol 12 2 10 0 0.00 0 0.00

Negatif kontrol (%70’1ik aseton) 12 0 12 0 0.00 2 16.67

Pozitif kontrol I (80 ng/yum AFB;) 12 1 11 1 9.09 2 18.18

Pozitif kontrol IT (50 pg/yum CP) 12 1 11 2 18.18 0 0.00
Pozitif kontrol III (250 pg/yum CP) 12 0 12 8 66.67% 7 58.33%*
Pozitif kontrol IV (500 pg/yum CP) 12 1 11 10 90.91%* 10 90.91%*
161 pg/yum saf fipronil 12 0 12 1 8.33 9 75.00%%*
80.50 pg/yum saf fipronil 12 0 12 1 8.33 6 50.00%*
40.25 pg/yum saf fipronil 12 1 11 1 9.09 4 36.36%*

*Anormal embriyo oran1 bakimindan kontrol grubu ile aradaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.001)
*¥*Kontrol grubu mortalitesi ile aradaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
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Tablo 20. Kulugkanin 8. giiniinde enjeksiyon yapilan gruplardan kulugkamin 11. giiniinde elde edilen ortalama canli ve nispi embriyo agirliklar,

CRL degerleri ile karaciger agirliklari.

Canhi embriyo Nispi embriyo CRL Karaciger
agirhg (g) agirhg (g) (mm) agirhg (g)
Gruplar X *SS x *SS X £SS X +SS

Kontrol (n=10) 2.560.27 4.130.41 38.50+1.33 0.0538+0.0034
Negatif kontrol (%70’lik aseton) (n=10) 2.4620.25 3.92+0.38 37.10£1.65 0.0542+0.0082
Pozitif kontrol I (80 ng/yum AFB;) (n=9) 2.43+0.10 3.90+0.22 37.78+1.70 0.048620.0032*
Pozitif kontrol II (50 pg/yum CP) (n=11) 2.23+0.11* 3.59+0.18%* 35.27+0.827 0.0408+0.0055*
Pozitif kontrol III (250 pg/yum CP) (n=5) 2.37+0.08* 3.74+0.22 34.00+1.27" 0.0392+0.0070*
Pozitif kontrol IV (500 pg/yum CP) (n=1) 2.30+£0.00* 3.83+0.00 34.000.00" 0.040020.0000*
161 pg/yum saf fipronil (n=3) 2.2240.08%* 3.40+0.10%* 36.001.00° 0.0453+0.0050*
80.50 pg/yum saf fipronil (n=06) 2.21+0.32% 3.49+0.57%% 35.57+1.43 0.046120.0083"
40.25 pg/yum saf fipronil (n=7) 2.18%0.14%* 3.3420.17%%* 34.43+1.46" 0.04070.0096

*Canl1 embriyo agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemlidir (Kruskal-Wallis=47.720, p<0.001)
**Nispl embriyo agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak énemlidir (Kruskal-Wallis=27.537, p<0.001)
'CRL degerleri bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemlidir (Kruskal-Wallis=37.042, p<0.001)
j;Kauraciger agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemlidir (Kruskal-Wallis=32.914, p<0.001)
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Tablo 21. Kulugkanin 8. giiniinde enjeksiyon yapilan gruplardan kuluckanin 18. giiniinde elde edilen veriler.

Acilan Infertil Fertil Anormal Anormal Olii .
. . . Mortalite
yumurta yumurta yumurta embriyo embriyo embriyo (%)
Gruplar sayisl sayisl sayisl sayis1 oram™ (%) sayis1
Kontrol 12 1 11 0 0 0 0.00
Negatif kontrol (%70’1ik aseton) 12 0 12 0 0 1 8.33
Pozitif kontrol (80 ng/yum AFB,) 12 1 11 0 0 3 27.27
161 pg/yum saf fipronil 12 1 11 3 27.27 6 54.55%%
80.50 pg/yum saf fipronil 12 0 12 0 0 6 50.00%*
40.25 pg/yum saf fipronil 12 0 12 0 0 6 50.00%*

* Anormal embriyo oran1 bakimindan kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsizdir (p>0.05)
**Kontrol grubu mortalitesi ile aradaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)

Tablo 22. Kuluckanin 8. giiniinde enjeksiyon yapilan gruplardan kuluckanin 18. giiniinde elde edilen ortalama canli ve nispi embriyo agirliklari,

CRL degerleri ile karaciger agirliklari.

Canli embriyo Nispi embriyo CRL Karaciger
agirhg (g) agirhg (g) (mm) agirhg (g)
Gruplar x £SS x £SS x £SS x £SS

Kontrol (n=11) 19.45+2.11 32.1243.39 73.5042.52 0.5832+0.0215
Negatif kontrol (%70’lik aseton) (n=11) 17.78+2.43 29.78+3.63 70.55+4.22" 0.5792+0.0253
Pozitif kontrol (80 ng/yum AFB;) (n=8) 20.21£1.21 33.47+2.24 67.75+5.58" 0.5067+0.0826"
161 pg/yum saf fipronil (n=5) 14.49+2.90%* 24.09+4.74%* 58.20+4.64" 0.4012+0.1019*
80.50 ug/yum saf fipronil (n=6) 16.98+£2.59%* 27.92+44.71%% 57.92+1.91° 0.5092+0.0210*
40.25 pg/yum saf fipronil (n=6) 14.61+0.97* 23.64+1.46%* 62.75+1.08" 0.4450+0.0394"

*Canl1 embriyo agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemlidir (Kruskal-Wallis=23.233, p<0.001)
**Nispl embriyo agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak énemlidir (Kruskal-Wallis=24.357, p<0.001)
fCRL degerleri bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemlidir (Kruskal-Wallis=33.609, p<0.001)
j;Kauraciger agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (Kruskal-Wallis=23.640, p<0.001)

106



Tablo 23. Kulugkanin 8. giinii enjeksiyon yapilan gruplardan elde edilen ¢ikis verileri.

Cikasa Infertil Fertil Cikan Civeiv Anormal An.orl.nal Anormal Anorl.nal Olii .
birakilan .. N civeiv . embriyo . Mortalite
yumurta yumurta civciv civelv embriyo + embriyo
yumurta sayisl sayisl sayisl oram sayisl oram sayisl rant sayisl (%)
Gruplar sayisi y y y (%) y (%) y (%) y
Kontrol 12 0 12 11 91.67 0 0.00 0 0.00 1 8.33
2e§gfl‘ifkka"s‘e‘g$ 12 0 12 8 66.67 0 0.00 0 0.00 4 33.33
(4
(81(’)";;‘;111;‘1"21‘;‘1;' : 12 1 1 5 45.45% 3 60000 0 0.00 6 54.55
1
161 pg/yum saf fipronil 12 1 11 0 0.00%* - - 1 9.09 11 100.00*
80.50 ug/yum saf fipronil 12 0 12 0 0.00%* - - 1 8.33 12 100.00*
40.25 ug/yum saf fipronil 12 1 11 3 27.27% 1 33.33 0 0.00 8 72.73%

*Civciv ¢ikis oran1 bakimindan kontrol grubu ile aradaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)

**Anormal civciv oran1 bakimindan kontrol grubu ile aradaki farklilik istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05)
Anormal embriyo oran1 bakimindan kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak dnemsizdir (p>0.05)
* Kontrol grubu mortalitesi ile aradaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
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Tablo 24. Kuluckanin 8. giiniinde enjeksiyon yapilan gruplardan ¢ikan civcivlerin ortalama ¢ikis ve 10. giin agirliklar ile 10. giin karaciger agirliklart.

Civciv cikis Civciv 10. giin Civciv 10. giin
agirhg (g) agirhg (g) karaciger aglrllgfr (2

Gruplar X 5SS X *SS X £SS

Kontrol 45.25+1.49 (n=11) 68.53+6.46 (n=11) 2.1840.35 (n=6)

Negatif kontrol (%70’1ik aseton) 46.46+1.78 (n=8) 67.81+2.75 (n=8) 2.04+0.13 (n=6)

Pozitif kontrol (80 ng/yum AFB,) 42.94+2 84% (n=5) 57.60+7.06%** (n=4) 1.79+0.31 (n=4)
161 pg/yum saf fipronil - (n=0) - (n=0) - (n=0)
80.50 ug/yum saf fipronil - (n=0) - (n=0) - (n=0)

40.25 pg/yum saf fipronil 42.67£2.75% (n=3) 53.67+4.37*%* (n=3) 2.37+0.61 (n=3)

*Civciv ¢ikis agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemlidir (Kruskal-Wallis=8.034, p<0.05)
**Civciv 10. giin agirligi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak énemlidir (Kruskal-Wallis=13.628, p<0.05)
'Civeiv 10. giin karaciger agirligi bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak onemsizdir (Kruskal-Wallis=3.975, p>0.05)
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Tablo 25. Kulugkanin 8. giinii enjeksiyon yapilan gruplardan kuluckanin 11. ve 18. giinlerinde ve ¢ikista elde edilen total veriler.

Total Total Total Total Total anormal Total
. . . . - Total
kullamlan infertil fertil anormal embriyo ve olii .
. .. . mortalite
yumurta yumurta yumurta  embriyo ve civcivoram  embriyo (%)
Gruplar sayis1 sayis1 sayisl civciv sayisi (%) sayisli i
Kontrol 36 3 33 0 0.00 1 3.03
Negatif kontrol (%70’1ik aseton) 36 0 36 0 0.00 7 19.44*=*
Pozitif kontrol (80 ng/yum AFB,) 36 3 33 4 12.12% 11 33.33%%*
161 pg/yum saf fipronil 36 2 34 6 17.65% 26 76.47%%
80.50 pg/yum saf fipronil 36 0 36 2 5.56 24 66.67%*
40.25 pg/yum saf fipronil 36 2 34 2 5.88 18 52.947%*

* Anormal embriyo ve civciv oram1 bakimindan kontrol grubu ile aradaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
**Kontrol grubu mortalitesi ile aradaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)

Tablo 26. Kulugkanin 8. giinii enjeksiyon yapilan gruplarda kuluckanin 11. ve 18. giinlerindeki ve c¢ikis olmayan yumurtalardaki gozlenen

embriyonik oliimlerin HH skalasina gore dagilimi.

HH Skalasina Gore Evreler

HH-46

Gruplar HH-34 HH-35 HH-36 HH-38 HH-42 (Kabuk Alti)
Kontrol (n=1) - . - R _ 1
Negatif kontrol (%70’lik aseton) (n=7) 4 - - - - 3
Pozitif kontrol (80 ng/yum AFB)) (n=11) 4 2 - - - 5
161 pg/yum saf fipronil (n=26) 14 3 1 1 1 6
80.50 ug/yum saf fipronil (n=24) 10 8 - - - 6
40.25 nug/yum saf fipronil (n=18) 9 3 - - 2 4
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Tablo 27. Kulugka baglangicinda ve kulugkanin 8. giinlerinde enjeksiyon yapilan gruplarin civciv ¢ikis ve anormal civciv oranlarinin karsilagtirilmasi.

Gruplar
Enjeksiyon Kontrol Negatif kontrol  Pozitif kontrol 161 pg/yul.n 8050 ug/ yum 40.25 pg/ yum
Zaman saf fipronil saf fipronil saf fipronil
Civciv cikis 0. giin 100.00 90.91 54.55 58.33% 58.33%* 54.55
oram (%) 8. giin 91.67 66.67 45.45 0.00* 0.00%%* 27.27
Anormal civciv 0. giin 0.00 0.00 16.67 14.29 0.00 33.33
oram (%) 8. giin 0.00 0.00 60.00 - - 33.33

*Aymni siitunda ayn1 sembolil tagiyan iki grup arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05)
**Ayni siitunda ayn1 sembolii tasiyan iki grup arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)

Tablo 28. Kulugka baslangicinda ve kulugkanin 8. giinlerinde enjeksiyon yapilan gruplarin embriyonik dénemde ve cikista elde edilen total
verilerinin karsilastirilmasi.

Gruplar
Enjeksiyon  Kontrol Negatif kontrol  Pozitif kontrol 161 pg/yur.n 80.50 ug/ yum 40.25 ug/ yum
Zaman saf fipronil saf fipronil saf fipronil
Anormal embriyo 0. giin 0.00 0.00 5.88 5.56 2.78 11.43
ve civeiv oram (%) 8. giin 0.00 0.00 12.12 17.65 5.56 5.88
. 0. giin 0.00 14.29 41.18 33.33% 22.22%* 25717
Mortalite (%) 8. giin 3.03 19.44 33.33 76.47% 66.67%% 52.947

*Aymni siitunda ayn1 sembolil tasiyan iki grup arasindaki farklilik istatistiksel olarak énemlidir (p<0.001)
**Ayn siitunda ayn1 sembolii tasiyan iki grup arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemlidir (p<0.001)
TAym siitunda ayn1 sembolii tagiyan iki grup arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
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Tablo 29. Kuluckanin 8. giiniinde enjeksiyon yapilan gruplardaki embriyolardan kulugkanin 11. giiniinde alinan kan 6rneklerindeki alyuvarlarda (her
birey i¢in 5000 alyuvar degerlendirildi) gézlenen MN, NA ve mitotik figiirlere ait ortalama oranlar (MN, sadece mikronukleus ihtiva eden
alyuvarlarin orani; NA, sadece cekirdek anormalligi ihtiva eden alyuvarlarin orani; MN ve NA, mikronukleus ve cekirdek anormalligini birlikte
ihtiva eden alyuvarlarin orani; Total anormallik, mikronukleus ve cekirdek anormalliklerinin toplami).

MN* NA#* MN ve NA" Total anormallik*  Mitotik figiir''
(%) (%) (%) (%) (%)
Gruplar X £SS X +SS X 5SS X 5SS X £SS

Kontrol (n=06) 0.100.04° 0.16+0.03 0.0020.00 0.260.05 0.01£0.01%°
Negatif kontrol (%70’lik aseton) (n=6) 0.15+0.03*" 0.23+0.05" 0.01+0.01? 0.39+0.06* 0.000.00*
Pozitif kontrol I (80 ng/yum AFB,) (n=6) 0.18+0.06* 0.21+0.04% 0.00+0.00? 0.39+0.07*" 0.000.00*
Pozitif kontrol IT (50 ug/yum CP) (n=6) 4.90+1.09¢ 0.93+0.68" 0.17+0.19* 6.00+1.80° 0.01+0.01*
Pozitif kontrol III (250 ug/yum CP) (n=5) 12.3442.03¢ 6.22+1.38° 3.59+0.94" 22.14+3.86" 0.100.10°

Pozitif kontrol IV (500 pg/yum CP) (n=0) - - - - -
161 pg/yum saf fipronil (n=3) 0.25+0.03" 0.28+0.14*® 0.01+0.01? 0.54+0.17% 0.05+0.03"
80.50 pg/yum saf fipronil (n=6) 0.23+0.06" 0.20+0.07*® 0.00+0.00* 0.43+0.12% 0.02+0.02%
40.25 pg/yum saf fipronil (n=6) 0.24+0.06" 0.32+0.06" 0.02+0.01? 0.58+0.11" 0.1420.11¢

*MN oran1 bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (F=331.865, p<0.001)
**NA oranmi bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (F=84.618, p<0.001)

"MN ve NA orani bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (F=132.724, p<0.001)
*Total anormallik orani bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (F=259.555, p<0.001)
"Mitotik figiir oran1 bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak énemlidir (F=11.908, p<0.001)

ab¢ Aym siitunda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05)
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Tablo 30. Kulugka baslangicinda enjeksiyon yapilan gruplardaki yumurtalardan ¢ikan civcivlerin 10. giin kan degerleri.

Alyuvar sayist* Akyuvar sayisi** Lenfosit oran’ ANAE(+) lenfosit oram’
(x10%/ul) (x10°/ul) (%) (%)
Gruplar x £SS x £SS x £SS x £SS
Kontrol (n=6) 3.19+0.50* 22.83+7.57" 54.17+2.81% 39.99+3.25°
Negatif kontrol (%100’liik aseton) (n=6) 3.37+0.46" 24.83+6.04° 55.42+5.01¢ 40.60+5.58°
Pozitif kontrol (40 ng/yum AFB,) (n=6) 2.87+0.40% 11.17+4.49* 52.25+5.20* 26.24+2.28%
161 pg/yum saf fipronil (n=6) 2.60+0.41% 11.33+5.75 50.25+3.52% 22.71+2.82°
80.50 pug/yum saf fipronil (n=6) 3.11+0.25" 15.33+2.33% 48.08+2.62*" 29.4242.12°
40.25 pg/yum saf fipronil (n=6) 2.78+0.18" 11.00+2.36 46.08+4.25" 27.63+1.27%

*Alyuvar sayis1 bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (F=3.344, p<0.05)
**Akyuvar sayis1 bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak onemlidir (F=8.885, p<0.001)
"Lenfosit orani bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (F=4.762, p<0.05)

iANAE(+) lenfosit oran1 bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak énemlidir (F=33.140, p<0.001)

abe Ayni siitunda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05)

112



Tablo 31. Kulugkanin 8. giiniinde enjeksiyon yapilan gruplardaki yumurtalardan ¢ikan civcivlerin 10. giin kan degerleri.

Alyuvar sayist* Akyuvar sayisi** Lenfosit oram’  ANAE(+) lenfosit oram’*
(x10%/ul) (x10°/ul) (%) (%)
Gruplar x £SS x £SS x £SS x £SS
Kontrol (n=6) 3.19+0.50 22.83+7.57 54.17+2.81° 39.99+3.25"
Negatif kontrol (%70’lik aseton) (n=6) 2.81+0.27 19.33+8.35 53.92+3.54" 32.74%5.17*
Pozitif kontrol (80 ng/yum AFB,) (n=4) 2.72+0.47 15.00+3.56 39.25+1.44" 28.0743.57*

161 pg/yum saf fipronil (n=0) - - - -
80.50 pg/yum saf fipronil (n=0) - - - -
40.25 pg/yum saf fipronil (n=3) 3.39+0.17 18.00+3.00 43.17£2.02° 25.56+1.44%
*Alyuvar sayis1 bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak dnemsizdir (F=2.540, p>0.05)
**Akyuvar sayis1 bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak dnemsizdir (F=1.112, p>0.05)
"Lenfosit orani bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (F=33.880 p<0.001)
iANAE(+) lenfosit oran1 bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak onemlidir (F=11.808, p<0.001)
ab Aym siitunda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
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EK B (Sekiller)
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hava

pander blastodisk

isthmus
sari vitellus

kire¢ kabuk  koyu albumin

Sekil 1. Tavuk yumurtasinin sematize edilmis yapisi.
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Sekil 2. Hamburger ve Hamilton (1951) skalasina (HH skalas1) gore tavuk embriyosunun gelisim evreleri.
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Sekil 2’nin devami.
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Sekil 3. Kuluckanin 15. giiniinde a) kontrol grubundan bir embriyo b) 31.25 pg/yum saf fipronil grubundan i¢
organlari disa doniik, yapisik c¢ift viicutlu embriyo c¢) 31.25 pg/yum saf fipronil grubundan boyun ve
parmaklarda carpiklik gézlenen embriyo d) 62.50 pg/yum saf fipronil grubundan asir1 6demli bir embriyo e)
62.50 pg/yum saf fipronil grubundan boyunda hafif sislik ve parmaklarda carpiklik gézlenen embriyo f) 125
pg/yum saf fipronil grubundan bir kanadi gelismeyen embriyo g) 125 pg/yum saf fipronil grubundan ¢ift goz
anormalligi ve carpik gaga gozlenen embriyo h) 250 pg/yum saf fipronil grubundan tek goz anormalligi ve
carpik gaga gozlenen embriyo (Bar=1 cm).
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Sekil 4. Kuluckanin 15. giiniinde a) kontrol grubundan bir embriyo b) 50 pg/yum ticari fipronil grubundan
genel gelisme geriligi gozlenen embriyo ¢) 50 pg/yum ticari fipronil grubundan yaygin hemoraji gozlenen
embriyo d) 125 pg/yum ticari fipronil grubundan bas bolgesinde fokal hemoraji gozlenen embriyo (Bar=1
cm).
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Sekil 5. Saf ve ticari fipronilin doz-cevap iliskisi.
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Sekil 6. Tavuk embriyolarinda regresyon analizi ile saf fipronilin LDs, degeri.

Sekil 7. Tavuk embriyolarinda regresyon analizi ile ticari fipronilin LDs, degeri.




Sekil 8. Kuluckanin 7. giiniinde a) kontrol grubundan bir embriyo (solda) ve 80.50 pg/yum
saf fipronil grubundan genel gelisme geriligi, karm bdlgesinde hemoraji ve ¢ift goz
anormalligi gdzlenen embriyo (sagda) b) negatif kontrol grubundan bir embriyo (solda) ve
161 pg/yum saf fipronil grubundan tek goz anormalligi ve genel gelisim geriligi gozlenen
embriyo (sagda) c) kontrol grubundan bir embriyo (solda) ve 40 ng/yum AFB; grubundan
genel gelisme geriligi gozlenen embriyo (sagda) (Bar=1 cm).
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Sekil 9. Kuluckanin 14. giiniinde kontrol grubundan bir embriyo
(solda) ve 161 pg/yum saf fipronil grubundan genel gelisme geriligi
gbzlenen embriyo (sagda) (Bar=1 cm).
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Sekil 10. Kuluckanin 14. giiniinde total olarak Alizarin Red-S ile boyanmis kontrol grubundan bir embriyo
(solda) ve 161 pg/yum saf fipronil grubundan iskelet gelisimi nispeten baskilanmig bir embriyo (sagda)
(Bar=1 cm).

124



Sekil 11. Kulugkanin 14. giiniinde Alizarin Red-S ile boyanmis a) negatif kontrol
grubundan bir embriyonun arka iiyesi (solda) ve 161 pg/yum saf fipronil grubundan
kemik gelisimi nispeten baskilanmis bir embriyonun arka iiyesi (sagda) b) negatif
kontrol grubundan bir embriyonun 6n iiyesi (solda) ve 161 pg/yum saf fipronil
grubundan kemik gelisimi nispeten baskilanmis bir embriyonun 6n iiyesi (sagda)
(Bar=1 cm).
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Sekil 12. Kuluckadan c¢ikisin ikinci giiniinde a) kontrol grubundan bir civeiv b) 40.25 pug/yum saf fipronil
grubundan parmaklan ¢arpik bir civciv ¢) 161 pug/yum saf fipronil grubundan parmaklar carpik ve ayakta
duramayan bir civciv d) 40 ng/yum AFB,; grubundan parmaklar carpik ve ayakta duramayan bir civciv e) 80
ng/yum AFB,; grubundan parmaklar: ¢arpik bir civciv f) Gelisimini tamamlamasina ragmen kabuk alt1 6liimii
gerceklesen bir civciv.
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Sekil 13. Kuluckanin 11. giiniinde a) kontrol grubundan bir embriyo b) 40.25 pg/yum
saf fipronil grubundan hafif hemoraji gdzlenen embriyo c) 80.50 pug/yum saf fipronil
grubundan hafif hemoraji gozlenen embriyo d) 161 pg/yum saf fipronil grubundan
beyni disar1 gelisen embriyo e) 80 ng/yum AFB; grubundan hafif hemoraji gozlenen
embriyo f) 50 pg/yum CP grubundan hafif hemoraji gbzlenen embriyo g) 250 pg/yum
CP grubundan hafif 6demli embriyo h) 500 pg/yum CP grubundan asiri hemoraji
gbzlenen embriyo (Bar=1 cm).
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Sekil 14. Kuluckanin 11. giiniinde total olarak Alizarin Red-S ile boyanmis a) kontrol grubundan bir embriyo
(solda) ve 161 pg/yum saf fipronil grubundan iskelet gelisimi baskilanmis embriyo (sagda) b) negatif kontrol
grubundan bir embriyo (solda) ve 80.50 pg/yum saf fipronil grubundan iskelet gelisimi baskilanmis embriyo
(sagda) (Bar=1 cm).
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Sekil 15. Kulugkanin 18. giiniinde a) kontrol grubundan bir embriyo (solda) ve 161 pg/yum saf fipronil
grubundan ayak parmaklar1 ¢arpik ve genel gelisme geriligi gbzlenen embriyo (sagda) b) 161 pg/yum saf fipronil
grubundan ayak parmaklar carpik ve capraz gaga gozlenen embriyo ¢) 161 pg/yum saf fipronil grubundan tek
g6z anormalligi ve asir1 ddem gozlenen embriyo (Bar=1 cm).
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Sekil 16. Kuluckanin 18. giiniinde Alizarin Red-S ile boyanmis a)
kontrol grubundan bir embriyonun arka iiyesi b) negatif kontrol
grubundan bir embriyonun arka iiyesi ¢) 80.50 pg/yum saf fipronil
grubundan kemik gelisimi nispeten baskilanmig bir embriyonun arka
iiyesi (Bar=1 cm).

d
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Sekil 17. Kulugkanin 11. giiniinde periferal kandan hazirlanan ve modifiye
May-Griinwald Giemsa ile boyanan frotideki alyuvarlarda go6zlenen
mikronukleus (MN) ve ¢ekirdek anormallikleri ile hiicre tipleri 1) ¢ift MN 2)
cok sayida cekirdek ve ¢ok sayida MN birlikte 3) loblu ¢ekirdek 4) orta-
polikromatik alyuvar 5) normokromatik alyuvar (Bar=10 pm).
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Sekil 18. Kulugkanin 11. giiniinde periferal kandan hazirlanan ve modifiye
May-Griinwald Giemsa ile boyanan frotideki alyuvarlarda go6zlenen
mikronukleus (MN) ve cekirdek anormallikleri ile hiicre tipleri 1) MN 2)
biiylik ve kiiciilk MN birlikte 3) tomurcuklu cekirdek ve MN birlikte 4) cok
sayida cekirdek ve MN birlikte 5) orta-polikromatik alyuvar 6) gec-
polikromatik alyuvar 7) normokromatik alyuvar (Bar=10 pm).
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Sekil 19. Kulugkanin 11. giiniinde periferal kandan hazirlanan ve modifiye
May-Griinwald Giemsa ile boyanan frotideki alyuvarlarda gozlenen
mikronukleus (MN) ve cekirdek anormallikleri ile hiicre tipleri. 1) ¢cok sayida
MN 2) cift cekirdek ve ¢ekirdeklerden biri centikli 3) cok sayida cekirdek 4)
amitoz boliinme gegirmekte olan alyuvar (Bar=10 um).

g ® 10

Sekil 20. Kulugkanin 11. giiniinde periferal kandan hazirlanan ve modifiye
May-Griinwald Giemsa ile boyanan frotideki alyuvarlarda gozlenen
mikronukleus (MN) ve ¢ekirdek anormallikleri ile hiicre tipleri 1) ¢ift MN 2)
biiyiik ve kiiciik MN ile loblu ¢ekirdek birlikte 3) cift cekirdek ve MN birlikte
4) cift ¢ekirdek 5) centikli ¢ekirdek 6) erken-polikromatik alyuvar 7) orta-
polikromatik alyuvar 8) gec¢-polikromatik alyuvar 9) primitif normokromatik
alyuvar 10) normokromatik alyuvar (Bar=10 pm).
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Sekil 21. Kulugkanin 11. giiniinde periferal kandan hazirlanan ve modifiye
May-Griinwald Giemsa ile boyanan frotideki alyuvarlarda gozlenen
mikronukleus (MN) ve cekirdek anormallikleri ile hiicre tipleri. 1) biiyiik ve
kiiciik MN’ler birlikte 2) ¢cok sayida MN ve tomurcuklu cekirdek 3) primitif
normokromatik alyuvar (Bar=10 pm).
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Sekil 22. Kulugkanin 11. giiniinde periferal kandan hazirlanan ve modifiye
May-Griinwald Giemsa ile boyanan frotideki alyuvarlarda go6zlenen
mikronukleus (MN) ve ¢ekirdek anormallikleri ile hiicre tipleri. 1) MN 2) cift
MN ve ana cekirdekte karyoreksis (muhtemelen hiicre o6liimiine bagl)
goriilmekte 3) centikli veya tomurcuklu cekirdek 4) primitif normokromatik
alyuvar (Bar=10 pm).
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Sekil 23. 10 giinliik civcivlerden alinan kan orneklerinden hazirlanan ve May-Griinwald Giemsa
ile boyanan frotilerdeki lenfositler a) biiyiik tip lenfosit b) orta ve kii¢iik tip lenfositler (Bar=10

pm).
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Sekil 24. 10 giinliik civcivlerden alinan kan orneklerinden hazirlanan frotilere uygulanan
ANAE enzim demonstrasyonu a) ANAE(-) lenfosit b) tek graniillii ANAE(+) lenfosit c)
cift graniilli ANAE(+) lenfosit d) sitoplazmas: diffiize bir pozitivite gosteren monosit
(Bar=10 um).
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