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ikinci Damsman  Prof. Dr. Serap YALCIN AZARKAN

Bu calismada Thle-2 ve HepG2 hiicre hatlarinda deltametrin ve asetamiprid pestisitlerinin
sitotoksik, morfolojik ve molekiiler etkisinin incelenmesi hedeflenmektedir. Ayrica sikg¢a
kullanilan deltametrin ve asetamiprid pestisitlerinin toksik etkileri, Thle-2 ve HepG2 hiicre
hatlarinda ilk defa kullanilmasi ¢aligmaya 6zgiinliik katmaktadir. Tarimsal ila¢ olarak kabul
edilen pestisitler, bocek, mantar ve yabani otlar gibi zararlilar1 kontrol edebilmek i¢in onlar
oldiiren kimyasal bilesiklere denilmektedir. Calismada kullanilan iki pestisit de bocek oldiiriicii
grubu olan insektisitlere aittir. Insektisitlerde kimyasal yapilarina gére bes gruba ayrilirlar.
Deltametrin piretroid grubu insektisit iken asetamiprid neonikotinoid grubu insektisittir.
Pestisitlerin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna, apoptotik hiicre 6liimiine, DNA hasar1
ve oksidatif strese neden oldugu bilinmektedir. Bu verilere dayanarak Thle-2 ve HepG2 hiicre
hatlar lizerinde deltametrin ve asetamiprid pestisitlerinin toksik etkilerini belirlemek i¢in belli
doz araliklarinda optimizasyon ¢aligmasi yapilmistir. Bu tezde yapilan deneyler sonucunda
deltametrinin, asetamiprid pestisitinden daha toksik etkide oldugu goriilmiistiir. Ayrica Thle-2
hiicresinde CAT, SOD1 ve GSTK1 genlerinin ifadelerinde bir azalma goriildiigti halde HepG2
hiicre hattinda artiglar da gériilmiistiir. Bunun sonucunda pestisitlerin, normal karaciger hiicresi
olan Thle-2 de oksidatif strese sebep oldugu, karaciger kanser hiicresi olan HepG2 de ise
oksidatif stres gortilmemistir.

Anahtar Kelimeler: Thle-2, HepG2, Antioksidan, Toksisite, Gen ifadesi.
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ABSTRACT

MASTER’S THESIS

EVALUATION OF THE EFFECTS OF DELTAMETHRIN AND
ACETAMIPRID ON ANTIOXIDANT DEFENSE
SYSTEMS OF THLE-2 AND HEPG2 CELL LINES

Cansu AYDIN

KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITY

INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

Supervisor: Asisst. Prof. Dr. Selin OZKAN KOTIiLOGLU
Year: 2023, Pages: 97
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Assoc. Prof. Dr. Fahriye ERCAN

Assist. Prof. Dr. Selin OZKAN KOTiLOGLU

Assist. Prof. Dr. Seving AKCAY
Co-Supervisor Prof. Dr. Serap YALCIN AZARKAN

The aim of this study was to investigate the cytotoxic, morphological and molecular effects of
deltamethrin and acetamiprid pesticides in Thle-2 and HepG2 cell lines. In addition, the toxic
effects of the frequently used pesticides deltamethrin and acetamiprid and their use in Thle-2
and HepG2 cell lines for the first time add originality to the study. Pesticides, which are
considered as agricultural pesticides, are chemical compounds that kill pests such as insects,
fungi and weeds in order to control them. Both pesticides used in the study belong to
insecticides, which are insecticides. Insecticides are divided into five groups according to their
chemical structure. Deltamethrin is a pyrethroid insecticide while acetamiprid is a neonicotinoid
insecticide. Pesticides are known to cause reactive oxygen species (ROS) formation, apoptotic
cell death, DNA damage and oxidative stress. Based on these data, an optimisation study was
carried out at certain dose ranges to determine the toxic effects of deltamethrin and acetamiprid
pesticides on Thle-2 and HepG2 cell lines. As a result of the experiments conducted in this
thesis, deltamethrin was found to be more toxic than acetamiprid pesticide. In addition, although
a decrease in the expression of CAT, SOD1 and GSTK1 genes was observed in Thle-2 cells,
increases were also observed in HepG2 cell line. As a result, pesticides caused oxidative stress
in Thle-2, which is a normal liver cell, while oxidative stress was not observed in HepG2, which
is a liver cancer cell.

Keywords: Thle-2, HepG2, Antioxidant, Toxicity, Gene expression.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS
1.1.  Pestisitler

Tarim iiriinlerini, zararl organizmalarin (hasere, mikroorganizma ve diger zararlilar)
etkilerinden korumak i¢in sentetik veya dogal yollardan elde edilip iiretimi yapilan
maddelere pestisit denir (Kaygisiz, 2003). Cok eski zamanlardan beri kullanildig:
diisiiniilen pestisitlerin ilk kayitlar1 M.O. 1500 yillarma ait oldugu belirlenen pipariisler

tizerinde bulunmustur.

Pestisitlerin hedef olmayan canlilar ve insanlar {izerinde olumsuz etkilerinin
goriilmesinin ve insan viicudunda pestisit kalintilarinin bulunmasinin ardindan bu zirai
ilaglarin zararl etkileri arastirilmaya baslanmigtir (Arfat ve ark., 2014). Akut ve kronik
pestisit zehirlenme sonucunda insanda pek ¢ok yan etki gelistigi de rapor edilmistir.
Bunlara kanser, alerjik reaksiyonlar ve sinir sistemi tahribatlarinin yaninda 6grenme
giicliigii, hafiza kayb1 ve biligsel becerilerde bozulmalar 6rnek verilebilir. Ayrica
pestisitler, insanlar ve diger birgok canli i¢in hayati 6neme sahip olan DNA’da mutasyona

ve enzim fonksiyonlarinda bozulmalara yol agmaktadir (Kaya, 2019).

Pestisitlerin sahip olmas1 gereken kalmt1 degerleri, 1960 yilinda Gida Tarim Orgiitii
(FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ortak yaptig1 genis ¢aph arastirmalar sonucunda
kurulan “’Pestisit Kalintilart Kodeks Komitesi’” tarafinca ag¢iklanmistir. Ancak
pestisitlerin asir1 ve bilingsizce kullanilmasi, ¢evreyi ve insan sagligini olumsuz
etkileyerek pek cok sorun ortaya ¢ikmistir. Tarimsal {iretimin temel tas1 olarak kabul
edilen pestisitlerin kullanimlarinin kontrolii, kalintilarinin sahip oldugu saglik riskleri
nedeniyle hayati onem arz etmektedir. (Kaya, 2019). Tirkiye’de pestisitler ile ilgili
diizenlemeler 25 Kasim 2016 yilinda Tiirk Gida Kodeksi, Pestisitlerin Maksimum Kalinti
Limitleri Yonetmeligi ile yapilmigtir. Her pestisit i¢in ayri ayri bildirilen Maksimum
Kalint1 Diizeyleri (Maximum Residue Levels, MRL) ruhsatli bir pestisit i¢in lriinlerde
bulunmasina izin verilen maksimum limit olarak tanimlanabilir. MRL’ nin belirlenme
amaci; o iriinde pestisit i¢in ruhsatlanan ve hesaplanan MRL degeri iizerinden risk

degerlendirmesini yapmaktir (T6zlin ve Akar, 2022).

Tiirkiye’de, pestisit kullanim1 sonucu iirlinlerdeki kalinti degerlerinin belirlenmesi
amaciyla 2010 y1l1 ve sonras1 diliminde degerlendiren bir derleme ¢aligmasi yapilmistir.
MRL degerlerinin baz1 pestisitler i¢in Onerilen diizeyi asmadig1 fakat bazi pestisitlerde

ise MRL diizeyinin iizerinde oldugiu bildirilmistir (Toziin ve Akar, 2022). Ersoy ve



arkadaslariin (2011) yaptig1 bir ¢alismada, Tiirkiye’de kullanimi yasak olan asetamiprid
maddesinin tziimde, chlorpyrifos maddesinin ise ¢ilekte MRL diizeylerini asan
seviyelerde oldugu belirlenmistir. Ersoy ve arkadaslarinin (2011), sert ¢ekirdekli meyve
(erik, kayisi, kiraz, nektari, seftali, visne) ve sert kabuklu meyvelerle (Antep fistigi,
badem, ceviz, findik) yaptigi bir diger ¢alismasinda, Kayisida amitraz maddesinin
diizeyinin MRL degerini alt1 kat astig1, kirazda ise yine Tiirkiye’de kullanim1 yasak olan
monocrotophas maddesine rastlandigi bildirilmistir. Bunlara ek olarak seftalide

chlorpyrifos diizeyinin MRL degerini bes kat astig1 raporlanmistir (T6ziin ve Akar, 2022).

Zararli bocekleri yok etmek icin yaygin bir sekilde kullanilan pestisitler,
cevremizin her yerinde bulunabilmektedir. Buna bagli olarak bizler gibi hedef olmayan
organizmalar, yiiksek derecede toksik, biyolojik olarak bozulmayan ve uzun siire ¢evrede
kalabilen maddeler olan pestisitlere kaginilmaz olarak maruz kalmaktadirlar (Karabiyik,
2019). Tiim bunlar g6z 6niinde bulunduruldugunda, pestisitlerin insan hiicrelerinde ne tiir
etkilere yol actigi Onemli bir arastirma konusu olarak karsimiza c¢ikmakta ve

kullanimlarindaki giivenlik sorununu belirlemek agisindan 6ncelik teskil etmektedir.

1.1.1. Pestisitlerin yapisi

Latince ’de “’Pest’’, zararli anlamina, “°Cide”’ ise Oldiiren veya oldiirme eylemi
anlamina gelmektedirler. Bu iki kelimenin birlegmesi ile olusan pesticide (pestisit) terimi,
hasere ilaclarini, organizmayi biyolojik olarak kontrol edici maddeleri ve ¢evre koruma
ilaglarin1 igermektedir. Uretimleri sentetik veya bitkilerden olabilir. Pestisitler saf olarak
degil formiilasyon halinde tarim ilac1 olarak kullanilirlar (Onciier, 2000; Kaya, 2019).

Pestisit yapisinda, etkili madde, dolgu maddesi ve diger maddeler olmak iizere ii¢ ana
kisim vardir. Etkili madde kismi, 6ldiiriicii etkiye sahip olan kisimdir. Dolgu maddesi,
bitkilerle veya herhangi bir kimyasal birlesikle kimyasal olarak etkilesime girmeyen
kisimdir. Diger maddeler ise bitkiler i¢in zehirliligi azaltan bilesikler, pestisitin tesirini ve

dayanma siiresini arttiran kisimdir (Onciier, 2000).
1.1.2. Pestisitlerin viicuda alinma yollari
1.1.2.1. GOz temasiyla

Pestisitlerin goz ile temasi ilaglarin paketlenme ve tanklara konuldugu sirada meydana
gelebilir. Bu tehlikeyi onlemek icin ¢aliganlarin kontak lens veya koruyucu gozliik

takmalar1 gerekmektedir (Kaya, 2019).



1.1.22. Agiz temasiyla

Pestisit uygulamasi yapan tarim ¢alisanlarinin, uygulama sonrasinda ellerini
yikamadan yiyecekleri yemesi ya da sigara igmesi sonucu temas gerceklesebilir (Kaya,
2019). Ayrica MRL degerini asan triinlerin, tiiketiciler tarafindan yenilmesi ile maruziyet
gerceklesebilir.

2009 yilinda yapilan bir calismada, Cukurova Universitesi Hastanesi Acil Béliimii’ne
akut zehirlenme sebebiyle gelen 2469 kisiden %23,9’u organofosforlu pestisite maruz

kalan kisiler oldugu bildirilmistir (Satar ve ark., 2009).

1.1.2.3. Solunum ile

S1v1 veya toz bigimdeki ilaglarin liretimi ya da uygulama sirasinda bir kisim pestisit
havada asili kalir. Bu havanin solunumu sonucunda maruziyet gerceklesebilir.
Buharlagma o0zelligi ¢ok yiiksek olan fumigant ilaglara maruziyet daha fazla

goriilmektedir (Cetinkaya Acar, 2015).

1.1.2.4. Deri temasiyla

Pestisitlerin deri ile temas etmesi sonucunda absorbsiyon farkli siirelerde
gerceklesebilir. Bu siire, pestisitlerin emilme 6zelligine ve viicudun hangi kismi ile temas
ettigine bagl olarak degisir. Deride emilimin en ¢ok oldugu kisim 6n koldur. Yine de

insan viicudunun tiimii risk altindadir (Kaya, 2019).

1.1.3. Pestisitlerin ¢evre ve insan saghg iizerine etkileri
1.1.3.1. Pestisitlerin gevre tizerine etkileri

Pestisitlerin amaci, tarim triinlerinden yeterince verim alabilmektedir. Ama bunu
saglamaya calisirken insanlar, hayvanlar ve g¢evre olumsuz sekilde etkilenmektedir.
Pestisitler kullanildiklarinda ekosisteme katilarak suya, havaya ve topraga karisip oradan
da canlilara gegmektedir. Pestisitlerin ¢evre iizerindeki bu etkileri, iklim ve tarimsal
kosullara, pestisitin kimyasal ve fiziksel ozelligine, formiilasyon tipine ve uygulanma
sekline gore degismektedir (Yildirim, 2008).

Pestisit uygulamasi yapildiktan sonra sadece uygulanan yerde degil baska bolgelere
tasinarak da olumsuz etkilere sebep olmaktadir (Vural, 2005). Pestisitlerin bir boliimii

buharlagma ile havaya karisarak riizgarla taginir. Ayrica yagmur, kar ve sis gibi dogal



olaylar ile tekrar yeryiiziine donmektedir (Sekil 1.1.). Su, canlilarin en hayati yasam
kaynaklarindandir. Su kaynaklarinin i¢inde bulunan ve zamanla biriken pestisit kalintilart
¢oziinmeden uzun siire suda kalabilirler (Altikat ve ark., 2009). Bu sekilde besin zincirine
dahil olan pestisitler, suda yasayan canlilara zarar verirler dolayisiyla insan saghigina da

olumsuz etkileri gerceklesebilir (Kaya, 2019).
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Sekil 1.1. Pestisitlerin ekosistem igerisindeki dongiisii (Sulak ve Yatmaz, 2012)

1.1.3.2.  Pestisitlerin insan saglig tizerine etkileri

Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) verilerine gore pestisit zehirlenmeleri akut ve kaza
olarak gergeklesmektedir. Diinyada 3.5-5 milyon civarinda pestisit zehirlenmesinin
oldugu ve yaklasik 20.000’inin 6liimle sonuglandig1 belirtilmistir (Kaya, 2019). Pestisit
maddeler ile c¢alisan meslek grubundaki zehirlenmeler, akut zehirlenmeye ornek
verilebilir. Bu akut zehirlenmeler {iretim, formiilasyon hazirlama, tasima, ylikleme ve
uygulama sirasinda deri ya da solunum yolu ile maruz kalmasi sonucu goriilmektedir.
(Yeter, 2007). Akut zehirlenme sonucunda deride alerjik dokiintiiler, solunum
rahatsizliklart ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 goriilmektedir. Ayrica kronik
zehirlenmeler de 2 milyon civarinda olup, bunlarin da 200.000’inin 6liimle sonuglandigi
tahmin edilmektedir. Kronik etki olarak kisilerde kanser, dogum kusurlari, sinir
sisteminde toksik etkiler ve iireme sistemi {lizerinde istenilmeyen etkiler goriilmektedir

(Kaya, 2019).



Pestisitler, hagereler, yabani otlar gibi istenilmeyen organizmalarin dldiiriilmesi igin

kullanilirlar (DSO, 2016). Kimyasal acidan ¢ok ¢esidi bulundugu icin pestisitlere maruz

kalan organizmalarda oldukga ¢esitli yan etkiler gézlemlenir. Rapor edilmis baz1 yan

etkiler;

Parkinson hastalig1 gibi nérolojik bozukluklar (Sanders ve ark., 2017),
Astim gibi solunum yolu hastaliklar1 (Phua ve ark., 2009),

Seker hastalig1 gibi metabolik hastaliklar (Everett ve ark., 2018),
Gelisim bozukluklar1 (Hoy ve Swanson, 2015),

Losemi gibi kanser tiirleri (Ma ve ark., 2002; Belson ve ark., 2007),
Konjenital kalp bozukluklar1 (Carmichael ve ark., 2014),

Noral tiip bozukluklart (Yang ve ark., 2014),

Otizm spektrum hastaliklaridir (Keil ve ark., 2014).

1.1.4. Pestisitlerin kullanim amaclari ve Kullanim oranlari

Hizli bir sekilde artan diinya niifusu sonucu tarim alanlar1 yetersiz hale gelmistir.

Tarimda ekim alanlarinin azalmasiyla pek¢ok sorun ortaya ¢ikmaya baslamistir. Hem

artan niifusun ihtiyaglarini karsilamak hem de tarimda liretilen {irtinlerden yiiksek verim

alabilmek igin bitkilere zarar veren bocek ve hastalik etmenlerine kars1 miicadele etmek

zorunluluk haline gelmistir. Bu miicadeleye 1600’1l yillarda baslanildig1 bilinmektedir

(Kaygisiz, 2003). 25.000°den fazla pestisit ¢esidi 1600°1i yillardan baglayarak gilintimiize

kadar sentezlenip piyasaya sunulmustur. Piyasaya sunulan pestisitlerden %75-80’ini

herbisit ve insektisit grubu pestisitler kapsamaktadir (Istanbulluoglu ve Tekbas, 2013).

Pestisitlerin baslica kullanim alanlar1 su sekildedir;

Tarimsal iiretim
Bahgecilik-Hayvancilik-Ormancilik
Balik yetistiriciligi-Balik tarim1
Boyalar

Duvar kagidi yapistiricilar
Endiistriyel bocek kontrolii

Deniz bocek kontrolii

Gidalarin uzun siire saklanmasi (Kaya, 2019).



= Herbisitler ~ m insektisitler = Fungisitler Diger Pestisitler

Sekil 1.2. Diinyada kullanilan pestisitlerin gruplara gore kullanim yiizdeleri (Kaya,
2019)

Pestisitlerin kullanilmasi iilkelerin gelismislik diizeyleri, iklim kosullari, zararlilarin
cesitleri, tarim alanlarinin orani gibi pek ¢ok faktore baghdir. Diinyadaki yillik pestisit
tiretimi 3 milyon ton civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Sekil 1.2.) (Kaya, 2019).

Tiim diinya tlkelerinde oldugu gibi iilkemizde de pestisit kullanim1 her gegen yil
artmaktadir. TUIK verilerine gére, 2006 yilinda 45 bin ton miktarindaki pestisit
kullanimi, 2020 yilina gelindiginde %17,7 oraninda artisla 53 bin ton kullanim olmustur
(Sekil 1.3.). (Kaya, 2019).
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Sekil 1.3. Tiirkiye’deki pestisit kullaniminin yillara gére miktarlar1 (Ozercan ve Tasci,
2022).
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Sekil 1.4. Tiirkiye’de pestisit kullaniminin gruplara gore yiizdeleri (TUIK,2022)

Tiirkiye’deki bolgelerin pestisit kullanimlari incelendiginde, Akdeniz Bolgesi’nde 15
bin ton pestisit kullanimi ile ilk sirada yer almaktadir. Ege Bolgesinde 12,8 bin ton ve
Marmara Bolgesi’nde 9,5 bin ton pestisit kullanilmistir. Bu ilk ii¢ bdlgenin toplam pestisit

miktar1, Tirkiye’de kullanilan pestisitlerin %69,6’sin1 olusturmaktadir (Kaya, 2019).
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= Glneydogu Anadolu Bolgesi

Sekil 1.5. Tiirkiye’deki bolgelerin pestisit kullanimlarinin yiizdeleri (Ozercan ve Tasci,
2022)



Akdeniz Bolgesi’ndeki iiriin ¢esitliligi, seranin ¢ok olmasi ve tarimsal iriin

ticaretinin ¢ok olmasindan dolay1 pestisitin en yogun (%28) kullanildig1 bolgedir. Yil

igerisinde birden ¢ok {irlin almada en elverisli kosullara sahip olan Akdeniz Bélgesi’nde,

bugday, celtik, pamuk, turunggiller, muz, hashas, seker pancari, zeytin, iizim, soya

fasulyesi, misir ve yer fistig1 baglica tarim iiriinlerindendir (TRGM, 2021).

1.1.5. Pestisitlerin simiflandirilmasi

Pestisitlerin siiflandirilmasi birgok sekilde yapilmaktadir. Genel olarak goriiniis

Ozellikleri, fiziksel yapilari ve formiile edilme sekilleri gibi smiflandirilsalar da

etkiledikleri zararl ve hastalik gruplari ile de siniflandirilabilirler (Onciier, 2000).

Tablo 1.1. Tarim Ilaglar1 Sanayici, Ithalat¢1 ve Temsilcileri Dernegi (TISIT) Pestisit

Siniflandirilmasi

Formiilasyon Sekillerine Gore

Etkiledikleri Zararh Gruplara Gore

Kullanim Tekniklerine Gore

Etkiledikleri Zararhlarin Biyolojik Doénemine
Gore

Zararhlar: Etkidikleri Yollara Gore

Toksik Ozelliklerine Gore

Zararhlarin Bulundugu Yerlere Gore

ilacin Fiziki Haline Gore

Bilesimindeki Etkili Madde Gruplarina Gore

Toz ilaclar, peletler, tabletler, kuru tohum
ilaclari, graniiller, aerosoller ve digerleri.

Insektisit, akarasit, nematisit, mollussisit,
rodentisit, algisit, herbisit, fungisit, bakterisit,
afisit, avisit.

Dogrudan kullanilan ilaglar ya da su ve organik
coziciiler ile seyreltilerek kullanilan ilaglar.

Larvasit, ovisit ve ovalarvasit.

Mide ve solunum zehirlenmeleri, bitkilerde ise
sistematik veya yar1 sistematik zehirlenmeler.

Fiziksel, sinir sistemi, solunum ve sitoplazma
zehirlileri, antiguagulantlar.

Kiltiir bitkilerinde, depodaki iiriinlerde, ev
boceklerinde, keresteler ve ormanlarda, hastalik
vektorlerinde ve insanlardaki dis parazitlere karst
kullanilanlar.

Kat1 ve likit formiilasyon
Insektisitler,  akarisitler,  fumigantlar  ve

nematisitler, rodentisitler ve  mollussitler,
fungusitler, herbisitler ve diger maddeler.




Tablo 1.2. Temel Pestisitler ve Kullanilan Maddeleri (Unel, 2022)

Pestisitler Kullanilan Maddeler

Insektisitler (Bocek dldiiriiciiler) DTT, Asetamiprid, Deltametrin, Argenik
bilesikleri, Malatyon, Klorprifos, Endosiilfan,
Aldrin vb.

Herbisitler (Yabani ot oldiiriiciiler) Paraquat, Glifosat, Kerosen, Metalaksil vb.

Fungusitler (Mantar 6ldiiriiciiler) Pentaklorofenol, Kiikiirt, Metalik bakira es deger

bordo bulamaci, Tirem vb.
Bitki Geligim Diizenleyiciler 6-benzil adenin, Mepiquat kloriir vb.

Rodentisitler (Kemirgen dldiiriiciiler) Warfarin, Coumatetralyl, Florasetamit vb.

1.1.6. Pestisitlerin genotoksik etkileri

Pestisitlerin daha 6nceki boliimlerde bahsedilen hastaliklarin disinda genotoksik
etkilerinin oldugu kanitlanmistir (Gémez-Arroyo ve ark., 2000; Bolognesi, 2003; Bull ve
ark., 2006; Bolognesi ve ark., 2009; Martinez-Valenzuela ve ark., 2009; Gonzalez-Mille
ve ark., 2010). Ayrica hayvan modellerinde in vivo olarak yapilan c¢alismalarda
(Martinez-Paz ve ark., 2013) ve in vitro yapilan ¢caligmalarda (Koller ve ark., 2012) kardes
kromatitlerin degistigi (KKD), DNA kiriklar1 gibi anormallikler gézlemlenmistir. Ayrica
dogum oOnceki pestisit maruziyetine dikkat ¢ekmek igin yapilan bir ¢alismada, yeni
dogmus bebeklerim mekonyumlarindan farkli pestisitler tespit edilmistir. Ozellikle
propoksur ve sipermetrin pestisitlerinin fazla goériilmesinden dolayr bu iki pestisit
tizerinde caligmalara devam edilmistir. Dogum Oncesinde propoksur ve sipermetrin
pestisitlerine maruz kalan bebeklerde, ¢ocukluk ¢agina geldiklerinde 16semiyle iliskili
kromozomal translokasyonlarin olusumuna neden olabilecegi ileri siiriilmiistir (LaFiura
ve ark., 2007).

1.2.  Insektisitler

Tarimsal faaliyetlerin fazla oldugu tilkelerde yaygin olarak kullanilan insektisitler,
hedef organizmanin yani bocekler iizerinde toksik etki gosterirler. Tablo 1.3 de

gosterildigi gibi, kimyasal yapilarina gore siniflandirilirlar (Vural, 2005).



Tablo 1.3. Insektisitlerin Siiflandirilmasi (Vural, 2005; Tomizawa ve Casida, 2005)

Insektisitler

Organoklorlular Organofosfatlar Karbamatlar Piretroidler Neonikotinoid
Aldrin Acefane Aldoksikarb d-Fenrotrin Nithiazine
DDT Demeton Aminokarb Fenvalerat Imidacloprid
Dieldrin Naled Bendiokarb Alletrin Thiamethoxam
Endrin Bromofos Aldikarb Bioresmetrin Prototype
Endosiilfan Diazinon Demithalan Bioalletrin Thiacloprid
Klordan Triklorfon Baygon Bifentrin Clothianidin
Metosiklor Ometoat Karbaril Deltametrin Nitenpyram
Heptaklor Ethion Karbosulfan Etoksazole Acetamiprid
Lindan Fention Zektan Cyflutrin Dinotefuran
Toksafen Paration metil Tiyodikard Fenpropantrin

Fenklorfos Karbofuran Tetrametrin

Fenamifos Methonil Sialotrin

Mevinfos Propoks Permetrin

Malation Pirimikarb Resmetrin

Fosfamidon Oksamil Sipermetrin

Fosfolan

Klorprifos

1.2.1. Piretroid grubu insektisitler
1.2.1.1.  Piretroidlerin genel ozellikleri

Piretrum, krizantem (Chrysanthemum cinerariaefolium) bitkisinin kurutulmasiyla
ciceklerinden elde edilmis insektisittir. ilk kez Cinliler tarafindan M.S. 1. yiizyilda
kesfedilmistir. En giivenilir kabul edilen ve bu yilizden de en ¢ok kullanilan insektisit
grubudur. Piretroidler, krizantemik ve piretrik asitleri ile piretrol ve sinerol alkollerden
birinin eslesmesiyle olusan esterlerdir (Kaymak, 2011).

Dogal piretrinlerin  kimyasal yapilar1 hizli bozulmasi ve yiiksek maliyette
olmalarindan dolay1 sentetik piretrinler iretilmistir. Bu sentetik piretrinler, dogal
piretrinlere azot, kiikiirt ve halojen gruplar1 eklenerek elde edilmistir. Ayrica bu sentetik
piretrinlere piretroitler de denilmektedir (Elliott, 1980). Piretroitler, kimyasal olarak alfa-
siyano grubu igerip icermemelerine gore ikiye ayrilirlar. Alfa-siyano grubu igermeyen
piretroid grubu Tip I (alletrin, permethrin, tetrametrin, piretrinler), alfa-siyano grubunu
igerenlere ise Tip Il piretroidler (deltametrin, cypermethrin) olarak bilinmektedir (Barlow
ve ark., 2001).

[k sentetik piretroidler olan alletrin ve sitletrin, 1949°da sentez edilmislerdir. Bunlar
1518a dayaniksiz ve aktiviteleri dogal piretroidlere gore oldukca diisiik olduklarindan
tizerinde ¢aligmalar yapilmaya devam edilmistir. 1980°1i yillarda piretrioidlerin {iretimi

hizli bir sekilde artmistir (Kaymak, 2011). Asirt giiglii ve 1s18a hassasiyeti olan, kisa
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Oomiirlii bioresmetrin, krizantemik asit kisminda iki klor atomu ve fenil eter grubu iceren
permetrin, krizantemik asit kisminda iki brom igeren deltametrin tiretilmistir (Kog, 2008).
Bu sentetik piretroidler, kiiresel olarak kullanilan insektisitlerin %30’undan fazlasinm
kapsamaktadirlar (Prasanthi ve ark., 2005).

Piretroidler mide, karaciger, bobrek, bagirsak ve sinir sisteminde hizli bir sekilde
yayilirlar. Memelilerin karacigerinde detoksifiyeye edilen piretroidler (Yavuz, 2007),
hedef olan organizmalarda detoksifiye edilmezler ve boylece kalinti ve birikimleriyle
ciddi problemlere yol agarlar (Firat ve Aytekin, 2018).

ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA)’nin konutlarda ve tarimsal alanlarda organofosfat
insektisitlerin kullanimin1 azaltma kararindan dolay1 piretrin ve piretroid insektisitlerin
kullanimi artmustir (Power ve Sudakin, 2007). Her ne kadar memeliler bir sekilde
hidrolize edebilseler bile, kronik olarak insektisitlere maruz kaldiklarmda onemli toksik
etkiler gozlemlenmistir. Bu dogrultuda yapilan ¢esitli arastirmalar ild piretroid
maruziyetinin farkli organlarda, hiicrelerde oksidatif hasara neden olabilecegi

gosterilmistir (Bradberry ve ark., 2005; Nasuti ve ark., 2007).

1.2.1.2.  Piretroidlerin toksik etki mekanizmalar1

Piretroidler diger insektisit siniflarina goére daha hidrofobiktir. Bu 6zelliginden dolay1
etki bolgesi biyolojik zardadir (Michelangeli ve ark., 1990). Piretrioidlerin ana hedefi,
noronal zardaki sodyum kanalidir (Soderlund ve Bloomquist, 1989). Na* kanalina
gosterdikleri bu ilgi nedeniyle, Na* akimimin siirekli artmasina ve ndronlarin depolarize
kalmalaria neden olurlar. Her iki tip piretroid de ayni etkiye sahip olmasina ragmen, Tip
IT daha etkilidir. Bunun nedeni Tip II’nin, Na* kanallarin1 daha uzun agik kalmasina ve
binlerce kez tekrar eden impluslara yol agmasidir (Ertiirk, 2019). Gama amino butirik asit
tip A (GABAA) reseptoriiniin inhibisyonu, Tip II piretroidler igin Onerilen bir
mekanizmadir (Narahashi, 1991).

Tip | ve Tip Il piretroidler, memelilerin etki mekanizmalarinda ve olusturduklar
metabolik bozukluklar bakimindan farklilik gosterirler. Tip 1 piretroidler, hareketsiz
kalma, koordinasyon bozuklugu, titreme, asir1 yorgunluk, ataksi, agresif davranislar ve
felg gortilebilir. Tip II piretroidlerde ise, hiperaktivite, tiikiiriik salgisinin artmasi, kasilma

ve titreme nobetleri ve felg goriilebilir (Ertiirk, 2019).
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1.2.1.3.  Piretroidlerin biyolojik metabolizmasi

Piretroidler, viicutta emildikten sonra baslica yag doku, mide, bagirsak, karaciger,
bobrek ve sinir sistemine hizli bir sekilde dagilirlar. Piretroidler memelilerde karaciger
de bulunan hidrolazlar ve sitokrom-P450 bagli monooksigenazlar tarafindan metabolize
edilerek pestisitleri asit ve alkole donistiiriirler (Crawford ve ark., 1981). Ticari
piretroidlerin en 6nemli molekiil yapisi ester grubudur. Memelilerde in vivo olarak
detoksifikasyonun ilk agsamasinda spesifik olmayan karboksilazlar tarafindan estere
ayrilirlar. Bu ayrilmadan sonra sitokrom-P450 sisteminde hidroksilaz reaksiyonlar1 ve

birka¢ konjugasyon reaksiyonlarini takip eder (Heder ve ark., 2001).

1.2.1.4.  Deltametrinin genel 6zellikleri

Deltametrin  ((S)-a-cyano-3-phenoxybenzyl, (1R)-cis-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate), diinyada en ¢ok tercih edilen insektisittir. Ayrica,
pestisitlerin icinde en giivenli olarak bilinen sentetik piretroid pestisitler i¢inde yer
almaktadir. Uzun zamandir kullanilan bu pestisitin toksik etkisi ¢ok nadir goriiliir.
Sentetik piretroidlerin insektisidal aktivitelerini arttirmak igin yapilarina siyano grubu
eklenir. Olusan o Siyano grup tip II piretroidler, lipofilik 6zelliktedirler ve bu sayede suda
¢oziinmezler. Bu 6zellikleri sayesinde hava, 151k vs. gibi fiziksel ¢evreden etkilenmeden

uzun siire bozulmadan durabilirler.

Ao S
0

I
N
Sekil 1.6. Deltametrinin kimyasal yapis1 (Gacar, 2016)

Deltametrin, bocekleri sindirim yoluyla ya da temas yoluyla etkilemesinin yaninda
lipofilik 6zelligi sayesinde bocek ve akarlarin kiitikiilasini kolay bir sekilde gecerler. Bu
tiir 6zellikleri olmasindan dolay1 insektisidal etkileri fazladir (US Department of Health
and Human Services, 2003).

Yapilan hayvan deneylerinde oral olarak alinan deltametrinin, kandaki ana
bilesiklerinde ya da metabolitlerinde alinan dozun %14-70 arasinda bir degerde plazmaya
gectigi gozlenmistir. Dolasima katilan deltametrin, tiim sinir sistemindeki dokularda ve
beynin bazi kisimlarinda kalintilar1 tespit edilmistir (Pesticide Residues in Food, 2000).
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Kandaki yarilanma 6mrii 5,5 saat olan deltametrin, lipofilik 6zelliklerinden dolay1 hizlica
dolagima katilir. Ayrica yine lipofilik 6zellikleri sayesinde basta merkezi sinir sistemi
(MSS) dokular1 olmak tizere birgok dokuya dagilim gosterebilir (Anadon ve ark., 1996).

Piretrin ve piretroidlerin arasinda yapisal bir fark olmasina ragmen memeli tiirlerinde
etki ettikleri metabolik yolaklar benzer dzellik gdstermektedir. Ozellikle gastrointestinal
sistemde hizl1 bir sekilde hidrolize edilirler. Erkek si¢anlar {izerinde yapilan bir ¢alismada
oral yolla 0.64 — 1.6 mg/kg viicut agirligi dozunda deltametrine maruz kaldiklarinda
yapisindaki asit, alkol ve siyano grubu molekiiller farkli metabolitleri agiga c¢ikardigi
gozlenmistir (Committee for Medicina Products for Veterinary Use Deltamethrin
Summary Report 4).

Deltametrinin agiga ¢ikan en belirgin metaboliti tiyosinattir. Diger metabolitler ise;
PBA (3-fenoksibenzoik asit), 4’-OH-PB acidsulfate (4’-hydroxy-3- phenoxybenzoic
acidsulfate), Br2CA(3-(2,2-dibromoethenyl)-2,2-dimethyl cyclo propane carboxylic
acid)’dir (PesticideResidues in Food 2000). Deltametrinin metabolizmasinda bulunan
stereospesifite, trans-izomer yapida olan cis-izomerlere kiyasla daha hizli hidrolize
olurlar ve bu nedenle oksidasyon 6nemli bir metabolik yolak olarak goérev alir. Bu
metabolik yolaklar karaciger ve diger organlarda meydana gelebilir. Ayrica toksisitesinin
azalmasi, ester baglarinin parcalanmasindan kaynaklanmaktadir (U.S. Department of
Health and Human Services, 2003).

Deltametrin bdcekler iizerinde kullanilan kuvvetli bir insektisittir. Rezidiiel etkisi
oldukca yiiksek olan bu pestisit ayrica su {riinleri yetistiriciliginde de kullanilir.
Kullanilan su ve su iiriinlerinde, planktonik organizmalarda ve baliklarda deltametrinin
birikmesi sonucu bunlar1 yiyen hayvanlar ve insanlara gegmektedir (Kaymak, 2011).
Sekil 1.1.° de pestisitlerin ekosistem iizerine etkileri verilmistir.

Deltametrinin Tirkiye’deki ruhsatli ilaglari; Decis, Deltharin, Desinol, Depar,

Dekagard, Desarj ve Zodiac’dir (Cengiz, 2002).

1.2.15. Deltametrinin viicutta emilimi ve metabolizmasi

Deltametrine maruziyet en ¢ok kirlenmis yiyecek ve sudan kaynaklanmaktadir. Bu
nedenle oral yolla hizlica emilirler (Barlow ve ark., 2001). Tarimda kullanimi artan
deltametrin ayn1 zamanda ugaklarin dezenfekte edilmesi ve deltametrin ile emprenye
edilmis sivrisinek aglarinda kullanildigindan dolayr bu maddeye maruz kalma riski

artmistir (Janakara ve ark., 1995; Kumar ve ark., 2015).
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In vivo olarak yapilan bir ¢alismada deltametrinin karacigerdeki mikrozomal oksidaz
enzimleri tarafindan hizli bir sekilde metabolize edildigi goriilmistiir (He ve ark., 1991).
Oral yolla alinan deltametrinin 2-4 giin sonra c¢ogu metabolitleri ve metabolize
olmayanlar1 viicuttan digki yolu ile atilirlar. Metabolite olan siyano grubu, once
tiosiyanide cevrilir ve viicuttan yavas yavas atilir. Ama mide ve deri yoluyla alinan
deltametrinin, yaklasik sekiz giin gectikten sonra bile %20’sinin hala viicutta varligina
rastlanilmistir (He ve ark., 1991; Myers, 1998).

Deltametrinin insanda nasil metabolize oldugu ile ilgili bilgi ¢ok kisitl olmakla
birlikte ti¢ erkek goniillii tizerinde bu durum arastirillmistir (Kavlock ve ark., 1979;
Barlow ve ark., 2001). Bu goniillii erkeklere radyoaktif *C ile isaretlenmis deltametrin 3
mg’lik tek doz halinde oral yolla verilmistir (World Health Organization, 1990; Bhunya
ve Pati, 1990). Plazmada deltametrinin seviyesi 1-2 saat igerisinde en yiiksek seviyeye
ulasmis ve deltametrinin plazmadaki yar1 6mriiniin 10-11,5 arasinda oldugu tespit
edilmistir. Bes glin boyunca gozlem altinda tutulan goniilliilerin, deltametrinin %10-
26’sm1 diskiyla, %50-51’ini idrarla attiklar1 belirlenmistir. Biiyiik bir c¢ogunlugu
atilmasina ragmen deltametrinin metaboliti olan 3-(2, 2-dibromovinil)-2, 2-
dimetilsiklopropan karboksilik asit viicutta bulunmustur. Ayrica bu metabolit deltametrin
kullanan is¢ilerde de goriildiigii tespit edilmistir. Bu da ayn1 kemirgenlerde oldugu gibi
ester baginin hidrolize oldugunu gostermistir (Kavlock ve ark., 1979; Barlow ve ark.,
2001).

Memelilerde karacigerde biriken deltametrin ve metabolitlerinin (Cole ve ark., 1982;
Anand ve ark., 2006) norotoksisite (Husain ve ark., 1994), kan-damar hastaliklari
(Forshaw ve Bradbury, 1983), karaciger ve bobreklerde toksisitesi rapor edilmistir
(Chargui ve ark., 2012).

1.2.1.6. Deltametrinin akut toksik etkileri

Deltametrinin toksik etkilerini su sekilde siralayabiliriz;
e Tremor ve kivranma

e El yiiz ve ekstremite kaslarinda kasilmalar,

e Tiikiiriik salgisinda artis,

e Deride tahris,

e Kilo kaybu,

e Solunum gii¢ligi,
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e Hiperaktivite.

Zehirlenme belirtileri ise;

e Deride kizariklik,

e Uyusma,

e Kasinma ve karincalanma,

e Duyu bozuklugu,

e Hapsirma ve burun akintisi,

e Kaslarin fazla ve istemsiz bir sekilde kasilmasi,
e Bas donmesi ve siddetli bas agrisi,

e Mide bulantis1 ve istahsizlik seklinde goriilebilir.

Deltametrin maruziyeti viicutta hangi yol ile gerceklesirse, ona bagli olarak akut toksik
etkileri gozlemlenir. Farelere yagda ya da polietilen glikol icerisinde ¢oziinmiis
deltametrini agiz yoluyla aldiklarinda LDsg degeri 1-34 mg/kg olarak rapor edilmistir
(Zhang ve ark., 1991). Bir baska maruziyet yolu olarak dermal uygulamalar yapilmistir.
Sicanlarda 800 mg/kg viicut agirhigi, tavsanlarda ise 2000 mg/kg viicut agirliginda
polietlilen glikolde ¢6ziilen deltametrinin 6liime neden olmadig1 gézlenmistir. Fakat sigan
ve tavsanlarda motor koordinasyon bozukluklari, viicutta titreme, kramplar, hiperaktivite

gibi bulgular gézlenmistir (Zhang ve ark., 1991; Poonam ve ark., 2013).

1.2.1.7. Deltametrinin insanlardaki toksik etkileri

Deltametrinin akut toksik etkileri birkag istisna disinda genellikle mesleki maruziyet
sonucunda, zirai miicadele isgilerinde gériilmektedir (Barlow ve ark., 2001). 13 yasindaki
bir kiz ¢ocugunun intihar girisiminde, 5 g deltametrini oral yolla almas1 sonucu kaslarda
kramp, biling kaybi, tasikardi ve goz bebeginde daralma gibi yan etkiler gozlenmistir
(Barlow ve ark., 2001). Baska bir vakada, 23 yasindaki geng 1.75 g deltametrin i¢mis ve

higbir norolojik hasarinin olusmadig1 gézlemlenmistir (Barlow ve ark., 2001).

Deltametrine isleri geregi maruz kalan kisilerin rapor ettikleri sorunlar ise genellikle
deride yanma, karincalanma ve uyusukluk seklindedir. Karincalanmanin, genellikle 48.
saatin sonunda yok oldugu bildirilmistir (Bhunya ve Pati, 1990; World Health
Organization, 1990; Barlow ve ark., 2001).
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1.2.1.8.  Deltametrinin genotoksik etkileri

Deltametrin insanlar tizerindeki toksisitesinin yiiksek olmamasindan kaynakli yogun
olarak kullanilan bir pestisittir. Fakat yapilan in vivo calismalarda deltametrinin
mikroniikleus olusumuna, kromozom ve sperm anormalliklerine sebep oldugu
bildirilmistir (Eriksson ve Fredriksson, 1991; El-Gohary ve ark., 1999). Hayvan ve
bitkilerin {izerine yapilan ¢alismalarda bu bilgileri dogrular niteligindedir. Allium cepa
bitkisinin deltametrinin 20 mg/L dozuyla ¢imlendirilmesi sonucu mikroniikleus ve
kromozomal hasarda anlamli bir artisa neden oldugu, mitotik indeksinin ise anlamli
azalmasina sebep oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda kromozomal hasara neden olan
deltametrin, esit olmayan kromatin dagilimi, koprii ve ters kutuplasma, yapiskan
krozomozoma neden olmustur (Kutluer, 2019). Hayvanlar {lizerine yapilan ¢alismada da
deltametrinin zaman igerisinde farkli konsantrasyonlarda maruz kalan hayvanlarda,
mikroniiklus anomalilerinin paralel artis1 gézlenmis ve genotoksik etki olarak DNA’da

zincir kiriklar1 goriilmiistiir (Avci, 2013).

1.2.1.9.  Deltametrinin hepatoksisite mekanizmasi

Bir¢ok metabolitin birikim organi olan karaciger, piretroid metabolizmasinda da temel
role sahiptir (Gacar, 2016). Deltametrinin metabolik yolaginda basta sitokrom P450
monoksijenaz enzimi olmak iizere bircok ksenobiyotik metabolize edici enzim rol
oynamaktadir (Catinot ve ark., 1989). Tek doz Sipermetrin (25g/kg) ve Fenvalerat (4.5
g/kg)’e maruz kalan sicanlarda antioksidan enzimlerinden olan siiperoksit dismutaz ve
katalazin aktivitesini azalttig1, lipid peroksidasyonuna neden oldugu bildirilmistir. Ayrica
eritrositlerde glutatyon seviyesini de diisirmiislerdir (Kale ve ark., 1999). Deltametrinin
intoksikasyonu serbest radikal olusumuna (Mandal ve ark., 2005), karacigerde sitokrom
P450 ve oksidatif yolla hidroliz ester baglarmin ayrilmasina (Gacar, 2016), karaciger
disinda bobrek ve akcigerde de histolojik degisikliklere neden olmaktadir (Mandal ve
ark., 2005; Shona ve ark., 2010). Ayrica karacigerde histolojik degisikliklerin yaninda,
serum alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) enzimlerinde
artisa ve karacigerin enzimatik aktivitesinin olumsuz sekilde etkilenmesine neden

olmaktadir (Gacar, 2016).
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1.2.2. Neonikotinoid grubu insektisitler
1.2.2.1.  Neonikotinoidlerin genel 6zellikleri

Neonikotinoid grubu pestisitler, Kaliforniya’daki bir arastirma merkezinde 1970’li
yillarda, kursun bilesikleri {izerine yapilan bir ¢alismada tesadiifen bulunmustur. Bu grup
pestisitlerden ilk sentezi yapilan nitiazindir (Kollmeyer ve ark., 1999).

En yeni insektisit sinifi olan neonikotinoidler, sistemik etkiye sahiptir. En yaygin
kullanilan ¢esitleri asetamiprid, klotiyanid, dinotefuran, imidakloprid, nitenpiram,
nitiazin, tiyakloprid ve tiyametoksamdir (Tomizawa Ve ark., 2005). Boceklerde nikotin
benzeri uyarici etki gosterirler. MSS’deki nikotinik asetilkolin reseptdrlerine baglanirlar.
Bu baglanma geri doniisiimsiiz ve siki sekilde gergeklesir. Bu nedenle boceklerdeki toksik
etkileri diger canlilara gére daha siddetli gergeklesir (Matsuda ve ark., 2001).

Tiirkiye’de ruhsathi olarak satis1 yapilan asetamiprid, klotiyanid, imidakloprid,
tiametoksam ve tiyakloprid gibi neonikotinoid tiirlerinin Avrupa Birligi’ndeki ilgili
kurum ve kuruluslar, sivil toplum orgiitleri ve ar1 iireticiligi tarafindan zehirli olduklari
belirlenmis ve ar1 kolonilerini de 6ldiirdiikleri tespit edildigi i¢in yasaklanmas1 gerektigi
belirtilmistir (Kaya, 2019). Bu bilgiler iizerine gerekli arastirmalar yapilarak 19.12.2018
tarihinde Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan, neonikotinoid grubu aktif maddelerin bir
kisminin yasaklanmasi ve kisitlanmasi gerektigine karar verilmistir (EK 1) (Kaya, 2019).

Neonikotinoidler, N-nitroguanidinler, nitrometilenler ve N-siyanoamidinler olmak
lizere ¢ kimyasal grupta smiflandirilabilirler (Nauen ve Jeschke, 2011).
Neonikotinoidler, suda ¢o6ziinir ve bu nedenle bitkiler tarafindan kokleri veya
yapraklariyla kolayca emilim saglarlar. Hasere kontroliinde, bitkinin tiim kisimlarinm

koruduklart i¢in bitkiye bircok avantaj saglarlar (Nauen ve Jeschke, 2011).

1.2.2.2.  Neonikotinoidlerin toksik etki mekanizmalar1

Neonikotinoidler, nikotinden olusan bilesiklerdir. Bu grupta bulunan asetamiprid
maddesi, nikotinik asetilkolin reseptorlerinin agonisti olarak etki gosterir. Bocek ve
memelilerde farkli etkileri olan bu grup pestisitler, boceklere gére memelilerde daha
diisiik toksisitesi olan maddelerdir. Ancak neonikotinoid igeren bocek Oldiirticiiler
tizerinde yapilan bir ¢aligmada, omurgalilarin nikotinik reseptorlerini aktive edebilmeleri
veya modiile edebilmelerinden dolay1 insanlar iizerinde daha giiclii yan etkilerinin

olabilecegi bildirilmistir (Li ve ark., 2011).
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Nikotinik asetilkolin reseptorii agonistleri, MSS’te bulunan nikotinik asetilkolin
reseptorlerine (nAChR ’lere) kuvvetli bir sekilde baglanirlar (Tomizawa ve Casida, 2005).
Asetilkolin etkisini taklit ederek iyon kanallarinin agilmasina ve sodyum, potasyum gibi
katyonlarin hiicre igine girmesine neden olurlar (Rose, 2012; Anderson ve ark., 2015).
Ayn1 zamanda nAChR agonisti olarak voltaj kapili kalsiyum kanallar1 araciligiyla da etki

gosterirler (Simon-Delso ve ark., 2015).

1.2.2.3.  Neonikotinoidlerin biyolojik metabolizmasi

Neonikotinoid biyotransformasyonlarinda en 6nemli enzimler, karaciger mikrozomal
CYP450’ler ve sitozolik aldehit oksidazlardir (AOX) (Honda ve ark., 2006). Bal arilari
tizerinde yapilan bir ¢alismada asetamiprid maddesinin farkli viicut kisimlarinda farkli
hizlarda dagildigini ve hizlica yedi metabolite (IM 0, IM 2-1, IC 0, IM 1-3, U1, U2 ve IM
1-4) parcalandig1 bildirilmistir. Metabolitlerin tiim viicut kisimlarinda bulunmasi
asetamiprid detoksifikasyonunun sadece bagirsakta degil tiim organlarda gergeklestigini
gostermistir (Brunet ve ark., 2005). Fakat asetamipridin insanlardaki metabolizmasina ait

calismalar heniiz bulunmamaktadir.

1.2.2.4.  Asetamipridin genel 6zellikleri

Neonikotinoidler arasinda diinyada en ¢ok kullanilan bilesiklerden birisidir (Badawy
ve ark., 2019). Bagka bir neonikotinoid olan imidakloprid’in yapisina 6-kloro-3-
piridilmetil grubunun ilave edilmesiyle meydana gelmistir (Sheets, 2010). Ticari adlart;
Mosetam, Mospilan, Malcon, Hekplan, Akira, Neoplan ve Mostar’dir. Kimyasal ad1 ise
(E)-N1-[(6-chloro-3-pyridyl) methyl]-N2 -cyano-N1 — methylacetamidine’dir.

N CH;

HEC\I\‘J— .

CH;
Sekil 1.7. Asetamipridin kimyasal yapis1 (Yavuz, 2007)

/AN

N—C=N

Nippon Soda firmasi tarafindan 1995 yilinda piyasaya ¢ikarilmistir (Thompson ve

ark., 2020). Kloropiridinil yapisi i¢eren birinci kusak neonikotinoid olan asetamiprid
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(Rose, 2012), farmakofor gruplar ele alindiginda N-siyano-guanidinler simifinda yer
almaktadir (Nauen ve Jeschke, 2011).

Nitro grubu igeren neonikotinoid kullanimina, tozlastiricilar {izerinde toksik etkileri
gozlenmesinden dolayr Avrupa Birligi tarafindan kisitlama getirilmistir. Bunun
sonucunda da siyano grubu neonikotinoidlere ilgi artmistir. Genellikle yapraklara sprey
yoluyla uygulanan asetamiprid, tohum kaplamada da kullanilmaktadir (Camp ve ark.,
2020). Ek olarak, termitlerin ve ev haserelerin kontrolii i¢in, toprak, pamuk, sebze,
patates, morina giivesi kontrolii icin meyve bahgelerinde, asmalar, ¢ay ve siis bitkilerinde

de kullanilmaktadir (Nauen ve Jeschke, 2011).

1.2.2.5.  Asetamipridin viicutta emilimi ve metabolizmasi

Gidalar yoluyla maruz kalman asetamiprid, hizla ve yiiksek oranda bagirsaklarda
absorbe edilir (Simon-Delso ve ark., 2015). 1*C ile isaretlenmis asetamiprid, disi ve erkek
sicanlarda kan dolagimi ile kan- beyin ve kan- testis bariyerlerini gegerek, dalak, kalp,
kemik, akciger, karaciger, beyin, bobrek, yag dokusu ve testislere dagildi yapilan bir
caligmada gozlenmistir (Ford ve Casida, 2006a; Ford ve Casida, 2006b; Marfo ve ark.,
2015).

Neonikotinoid  metabolizmasi,  omurgalilarda  indirgeme,  demetilasyon,
hidroksilasyon ve olefin gibi reaksiyonlar ile gerceklesir. Kloropiridinil yapisi igeren
asetamiprid, 6-kloronikotinik asite pargalanir. Bu metabolitlerinde insan ve farelerde
glisin veya glukronik asit konjugatlar1 halinde idrar ile uzaklagtirilir (Thompson ve ark.,
2020). Ayrica asetamipridin, metabolize edildikten sonra diski yoluyla da atildigi
bilinmektedir (Terayama ve ark., 2018). Saglikli yetiskinlerde yapilan bir ¢alismada,
asetamipridin %3 oraninda degismeden viicuttan atilabildigi ve %31’nin daha yavas
elimine edilen desmetil-asetamiprid haline doniistiiriildiigii bildirilmistir (Thompson ve
ark., 2020).

1.2.2.6.  Asetamipridin akut toksik etkileri

Asetamipride inhalasyon yoluyla maruz kalinmasi1 durumunda bas agrisi, bas donmesi,
bulanti, kusma gibi belirtiler gézlenmistir (Chakroun ve ark., 2016). Asetamiprid ile
intihar vakalarinda ise kas gligsiizliigli, hipotermi, konviilsiyonlar, tasikardi,
hipotansiyon, elektrokardiyogram degisiklikleri ve susuzluk gibi belirtiler gozlemlenmis.

Siddetli vakalarin ise 6liimle sonuglandigi bildirilmistir (Imamura ve ark., 2010).
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1.2.2.7.  Asetamipridin insanlardaki toksik etkileri

Cin’de neonikotinoid diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan bir calismada 386
yetigkinin idrar numunesi arastirilmistir. Bu arastirma sonucunda 10 neonikotinoid tiirevi
arasinda en yiiksek diizeyde asetamiprid (ortalama 49,43 mg/g kreatinin) varligina
rastlanilmistir (Zhou ve ark., 2021).

Subkronik asetamiprid maruziyetinin immiin sistem {izerine etkilerinin incelendigi bir
caligmada, maruziyet sonrasi immiin parametrelerinde degismeler gozlenmistir.
Kurkuminin ile iyilesmenin incelendigi bu c¢alismada, Swiss albino farelerde 61 giin
boyunca asetamiprid (Smg/kg; oral) ve kurkumin (100 mg/kg; oral) tek baslarina ve
kombine halde uygulanmistir. Serum anti-rCFP32 antikor diizeyleriyle relatif viicut ve
organ (dalak) agirliklar1 incelenmis, ayrica lenfosit proliferasyon testi uygulanmis ve
histopatolojik incelemeler yapilmistir. Tiim bu incelemeler sonucunda, asetamiprid
maruziyetinin anlamli diizeyde immiin sistemi baskiladigi, kurkumin ile birlikte
kullanildiklarinda ise asetamiprid toksisitesinin kismen azaldig1 gézlenmistir (Marzouki
ve ark., 2017).

Asetamiprid ve kurkuminin norotoksisiteye etkilerini arastiran bir bagka calismada,
Wistar siganlari 21 giin boyunca asetamiprid (40mg/kg; oral) ve kurkumine (100 mg/kg;
oral) tek baslarina ve kombine sekilde maruz birakilmistir. S6z konusu caligmada
davranis testleri (egik diizlem testi, 6n penge kavrama zamami testi) yapilmis ve
kolinesteraz aktivitesi, oksidatif stres parametreleri (malondialdehit (MDA), siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), tiyol diizeyleri), hiicre canliligi, histopatolojik
degisiklikler ve apoptoz/nekroz orani arastirilmistir. Arastirma bulgularima gore,
norodavranigsal testlerde asetamiprid tarafindan gelisen toksisiteyi kurkumin
uygulamasinin azaltildigi gozlenmistir. Yine kurkuminin oksidatif stres parametrelerini
(MDA, SOD ve CAT diizeyleri), hiicre canliligini ve hiicre ici Ca*? diizeylerini
iyilestirdigi gézlemlenmistir (Dhouib ve ark., 2017).

1.2.2.8.  Asetamipridin genotoksik etkileri

Asetamiprid ile yapilan ¢alismada insan periferal lenfosit hiicrelerinde mikroniikleus
(MN) ve kardes kromatit degisimi (KKD) frekanslarinda 6nemli bir artis meydana
gelmigtir (Kizilet ve Uysal, 2018). Asetamipridin genotoksisite ile ilgili yapilan diger
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calismalara bakildiginda, asetamipridin in vivo olarak genotoksik olma 6zelligi diisiik

bulunmustur (Hernandez Jerez ve ark., 2022).

1.3.  Oksidatif Stres Ajanlari
1.3.1. Serbest radikaller

Di1s orbitallerinde tek sayida paylasilmamis elektronu olan molekiil veya atomlara
serbest radikal denir (Valko ve ark., 2004). Kisa omiirlii ve reaktif olan bu serbest
radikaller, pozitif, negatif ve notral ylike sahip olabilirler. Yiiksek enerjiye sahip olan
elektronlar, cevrelerindeki diger elektronlari ayirip yapilarint bozduklarinda serbest
radikaller tehlikeli olur (Uysal, 1998). Besinlerin oksijeni kullanarak enerjiye
doniistiikleri zaman meydana gelen serbest radikaller, kararsiz yapiya sahiptirler (Oren,
2009).

Tiim hiicrelerde oldukga fazla kullanilan ve hiicrelere kolayca giren oksijen molekiili,
aerobik metabolizmaya sahip canlilar i¢in en dnemli serbest radikal kaynaklarindandir.
Molekiiler oksijenin (O2) iki eslesmemis elektronu paralel spin durumundadir. Oksijen,
radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girip, serbest radikallerle kolay reaksiyona
giriyorsa biradikal (diradikal) olarak adlandirilir. Molekiiler oksijen, biradikal olmasinin
sonucu olarak yiiksek derecede reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olusturur (Akkus, 1995).
Genel olarak serbest radikaller kovalent baglarin boliinmesiyle, molekiiliin elektron
kaybetmesiyle ve molekiiler elektron eklenmesi ile olmak tiizere ii¢ farkli yolla

olusabilirler (Wu ve Cederbaum, 2003).

1.3.1.1.  Kovalent baglarin bolinmesiyle olusan serbest radikaller
Homolitik boliinmeye ugrayan kovalent baglardan sonra molekiiliin her pargasinda

ortak elektronlardan birinin kalmasi ile gergeklesir (Gacar, 2016).

1.3.1.2.  Molekiiliin elektron kaybetmesiyle olusan serbest radikaller
Radikal 6zellige sahip olmayan molekiiliin elektron kaybettigi zaman dig orbitalinde

eslesmemis elektron kalarak radikal hale gelmesiyle gerceklesir (Gacar, 2016).

1.3.1.3.  Molekiile elektron eklenmesiyle olusan serbest radikaller
Radikal 0zellige sahip olmayan molekiiliin tek elektron transferi yaparak dis

orbitalinde eslesmemis elektron igeren radikal forma doniiserek gergeklesir (Gacar,

2016).
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Hiicrelerimizin igerisinde gesitli miktarlarda radikal iiretimi gergeklesir (Gacar, 2016).

Bu serbest radikaller kaynaklar1 Tablo 1.4.’de 6zetlendigi iizere endojen ve eksojenler

olarak iki temel gruba ayrilmistir.

Tablo 1.4. Radikal Kaynaklar1 (Gacar, 2016).

A. Endojen Kaynaklar

Eksojen Kaynaklar

e  Peroksizomlardaki enzimler (Oksidazlar,
flavoproteinler)

e  Sitokrom p-450

o  Elektron Transport Sistemleri

e Proteinler ve enzimler (Ksantin oksidaz,
hemoglobin, triptofan dehidrojenaz, adenozin
deaminaz)

e Iskemi, travma, intoksikasyon sonucunda
gerceklesen oksidatif strest

o Katekolaminler, tioller, tetrahidroproteinler ve
hidrokinonlarin otooksidasyonu

e Antibiyotikler (Geg¢is metallerine afinitesi

olanlar)

Metal iyonlar1

Radyasyon
Aktiflesmis fagositler
Antineoplastik ajanlar (Sisplatin,

doksorubisin, metotreksat vs.)

Bagimlilik yapan maddeler

Stres

Ksenobiyotikler (hiperoksi, hava kirliligi,

pestisitler, solventler, aromatik

hidrokarbonlar)

o NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin Katki maddeleri
sentetaz igeren plazma membran enzimleri ve
lipid peroksidasyonu (Kaya, 2005; Ciire, 2007).
karigik fonk id: transportu

sitokrom p450 ve by

oksidazlar
flavoproteinler

gegis metalleri

endoplazmik retikulum

cekirdek
sitoplazma
iy Fe +4(+)
roksizom
£ Cu*™® mitokondri
@ 4 P

miyeloperoksidaz
(oksidatif patiama:fagositfer)

lizozomlar

ksantin oksidaz
hemoglobin
riboflavin
katesolaminler

elektron transport sistemi

lipoksijenaz
prostaglandin sentezi
NADPH oksidaz (oksidatif patlama:fagositler)

Sekil 1.8. Endojen serbest radikal kaynaklar1
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Normal Metabolizma

Yiksek oksijen
Inflamasyon hasmos
Radyasyon » O 5 ¢ Sigara dumani (NO,)

(llag ve pestisidler)
Yaglanma

Ozon //" "'\\ Ksenobiyotikler
Reperfiizyon hasari

/Skem' N Reaktnf oksuen turlen

(05, H0,.OH")

H)
HUCRE ‘
HASARI ,

Sekil 1.9. Eksojen serbest radikal kaynaklar1 (Ozden, 2006)

Ksenobiyotikler ve biyoaktivasyonlar1 sonucu olusan tirtinler, organizmadaki serbest
radikal ve ROS olusumunun ana kaynaklarindandir. Birgok madde serbest radikal
olusturarak hiicreleri oksidatif strese sokabilirler. Oksidatif strese neden olan
ksenobiyotikler arasinda Onemli olan madde gruplarindan biri de pestisitlerdir.
Pestisitlerin neden olduklar1 toksik etkiler sonucu serbest radikaller olusmaktadir

(Mercan, 2004).

1.3.2. Reaktif oksijen tiirleri

Normal hiicresel metabolizma {iriinii olan reaktif oksijen tiirleri, canlilarda hem zararl
hem de yararli etkileri vardir. Yarar saglayan etkileri genellikle diisiik veya orta
konsantrasyonlarda meydana gelmektedir. Bu etkiler arasinda; patojenlere Kkarsi
savunma, vaskiiler tonun diizenlenmesi, eritropoetin iiretiminin kontrolii, ventilasyon,
bazi fizyolojik siire¢lerde membran reseptorlerinden sinyal iletimini almasi ve mitojenik
cevabi indiiklemesi gibi etkileri vardir. Zararli etkilerinde ise; ROS/reaktif nitrojen tirleri
(RNT)’nin asir1 iretilmesidir. Enzimatik ya da non-enzimatik antioksidanlarin
yetersizlige bagl olarak gelisen bu tiretim, hiicresel lipidlere, proteinlere veya DNA’ya

zarar vererek iglevlerini bozar (Droge, 2002; Valko ve ark., 2007).

23



Fenton

reaksiyonu
H,0, + Fe2* ——+ OH-+OH + Fe®*

Hidrule_n Hidroksil
peroksit radikali

Fe?* .
HZOE » OH
A
Siiperoksit 2H*
radikali

10, « 0, >0 s 02

Singlet oksijen Oksijen

Peroksit iyonu

NO
ONOO
Sekil 1.10. Bazi reaktif oksijen tiirleri (Mittler, 2017)

ROS serbest radikalleri igerdigi gibi serbest radikal olmayan oksijenli molekiilleri
(hidrojen peroksit (H20>), siiperoksit (O2"), singlet oksijen (1/2 O2) ve hidroksil radikali
(OH)) igerir. Bu serbest radikal olmayan aktiflesmis oksijen tiirleri reaktiftir ve
organlarda toksik etkilere yol agmaktadirlar. Siiperoksitin ¢evresindeki molekiillerden bir
elektron alarak ya da molekiiler oksijenin ¢evresindeki iki elektronu alarak peroksit
olusur. Peroksitin iki proton (H") ile birlesmesiyle de hidrojen peroksit meydana gelir
(Kohen ve Nyska, 2002).

Biyolojik sistemlerde ise siiperoksitin (O2") dismutasyonu ile hidrojen peroksit
tiretilir. Bu reaksiyonda iki tane siiperoksit molekiilii iki proton alir ve bu sayede hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijen olusur. Antioksidan savunma sistemlerimden olan
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, bu reaksiyonu katalizler ya da spontan bir sekilde de
gerceklesebilir (Miao ve Clair, 2009).

Aslinda serbest radikal olmayan hidrojen peroksit, ROS kapsamina girer ve serbest
radikallerin olugsmasinda 6nemli bir gérevi vardir. Bunun nedeni, gecis metallerinin
(Fet+2, Cu+t) varliginda Fenton reaksiyonu ile ve siiperoksit radikallerinin varliginda
Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda hidroksil radikalini (OH) olusturmasindandir. OH
radikalinin en 6nemli 6zelligi, DNA, proteinler, lipitler, aminoasitler, glikoz ve metallerle
etkilesime giren en gii¢lii oksitleyici radikali olmasidir (Young, 2001; Al-Omar ve ark.,
2004).

Fenton Reaksiyonu
H202 + Fe*? — OH" + OH- + Fe*?

Haber-Weiss Reaksiyonu
Oz- + H202 — OH™ + OH- + O
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Siiperoksit Radikali (O2’), oksijen molekiiliiniin bir elektron alarak indirgenmesi ile
meydana gelir. Indirgenen gegis metallerinin otooksidasyonunda da meydana gelebilir.
Yiiksek derecede reaktif olmayan siiperoksit radikali, direkt olarak bir zarar1 yoktur. Bu
radikalin 6nemli olmasinin nedeni, hidrojen peroksidin kaynagi olmasi ve gecis
metallerinin indirgeyicisi olmasidir. Cogunlukla mitokondride olusur ve mitokondrideki
enerji doniisimi sirasinda meydana gelen elektron kagaklar1 oksijenin Oz ‘lerine

doniistimiine neden olur (Valko ve ark., 2004).

1.3.3. Oksidatif stres
Hiicrelerin lipid tabakasinda peroksidasyona sebep olan serbest radikallerin

tiretilmesiyle viicudun antioksidan savunma sistemleri arasinda var olan dengenin

bozulmasina oksidatif stres denir (Abdollahi ve ark., 2003). Bir bagka ifadeyle, reaktif
oksijen tiirlerinin ve onlarla etkilesim halinde olan antioksidanlar arasindaki dengenin
bozulmasina da denir (Sies ve Cadenas, 1985). ROS’da gerceklesen artis hiicre igin
toksiktir ve proteinleri, lipidleri, niikleik asitleri hasara ugratir. Bu hasar hiicrenin sinyal
yolaklarim1 bozar (Lopez-Alarcon ve Denicola, 2013). Oksidatif stres Alzheimer,

Parkinson, Huntington hastaliklar1 ve amyotrofik lateral skleroz gibi noérodejeneratif

durumlar, kanser, amfizem, yaslanma diyabet, inflamatuar hastaliklar gibi pek ¢ok

hastalik ile iliskilendirilmistir (Valko ve ark., 2007; Pisoschi ve Pop, 2015).

Oksidatif stres sonucunda gesitli reaksiyonlar ve bozukluklar meydana gelmektedir.

Bunlardan bazilar;

a) Adaptasyon: Antioksidan savunma sistemleri sonradan kendilerini tekrar
diizenleyebilirler. Mesela bir ortamdaki Oz miktarinin giderek artan miktarlarda
verilmesi siganlarda antioksidan savunma enzimlerinin ve akcigerdeki GSH
miktarinda artis gozlenmistir. Bu artis nedeniyle diisiikk O2 seviyesindeki ortamda yani
kontrol grubuyla karsilastirildiginda daha direngli hale geldikleri goézlenmistir
(Halliwell, 1990).

b) Doku Hasar1: Oksidatif stres sonucu hasara ugrayan dokunun hedef alindig: primer
hiicreler de farkliik gosterir. Ornek olarak, memelilerin bircok hiicresinde lipit
peroksidasyonu ya da oksidatif protein hasar1 goézlemlenmeden O6nce DNA

ipliklerinde kirilmalar meydana gelmistir. Bu kirilmalarin nedeni gec¢is metal iyonlar1
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ile H202’nin reaksiyona girmesi sonucu OH’ya doniismesinden kaynaklandigi

bildirilmistir (Halliwell, 1990).

¢) Hiicre Oliimii: Hiicre 6liim mekanizmalar1 genellikle nekroz ve apoptoz olarak iki
temel grupta meydana gelmektedir. Bu iki 6liim mekanizmasi oksidatif stres sonucu
meydana gelebilir. Nekroz, nekrotik hiicrenin sisip patlar ve sitoplazmasini ¢evreye
yayarak etrafindaki hiicreleri etkiler. Sitoplazma igerisinde katalaz veya GSH gibi
antioksidan savunma enzimlerinden biri varsa, nekrotik hiicrenin 6limii sonucunda
civardaki hiicrelere de oksidatif stres yayilir. Apoptoziste ise hiicrenin igsel 6liimii s6z
konusudur. Bu sebeple sitoplazmanin igerigi disar1 salinmaz ve g¢evre hiicrelerde

hasara neden olmaz (Halliwell, 1990).

OKSIDATIF STRES
| |
| |
v
Hiicre ve Doku Hasar1 Sinyal iletimi
| | |
! } -
- Transkripsiyon faktorleri
Nekrozis Apoptozis
l l Gen ekspresyonu
Hiicre igi Hetero-kromatizasyon
Pargalanma ve fragmentasyon I

v _
Antioksidant Oksidatif strese Suokm{r ve

Sitoplazmik Mitokondriyal enzimler duyarh genler kemokinler
sisme Disfonksiyon l i
l Hiicrenin Yangt
Membranin Membran tomurcuklanmasi korunmasi i
pargalanmasi ve apoptotik cisimcikler Fekria
Rastgele ve Hiicre intihan ve
siddetli 6lim ortadan kaldinlmas:

Proliferasyon Farklhlasma Adaptasyon  Apoptozis

Sekil 1.11. Oksidatif stres sonucunda organizmada meydana gelebilecek reaksiyonlarin
ozeti (Haddad, 2002)

Cevrede kalintilar1 uzun siireler kalabilen ve biyolojik sistemleri olumsuz etkiledigi
bilinen pestisitlerin toksik potansiyelleri yogun olarak calisilmis ve pestisit kaynakli
oksidatif stres de toksikolojik arastirmalarin odak noktasi haline gelmistir (Karabiyik,
2019). Pestisitler ve oksidatif stres olusumu ag¢isindan bir¢ok ¢alisma olsa da kan dahil
olmak iizere farkli dokularda, farkli maruz kalma dozlarinda, farkli organizmalarda ve
farkl1 kosullarda incelemeler yapilmistir. Deney hayvanlar1 ile ilgili John ve

arkadaglarinin  (2001) yaptig1 caligmalarda antioksidan savunma sistemlerindeki
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enzimlerin, pestisit maruziyeti sonrast degistigi gozlenmistir. Ayrica bu c¢aligmalarda
antioksidan enzimlerinin aktivitesinin arttig1 veya azaldigina yonelik teoriler tartigmalara
sebep olmuslardir. Eger aktivite arttiysa, pestisitler oksidatif stresi gidermek amaciyla
serbest radikalleri temizleyen enzimlerin indiiklenmesine sebep olan mekanizmanin bir
aktivasyonundan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir. Eger antioksidan enzimlerinde bir
azalma meydana gelmisse, pestisit metabolizmasi sirasinda, oksidatif molekiillerin
baglanmasindan kaynaklanan enzimlerin dolayli olarak inhibisyona ugradiklari

diistiniilmiistiir (Karabiyik, 2019).

1.3.4. Antioksidan savunma sistemleri
Hiicrede bulunan lipit, protein ve DNA gibi maddelerin serbest radikaller tarafindan

okside olmalarini engelleyen sistemlere antioksidan savunma sistemleri denir (Aslankog

ve ark., 2019). Antioksidanlar, serbest radikallere ihtiyaglari olan elektronun transferini
yaparak hiicresel diizeyde gerceklesebilecek hasari Onlemektedir. Dort farkl
mekanizmasi vardir.

1) Temizleme: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek, daha zayif molekiile
doniistiirmeyi ve bu sayede etkisiz hale getirmeyi amaglamaktadir.

2) Baskilama: Vitaminler ve flavonoidlerin etkilerini gosterdikleri bu yol, oksidanlara
bir hidrojen aktararak onlari etkisiz hale getirmeyi ya da reaksiyon hizlarini azaltmay1
amaclar.

3) Onarmm: Lipit, protein ve DNA gibi yapilarin, serbest radikaller tarafindan meydana
gelen biyolojik hasarlarinin onarilmasidir.

4) Zincir Koparma: Serbest oksijen radikallerini baglar ve bu sayede baglanan zincirleri

kirip islevlerinin engellenmesini amaglanmaktadir (Valko ve ark., 2007).

Antioksidan maddeler ikiye ayrilirlar. Bunlar;

a) Enzimatik Olmayan: Yiyeceklerle aldigimiz gruptur. A, E ve C vitaminleri, fenolik
maddeler ve flavonoidler bu gruptadirlar.

b) Enzimatik Olan: Hiicresel diizeyde iiretilen, birincil basamak antioksidanlardir.

Katalaz, stiperoksit dismutaz ve glutatyon bu gruba girerler (Aslankog ve ark., 2019).

1.3.4.1. Enzimatik antioksidan maddeler
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1.3.4.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD):

ROS ve siiperoksit anyon radikallerine karsi en Onemli antioksidan
enzimlerindendir. Siiperoksit radikalini O2 molekiiliine yiikseltir ve baska bir stiperoksit
radikalini ise daha az reaktif olan hidrojen perokside molekiiliine indirgenmesini
katalizler (Aslankog ve ark., 2019). Ayrica SOD, lipit peroksidasyonunu inhibe eden bir
metalloenzimdir (McCord ve Fridovich, 1988).

Stiperoksit dismutazlar, aktif bolgelerinde bakir, ¢inko, manganez, demir ve nikel
kullanan proteinlerdir ve merkezlerindeki bu ge¢is metallerine gore ti¢ sinifa ayrilirlar
(Fridovich, 2001). Cu/Zn-SOD (SOD 1), hem bakira hem de ¢inkoya baglanir. Mn-SOD
(SOD 2) ve Fe-SOD (SOD 3) ise, demire ya da manganeze baglanirlar (Gacar, 2016).

1.3.4.1.1.1. SOD1:

132 kDa agirliginda olan insan SOD1 proteini, sitoplazmada, niikleer bolmelerde ve
lizozomda bulunur (Aslankog, 2019). Insan genomunda 21. kromozom iizerinde yer
almaktadir (Gacar, 2016). Down sendromu, Amniyotrofik Lateral Skleroz (ALS)
hastaliklarinda rol oynar (Aslankog, 2019).

1.3.4.1.1.2. SOD2:

23 kDa agirliginda olan protein, aerobik hiicrelerin mitokondrisinde bulunur. Hiicre
farklilagmasi, tiimorogenez ve pulmoner toksisite ile uyarilan hipokside biiyiik bir rolii
vardir. Gen mutasyonlarinda nadir goriilen ailesel motor noron hastaliklari, idiyopatik
kardiyomiyopati ve erken yaslanma ile iliskilendirilen bir proteindir (Takada ve ark.,
2002; Zelko ve ark., 2003).

1.3.4.1.1.3. SOD 3:

En son tespit edilen SOD3, 135 kDa agirligindadir. Plazmada, lenfte, sinoviyal sivida
ve Ozellikle damar ceperlerinde bulunur. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde oldukga fazla
sentezlendigi bildirilmistir. Ayrica heparine kars1 yiiksek afinitesi bilinmektedir. Bu
nedenle heparin ve heparan siilfat protein kinaz C aracili mekanizma ile SOD3’iin
ekspresyonu diizenlenebilir (Aslankog, 2019). Ekstraseliiler siiperoksit dismutaz (EC-
SOD) olarak da adlandirilirlar. Ekstraseliiler boslukta siiperoksit radikallerini temizleyen
tek enzimdir. Bu nedenle redoks dongiisliniin vazgecilmez enzimidir. Bunun disinda
birgok dokuda ifade edildigi bilinse de en fazla arterlerde ve akcigerde bulunurlar (Zelko
ve ark., 2002).
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1.3.4.1.2. Katalaz (CAT):

Temel yeri peroksizomlar olan katalaz enzimi, memeli hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunmaz. Tek istisna olan durumu ise siganlarin kalbinde bulunan
mitokondridir (Ighodaro ve Akinloye, 2018). H202’nin suya indirgenerek tiiketilmesinde
rol oynamaktadir. Karaciger hiicrelerinde ve eritrositlerde yiiksek konsantrasyonlarda
ifade edilir (Pisoschi ve Pop, 2015). Tiim enzimler i¢erisinde en biiyiik reaksiyon hizina
sahiptir. Dakikada 6 milyon H20. molekiiliinii su ve oksijene doniistiirebilir (Goktas,
2007).

Katalaz reaksiyonu iki ana basamakta gergeklesmektedir. Birinci basamakta,
hidrojen peroksidin enzime baglanmasi sonucu olusan kompleks-I ara {iriinii meydana
gelir. Kompleks-I’in ikinci hidrojen peroksit molekiiliiyle reaksiyona girdiginde su ve
molekiiler oksijen olusur. Eger metanol ve etanol gibi hidrojen veren, kompleks-I ile
reaksiyona girerse su ve bir aldehit iiriinii olusur (Kaya, 2005).

H202’nin diisiik konsantrasyonda oldugu durumlarda hidrojen peroksidi substrat
olarak kullanacak olan diger antioksidan enzimler devreye girer. Bu sayede hidrojen
peroksit ortamdan uzaklagmis olur. Bu sonu¢ dogrultusunda katalaz ve glutatyon
peroksidaz enzimlerinin benzer etkisi oldugu halde hiicre igindeki konumlart ve etki
yerleri farklidir. Katalaz peroksizomlarda bulunurken, glutatyon peroksidaz enzimi

sitozol ve mitokondride bulunur (Ciire, 2007).

1.3.4.1.3. Glutatyon peroksidaz (GPx):

Mitokondri ve sitozolde, hidrojen peroksidi suya parcalayan Onemli
antioksidandir (Fattman ve ark., 2003). Aktivitesi selenyuma bagli olan glutatyon
peroksidaz ve selenyuma bagli olmayan glutatyon peroksidaz olarak ikiye ayirmak
miimkiindiir. Genellikle glutatyon peroksidaz, selenyuma baglidir. Onemli rollerinden
biri, hiicreyi oksidatif strese karsi korumasidir (Cnubben ve ark., 2001). Oksidatif
sirasinda askorbat peroksidazlari inhibe ederler. Daha sonra, H>Oz siipiiriicii olarak gérev
yapar. H20 ve hidroperoksitlerin suya ya da alkollere indirgenmesini katalize eder. Bu
kataliz sonucu diger organik hidroperoksitlerin detoksifiye eder (Su ve ark., 2019).

Farkli dokulara 6zgili olan ve farkli hiicre konumlarina sahip 8 tane izoenzimi
vardir. Glutatyon peroksidaz 1 (GSH-Px 1), en sik bulunan izoenzimdir (Gacar, 2016).
Hemen hemen her dokuda bulunan GPx1, selenyum bagimlidir (Aslankog ve ark., 2019).

GSH-Px 2 izoenzimi, ekstraseliiler ve intestinal bir enzimdir. GSH-PX 3, ekstraseliiler ve
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ozellikle de plazmada ¢ok bulunan bir izoenzimdir. GSH-Px 4 ise, daha diisiik seviyelerde
memeli hiicrelerinde salgilanir. Ozellikle substrat olarak lipit peroksiti tercih eder (Muller
ve ark., 2007). Ayrica oksidatif strese kars1 apoptotik bir tepkiye aracilik yapar (Sanyal
ve ark., 2009). GPx 5 ve GPx 6 izoenzimleri selenyum igermezler ama GPx 6 insan gen
aragtirmalarinda selenoprotein olarak tanimlanmaktadir. GPXx 7 ve GPx 8 de selenyum
icermezler ve hidrojen peroksiti temizlerler. Yapilan calismalar ile GPx seviyelerinin
herhangi birinde bir azalma sonucunda antioksidan savunma sisteminde bir bozulma

meydana geldigi bildirilmistir (Chabory ve ark., 2009).
1.3.4.2. Enzimatik olmayan antioksidan maddeler

1.3.4.2.1. Glutatyon (GSH):

Pek ¢ok organizmada 6zellikle de insan karacigerinde bulunan GSH, glutamik
asid, sistein ve glisinden, y-glutamil sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleri
araciligryla olusan bir tripeptittir (Piner, 2009). GSH, ¢ok sayida redoks reaksiyonuna
girer ve yiksek oranda O2 - veya OHe radikalleri ile oksitlenir. Hiicredeki
yogunlugundan dolay1 ¢Opgii veya kurbanlik niikleofil olarak hizmet etmektedir. Bu
nedenle hassas hiicresel bilesenlerin asir1 oksidasyonunu 6nleyen kimyasal bir engeldir
(Noctor ve ark., 2011). Sitozol (1-11mM), ¢ekirdek (3-15 mM) ve mitokondride (5-
11mM) bolca bulunduklar1 i¢in buralarin ¢éziiniir antioksidanlarindandir (Valko ve ark.,
2007).

Rediikte glutatyon ve okside glutatyon (GSSG) olarak ikiye ayrilir. Onemli bir
antioksidan olan glutatyon, hiicrenin oksido-rediiksiyon dengesini siirdiiriir. Bu sayede
hiicreleri endojen ve eksojen kaynakli oksidanlarin toksik etkilerinden korumus olur.
GSH, serbest siilfidril yapisina sahiptir ve hiicre ici siilfidril tamponu olarak islev goriir.

Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda da rol oynamaktadir (Yemisen, 2008).

1.3.4.2.2. Tiyoredoksin (Trx):

NADPH, tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) ve Trx ’ten olusan tiyoredoksin, aktif
bolgesindeki disiilfitin NADPH’ye bagl indirgenmesini kataliz eder. NADPH ise CAT
enzimini aktif tutarak Trx ile glutatyon rediiktaz tarafindan kofaktor olarak kullanilir.

GSH sistemleri ile birbirlerini tamamlarlar (Su ve ark., 2019).

1.3.4.2.3. Flavonoidler:
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Bitkilerde bulunan flavonoidler, ROT un dogrudan kaldirilmasini, antioksidan
enzimlerinin aktivasyonunu, metal selasyon aktivitesi, o- tokoferil radikallerinin
indirgenmesi ve oksidazlarin inhibisyonu gibi bir¢cok yolla antioksidan aktivite

gostermektedir (Prochazkova ve ark., 2011).

1.3.4.2.4. Cinko:
SOD’un bilesenidir. NADPH-oksidaz1 inhibe eder ve metallotiyoneinlerin

sentezini indiikler (Su ve ark., 2019).

1.3.4.2.5. Melatonin:
SOD, CAT ve GPx enzimlerin aktivitesini arttirarak oksidatif strese karsi savunma

saglar (Rodriguez ve ark., 2004).

1.3.4.2.6. Koenzim Q10:
Mitokondriyal solunumda elektron taginmasi icin gerekli olan tek lipofilik

antioksidandir (Littarru ve Tiano, 2007).

1.3.4.2.7. Selenyum:
GPx ve TrxR gibi pek ¢ok protein igin kofaktdr gorevi vardir. Kiiciik molekiil

agirligina sahip olan antioksidanlar arasindadir (Nordberg ve Arner, 2001).

1.3.4.2.8. Metallotiyoneinler:

Siilfidril (-SH) grubu igerdiklerinden dolay1 reaktif tiirlere kars1 korumada 6nemli
yerleri vardir. Transferrin, ferritin ve laktoferrin gibi metal baglayici proteinleri kapsar.
Bu proteinler redoks aktif demirin (Fe*?) selatorlerindendir (Mironczuk-Chodakowska ve
ark., 2018).

1.3.5. Apoptoz

Oksidatif stres cogunlukla mitokondriyal seviyede olusur. Bunun nedeni,
mitokondrinin elektron tagima zincirleriyle yakin olmasi ve koruyucu bir histon yapilari
olmadigindandir. Boylelikle ROS’lar i¢in hedef noktasina haline mitokondriyel DNA
(mtDNA)’da ATP {iretimi bozulur ve 6liimciil hiicre hasart yani apoptoz meydana gelir.

Ayrica ROT’lar mitokondriyal akonitaz ve kompleks I Nikotinamid Adenin Diniikleotit
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(NADH) gibi proteinleri okside ederler. Inaktif hale gelen bu proteinler daha sonra

olusacak olan oksijen radikallerinin birikmesine yardimci olurlar (Ott ve ark., 2007).

1.4, Kanser

Viicudumuzda bulunan belirli bolgedeki hiicrelerin, kontrolsiiz bir sekilde
bliyiimesi ve ¢ogalmasina kanser denilmektedir (Budak, 2022). Diger bir deyisle,
DNA’da meydana gelen bazi mutasyonlar sonucu onkogenler aktive, tiimor baskilayici
genleri ise inaktive eden ve ayrica epigenom diizensizligi tarafindan baglatilan genomik
bir hastaliktir (Katti, 2022).

DNA diziliminde meydana gelen bazi degisikler sonucu gozlemlenen kanserin,
%10-15"1 kalitimsal olup genlerle bireylere aktarilmaktadir. Geriye kalan %85-90’1ik
kisim ise DNA’nin mutajenik olan maddelere maruz kalmasi, beslenme tarzi ve ¢evresel
faktorler gibi etkenlerden dolayr ortaya ¢ikmaktadir. Bu bahsedilen etkenlere maruz
kalinmas1 durumunda normal hiicrelerdeki genlerde degisim gozlenir. Daha sonra saglikli
hiicrelerdeki denge, diizen ve hiicre proliferasyonunu saglayan hiicre siklusu ve apoptoz
etkilendiginden hiicre farklilasmast meydana gelir. Bunun sonucunda da normal

hiicrelerde kanser goriilmeye baslar (Yokus ve Cakir, 2012).

Normal Hiicre Béliinmesi Malign Hiicre Béliinmesi

Normal Normal Mutasyona ugramis Mutasyona ugramis
tiimér baskilayici gen proto-onkogene tiimér baskilayici gen proto-onkogen

3 - e W —

Hucre ~ (s A |
donglisi Islev kaybi | “ l porma Fonksiyon kazanci
kcntrc\ altinda | J o hticre Y

Normal hiicre Kanser hiicresi

Created in BioRender.com bibo

Sekil 1.12. Normal hiicreyle kanser hiicresinin ¢ogalmasi

Kanser hiicreleri ile normal hiicreler arasinda farkli birgok 6zellik vardir. Kanser
hiicrelerinin ylizeyinde bulunan reseptorler, normal hiicrelerdeki reseptorlere gore daha
cok sinyal almaktadirlar. Kontrolsiiz ¢ogalan kanseri hiicreleri proliferasyona sebep

Olurlar ve ayn1 zamanda yanlarinda bulunan hiicrelere temas ettikten sonra boliinmeyi

32



durduramazlar. Glikoz dongiistinden gelen glukozu kanser hiicreleri, her tipte bulunan
besini ise normal hiicreler kullanmaktadir. Ayrica besin ve oksijen alabilmek ig¢in
damarlanma sistemini kanser hiicreleri olusturmaktadir. Ve bu sayede dolasim sisteminde
hareket edebilir ve bulunduklar1 noktaya yerleserek metastazi baglatabilirler (Baykara,

2016).

Saglhikh Hiicreler

'%_.

Saglkl hiicreler kontrollii bir sekilde gogalirlar.

Kanser Hiicreleri

o o

Kanser hiicreleri Kanser hiicrelerinin Kanser hiicreleri farkli
kontrolsiiz bir sekilde sekillerinde dokuya sicrayabilir
cogalirlar degisiklik vardir (metastaz)

Sekil 1.13. Saglikli hiicreler ve kanser hiicrelerinin farki (Budak, 2022°den modifiye

edilmistir)

Kansere neden olan etmenler arasinda gevresel faktorler, alkol, sigara, yetersiz
beslenme, kisinin maruz kaldigi kimyasallar ve radyasyon, su ve hava kirliligi
bulunmaktadir. Maruz kalinan kimyasallar arasinda kaygi verici olani ise pestisitlerdir.
Kanser ve pestisitler arasindaki iliski ilk olarak yaklasik 50 yil once insektisit olarak
kullanilan kimyasalin, cilt ve akciger kanserinde yiiksek prevalans gosterdiginin
bulunmasiyla dikkat ¢ekmistir (Jungmann, 1966; Thiers ve ark., 1967). Bu baglamda,
pestisitlere maruz kalan kisilerde kanser insidansi ¢alismalar1 yapilmig (Baldi ve Lebailly,
2007) ve farkli neoplazma tiirlerinin goriildiigii rapor edilmistir (Jaga ve Dharmani, 2005;
Alavanja ve Bonner, 2012). Pek ¢ok pestisit ¢esidi karsinojen olarak siniflandirilmistir
(Bolognesi, 2003). Son zamanlarda pestisite maruz kalan kisilerde bir¢ok epidemiyolojik
calisma yapilmis ve bunlarin sonucunda da hematopoetik, beyin, akciger ve diger organ
kanserleri arasinda bir iliski oldugu gozlenmistir. Pestisitler disinda diger cevresel
kirleticiler ile (agir metaller, toksik inorganik kirleticiler, radyoaktif maddeler) kanser

riski agisindan da pozitif bir iligki oldugu raporlanmistir (Dich ve ark., 1997).
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1.4.1. Kanser olusum mekanizmasi (Karsinogenezis)

Hiicreler hayatlarimiz boyunca biiylime ve bdliinme gibi bircok mekanizmay1
gerceklestirir.  Bu  mekanizmalarin = ¢alismadigi  durumlarda  karsinogenezis
gerceklesebilmektedir. Eger hiicreler kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmaya, invazyon ve

metastaz gergeklestirmeye baslarsa bu duruma karsinogenez denilmektedir (Celik, 2021).

Karsinogenezis

sk
Bl

Genetik yada
epigenetik degigiklikler

+ Genom kararsizligi
* Timor baskilayic
genlerin kaybi

L —_——

Cogalma
PE— C
DNA . Sl
Onarim ) : N B
Normal Etkilenen K. :
Hiicre hiicre Kanser
oncesl

Kanser

Apoptoz
(Hiicre toksisitesi)

Sekil 1.14. Karsinogenezisin olusum stireci

Onkogenlerin aktivasyonu, proto-onkogenlerin (normal hiicreler), karsinogenez
etkisi gostererek aktif hale geldikleri zaman gergeklesir. Bu hiicreler, cogalmalarini
saglayan proteinleri aktif hale getirerek onkogenlerin bu proteinleri sifrelemesinden
sorumlu olurlar. Tiimor baskilayici genler ise, kontrolsiiz hiicre ¢gogalmasini ve genomun
biitlinliiglinii korumak i¢in goérev yapan genlerdir. Onkogenlerin sifreledigi proteinleri
belirler ve onlar etkisiz hale getirmek i¢in c¢alisirlar. En fazla tanimlanmis timor
baskilayici gen p53°diir (Pasalak ve Seven, 2017). Normalde az eksprese olan p53 geni,
DNA’da hasar ger¢eklestiginde hiicre boliinmesini durdurur ve hasarin degerlendirmesini
yapar. Hasar onarilabilecek ise DNA onarim enzimleri hasarli kismi ¢ikarir ve yeniden
sentezleme islemi baglar. Eger hasar onarilmayacak durumda ise, hiicre apoptoza girer.
Iste kanser hiicrelerinde bu mekanizma ¢alismamaktadir. Kanser hiicreleri apotozis

mekanizmasindan kacarlar ve cogalmaya devam ederler (Pazarbasi ve Kasap, 2003).
Karsinogenez Mekanizmasinin 3 Temel Basamagi:

1. Inisiyasyon (Baslangig) : Uzun bir siirectir. Epigenetik diizenlemeler, kromozom ve

DNA hasari ile karsinogenezis baslar.
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2. Promosyon (Artma) : Bu asamada kararsiz olan hiicreler biiyiir ve ¢ogalirlar.
3. Progresyon (Ilerleme) : Son asamada ise hiicrelerin proliferasyonu artar, genomlarina

zarar verirler ve en sonunda kotii huylu tiimére doniisiirler (Ciftei, 2017).

1.4.2. Karaciger kanseri

Karaciger organi, ilaglarin  metabolizmasinda ve  toksik  maddelerin
detoksifikasyonunda 6nemli rolii olan bir organdir. Karacigerin asil gorevleri arasinda
enerji kaynaklarmin kontrolii, infeksiyonlara kars1 savas, toksik maddelerin ve ilaglarin
yikilmasi, atilmasi, bazi proteinlerin ve safranin iiretilmesi ve atilimi bulunmaktadir

(Baran ve Karasu, 2019).

Karaciger kanserinin 4 ana tiirii vardir. Bunlar;

a. Primer karaciger kanseri

b. Hepatoseliiler karsinom (HCC)

c. Intrahepatik kolanjiokarsinom (CCA)

d. Diger (fibrolameller karsinom, hepatoblastom vb.) (Shirzadfar ve ark., 2019).

Bu tiirler arasinda en sik rastlanilan hepatoseliiler karsinomdur. Ayrica diinya ¢capinda

goriilme sikligi en fazla olan dordiincii kanser tiirtidiir (Celik, 2021).

1.4.3. Hepatoselliiler karsinom (HCC)

Hepatoselliiler karsinomun en onemli risk faktorlerinden biri siroz olarak kabul
edilmektedir. Ayrica konulan tanilarin %80’ninde kronik viral hepatit B ve C
bulunmaktadir (Tasdan, 2021). Hepatit B viriisii (HBV), hepadnaviridae ailesinin bir
tiyesi olan DNA virisiidiir (Axley, 2018). Bu viriis kaynakli enfeksiyonlar tedavi
edilemez ise siroz ve ardindan HCC olusumu gézlemlenir (Lee ve ark., 2012). Hepatit C
viriisii ise enfekte oldugu kiside uzun stire kalir, yillar igerisinde karaciger sirozuna ve
ardindan da HCC olusumuna yol agar (Giivenalp ve Giiveng, 2020).

HCC olusumuna neden olan bu risk faktorleri disinda, pesitisitler gibi toksik
maddelerin birikimi, alkolsiiz yagl karaciger hastaligi (NAYKH), tip 2 diyabet, alfa-1-
antitiripsin ve Wilson hastalig1 da risk faktorii olarak sayilabilir (Tasdan, 2021).
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Sekil 1.15. HCC risk faktorleri (Caligkan, 2023)

HCC’de en Onemli parametre rejenerasyon yani hiicrelerdeki yenilenmedir.
Karacigerde ilk olarak enflamasyon gergeklesir ve ardindan nekroz, fibrozis ve
rejenerasyon ile devam eder. Hem rejenerasyon zamaninda hem de oncesinde timor

gelisebilmektedir (Nenni, 2019).

Saglhikl Fibroz Sirkoz Hepatoseliller Karsinom
Karaciger

Sekil 1.16. HCC’nin olusum evreleri (123RF.com)

1.4.4. Pestisitlerin kanserojen etkileri

Diinya Saglk Orgiitii (DSO) ve Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurulusu (IARC)
tarafindan ¢ogu pestisitin kanserojen 6zellik gosterdigi belirlenmistir. Bunlardan bazilari;
Aldrin, dikloro difenil trikloroetan (DTT), Dieldrin, miraks, Heptaklor, avadex, strabane,
amitrole, araniti klorobenzilat, bis (2-kloroetil) eter, N-(2-Hidroksietil) hidrazin ve

pentachloronitrobenzene (PCNB)’dir (Kalipci, 2011).
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1947 yilinda yapilan bir ¢alismada, siganlarin yiiksek dozda DTT ile beslenmesinin
ardindan, karacigerlerinde tiimor olusumu gozlenmistir (Fitzhugh ve Nelson, 1947). 1969
yilinda da DTT’nin etkisi iki fare tlirlinde arastirilmis ve farelerde karaciger kanseri
gozlendigi bildirilmis (Innes ve ark., 1969). Tim bu ¢alismalar sonucunda DTT’nin
hepato karsinojenitesi dogrulanmistir (Kalipci, 2011). Bunlar gibi pek ¢ok c¢alisma
sonucunda DSO ve IARC tarafindan insanlarda kanserojenik etkiye sahip pestisitlerin

listesi yayinlanmistir (Zeren ve Yasarbas, 1989).

Tablo 1.5. insanlarda Kanserojen Etkiye Sahip Pestisitler (Zeren ve Yasarbas, 1989)

Aldrin Amitrole Aramite

Avadex BHC Captan
Chloramben Chlordane Chlordimeform
Chlorobenzilate Chlorothalonil DDD, DDE

DDT Diallate Diaminazide
Diclorvos Dicofol Dieldrin

Ethylen dibromit Heptachlor Hexacholobenzen
Lindane Mirex Nitrofen

PCNB Perthane Quintozene
Strobane Toxaphene Trifluralin

Yillar iginde ¢esitli calismalar ile pestisitlerin kanser hiicreleri iizerinde etkileri
incelenmistir. Caligmamizda kullanilan bir karaciger kanser hiicresi olan HepG2 hiicresi
de bunlardan biridir. HepG2 hiicresinin, organokloriir diklorodifenildikloroetilene (DDE)
maruz birakilmast sonucu antioksidan yollarini etkileyen Nrf2 protein seviyesinde bir
azalmaya sebep oldugu bildirilmistir (Rives ve ark., 2020). Bir bagka insektisit tiirii olan
Chlorfenapyr (CHL), HepG2 hiicrelerinde hiicresel sitotoksiteyi indirgedigi ve ROS
birikimine sebep oldugu belirlenmistir. Mitokondride Ca*? ‘nin asir1  birikimi
gbzlenmistir. Bunun sonucunda da mitokondriyel hasar meydana gelmistir ve hiicre
apoptoza gitmistir (Ren ve ark., 2022). Yine bir insektisit ¢esidi olan imidacloprid,
hepatik 8- aminolevulinate dehidrataz (6-ALA-D) aktivitesini doza bagh olarak inhibe
ettigi ve bu sebeple hiicrede oksidatif hasara neden oldugu bildirilmistir (Sauer ve ark.,
2014).

Neonikotinoid iiyesi olan Thiacloprid (TCP), karsinojenisitesi bildirilmis
olmasma ragmen en yaygin kullanilan neonikotinoiddir ve birincil hedef organi
karacigerdir. HepG2 hiicrelerinde DNA hasar1 olusturdugu bilinmektedir (Abou-Zeid ve
ark., 2021). Ayrica HepG2 hiicrelerinde 9 pestisitin toksisitesi degerlendirilmistir. 3
herbisit, 3 fungusit ve 3 insektisit grubundan olan pestisitlerden biri de ¢alismamizda

kullandigimiz asetamipriddir. Fungisitler aralarinda en zehirli kabul eden grup olmustur.

37



Ardindan herbisitler ve insektisitler olarak zehirlilik siralamasi devam etmistir. Calisma
sonunda hiicre zarmin bozuldugu ve mitokondriyal degisikliklerin gdzlendigi
bildirilmistir (Mesnage ve ark., 2014). Tim bu ¢alismalar degerlendirildiginde HepG2
hiicre hatt1 i¢in deltametrin ve asetamiprid pestisitlerinin etkileri daha fazla ¢aligilmasi
gerekmektedir. Ayrica iki farkli insektisit grubundan olan bu pestisitlerin birlikte

kullanilmasi durumunda hiicredeki farkliliklar ilk kez degerlendirilecektir.

1.5. Cahsmada Kullanilan Hiicre Hatlar1 ve Genel Bilgi
1.5.1. HepG2

HepG2, hepatoselliiler karsinoma hiicre hattidir. 1975 yilinda, Arjantinli 15
yasindaki erkek bireyden izole edilmistir (Aden ve ark., 1979). 1980 yilinda da
Philadelphia Wistar Enstitiisii’ndeki arastirmacilar tarafindan ¢ The Human Hepatoma-
Derived Cell Line’’ patenti alinmis ve literatiire girmistir (Celik, 2021).

HepG2 hiicrelerinde ana plazma ve akut faz proteinleri, alfa 2-makroglobulin, alfa
1 antitripsin, fibrinojen, transferrin ve plazminojen salgilarlar (Tasdan, 2021). Ayrica
hiicresel protein ekspresyonu acisindan insan karaciger hiicrelerine benzerlik
gostermektedir (Choi ve ark., 2015) ve yiizey antijenlerinde de hepatit B viriisii
bulunmamaktadir (Tagdan, 2021).

ATCC Number  HB-8065
Designation:  Hep 62

Heh Demty

Sekil 1.17. HepG2 (ATCC HB-8065®™) (atcc.org)

HepG2 hiicreleri, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri yiizeyine
yapisirlar ve kiimecikler seklinde ¢ogalirlar. Besiyeri ortaminda farklilasma gésteren bu

kiimecikler, bir kismi kiiresel diger bir kismi ise farkli sekilde morfolojik yap1 gosterirler

(Celik, 2021).
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1.5.2. Thle-2

Thle-2 hiicre hatti, insan karaciger epitel hiicresidir. Bu hiicre hatt1 genelde
farmakotoksikolojik ve hepataselliiler karsinomun etiyolojisi ve patogenezinin
arastirtlmasinda kullanilan bir in vitro modeldir (www.atcc.org). Calismamizda HepG2

hiicre hatti ile karsilastirilmasinin anlamli olacagi diisiiniilmiistiir.

ATCC Number: CRL-2706
Designation:  THLE-2

Low Density High Density

Sekil 1.18. Thle-2 (ATCC- CRL-2706 ™) (atcc.org)
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2. ONCEKIi CALISMALAR

“Deltametrin ve Asetamiprid Pestisitlerinin Thle-2 ve HepG2 Hiicre Hatlarinin
Antioksidan Savunma Sistemleri Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi’’ adli tez
calismasinda 200’e yakin kaynak arastirmasi yapilmistir. Bu kaynaklardan 4 tanesi tez

calismasinin sekillenmesinde kilit rol oynamistir.

“Acetamiprid ve Alpha-cypermethrin Pestisidlerinin Tek Basina ve Karisum Halinde
Kullamildiklar: Zaman Insan Periferal Lenfositlerindeki In Vitro Genotoksik Etkileri’’

2007 yilinda Cukurova Universitesinin Doktora &grencisi olan Ayse Yavuz
Kocaman tarafindan yapilan tez c¢alismasinda, asetamiprid pestisitinin kromozom
anormalliklerine sebep oldugu belirlenmistir. Bunun sonucunda asetamipridin genotoksik
ve sitotoksik etkilerinin oldugu bulunmus fakat kesin karar verebilmek igin ileri
calismalarin yapilmasi Onerilmistir. Ayrica bu calisma ile pestisitlerin tek tek
muameleleri yerine karigim halinde uygulandiklari zaman toksik etkilerinin arttigina
dikkat ¢ekilmistir (Kocaman, 2007).

“Sican Primer Karaciger Hiicre Kiiltiirii Uzerine Deltametrinin Apoptotik ve Oksidatif

Etkilerinin Incelenmesi’’

Bu c¢alisma ile deltametrin pestisitinin sigan karaciger hiicre kiiltiiri iizerinde
oksidatif ve apoptotik etkileri gézlenmistir. Oksidatif strese neden olan reaktif oksijen
tiirlerinin, deltametrine maruz kalinmasi sonucu arttig1 tespit edilmistir. Ancak ¢aligmada
zaman-doz iligskisine dayali anlamli bir artis ya da azalis tespit edilememistir (Gacar,

2016).

“Deltametrin ve Thiakloprid Insektisit Karisimimin Akciger Fibroblastlarinda Oksidatif

Stres Potansiyelinin ve Hiicre Canliligina Etkisinin Belirlenmesi’’

Yapilan ¢alismada, deltametrin ve thiakloprid karisim konsantrasyonu 24, 48 ve
72 saat olarak h\TERT WHTBF-6 insan akciger fibroblast hiicrelerinde uygulanmistir. Bu
maruz birakilan siirelerde hiicre canliligi 6nemli derecede azalmis ve sitotoksisite de
artmistir. Ayrica MDA seviyesinin artis1 gdzlemlenen bu ¢alismada, DEL+THIA karigimi
da ayrica degerlendirmeye alinmistir (Karabiyik, 2019).
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“Three Widely Used Pesticides and Their Mixtures Induced Cytotoxicity and Apoptosis
Through the ROS-Related Caspase Pathway in HepG2 Cells’’

Kanser hiicresi iizerinde yapilan bu ¢alismada, gidalarda siklikla tespit edilen
difenoconazole, cypermethrin ve triazophos pestisitleri kullanilmistir. Ayn1 zamanda bu
pestisitlerin karigimlari da degerlendirmeye tabii tutulmustur. 3 farkli pestisite maruz
kalan HepG2 hiicresinde konsantrasyonlara bagl olarak apoptoz, ROS’da artis, DNA

parcalanmasi ve hiicre zarinda tahrip oldugu gézlenmistir.

Tiim bu ¢alisma sonuglar1 degerlendirildiginde, Thle-2 ve HepG2 hiicrelerin de az
veya hi¢ calisgilmamis olan deltametrin ve asetamiprid pestisitlerinin planlanan tez
calismasinda tekli ve kombine etkileri ilk kez ortaya ¢ikarilacak ve ileriki ¢aligmalar igin

onemli bir veri elde edilmis olacaktir.

Tablo 2.1. Tez ile ilgili Oldugu Diisiiniilen Makale Sayis1 (NCBI PubMed, 2023)

Konu Makale Sayis1
Deltamethrin 4011
Deltamethrin and Thle 2 0
Deltamethrin and HepG2 4
Acetamiprid 1190
Acetamiprid and Thle 2 0
Acetamiprid and HepG2 2
Deltamethrin and Acetamiprid 52
Thle-2 and HepG2 38
Deltamethrin and Acetamiprid and Thle 2 0
Deltamethrin and Acetamiprid and Thle 2 and HepG2 0

Yapilan literatlir taramasina gore deltametrin ve asetamiprid pestisitleri uzun
zamandir lizerinde ¢alisilan maddelerdendir. Hiicre canliligini azalttig1 ve oksidatif strese
yol agtigina dair veriler olsa da bu pestisitler, birgok metabolitin yiiksek konsantrasyonda
biriktigi insan epitel karaciger hiicresinde (Thle-2) herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Bu nedenle deltametrin ve asetamiprid gibi pestisitlerin sitotoksisite ve

genotoksisitesi hakkinda kesin bir yargiya varabilmek, etki mekanizmalarini ve bu

42



mekanizmalar arasindaki iligkilerin belirlenebilmesi, bu pestisitlerin kullanim ile ilgili
gerekli diizenlemelerin yapilabilmesi i¢in daha fazla farkli hiicre hatlarinda ve farkli
yontemlerin kullanildigi in vitro ve in vivo ¢alismalarin yapilmasi gerckmektedir. Bu
baglamda yapilan tez ¢alismasi, Thle-2 hiicre hatt1 icin gerekli olan adimlarin atilmasi
icin bir 0n ¢aligma niteligi saglayacak ve literatiire 6zgiin bir deger katacaktir.

Bu ¢alismanin amaci, yaygin bir bigimde kullanilan pestisitlerden asetamiprid ve
deltametrinin, Thle-2 ve HepG2 hiicre hatlar1 kullanilarak sitotoksitelerinin ve
antioksidan savunma sistemleri iizerine etkileri belirlenmesidir. Literatiirde daha 6nce bu
iki pestisitin etkilerini belirlemek amaciyla Thle-2 ve HepG2 hiicre hatlarimi kullanan
herhangi bir in vitro ¢alismaya rastlanmamistir. Asetamiprid ve deltametrinin, hiicredeki
antioksidan savunma sistemleri iizerindeki etkileri belirlemek amaciyla SOD, CAT ve

GSTK1 proteinlerini kodlayan genlerin ekspresyon seviyeleri arastirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Hiicre hatlan

Calismada kullanilan Thle-2 hiicre hatti Kirsehir Ahi Evran Universitesi T1bbi
Farmakoloji Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Serap YALCIN AZARKAN, HepG2

hiicre hatt1 ise Uludag Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 égretim iiyesi Prof. Dr.
Giilsah CECENER tarafindan temin edilmistir.

3.1.2. Kimyasal ve reaktifler

Tablo 3.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Reaktifler

Kullanim Amaci Kimyasal ve Reaktifler Firma Adi
DMEM Medium Invitrogen
Penicilin ve Streptomisin Sigma
Fetal Sigir Serumu (FBS) Gibco
L-Glutamin Sigma
Hiicrelerin Rutin
Bakimi Gemtamisin Biological
Insdustries
Tripsin-EDTA Biological
Insdustries
PBS Biological
Insdustries
DMSO Amresco®
Giemsa Cozeltisi Merck
Metanol ve Formaldehit Tekkim
Invazyon Analizi ve XTT Analiz Kiti Biological
Ticari Kitler Industries, Israil
cDNA Sentez Kiti Thermo
gPCR Master miks Qiagen
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3.1.3. Makine ve techizat

Tablo 3.2. Calismada Kullanilan Makine ve Teghizat

Kullanim Amaci Makine ve Techizat Firma Ad1
CO; Inkiibatér Niive EC 160
Laminar Akimli Kabin Niive MN 090
Hiicresel Calismalar Inverted Mikroskop BAB
Mikroskop Kamerasi Leica
gPCR Cihazi Rotor Gene Q 5-Plex
Molekiiler Calismalar Vorteks IKA ® Vortex
Mini Santrifiij Cihazi Niive NF 024
Santrifiij Cihaz1 Niive NF 400
Nanodrop Cihaz1 Thermo
ELISA Okuyucu BIOTEK ELX808
Jel Yiikleme Cihazi Thermo Scientific

Malzeme Saklama

Diger Cihazlar

Jel Goriintiilleme Cihazi

Buzdolabi (+4 °C)
Buzdolab1 (-20 °C)
Derin Dondurucu (-80 °C)

Masaiistii Bilgisayar
Diziistii Bilgisayar

Syngene

Vestel
Vestel
ARCTIKO

Hewlett Packard (HP)
Huawei core i5

3.2.  Metot
3.2.1. Hiicre kultiirii
3.2.1.1.

Thle-2 ve HepG2 hiicre hatlarinin iki boyutlu gelistirilmesi

Thle-2 ve HepG2 hiicre hatlar1 igin besiyeri olarak Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) kullanilmistir. Bu besiyerinin igerisine %1 ’lik penicilin/streptomisin,
%10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 L-Glutamin eklenmistir. Ayrica Thle-2 hiicre
hattinin {iretildigi besiyerine %1 gentamisin antibiyotigi eklenmistir. 37°C’de %5
karbondioksit inkiibatoriinde, T75 flasklarda biiylimeye birakilan hiicreler, flask

ylizeyinin %80’inin kaplanmasinin ardindan pasajlanmistir.

L

Sekil 3.1. Flask ortamindaki hiicreler
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3.2.1.2.  Hiicrelerin pasajlanmasi
Hiicreler flaskin tabaninda gidecek yerleri olmadiginda yani ¢ogalacaklari bir
ortam kalmayinca besiyerinden faydalanamazlar ve kontakt inhibisyon diye adlandirilan
mekanizma ile ¢ogalmalar1 durur. Hatta ¢ogalan, yasamakta olan hiicreler besiyerinden
faydalanamadiklar1 i¢in 6lmeye baglarlar. Bu durum hiicre kiiltiirii c¢aligsmalarinda
istenmeyen bir durum oldugu i¢in hiicreler pasajlanir. Pasajlanma yani diger bir adiyla
seyreltme islemi, hiicrelerin flask yiizeyinden bir substart ile ayrilmasi islemidir.
Ayrrdigimiz  hiicreleri ii¢ farkli sekilde degerlendiririz. Ilk olarak bir sonraki
calismalarimiz igin, ikinci olarak hiicremizin ana stok sayisini c¢ogaltmak adina
dondurmak igin ve son olarak yeni bir kiiltiir kabina, flaska aktarmak i¢in kullaniriz.
Hiicre pasajlama siras1 su sekildedir;
1) Flaskin igerisinde bulunan kirli besiyeri ortamdan uzaklastirilir.
2) Flaskin yiizeyini 6lii hiicre kalintilarindan ve uzaklastirilan Kirli besiyerinden iyice
temizlemek i¢in 5 mL 1xFosfat Tamponlu Salin (1xPBS) ile yikanr.
3) Canli hiicreler flaskin tabanina yapisik haldedirler. Bu nedenle 2 mL tripsin-EDTA
eklenerek 37°C’de, 1-2 dakika inkiibe edilir ve yiizeye kalkmalari saglanir.
4) Flask tabanindan kalkan hiicrelerin {izerine, hiicreleri tripsinin toksik etkisinden
korumak amaciyla 4 mL hiicre besiyerinden eklenir.
5) Daha sonra flaskin i¢cinde 1 mL hiicre birakip iizerine 12 mL besiyeri eklenir.
Toplanilan hiicreler ise falkon tiipiine eklenerek yapilacak uygulamaya gore islemleri

devam eder.

3.2.1.3.  Hiicre saymu

Tripan mavisi boyasi ile yapilan hiicre sayimi, kromoforun negatif ytiklii oldugu
ve membraninda hasar olan hiicrelerde etkilesime girdiginden dolay1 6li hiicrelerin
maviye boyandigi bir tekniktir. Burada oli hiicreler boyanirken yasayan hiicrelerde
herhangi bir boyanma s6z konusu olmaz. Tripsin-EDTA ile kaldirilip medium eklenen
hiicrelerden 250 pL, tripan blue boyasindan ise 25 pL eklenerek bir ependorf da
karistirilmis (10:1 oraninda) ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra

hemositometri (thoma lam1) {izerinde hiicreler 3’er kez sayilip ortalamasi alinmstir.

Denklem 3.1. Tripan Mavisi ile Hiicre Sayim1

ImL‘deki Hiicre Sayis1 = Karelerdeki Hiicre Say1s1 x Seyreltme Faktorii x 4 x 10°
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3.2.2. Sitotoksisite analizi (XTT assay)

Iki boyutlu gelistirilen Thle-2 ve HepG2 hiicrelerinde, asetamiprid ve deltametrin
maddelerinin etkilerini gérmek ve hiicrelere uygulanacak dozu belirlemek igin
sitotoksisite analizi (XTT Assay) yapilmuistir.

Iki boyutlu olarak gelistirilen hiicrelere, Cell Proliferation XTT (2,3-Bis(2-
metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)2H- tetrazolyum) temelli sitotoksisite analiz kiti kullanilarak
ICso degerleri hesaplanmustir (Ata, 2020). 96 kuyucuklu welle 8x10% (8000 hiicre) gelecek
sekilde hiicreler ekilmistir. Ik kolon besi yeri kontrolii olarak ayrilmistir ve oraya hiicre
ekimi yapilmamistir. Buradaki amacimiz, hiicrede gerceklesecek olan Gliimlerin
besiyerindeki herhangi bir kontaminasyondan kaynaklanmadigina emin olmak igin
yapilmistir. Ekimden bir siire sonra {igiincii kolondan itibaren deltametrin ve asetamiprid
maddeleri seri diliisyonlar halinde kuyucuklara uygulanmistir (her madde i¢in ayr1 96’lik
well kullanilmstir). Tkinci kolon ise % 100 biiyiimenin varsayildig: kontrol grubu olarak
birakilmistir. 24 ve 48 saat sonra formazan boyasi eklenmis XTT kimyasali (Her 96
kuyucuklu plaka i¢in 1 sise XTT Reagent A ve 100 uL XTT Reagent B) her kuyucuga
eklenerek 5 saat 37°C’de inkiibatorde bekletilmistir. Daha sonra 450 nm absorbans
araliginda ELISA okuyucuda optik yogunluklar hesaplanmistir. Kontrol hiicre kolonunda
%100 biliyiime gerceklesmis ve buradaki orana gore deltametrin ve asetamiprid
maddelerinin her kuyucuktaki konsantrasyona denk gelen biiylime orani saptanmuistir.

Sonug olarak hiicrelerin ICsp degerleri hesaplanmuistir.

3.2.3. Hiicre motilite testi (Yara iyilestirme deneyi)

Hiicrelerin metastatik kabiliyetini belirleyebilmek i¢in hiicre go¢ analizi
yapilmigtir (Kim ve ark., 2018). Her bir hiicre hatt1 igin ayr1 olarak 24 kuyucuklu bir
plakada her kuyucuga yaklasik 5x10° hiicre ekilmistir. Bir giiniin sonunda hiicreler flask
ylizeyinin %80 nini kaplandig1 gozlenmistir. Daha sonra 10 pL pipet ucu (beyaz renkte)
ile, tek tabaka halinde hizli bir sekilde dikey bir yara ¢izilmistir. Daha sonra hiicreler 0.,

24., ve 48. saat araliklarinda inverted mikroskop altinda goriintiilenmistir.

3.2.4. DAPI boyama

Floresan madde olan DAPI (4,6-diamidine-2-‘phenylindole), DNA’ya
baglanabilen bir boyadir. Bu sebeple hiicre kromatini ve dolayisiyla niikleusu goriiniir
(Gtiles ve Eren, 2008). DAPI, 358 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyona, 461 nm

dalga boyunda ise maksimum emisyona sahiptir. Bu nedenle floresan mikroskobunda
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mavi/mavi filtre ile saptanmaktadir. Hiicrelerin ¢ekirdeklerinin goriiniir hale gelip orada
meydana gelen morfolojik degisiklikleri anlayabilmek i¢in DAPI kullanilmistir (Yaman,
2015). DAPI, ThermoFisher protokoliine uygun hazirlanmistir. DAPI uygulama
basamaklari;

e 12’lik wellere ekilen hiicrelerin kirli mediumu gekilir.

e Ardindan medium kalintis1 kalmamasi i¢in kuyular PBS ile yikanir.

e Her kuyu i¢in 500 ul DAPI soliisyonu eklenir.

e Hiicreleri 1siktan koruyarak 20-30 dakika bekletilir.

e Hiicreler 2-3 kez PBS ile yikanir ve floresan mikroskobunda goriintiilenir.

3.2.5. Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (ing. RT-PCR)
3.25.1.  Thle-2 ve HepG2 hiicre hatlarinin rna izolasyonu ve DNaz ile muamelesi
RNaz inaktivasyonunu saglamak amaciyla kullanilacak tiim materyaller dietil
karbonat (DEPC) ile muamele edilmis distile su ile temizlenmis ve soliisyonlar DEPC-su
ile hazirlanmistir. Hiicrelerden total RNA izolasyonu Trizol (Invitrogen) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yaklasik 1x10° ile 5x10° arasinda olan iki boyutlu hiicrelerden
besiyerinin tamamen uzaklastirilmasinin ardindan 1 mL Trizol ilave edilip izolasyon
yapilmadan 6nce -80C’de muhafaza edilmistir. RNA izolasyonu Invitrogen firmasinin
Trizol protokoliine uygun sekilde gerceklestirilmistir. Trizol eklenen hiicreler oda 1s1sinda
5 dakika inkiibe edilmis ve ardindan 1 ml Trizol i¢in 200 pL kloroform eklenmistir. Oda
1s1sinda 2-3 dakika inkiibasyon sonrasinda karigim +4°C’de 12.000 x g’de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Bu santifiigasyon asamasinin ardindan karigim alt, orta ve iist olmak
tizere 3 faza ayrilmistir ve RNA’y1 igeren iistteki sivi faz ependorf tiipli 45 derecelik bir
acida tutarak pipet ile temiz bir 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tlipline aktarilmistir. Yeni tiipe
aktarilan s1v1 fazin tizerine 500 pL soguk izopropanol eklenmis, oda 1si1sinda 10 dakikalik
inkiibasyonun ardindan sogutmali santrifiijde +4°C’de 12.000 x g’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Bu asamanin ardindan tiipiin alt kisminda jelimsi seffaf bir pelet olusmustur.
RNA’y1 igeren bu pelete zarar vermeden siipernatan kismi tiipten uzaklagtirilmistir.
Sonrasinda, peletin iizerine %75’lik etanol soliisyonundan 1 mL eklenmis, vorteks ile
karistirlmis ve +4°C’de 7500 x g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Pelete dokunulmadan
supernatan uzaklastirilmis ve pelet 5-10 dakika oda 1sisinda kurumaya birakilmistir. Bu
sayede etanoliin uzaklastirilmasi amag¢lanmistir. Kurutma asamasini takiben pelet 30 pL

RNaz’dan arindirilmig (RNase free) suda ¢oziinmiistiir.
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Orneklerde bulunan olast DNA kontaminasyonundan kurtulmak amaciyla tiim
izole edilen RNA’lar TurboDNAse free kit (Ambion) ile DNaz muamelesine tabii

tutulmustur.

3.25.2.  izole edilen RNA’larin konsantrasyon ve saflik lgiimleri

Izole edilen RNA &rneklerinin konsantrasyonu ve safligr, Nanodrop (Thermo)
cihaz1 kullanilarak belirlenmistir. Niikleik asitler 260 nm’de maksimum absorbans
gosterirler ve bu cihaz ile 6rneklerin 260 nm ve 280 nm’de verdigi absorbans degerleri
oranlanir (Azeo/Azso). Ideal olan RNA saflik oran1 yaklasik olarak 2.0 olmalidir. Toplam

RNA safliginin nicellestirilmesi i¢in kullanilan denklem su sekildedir;

Denklem 3.2. Toplam RNA Safliginin Nicelestirilmesi
[RNA] = Azeo x Seyreltme Faktorii x RNA'min Ortalama Ekstinksiyon Katsayisi (40.0)

Thle-2 ve HepG2 hiicrelerinden izole edilen RNA 6rneklerinden DNaz muamelesi
oncesinde ve sonrasinda 2 pLL alinip cihaza yiiklenmistir. Cihazin verdigi konsantrasyon
ve saflik degerleri CDNA sentezinde kullanilacak RNA miktarin1 belirlemek {izere

kaydedilmistir.

3.25.3.  RNA o6rneklerinin agaroz jel elektroforezi ile kontrolii

Izole edilen RNA’larin saflik ve konsantrasyonlarina ek olarak biitiinliiklerinin de
kontrol edilmesi sonraki molekiiler basamaklar i¢in 6nem arz etmektedir. Degrade olmus
bir RNA 6rnegi ile ¢alismak, basarisiz sonuglar elde etmeye sebebiyet verir. Bu nedenle
cDNA sentezi ve qPCR basamaklar1 6ncesi RNA’larin degrade olmadigindan ve
biitiinliiglinii korudugundan emin olmak amaciyla agaroz jel elektroforezi ile RNA
biitiinliigli kontrol edilmistir. Bu amagla tiim elektroforez ekipman1 RNAzap soliisyonu
ile temizlenmis ve DEPC-su ile durulanmistir. RNazlardan arindirilmig Tris asetat EDTA
(1xTAE) tamponu kullanilarak hazirlanan %1 ‘lik agaroz jelde RNA oOrnekleri
ylrlitiilmiisgtiir. Bu oran baz alinarak 0.5 gram agaroz ve 50 mL 1XxTAE Tamponu
birlestirilerek 3 dakika mikrodalga firininda ¢ozdiiriilmiistiir. Eriyen agaroz jel karigimi 2
dakika sogumaya birakilarak 3 pL. SYBR Gold boyasi (Invitrogen) eklenmistir.
Elektroforez aparatina dokiilen agaroz jele dikkatlice tarak yerlestirilmiis ve u agsamada
jelde kabarciklarin olmamasina dikkat edilmistir. Jelin polimerlesmesinin ardindan tarak

cikarilmis ve 3 pL RNA 6rnegi ve 1 uL RNA yiikleme boyasi karistirilip taragin
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olusturdugu kuyucuklara tek tek yiiklenmistir. Ayrica ilk ya da son kuyucuga RNA
Marker yiiklenir. Yiikleme islemi bitince RNA ornekleri sabit akimda (70-80 mA:
miliamper) 30 dakika yiiriitiilmistiir. UV 15181 altinda jel goriintiileme cihazinda (Sygene)
RNA o6rnekleri fotograflanmastir.

3.25.4. cDNA sentezi

Izole edilen tek zincirli mRNA’nin, ¢ift zincirli komplementer DNA’ya yani
cDNA’ya cevrilmesi gerekir. Bu sebeple cDNA sentezi yapilir. cDNA sentezi i¢in
RevertAid First Strand cDNA kiti (Thermo) kullanilmigtir. Komplementer DNA sentezi
icin baslangic olarak 1pg RNA kullanilmistir ve tiim 6rneklerden konsantrasyonlarina
gore 1 pg olacak sekilde hacim pipetlenmistir. cDNA sentezi i¢in kit icerisinde bulunan
“random hekzamer” primer kullanilmistir. ilk basamak olarak RNA, su ve 1 pL random
primer ile bir reaksiyon hazirlanmis ve bu karisim PCR cihazinda 5 dakika 65°C’de
inkiibe edilip ardindan 1 dakika buz blok tlizerinde bekletilmistir. Bu islemler sonucunda
kalip RNA {izerindeki katlanmalar denatiire edilmis ve primerin baglanmasi i¢in ortam
hazirlanmustir. Ikinci basamakta ise bu karisimin {izerine sirasiyla 4 pL Reaksiyon
Tamponu (5X), 1 uL RiboLock RNaz inhibitorii (20 U/uL), 2 uL ANTP karisimi (10 mM)
ve 1 uL RevertAid M-MuLV RT enzimi (200 U/pL) eklenmistir. Reaksiyon karigimi
PCR cihazinda 25°C’de 5 dakika, 42°C’de 60 dakika ve 70°C’de 5 dakika
basamaklarindan olusan bir programda inkiibe edilmistir. cDNA reaksiyonu sirasinda her
ornek i¢in “-RT kontrol” sentezlenmesi de gergeklestirilmistir. Bu 6rneklerde reverse
transkriptaz enzimi yerine ayni miktarda su reaksiyona eklenmistir ve bu sayede
orneklerde herhangi bir DNA kontaminasyonunun olup olmadigi PCR reaksiyonunda
belirlenebilmistir. Sentezlenen cDNA’lar gen ekspresyonu analizi i¢in kullanilmadan

once 1:10 oraninda sulandirilmistir.

3.2.5.5.  Gen ifadesi 6l¢iimii

Antioksidan savunma sistemi tiyesi Katalaz, glutatyon S transferaz ve siiperoksit
dismutaz enzimlerini kodlayan sirasiyla CAT, GSTK1 ve SOD1 genlerinin ifade diizeyleri
Rotor Gene SYBR Green PCR kit (Qiagen) kullanilarak ol¢lilmiistiir. Primerler bu
calismada tasarlanmis olup, dizi ve {irlin boyut bilgileri Tablo 3.3 ‘te detayli olarak
verilmistir. Deltametrin, asetamiprid ve deltametrin+asetamiprid maddelerine 24 saat

boyunca maruz birakilan Thle-2 ve HepG2 hiicrelerinden izole edilen RNA’lardan

51



sentezlenen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak insan CAT, GSTK1 ve SOD1 genlerinin
ifade diizeyi Olciilmiistiir. House keeping gen olarak beta-actin (ACT) geni kullanilmustir.
gPCR reaksiyonu 5 pLL Rotor-Gene SYBR Green PCR master mix (2X), 1 pL ileri primer
(10 mM), 1 pL geri primer (10 mM), 1 uL ¢cDNA (1:10 sulandirilmis) ve 2 uL DNA/RNA
free su igermektedir. gPCR reaksiyonu Rotor-Gene Q 5-plex cihazinda 95°C’de 5 dakika
ilk denatiirasyon, 40 dongii olacak sekilde 95°C’de 5 saniye ve 60°C’de 10 saniye olarak
gergeklestirilmistir. Ayrica primerlerin erime egrilerini gérmek ve dimer olusumunu

kontrol etmek amaciyla programa bir erime basamagi da eklenmistir.

Elde edilen floresan okumalari Rotor-Gene Q Series Sofware (Versiyon 2.3.5)
yaziliminda analiz edilmis ve esik dongiisii (cycle of threshold, CT) belirlenerek
orneklerin ilk kez ifadesinin 6l¢iildiigii dongii numaralar1 belirlenmistir. Daha sonra
Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan 6nerilen 2(-Delta Delta C(T)) metodu ile gen

ifadesi diizeyleri her bir 6rnek i¢in belirlenmistir.

Tablo 3.3. ifadesi Olgiilen Genlerin Primer Dizileri, Boyutlari

Gen adi  Erisim Ileri primer (F) Uriin  boyutu
numarasi (523 (be)
Geri primer (R)
(53"
ACT NM_001101.5 F: GAGACCGCGTCCGCC 90

R:ATCATCATCCATGGTGAGCTGG

CAT NM_001752.4 F:CTCCGGAACAACAGCCTTCT 110
R:ATAGAATGCCCGCACCTGAG

GSTK1  NM_015917.3 F:GCTTCCCCGCAAAGGACTAT 128
R:GCATGGCAGACAAACTTCCTTTT

SOD1 NM_000454.5 F:GGTGTGGCCGATGTGTCTAT 92
R:GCTTTTTCATGGACCACCAGT

3.25.6. Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 10 programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Genlerin ifade seviyeleri arasinda anlamli bir fark olup olmadig Kruskal-Wallis analizi
yapilarak test edilmistir. P degeri 0.05°ten kii¢iik olan farklar istatistiksel olarak anlaml

kabul edilmistir (P<0.05).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Thle-2 ve HepG2 Hiicre Hatti Sitotoksisite Sonuclar:

Thle-2 hiicre hatt1 96 kuyucuklu plakaya ekildikten 24 saat sonra tabani tamamen
kapladig1 gozlenmistir. Ardindan deltametrin, asetamiprid ve iki pestisitin karigimlar1 seri
diliisyonlar halinde alt1 farkli plakaya verilmistir. 24 ve 48. saatin sonunda 450 absorbans
araliginda ELISA okuyucuda sitotoksisite degerleri belirlenmistir.

Deltametrin pestisiti i¢cin ICsp degeri; 100 mM, asetamiprid pestisiti i¢in ICsgo
degeri; 250mM olarak belirlenmistir. Iki pestisitisin karigtm1 sonucu IC50 degeri ise
Deltametrin 10 mM + Asetamiprid 225 mM olarak bulunmustur. Bu degerleri
belirledikten sonra ilk defa Thle-2 hiicre hattin1 kullandigimiz i¢in hiicreleri 12 kuyucuklu
plakaya ekip morfolojik yapilar1 24, 48, 72. saat boyunca incelenmis ve gorintiilerini

cekilmistir.

Sekil 4.1. Thle-2 hiicre hattinin 100 mM deltametrin ile muamelesi
A: Thle-2 24.saat B:48.saat C:72.saat
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Sekll 4.2. Thle-2 hiicre hattinin 250 mM asetamiprid ile muamelesi
A: Thle-2 24.saat B:48.saat C:72.saat

53



Sekil 4.3. Thle-2 hiicre hatt1 kontrol
A: 24.saat B: 48.saat C: 72.saat

Thle-2 hiicre hattinda deltametrinin daha diisiik dozda bile asetamipride gore

toksik etki gosterdigi gdzlenmistir.

Ayni islemler HepG2 hiicre hatti i¢cinde uygulandiktan sonra deltametrin pestisiti
icin ICsp degeri; 710 mM (Sekil 4.4.), asetamiprid pestisiti i¢in 2940 mM (Sekil 4.5.)
bulunmustur. Thle-2 hiicre hattinda oldugu gibi HepG2 hiicre hattinda da deltametrin
daha toksik etki ettigi gozlenmistir. Daha sonra bu dozlara gore karisimlarinin ICso degeri

hesaplanmistir ve Deltametrin 300mM + Asetamiprid 500 mM olarak belirlenmistir.

HepG2 Hiicre Hattinin Deltametrin
Sitotoksisitesi

100
90
80
70
60
50
40
30

ig y=0,0183x + 37,479
RZ=0,9874

% Hiicre Cogalmasi

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Konsantrasyon (miM)

Sekil 4.4. HepG2 hiicre hattinin deltametrin sitotoksisitesi
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HepG2 Hiicre Hattinin Asetamiprid Sitotoksisitesi

80 y = -0,0085x + 75,156
70 | N R?=0,7932

% Hiicre Cogalmasi

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.5. HepG2 hiicre hattinin asetamiprid sitotoksisitesi

Karaciger kanseri hiicresinin (HepG2), her iki pestisit tiirli i¢in de 6liim dozlari,
normal karaciger hiicresine (Thle-2) gore daha yiiksek oldugu belirlendi. Normal
karaciger hiicresinde toksik olan dozlar (Deltametrin i¢in 100 mM, asetamiprid i¢in 250
mM) karaciger kanser hiicresine uygulandiginda hiicrelerde artisin meydana geldigi
goriilmiistiir. Bunun sebebi olarak, kanserli hiicrelerin, normalde bizim i¢in toksik
olabilecek oranlarda arttig1 ve daha kotii bir duruma ilerledigi anlagilmigtir. Ayrica kanser
hiicresinde yiiksek oranlarda 6liim gerceklesse bile bu oranlar diger hiicrelerimiz igin

daha riskli bir hale gelebilecegi unutulmamalidir.

4.2. Thle-2 ve HepG2 Hiicre Hatti Motilite Sonuclar:
Yaklasik 200.000 kontrol Thle-2 hiicre hatt1 12’li kuyucuk plakalara ekilmistir.
24 saat sonra yiizeyin %80’1 kaplanmistir ve yara agilmistir. Yaranin acildig: an 0. Saat

olarak belirlenmistir. Daha sonra 24 ve 48. Saatlerde 10x mikroskop lensi altinda ayni

bolge fotograflanmistir.

Sekil 4.6. Thle-2 kontrol migrasyon
A: O.saat B: 24.saat C: 48.saat
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Sekil 4.6. da goriildiigii tizere hiicreler her saat kapanmaya dogru gitmistir. ImageJ
programi ile de bu yaralarin agikliklar1 hesaplanmistir. Yaray1 agtigimiz saat olan 0.saatte

yara alan1 1.335.434, 24.saatte 509.324 ve 48.saatte de 139.921 olarak hesaplanmistir.

Yine ayni1 sekilde 200.000 Thle-2 hiicre hatt1 12°1lik wellere ekilmistir. Ardindan
24 saat sonra %80’1 kaplanmistir ve yaralar acilmistir. Yaralar agildiktan hemen sonra
deltametrin, asetamiprid ve deltametrin + asetamiprid karisimlarinin belirledigimiz IC50
degerleri uygulanmistir. Deney 3 kere tekrar edilmistir.
Sekil 4.7. Thle-2 100 mM deltametrin uygulamasi
A: 0.saat B: 24.saat C: 48.saat

Sekil 4.7. de gortldigii gibi deltametrin, Thle-2 hiicre hattinda oldukg¢a fazla
acilmalara sebep olmustur. Fotografta gosterilen ¢izgiler aslinda yaranin olmasi gerektigi
kisimdir fakat deltametrin o kadar etkili olmustur ki yaranin alani agilmis ve yara ¢izgileri
kaybolmustur. ImageJ programi ile hesaplanan bu alanlar su sekildedir; 0.saat 1.031.930,
24.saat 2.627.675 ve 48.saat 4.089.395’tir. Bu alan hesaplamalar1 gz dniine alindiginda

saat ile dogru orantili bir sekilde yaranin giderek acgildigi goriilmiistiir.

Sekil 4.8. Thle-2 250 mM asetamiprid uygulamasi

A: 0.saat B: 24.saat C: 48.saat

Deltametrinde oldugu gibi asetamiprid de yara ¢izgileri tamamen kaybolmamastir.

Fakat yine de yara alani disinda da acilmalar meydana geldigi goriilmiistiir. 250 mM
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asetamiprid uygulamasinda yara alanlar1 O.saatte 1.219.405, 24.saatte 1.543.979 ve
48.saatte 1.823.082 seklinde hesaplanmustir.

A B C
Sekil 4.9. Thle-2 10mM Deltametrin + 225 mM Asetamiprid Karigimi
A: 0.saat B: 24.saat C: 48.saat

Deltametrin ve asetamiprid pestisitlerinin karisimiyla muamele olan yara, saatle
dogru orantili bir sekilde acilmig ve alani genislemistir. Image] programi ile alan
hesaplamas1 sonucu O.saatte 1.030.339, 24.saatte 1.310.812 ve 48.saatte 2.289.079
olmustur.

HepG?2 hiicre hatt1 iginde yaklasik 200.000 hiicre 12°1i wellere ekilmistir. Ekilen
hiicreler morfolojilerini kazandiktan sonra (genelde ekimden 24 saat sonra) 10 uL pipet
ucu ile hiicrelere yara agilmustir. Deltametrin, asetamiprid ve karisimlarinin belirledigimiz ICso

dozlar1 yara agildiktan hemen sonra hiicrelere uygulanmustir.

Sekil 4.10. HepG2 kontrol

A: 0.saat B: 24.saat C: 48.saat
HepG2 hiicre hattinda kontrol grubunun saatle dogru orantili bir sekilde yaranin
kapandig1 gorilmiistiir. Image J programi ile yara alani 6l¢ililmiistiir ve 0.saatteki yara

alan1 1.436.303, 24.saatteki yara alan1 824.181 ve 48.saatteki yara alan1 211.822 olarak

Olciilmiistiir.
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Sekil 4.11. HepG2 710 mM deltametrin uygulamast
A: 0.saat B: 24.saat C: 48.saat

HepG?2 hiicre hattinda deltametrinin, hiicrelerin morfolojilerini bozdugu ve yara
alaninda herhangi bir kapanmanin olmamasinin yani sira hiicrelerin baska yerlerinde
alanlarinin agildig1 gézlenmistir. Bu sonuglar Image J programu ile verilere dayanarak
kanitlanmigtir. 0O.saatte acilan yaranin alani 1.367.598 iken 24.saatte 1.560.794’¢
yiikselmis, 48.saatte ise bu alan yaklasik iki katina c¢ikarak 2.351.064 olarak

hesaplanmuistir.

Sekil 4.12. HepG2 2940 mM asetamiprid uygulamast
A: 0.saat B: 24.saat C: 48.saat

Deltametrin  kadar toksik etkisi olmayan asetamiprid, HepG2 hiicresinde
morfolojinin degismesine ve yara alaninin agilmasia sebep olmustur. Fakat bu etki
deltametrin kadar degildir. Deltametrinin yaklasik iki kat1 kat1 kadar kullanilmasina
ragmen yine de asetamipridin 48.saatindeki etkisi, deltametrinin 24.saattindeki etkisi ile
es degerde oldugu tahmin edilmektedir. Cilinkii Image J ile yara alanlarinin 6l¢iileri bu
saat araliginda hemen hemen ayni oldugu gézlenmistir. HepG2 hiicresine uygulanan 2940
mM’lik asetamipridin O.saatindeki yara alani 1.300.141, 24.saatinde 1.396.519 ve
48.saatinde 1.785.584 olarak hesaplanmaistir.
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A B
Sekil 4.13. HepG2 300 mM Deltametrin + 500 mM Asetamiprid karisimi
A: 0.saat B: 24.saat

Deltametrin ve asetamiprid pestisitlerinin karisimi HepG2 hiicre hattina
uygulanmistir. 0.saatteki yaranin alani 1.448.818 iken 24.saatteki alani 3.081.213°e
yiikselmistir. HepG2 hiicresinin en genis yara alani, pestisit karisiminda elde edilmistir.

Bu karigim dozlarinda 48.saatin goriintiisii alinamamis ve yara tamamen kaybolmustur.

4.3. Thle-2 ve HepG2 Hiicre Hatti DAPI Boyama Sonuclari

DAPI boyast ile boyanan hiicrelerde ¢ekirdek yapilarini ve yaptiklari isimaya gore
canli hiicrelerin varligini tespit ettik. Hiicrelere ila¢ verdikten sonra 24 ve 48. saatlerinin
gortintiileri fotograflanmigtir. Thle-2 kontrol grubunda (Sekil 4.14. ve 4.15.) canli
hiicrelerin ne kadar iyi boyay1 i¢ine alip 1s1ma yaptiklarini gériilmektedir. Thle-2 hiicreleri
cok hizli ¢ogalan bir hiicre hattt oldugu i¢in kisa bir zamanda besiyerini kullanip,
kuyucugu doldurdugu i¢in kontrol grubundaki oliimlerin gergeklestigini bu sebeple
gormekteyiz.
- -

Sekil 4.14. Thle-2 24.saat kontrol grubu
A: Mavi 15tk B: Beyaz 151k
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- -
Sekil 4.15. Thle-2 48.saat kontrol grubu
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k

Thle-2 hiicre hattinda deltametrin, asetamiprid ve deltametrin + asetamiprid
karisiminin DAPI boyamasinda ise saatle dogru bir sekilde hiicre ¢ekirdeklerinin
bozuldugu ve hiicre yogunlugunun azaldigi goriilmektedir. Hiicre c¢ekirdeginin

bozulduguna ornekler beyaz ok ile gosterilmistir.

A B
v
P
-
S

Sekil 4.16. Thle-2 100mM deltametrin 24.saat goriintiisii
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k

B

Sekil 4.17. Thle-2 100mM deltametrin 48.saat goriintiisii
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k
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Sekil 4.18. Thle-2 250mM asetamiprid 24.saat goriintiisii
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k

Sekil 4.19. Thle-2 250mM asetamiprid 48.saat gortntiisii
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k

A B

Sekil 4.20. Thle-2 deltametrin (L0mM) + asetamiprid (225mM) 24.saat goriintiisii
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k
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Sekil 4.21. Thle-2 deltametrin (L0mM) + asetamiprid (225mM) 48.saat goriintiisii
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k

HepG2 hiicre hattinda da 12 kuyucuklu plakalara ekilen hiicreler, yilizeyin %80’ini
kaplayinca belirlenen dozlar uygulanmis ve ardindan DAPI boyamas1 ger¢eklesmistir.
Kontrol grubundaki hiicrelerin canliliklar1 ve yogunluklart oldukga fazladir. Mavi 151kta
parlak goriinen hiicreler canlidir ve boyay1 ¢ekirdegine iyice aldigi gormekteyiz. Dozlu
olan hiicrelerde ise boyanin daha soniikk oldugunu ve hiicrelerin morfolojilerinin
degismesi ile ¢ekirdeklerindeki bozulmalarda goriilmektedir. Beyaz ok ile gdsterilen

hiicreler bu degisimlere birer 6rnektir.

A B

Sekil 4.22. HepG2 24.saat kontrol grubu
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k
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Sekil 4.23. HepG2 48.saat kontrol grubu
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k

A B

Sekil 4.24. HepG2 710 mM deltametrin 24.saat goriintiisii
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k

A B

Sekil 4.25. HepG2 710 mM deltametrin 48.saat goriintiisi
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k

Deltametrinin 48.saatinde neredeyse tiim hiicreler 6lmiistiir ve boyay1 iclerine tam
alamamislardir. Bu sebeple iki goriintii arasindaki anlami saglamak amaciyla goriintiiler

mikroskopta tek bir goriintii olarak kaydedilmislerdir (Sekil 4.26.).

63



Sekil 4.26. HepG2 710 mM deltametrin 48.saat birlesim goriintiisii

A B

Sekil 4.27. HepG2 asetamiprid 2940 mM 24.saat goriintiisii

A: Mavi 151k B: Beyaz 151k
A B

Sekil 4.28. HepG2 asetamiprid 2940 mM 48.saat goriintiisii
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k
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Sekil 4.29. HepG2 deltametrin (300 mM) + asetamiprid (500 mM) 24.saat goriintiisii
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k

A B

Sekil 4.30. HepG2 deltametrin (300 mM) + asétamiprid (500 mM) 48.saat goriintiisii
A: Mavi 151k B: Beyaz 151k

4.4.  Thle-2 ve HepG2 Hiicre Hatti RNA izolasyon Sonuclari

Thle-2 ve HepG2 hiicrelerinden izole edilen RNA’larin saflik ve konsantrasyon

durumu NanoDrop cihaz ile belirlenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Thle-2 ve HepG2 Hiicre Hatlarinin RNA Konsantrasyon Olgiim Sonuglari

Ornekler RNA Azorzso  Aze0i230
Konsantrasyo
nu (ng/pL)
Thle-2 Kontrol 1445.90 2.02 2.24
HepG2 Kontrol 1699.94 1.99 2.27
Thle-2 100mM DMSO 24.saat 2471.95 1.95 2.19
Thle-2 100mM DMSO 48.saat 2350.87 1.97 2.18
HepG2 710mM DMSO 24.saat 1332.64 2.00 2.23
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Tablo 4.1. Devam
HepG2 710mM DMSO 48.saat

HepG2 2940mM DMSO 24.saat
HepG2 2940mM DMSO 48.saat
Thle-2 100mM Deltametrin 24.saat
Thle-2 100mM Deltametrin 48.saat
HepG2 710mM Deltametrin 24.saat
HepG2 710mM Deltametrin 48.saat
Thle-2 250mM Asetamiprid 24.saat
Thle-2 250mM Asetamiprid 48.saat
HepG2 2940mM Asetamiprid 24.saat

HepG2 2940mM Asetamiprid 48.saat

Thle-2 10mM Deltametrin + 225mM Asetamiprid 24.saat
Thle-2 10mM Deltametrin + 225mM Asetamiprid 48.saat
HepG2 300mM Deltametrin + 500mM Asetamiprid 24.saat

HepG2 300mM Deltametrin + 500mM Asetamprid 48.saat

682.58

185.01

523.39

1766.50

1598.48

2140.63

1767.44

1709.11

1603.48

1511.31

839.10

2286.84

2467.20

2098.30

1539.85

1.96

1.84

1.97

1.96

1.97

1.95

1.97

1.98

1.98

1.98

1.97

1.97

1.97

1.98

1.98

2.20

211

2.09

2.22

2.23

2.20

2.22

2.19

2.19

2.22

2.10

2.15

212

2.20

2.22

4.5.  Thle-2 ve HepG2 Gen Ekspresyon Sonuglar:

Thle-2 ve HepG2 hiicre hatlarina uygulanan deltametrin, asetamiprid ve
deltametrin+asetamiprid pestisitlerinin antioksidan enzimleri kodlayan genlerin ifadesine
etkilerini belirlemek tizere gerceklestirilen RT-PCR sonuglart Sekil 4.32, Sekil 4.33, Sekil
4.34, Sekil 4.35, Sekil 4.36 ve Sekil 3.37.°de gorildiigii tlizere ayri
degerlendirilmistir. Oncelikle primerlerin kontrolii amaciyla, primerlerin erime egrileri
degerlendirilmis ve Sekil 4.31.’de goriildiigii gibi her primer ¢iftinin tek bir tirlin verdigi

kanitlanmistir. Calistigimiz primerler ile 6zgiil olmayan {iriin ya da dimer olusumu

gbzlenmemistir.

66

ayri



Sekil 4.31. Gen ifadesi Ol¢limii i¢in kullanilan prifner ciftlerinin erime egrileri ACT (A),
CAT (B), GSTK1 (C) ve SOD1 (D).

Thle-2 hiicre hattinda uygulanan pestisit ve karigimlarinin ardindan katalaz
enzimini kodlayan CAT geninin ekspresyonundaki degisim Sekil 4.32.’de verilmistir.
CAT geninin ifadesi deltametrin, asetamiprid ve deltametrin+asetamiprid kombinasyonu
maruziyeti sonrasinda azalma gosterirken, asetamiprid maruziyetinin sebep oldugu gen
ifadesindeki azalma istatistiksel olarak anlamlidir (P<0.05). Benzer bir ekspresyon profili
GSTK1 geni i¢in de elde edilmis olup, kontrole gore deltametrin, asetamiprid ve
deltametrin+asetamiprid kombinasyonu maruziyetinin gen ifadesine azaltmaya sebep
oldugu belirlenmistir. CAT geninde oldugu gibi asetamiprid uygulamasi sonrasi GSTK1

geninin ifadesindeki azalma istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.33.).
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Sekil 4.32. Thle-2 hiicre hattinda pestisit uygulamalar1 sonucu CAT gen ifadesinin
degisimi (* simgesi istatistiksel anlamli farki ifade etmektedir)
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Sekil 4.33. Thle-2 hiicre hattinda pestisit uygulamalari sonucu GSTK1 gen ifadesinin
degisimi (* simgesi istatistiksel anlamli farki ifade etmektedir)
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Thle-2 hiicre hattinda SOD1 gen ifadesinde kontrole goére pestisit uygulanan
gruplarda azalma gozlemlenmis olup, bu azalmalar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (Sekil 4.34.).

Thle2 - SOD1
1.5+

"B

0.5- T

Fold change

0.0- T T
) & O a§
& ) &
N & & ¢
\\0 e\‘{& é{b‘
4 2 3
b - sl
-&‘0
()
&
o
Q

Sekil 4.34. Thle-2 hiicre hattinda pestisit uygulamalari sonucu SOD1 gen ifadesinin
degisimi

HepG?2 hiicre hattinda CAT geninin ifadesi pestisit uygulamalari sonras1 azalmistir
ve fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 4.35.). GSTK1 geninin
ifadesi HepG2 hiicre hattinda deltametrin ve asetamiprid maruziyetinin ardindan
azalirken, deltametrintasetamiprid kombinasyonu maruziyeti sonrasi artmistir (Sekil
4.36.). Bu artig deltametrin uygulanan grup ile kiyaslandiginda anlamli bir fark
gostermektedir (P<0.05). HepG2 hiicre hattinda SOD1 gen ifadesi degisimine
bakildiginda ise pestisit maruziyetlerinin genin ifadesini kontrole gore arttirdigi ve bu

artigin asetamiprid maruziyetinde anlamli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.37.).
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Sekil 4.35. HepG2 hiicre hattinda pestisit uygulamalar1 sonucu CAT gen ifadesinin
degisimi
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Sekil 4.36. HepG2 hiicre hattinda pestisit uygulamalari sonucu GSTK1 gen ifadesinin
degisimi (* simgesi istatistiksel anlamli farki ifade etmektedir)

70



HepG2 - SOD1

%

Fold change
—
—

0- T T
o & R &
& ) R N
+ & & &
N ' e
00 & )
v N
\{\0
e
&
o
Q

Sekil 4.37. HepG2 hiicre hattinda pestisit uygulamalari sonucu SOD1 gen ifadesinin
degisimi (* simgesi istatistiksel anlamli farki ifade etmektedir)

4.6. Tartisma

Yapilan caligmada Thle-2 ve HepG2 hiicre hatlarinda deltametrin ve asetamiprid
pestisitleri hem ayr1 ayr1 hem de birlikte kullanmasi sonucu sitotoksik, metastatik ve
antioksidan genlerin ifadesi iizerine etkileri arastirnlmistir. Caligmada toksik doz
degerlerini belirlemek amaciyla yapilan XTT islemi sonucu uygulanacak dozlar
belirlenmistir. Thle-2 hiicresi i¢in; deltametrin 100mM, asetamiprid 250mM ve karigim
halinde deltametrin 10mM + asetamiprid 225mM olarak belirlenmistir. HepG2 hiicresi
iginse; deltametrin 710mM, asetamiprid 2940mM ve karigim halinde deltametrin 300mM
+ asetamiprid S00mM olarak belirlenmistir. Thle-2 hiicresinde toksik olan dozlar HepG2
hiicresinde de denenmis ve hiicreleri 6ldiirmek yerine daha fazla iiremelerine sebep
olmustur. Bunun sebebi olarak, HepG2 hiicre hattinin bir karaciger kanseri hiicre hatti
olmas1 diisiiniilmektedir. HepG2 hiicresi icin belirlenen dozlarda ise sitotoksik ve
morfolojik etkilerinin yogun oldugu goézlenmistir. Thle-2 ve HepG2 hiicre hatlarinda

deltametrin pestisitin 24. saatinde, asetamiprid pestisitinin ise 48. saatinde hiicrelerin
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biiylik ¢ogunlugunun tabandaki ekstraseliiler matrikslerinin uzaklastigi ve hiicrelerin
besiyerinde yiizdiikleri gézlemlenmistir. Her iki hiicre hattinda deltametrinin 72. saatinde
¢ok fazla hiicre oliimiine rastlandigi i¢in ¢alismalarda 24. ve 48. saatlerin etkilerine
bakilmistir. Dolayisiyla, bu sonuglar deltametrinin asetamipridden daha giiclii toksik
etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica pestisitlerin birlikte verildikleri karisimda
da deltametrinin daha diisiik dozda karisima dahil olmasi da bu sonuca kanit
niteligindedir. Ancak bu sonuglar kullanilan hiicre hatlarina ve diger deney kosullarina
bagl olarak degisebilir. Bu tezde ilk defa kombine halinde kullanilan deltametrin ve
asetamiprid pestileri, baska c¢aligmalarda farklt pestisitler ile kombine halde
kullanilmuslardir. Thiakloprid (THiA) ile kullanilan deltametrin, tarim alaninda yaygin
olan bir insektisit formiilasyondur. Antioksidan enzim seviyelerinin diisiinmesine, serbest
radikallerin olusmasina ve oksidatif strese neden olan deltametrin, bir o kadar daha
kuvvetli pestisit olan ve DNA hasarina yol agan thiakloprid ile kullanilmast durumunda
hiicrede istenmeyen kosullara maruz kalinmistir. insan karaciger fibroblast hiicrelerinde
(WHTBF-6) hiicre canliligi ve oksidatif stres etkisi incelenmistir. Caligmada 32 uM
deltametrin + 481 uM thiakloprid ICso deger olarak belirlenmistir. Belirlenen doz daha
sonra, WHTBF-6 hiicresinin malondialdehit (MDA) ve rediikte glutatyon (GSH)
seviyeleri belirlemek i¢in uygulanmistir. Bu karisimin malondialdehit miktarini
arttirirken glutatyon seviyesini diistirdiigii belirlenmis ve bdylece hiicreyi oksidatif strese
maruz biraktiklari ortaya koyulmustur (Karabiyik, 2019). Zebra baliklar1 iizerinde
deltametrin ve kursun gibi toksik maddeler tek baslarina ve kombinasyon halinde maruz
birakilmistir. Sonug olarak SOD, GPX, lipid peroksidasyonu ve MDA seviyelerinde artig
gbzlenmistir (Paduraru ve ark., 2021). Insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hattinda
toksik etkileri degerlendirilen asetamiprid ve imidakloprid, tek baslarina kullanimlarinin
karisim olarak kullanilmasindan daha az toksik oldugu belirlenmistir. Diisiik dozlarda
bile etkili olan asetamiprid ve imidakloprid karisimi, mitokondriyal membran
depolarizasyonuna, DNA hasarina ve oksidatif strese sebep olmustur (Baysal, 2022).
Literatiirde daha ¢ok pestisitlerin, bitkiler iizerindeki toksisitesinin degerlendirildigi
calismalara rastlanilmistir. Fakat bu tez ve tezde bahsedilen diger ¢aligmalar gibi hiicre
hatlarinda veya model organizmlar iizerinde de ¢alismalar yapilmalidir. Ozellikle karisim
toksisitesi dikkate alinmalidir.

Migrasyon deneylerinde ise her iki pestisit, hiicrelerde hareket etme
kabiliyetlerinde azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir. iki hiicre hattinda da deltametrinin

hiicrelerde morfolojik bozulmaya ve agilan yara alaninin genisledigi belirlenmistir. Bu
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etkiler asetamiprid de goriilmiis ama daha diisiik seviyede oldugu gozlenmistir. iki
pestisitin karisiminin kullanildigi zaman ise iki hiicre hattinda da biiyiik Sliimler
gozlenmistir. Buradan pestisit kombinasyonlarinin birbirlerinin etkilerini arttirdiklar
belirlenmistir. Canlilarin birden fazla pestisite ayn1 anda maruz kalma risklerinin ¢ok
fazla oldugundan dolay1 bu veriler olduk¢a 6nemlidir.

Yapilan g¢aligmalar kapsaminda karaciger, deltametrin metabolizmasinda ana
bolge oldugu tespit edilmistir (Giindiiz ve ark., 2015). Bu tez ¢calismasinda kullanilan iki
hiicre hatti da karaciger hiicresinin farkli formalarindan olsa da, deltametrinin
asetamipride gore daha biiylik hasara neden olmasinin sebeplerinden biri olabilir.
Deltametrinin karaciger hiicreleri lizerinde yapilan ¢alismada 1uM, 10uM ve 100uM
dozlara, 24, 48 ve 72 saat maruz birakildiktan sonra tiim doz ve saat arasindaki oranlarin
onemli bir toksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Gacar, 2016). Bu toksik etkiler
bakimindan oksidatif reaksiyonlar ve apoptotik hiicre 6limleri arasindaki bag aciga
cikarilmis olmasina ragmen SOD, CAT ve GSTK1 genlerinde daha fazla calisma
yapilmasi gerekmektedir. Calismada kullanilan bir diger pestisit olan asetamiprid de
insanlar i¢in sitotoksik oldugu ve oksidatif dengesizlige yol acip protein hasarlarina neden
oldugu bildirilmistir (Gomez ve ark., 2020). Yapilan ¢alismalar daha ¢ok iireme sistemi
tizerine olup hormonal bozulmalar ve apoptoz ile iliskili oldugu raporlanmistir (Arican
ve ark., 2020). Karaciger iizerinde yapilan calismalarinda ise mikroniikleus ¢ift zincir
DNA kiriklarinin olusumu gozlenmistir (Cavas ve ark., 2014). Ancak her iki pestisitinde
Thle-2 ve HepG2 hiicre hatlarinda bir ¢alismaya rastlanilmamis ve o6zellikle farkli
insektisit gruplarindan olan bu iki pestisitin karisimi ilk kez kullanilmistir.

Thle-2 ve HepG2 hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan ¢aligmada, CAT, GSTK1 ve
SOD1 genlerinin gen ifade seviyeleri incelenmistir. Referans gen olarak B-actin
kullanilan ¢aligsmada, tiim genlerin kontrole kiyasla azalma goriildiigii Thle-2 hiicresinde,
oksidatif hasarin gergeklesebilecegi gozlenmistir. Asetamiprid maruziyeti sonrasi
ozellikle CAT ve GSTK1 genlerindeki anlamli azalmalar, hiicrelerin asir1 strese girmesi
sonucu serbest radikallerin temizlenemedigini diisiindiirtmiistiir. HepG2 hiicre hattinda
ise CAT ve GSTK1 gen ifadelerinde azalmalar goriilse dahi anlamli bir degere
ulasmamigtir. Fakat SOD1 gen ifadesindeki artis, diger yapilan deneylerde
degerlendirildiginde beklenen bir durum olmustur. Bunun sebebi ise, tezde yapilan tiim
deneylerde kanser hiicresi olan HepG2’nin, normal karaciger hiicresi i¢in uygulanan
dozlarda bir ¢ogalma gostermesinden kaynaklanmaktadir. Serbest radikallere karsi en

onemli antioksidanlardan olan SOD1 geninin ifadesinin artmasi, hiicrenin strese
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girdiginin ve oksidatif hasardan SOD1 geni ile korundugunun gostergesidir. Ancak bu
durum kanser hiicreleri i¢in istenen bir 6zellik degildir.

Agir metallere maruz birakilan bugday ve arpa bitkilerininde antioksidan
enzimlerinin ekspersyon seviyeleri 6l¢iilmiistiir. Calismadaki tiim gruplarda CAT ve GPx
enzimlerinin gen ifadeleri artarken, SOD enziminin bazi gruplarinda gen ifadesinde
azalma gozlenmistir. Genlerdeki bu artis strese bagli oldugu gosterilmistir (Yildir, 2018).
Insanlarda kalic1 hasara neden olan agir metallerden biri olan kadmiyum iizerinde de
SOD, CAT ve GSH gen ifadeleri incelenmistir. Calismada model olarak kullanilan
Drosophila melanogaster’de antioksidan gen ifadelerinin jenerasyon ilerledik¢e azaldigi
goriilmiistiir. Bu durum antioksidan genlerinin baskilanarak etkin c¢alisamamasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir (Ongéren, 2016).

Bir fungusit olan ziram, Daphnia magna neotatlarina uygulanmis ve antioksidan gen
ifadeleri arastirilmistir. Organizmay1 oksidatif strese karsi koruyabilmek igin siiperoksit
anyonu ve hidrojen peroksidin hiicrelerden uzaklastirilmas: gerekmektedir. Ilk basta
stiperoksid radikalinin SOD geni tarafindan hidrojen peroksite, daha sonra hidrojen
peroksitin su ve oksijene doniisebilmesi i¢cin CAT genine ihtiyag vardir. Bu iki enzim stres
kosullarinda aktivitelerini arttirdigi, asirt stres kosullarinda ise aktivitelerinin azaldigi
bildirilmigtir (Aksakal, 2020). Bagka ¢aligsmalarda da ¢esitli pestisitlere maruziyetin CAT
geninin ifadesini arttidig1 raporlanmigtir (Cui ve ark., 2017; Qi ve ark., 2018). Ayrica
calismada SOD aktivitesinin, yliksek ziram konsantrasyonu iceren drneklerinde azalma
goriilmiistiir. Bu durum hiicrenin asin strese girmesinden kaynaklandig1 ve yapisinda da
bozulmalarin goriildiigi bildirilmistir (Aksakal, 2020). Calismada kullanilan Thle-2
hiicresinde, her iki pestisitin maruziyeti sonucunda CAT, GSTK1 ve SOD1 genlerinin
ifadesinde azalma goriilmesi hiicrenin agir1 strese girmesinin nedenlerindendir. Bu
dogrultuda hiicrenin yapisinin bozulabilecegi ve cesitli hastaliklara yol acabilecegi
diistiniilmektedir. HepG2 hiicresinde ise bu durum tam tersidir. SOD1 genindeki ifadenin
artmasi, siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite doniistirdiigii ama CAT geninin
ifadesindeki azalma degerlendirildiginde hidrojen peroksitlerin yeteri kadar su ve
oksijene doniisemedigini gostermektedir. GSTK1 genin ifadesinin artmasida, sentetik
konjugasyon reaksiyonlarmin katalizlendigi ve hiicrenin oksidatif strese karsi
korundugunun gostergesidir. Her ne kadar CAT genindeki ifade azalmis olsada SOD1 ve
GSTK1 geninlerinde ifadenin artmasindan dolay1 HepG2 hiicresinin oksidatif strese kars1

korundugu diisiiniilmektedir. Ozetle, pestisitlerin normal hiicrelerimiz i¢in zararli oldugu

74



ama kanser hiicrelerinde faydali oldugu goézlenmis olup, deltametrin ve asetamiprid

pestisitlerinin kansere veya diger hastaliklara yol agabilecegi diistiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, deltametrin pestisitinin asetamiprid pestisitine gore, normal
karaciger hiicresi (Thle-2) ve karaciger kanser hiicresinde (HepG2) daha gii¢lii toksik
etkisi oldugu gozlemlenmistir. Pestisitlerin kombinasyonlarinin uygulandigi durumda
yine deltametrinin, asetamipridin sitotoksik etkisini arttirarak hiicrelerin morfolojilerinin
degistigi ve ¢cogalma yeteneklerini kaybettikleri goriilmiistiir. Ayrica gen ifadelerindeki
artis ve azalis hiicre tipine ve bakilan gene gore degisiklik gostermektedir. Genellikle
pestisit kombinasyonlarmin, arastirilan tiim genlerin ifadesinde tekli madde maruziyetine
oranla bir artisa neden oldugu goézlenmistir. Bu durum birden ¢ok pestiside maruz
kalinilmasi halinde hiicrelerin asir1 strese girmesi ve uyarilmasi ile agiklanabilir. Thle-2
hiicresinin CAT, GSTK1 ve SOD1 genlerinde en diisiik ifadeye sebep olan asetamiprid
pestisiti iken, HepG2 hiicresinin SOD1 geninde anlaml1 bir ifade artisina sebep olmustur.
Reaktif oksijen tiirlerine karsi en 6nemli antioksidan olan SOD1, lipid peroksidayonunun
ve dolayisiyla oksidatif stresin inhibe edilmesinde biiyiik rol oynamaktadir. Bu sebeple
kanser hiicresinde daha cok ifade edilebilecegi diisiiniilsede, daha fazla ¢aligmalarin
yapilmasi gerekmetedir. Bu tez, pestisitlerin tek baslarina ve kombinasyonlarinin toksik
etkilerini anlamak igin bir 6n calisma niteligindedir. Ileriki ¢alismalarda farkli hiicre
hatlarinda veya hayvan modellerinde, oksidatif stresin daha net anlagilabilmesi icin MDA
seviyelerin degerlendirilmesinde ve hala kullanimda olan pestisitlerin tekrardan

degerlendirilmesinde biiytik katki saglayacaktir.
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