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OZET

DELTAMETRIN VE THiAKLOPRIiD KARISIMININ iNSAN AKCiGER
HUCRELERINDEKI SITOTOKSISITESI VE DNA CIFT ZINCIR
KIRIKLARI UZERINDEKI ETKILERI

BARBAROS ERTURK
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU
MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK ANABILiM DALI

DOKTORA TEZI, 110 SAYFA

TEZ DANISMANI: Dog. Dr. VEDAT SEKEROGLU

Cesitli insektisitlerin, akciger kanserinin gelisiminde potansiyel molekiiler biyogdstergelerden
olan diizensiz promotor gen metilasyonu gibi molekiiler degisimlere yol agabildigi ileri
stirtilmektedir. Deltametrin ve thiakloprid karisim halinde tarimda yaygin olarak kullanilan
insektisitlerdir. Ancak bu insektisitlerin karisim halde kullanildiginda, insan akciger
hiicrelerindeki sitotoksik ve DNA hasar1 ve tamiri lizerindeki etkilerinin arastirildigi bir
caligma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu insektisitlerin insan akciger hiicrelerindeki (BEAS-
2B) sitotoksisitesi, DNA ¢ift zincir kiriklar1 ve tamiri tizerindeki etkileri ilk kez bu ¢aligsma ile
ortaya konulmustur. Deltametrin ve thiakloprid karigitminin Sitotoksisitesi; MTT ve
klonojenik testleri ile, DNA ¢ift zincir kiriklari ve tamiri lizerindeki etkileri ise tiimor
baskilayici protein olan p53 baglayici protein-1 (53BP1) ve H2AX tipi histonun fosforilasyonu
ile olusan y-H2AX proteinlerinin olusturduklar1 odaklarin immiinofloresan yontemi ile
belirlenmistir.

Sitotoksisite deneylerinde akciger epitel hiicreleri 0.001 + 0.016 mM ve 0.166 + 2.5 mM
(deltametrin + thiakloprid) arasinda toplam 10 farkli konsantrasyonda insektisit karisimi ile 24
ve 120 saatligine muamele edilmistir. Klonojenik test sonuglari, doz artisina bagl olarak hem
24 hem de 120 saatlik maruziyetlerin hiicre canliligini azalttigin1 ve deltametrin ile thiakloprid
karisiminin 6zellikle yiiksek dozlarda sitotoksik oldugunu gostermistir. Klonojenik test ile
uyumlu olarak MTT testinin sonuglar1 da bu insektisitlerin karigimlarinin 6zellikle yiiksek
dozlarda oldukga sitotoksik oldugunu ortaya koymustur.

DNA ¢ift zincir kirik hasari olugturma potansiyelini belirlemek i¢in hiicreler 0.011 + 0.160,
0.022 + 0.333 ve 0.044 + 0.666 mM konsantrasyonlarda deltametrin ve thiakloprid karigimi
ile muamele edilmis ve y-H2AX ile 53BP1 proteinlerinin olusturdugu odaklar tespit edilmistir.
24 saat sonunda orta ve yiiksek konsantrasyonlarda, y-H2AX odak olusumunda kontrole gore
istatistiksel olarak 6nemli artiglar tespit edilmistir. 53BP1 ve kolokalizasyon odaklari ise
sadece en yiiksek konsantrasyonda kontrolden 6nemli derecede farkli bulunmustur. 120 saatlik
muamelede ise, hem y-H2AX hem 53BP1, hem de kolokalizasyon odaklarmin ¢oziicti
kontrolle karsilastirildiginda orta ve yiiksek konsantrasyonlarda istatistiksel olarak onemli
Olciide arttig1 belirlenmigtir.

24 saatlik muamele sonrasi etken maddelerin uzaklastirilmasi ve hasarin onarimi igin ekstra
24 saatlik iyilesme siiresi taninan hiicrelerde tiim odaklar istatistiksel anlamda 6nemli olacak
sekilde diisiis gostermistir. Ancak, 120 saatlik muamele sonrasi taninan 24 saatlik iyilesme
siiresi en yiiksek konsantrasyon igin etkili olmamuistir. Ciinkii en yiiksek konsantrasyonda tiim
odaklar, ¢oziici kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak Onemli Olgiide yiiksek
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: 53BP1, Deltametrin, Insan Akciger Hiicreleri, Sitotoksisite, Thiakloprid,
y-H2AX.



ABSTRACT

EFFECTS OF MIXTURE OF DELTAMETRIN AND THIACLOPRID ON
DNA DOUBLE STRAND BREAKS AND CYTOTOXICITY ON HUMAN
LUNG CELLS

BARBAROS ERTURK

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

PhD THESIS, 110 PAGES
SUPERVISOR: Assoc. Prof. Dr. VEDAT SEKEROGLU

It has been stated that some insecticides can cause irregular gene promoter methylation which
is the potential molecular biomarkers in the development of lung cancer. Deltamethrin and
thiacloprid are widely used insecticides as mixture in agriculture. However, there is no report
about effects of these insecticides on cytotoxicity and DNA damage and repair in human lung
cells. Effects of these insecticides on cytotoxicity, DNA double-chain breaks and repair in
human lung epithelial cells (BEAS-2B) were demonstrated for the first time in this study. The
cytotoxicity of the mixture of deltamethrin and thiacloprid was determined by MTT and
clonogenic assays, while their effects on DNA double strand breaks and repair were
determined by immunofluorescence method by counting the foci of tumor suppressor protein
p53-binding protein-1 (53BP1) and y-H2AX proteins formed by phosphorylation of H2AX
histone.

The lung epithelial cells were treated with mixtures of insecticides at 10 different
concentrations between 0.001 + 0.016 mM and 0.166 + 2.5 mM (deltamethrin + thiacloprid)
for 24 and 120 hours in cytotoxicity experiments. Clonogenic assay results have shown that
both 24- and 120-hour treatments decreased the cell viability in a concentration-dependent
manner and mixture of deltamethrin and thiacloprid was cytotoxic, especially at the higher
concentrations. Consistent with the clonogenic test, the results of the MTT assay also showed
that the mixture of these insecticides were highly cytotoxic at higher concentrations.

The cells were treated with mixture of deltamethrin and thiacloprid at concentrations of 0.011
+ 0.160, 0.022 + 0.333 and 0.044 + 0.666 mM to determine the DNA double-chain breaks,
and foci formed by y-H2AX and 53BP1 proteins were detected. Statistically significant
increases were observed in y-H2AX foci formation at medium and high concentrations
compared to control after 24 hours’ treatment. 53BP1 and colocalization foci were only
significant at the highest concentration. All foci of y-H2AX and 53BP1 and colocalization
increased statistically significantly at medium and high concentrations in 120 hours’ treatment
compared to control.

After 24 hours of treatment, all foci decreased statistically significant in cells that were given
an extra 24-hour recovery period for removal of the insecticides and repair of the damage.
However, the 24-hour recovery period after 120 hours of treatment was not effective for the
highest concentration. Because all foci at the highest concentration were statistically
significantly higher compared to control.

Keywords: 53BP1, Deltamethrin, Cytotoxicity, Human Lung Cells, Thiacloprid, y-H2AX.
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1. GIRIS

Yesil Devrim (Green Revolution) ya da Ugiincii Tarim Devrimi (Third Agricultural
Revolution) 1950’1lerde baglayan ve 1960 sonlarinda amacina ulasan, tarimda liretimin
ve lriin kalitesinin artirilmasini amaglayan arastirma ve teknoloji gelisimi hareketidir.
Yesil Devrim birkag 6nemli teknolojik gelismeyi kullanarak tarimda verimi artirma
amacimi giidiiyordu. Bu teknolojik gelismeler;

» Hibridizasyon teknikleri kullanilarak yiiksek verimli ve hastaliga dayanikli tarim
tirtinlerinin gelistirilmesi (Ghisari ve ark., 2015).

Kontrollii su kullanimi (Aktar ve ark., 2009).

Tarimda makinalasma (Evenson ve ark., 2003).

Suni giibre kullanilarak iiriin veriminin arttirilmasi (Tilman, 1998).

vV V V VYV

Pestisit kullanilarak {iriin kaybinin minimuma indirilmesi (Pingali, 2012).

Dr. Norman Borlaug yukaridaki bes stratejiyi Meksika, Pakistan ve Hindistan’da
kullanarak on y1l igerisinde Meksika’y1 kitlikla savasan bir lilke olmaktan bugday ihrag
eden bir tlke haline getirirken, Pakistan ve Hindistan’da da kitlik tehlikesini
minimuma indirmistir. Bu basarilar1 nedeniyle Yesil Devrimin Babasi olarak
adlandirlmistir  ve 1970 yilinda Nobel Baris Odiiliine, Amerika Birlesik
Devletleri’nde Altin Hiirriyet Madalyasina (Presidential Metal of Freedom) ve Liyakat
Madalyasina (Congressional Gold Medal) layik gortilmistiir (Tilman, 1998; Evenson
ve ark., 2003; Pingali, 2012).

Yesil Devrim’in ¢ok 6nemli ve olumlu sonuglart vardir. Bunlar bugday, piring ve misir
tiretiminde goriilen biiyiik artislar, bir yilda birkag {iriin alma olanagi, makinalasma
sayesinde c¢iftcilerin yasam standardinin ve gelirlerinin yiikselmesi, sulamali tarim
alanlariin genisletilmesi, glibre ve pestisit gibi kimyasallarin kullanimi arttig1 icin
yeni bir endiistri kolunun ortaya ¢ikmis olmasi seklinde 6zetlenebilir. Ancak Yesil
Devrim, gida yetersizligini engellemede ¢ok 6nemli bir rol oynamis ve ¢ok olumlu
sonuglar vermis olsa da olumsuz bazi etkileri de beraberinde getirmistir. Bu etkiler
Ozellikle ¢ok miktarda kullanilan pestisitlerden ileri gelmektedir (Tilman, 1998;
Evenson ve ark., 2003; Pingali, 2012).

Pestisitler haserelere kars1 kullanilan ¢ok genis kapsamli heterojen kimyasal

maddelerdir. Boceklere karsi kullanilan insektisitler, mantar ve kiiflere kars1 kullanilan



fungisitler, yabani otlara karsi kullanilan herbisitler, kemirgenlere karsi kullanilan
rodentisitler, yumusakcalara karsi kullanilan mollussisitler, nematodlara karsi
kullanilan nematisitler, bitki biiyiime diizenleyicisi kimyasallar ve diger pek ¢ok
kimyasallar pestisit grubu igerisindedir. insektisitler, bocekleri 6ldiirmekte kullanilan
maddelere verilen genel addir (IUPAC, 2018). Bu maddeler yumurtalar1 dldiiren
ovisit, larvalari 6ldiiren larvisitleri de kapsar. Insektisitler tarim, tip ve endiistride
yaygin olarak kullanilmaktadir. Hemen hemen tiim insektisitler ekosistemde 6nemli
bir etki yapabilir, insanlara ve diger hayvanlara kars1 toksik etkileri olabilir ve besin
zinciri igerisinde belirli tiirlerde yiiksek oranda birikme kapasitesine sahiptirler
(Emden ve Peakall, 1996).

Insektisitler farkl kriterler kullanilarak siniflandirilmaktadir. Ornegin rezidiiel (kalan)

etkileri goz oniine alindiginda iki ana gruba ayrilmaktadir;

I. Rezidiiel ve uzun siireli etkisi olan sistemik insektisitler

Il. Rezidiiel aktivitesi olmayan kontak insektisitlerdir.
Kimyasal orijinleri goz dniine alindiinda insektisitler li¢ gruba ayrilir;

I.  Dogal insektisitler, drnegin nikotin, piretrum ve neem yag ekstralari,
I1. Inorganik insektisitler, bunlar metal iceriklidir,
I11. Organik insektisitler, bunlar organik kimyasal birlesiklerdir.

Bu insektisitlerin ¢ogunlugu kontak yoluyla etkisini gdsterir. Insektisitlerin etki sekli,
bir insektisitin hasereyi nasil 6ldiirdiigiinii ya da etkisiz hale getirdigini agiklayan
mekanizmadir. Pek ¢ok bilim insani insektisitleri etki sekline gére siniflandirmaktadir.
Bu mekanizmalar ayrica bir insektisitin hangi hayvanlar fizyolojik olarak
etkileyecegini de bize gosterir. Ideal bir pestisit hedef organizmaya (target organizma)
Olimciil olmali, ancak hedef olmayan organizmalara (non-target organizmalar)
ozellikle insana zarar vermemelidir. Ne yazik ki gercekte pestisitler hedef olmayan

organizmalara da zarar vermektedir (Aktar ve ark., 2009).

Tarim alanlarindaki yogun kullanimi, pestisitlerin ve tlirevlerinin dogada birikimine
ve dogal kaynaklari kontamine etmesine sebep olmaktadir. Bu birikim ve
kontaminasyonda insan ve diger hayvanlarin sagligin1 olumsuz yonde etkilemektedir.

Bu olumsuz etkiler aninda goézlenen pestisit zehirlenmesinden daha uzun siirede



gozlenen endokrin bozukluklarini ve hatta DNA hasarlarini igcermektedir (Ghisari ve
ark., 2015).

Hiicrelerin en 6nemli yap1 tagi olan DNA siirekli olarak hasar goérmektedir. Bu
kaginilmasi miimkiin olmayan bir durumdur. Ciinkii DNA’da hasara sebep olan
maddelerin biiyiik ¢ogunlugu, hiicrenin normal metabolizmas1 sonucu ortaya ¢ikar.
Hiicre metabolizmasinin yan {iriinii olan kimyasallar, 6rnegin reaktif oksijen tiirleri
(ROS), DNA’da replikasyonu bile durduracak kadar hasara sebep olurlar. Bu tip
hasarlar genelde DNA’da ¢ift zincir kirigina sebep olur. Bu da kromozomlarda hasar
yaratir. DNA’da gortilen ¢ift zincir kiriklar1 yalniz ROS nedeniyle olusmaz, ama ayni
zamanda ultraviyole (UV) 1sik ve kimyasal maddeler gibi ¢evresel etkilerden dolayi
da olusabilir. Evrimsel siire¢ i¢erisinde hiicrede olusan bu tip hasarlar1 tamir edecek
bazi mekanizmalar gelismistir. Hiicre bu tip hasarlara ugradiginda; Baz Kesip-
Cikarma Onarimi (Base Excision Repair: BER), Niikleotid Kesip-Cikarma Onarimi
(Nucleotide Excision Repair: NER) ve DNA cift zincir kirig1 tamiri (DNA Double-
Strand Break Repair: DSBR) mekanizmalar1 harekete gecirilir (Aguilera ve Gomez-

Gonzalez, 2008).

DNA hasarlari igerisinde en tehlikeli olan ¢ift zincir kiriklaridir. Ciinkdi bunlar tamir
edilmeyecek olursa delesyon (bir kromozomun bir pargasinin kopup, kaybolmasiyla
meydana gelen kromozom anomalisi), translokasyon (bir kromozomun kaybolan
parcasinin ya da kopan bir parcasinin baska bir kromozoma yapismasi seklinde
goriilen kromozom anomalisi) gibi kromozom mutasyonlarina sebep olabilirler. Bu tip
kromozom hasarlar1 genelde kanser hiicrelerinde goriilmektedir (Aplan, 2006).
Hiicrelerde DNA hasarina sebep olan en dnemli mekanizma ROS olusumudur. Pek
cok pestisitin etki mekanizmasi ROS fireterek oksidatif strese neden olmalaridir
(Banerjee ve ark., 1996; Banerjee ve ark., 1998; Banerjee ve ark., 1999; Abdollahi ve
ark., 2004; Banerjee ve ark., 2011). ROS’lerin hiicre zar1 lipitlerine, proteinlere ve
DNA’ya verdikleri hasarlar boceklerin Oliimiine sebep olmaktadir. ROS’lerin
DNA’nin yapisina verdigi hasarlar ayn1 zamanda kromozom anormalliklerinin,

DNA’da meydana gelen kirikliklarin ve diger mutasyonlarin ana sebebidir.

Zirai miicadelede etkinligi artirmak i¢in Onerilen pestisit karisimlarindan en etkili

olarak tavsiye edilenlerinden biri; deltametrin ve thiakloprid karisimidir.



Deltametrinin ve thiaklopridin toksik etkilerini ayr1 ayri arastiran yayinlar vardir,
ancak bu karisimlarin toksik etkilerini arastiran yayin sadece bir tanedir. Bu yayinda
deltametrin ve thiakloprid, siganlara (Rattus norvegicus) tek baslarina ve karisim
olarak 24 saat ve 30 giin boyunca uygulanmistir. Uygulama sonucu sigan kemik iligi
hiicrelerinde mitotik indeksinde (MI) ve biniikleat hiicre sayisinda istatistiksel olarak
onemli olan azalma ve kromozom anormalliklerinde ve mikroniikleus sayisinda ise
onemli derecede artis bildirilmistir (Sekeroglu ve ark., 2013). Bu konuda yaygin bir
arastirma yapilmadigi i¢in bu c¢alismanin amaci, deltametrin ve thiaklopridin
genotoksik etkilerinin insan hiicre kiltiirlerinde molekiiler seviyede in-vitro

arastirilmasidir.

Calismamizin amaci, iilkemizde karigim halinde yaygin olarak kullanilan deltametrin
ve thiakloprid birlikteliginin insan akciger epitel (BEAS-2B) hiicrelerinde gosterdigi
sitotoksik etkilerin MTT viyabilite testi ile Olglilmesi ve genotoksik etkilerinin
klonojenik test ile belirlenmesidir. Ayrica bu insektisit kariggminin DNA ¢ift
kiriklarina sebep olup olmadigi, DNA ¢ift kirik bolgelerine yerleserek onarimda yer

alan y-H2AX ve 53BP1 proteinlerinin diizeylerinin 6l¢iilmesi ile belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Birlesmis Milletler Ekonomik ve Sosyal ilisikler Béliimii (DESA-World Population
Prospects) raporuna gore, diinya niifusu 2030 yilinda 8.6 milyara, 2050 yilinda 9.8
milyara ve 2100 yilinda ise 11.2 milyara ulasacak. Bugiin yaklasik 7.6 milyar olan
diinya niifusunu beslemek biiyiikk bir sorun olusturmaktadir. Hizli niifus artis1 bu
sorunun énemini her gecen giin daha da arttirmaktadir. Bu nedenle tarim triinlerinin
verimliligini arttirmak, insanligin gelecegi agisindan hayati bir 6neme sahiptir. Tarim
tirtinlerinin verimini ve gida kalitesini sinirlayan hastalik, hasere, zararli ve yabani
otlardan bitkileri korumak ve tarim iriinlerinin verimini ve kalitesini yiikseltmek
amaciyla yapilan tiim islemlere Bitki Koruma ya da Zirai Miicadele ad1 verilir ve Zirai
Miicadelenin, 21. yiizyilin aghiga karsi en onemli savas yontemi olacagi bildirilir

(Godfray ve ark., 2010).

Glinlimiizde Zirai Miicadelenin en 6nemli araglarindan biri hala haserelere karsi
kullanilan pestisitler (Swanton ve ark., 2011) ve hastaliga dayanikli (iriin
yetistirilmesidir (Carolan ve ark., 2017). Ancak pestisitlerin agir1 kullanimi
beraberinde c¢esitli sorunlar getirmektedir. Bunlardan en Onemlisi hagerelerin
pestisitlere karsi dayanikli hale gelmesidir. Bilim insanlart her giin insektisitlere
dayanikli bocekler (Bass ve ark., 2015), herbisitlere dayanikli yabani otlar (Powles ve
Yu, 2010) ve fungisitlere dayanikli kiifler (Lucas ve ark., 2015) rapor etmektedirler.
Bu direng¢ problemi, zirai miicadele uzmanlarinin en biiyiik sorunlarindan biridir.
Direncli boceklerle basa ¢ikmak ve direng olusumunu yavaslatmak icin zirai miicadele
uzmanlari, Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajanst (Environmental
Protection Agency) dahil olmak iizere pestisit karigimlari kullanmay1 6nermektedir
(EPA, 2016).

Zirali micadele uzmanlari; pestisit karigimlarinin, etki mekanizmasi farkli olan
pestisitlerin  karigtirllarak hazirlanmasini  6nermektedir. Ancak bu karigimlar,
hagerelerin diren¢ kazanmasini geciktiriyor olsa da cevreye ve hedef olmayan

organizmalarin sagligina kars1 bir tehlike olusturmaktadirlar.

Yakin zamanlarda piretroit grubu bir insektisit olan deltametrin ve neonikotinoit grubu
bir insektisit olan thiakloprid karistirilarak yeni bir pestisit formiili piyasaya

strilmiistiir. Basta deltametrin olmak {izere bu iki pestisitin ayr1 ayr1 etki



mekanizmalarini ve toksik etkilerini igeren in vivo ve in vitro ¢aligmalar mevcuttur.
Ancak birlikte kullanimlar1 halinde etkilerinin arastirildigr in vitro sitotoksik ve

genotoksik ¢alisma yetersizdir.

2.1 Boceklerle Miicadelede Yaygin Kullanilan insektisitler

Organoklorinler, piretroitler, karbamatlar ve organofosfatlar grubu insektisitler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bazi bocek tilirleri organofosfathh ve organoklorlu
insektisitlere kars1 direng gelistirmelerinden dolayi, bu insektisit tiirevlerinin kullanimi1
azalmistir. Bu nedenle alternatif iiriin olarak piretroitlerin ve neonikotinoitlerin

kullanim1 yayginlagmistir (Kovganko ve Kashkan, 2004; Cakir ve Yamanel, 2005.)

Calismamizda kullanilan deltametrin piretroit, thiakloprid ise neonikotinoit grubu

insektisitlerdir.

2.1.1 Piretroit Grubu Insektisitler

Dogal piretrinlerin kimyasal yapilar1 hizlica bozuldugu ve tiretim maliyetleri yiiksek
oldugu icin, dogal {iriinlerin yapisina azot, kiikiirt ve halojen gruplar1 eklenmistir. Bu
sekilde etkinlikleri ve kararliliklar1 arttirilarak piretroitler adi verilen sentetik
piretrinler elde edilmistir (Elliott, 1980). Ayrica kimyasal olarak alpha-siyano grubu
tas1y1p tasimamalarma gore Tip I ve Tip II piretroitler olarak iki gruba ayrilirlar. Tip I
piretroitler (alletrin, permethrin, tetrametrin, piretrinler) alfa—siyano grubu igermeyen
piretroit esterleridir. Tip Il piretroitler (deltametrin, cypermethrin) ise alfa-siyano

grubu igerirler (Barlow ve ark., 2001)

Piretroitler viicutta diffiiz ettikten sonra, mide, bagirsak, karaciger, bobrek ve sinir
sistemine hizla yayilim gosterirler. Memelilerde piretroitler karacigerde detoksifike
edilmektedir (Kocaman, 2007). Hedef alinan organizmalarda tam anlamiyla
detoksifiye edilemedikleri i¢in, kalint1 ve birikimleri ciddi problemlere yol agmaktadir
(Firat ve Aytekin, 2018).

Piretroitlerin tercih edilme nedenleri, boceklerde oldukca toksik olmasi, memelilerde
sahip olduklar1 hizli metabolizma faaliyetlerinden dolay1 diisiik toksisite gostermesi,
zararlilara kars1 diisiik konsantrasyonlarda genis bir spektruma sahip olmasi ve dogada

kalint1 birakmamasidir (Kocaman, 2007; Mazmanci ve ark., 2008).



Memeliler i¢in toksik etkilerinin az olmasi nedeniyle piretroit insektisitler tarimsal
savasimda, veterinerlikte ve halk sagliginda yaygin olarak kullanilmaktadir. Diinyada
kullanilan insektisitlerin  %30’nu piretroit grubu insektisitler olusturmaktadir

(Mazmanci ve ark., 2008).

2.1.2 Piretroitlerin Toksik Mekanizmalari ve Etkileri

Viicuda diffiiz ettikten sonra hizli bir sekilde sinir sistemine ulasan piretroitler,
noronlarin hiicre membranina baglanirlar (Kocaman, 2007). Piretroitlerin, ndronlarin
sodyum iyonu (Na®) kanallarina ilgileri yiiksektir. Na* kanallarina gosterdikleri bu
afinite nedeniyle acgik kalan kanallar, Na* akiminin siirekli artmasina ve noronlarin
depolarize kalmalarmma neden olur. Piretroitlerin her iki tipi de aymi sekilde etki
etmesine karsin, Tip II daha etkilidir. Ciinkii Tip I Na* kanallarinin kisa bir siire a¢ik
kalmasina neden olurken, Tip Il daha uzun siireli a¢ik kalmasina ve binlerce kez tekrar

eden impulslara neden oldugu bildirilmistir (Barlow ve ark., 2001).

Tip | ve Tip Il piretroitlerinin memelilerdeki etki mekanizmalar1 ve olusturduklari
metabolik bozukluklar farklilik gostermektedir. Tip I piretroitler, hareketsiz kalma,
koordinasyon bozuklugu, titreme, asir1 yorgunluk, ataksi, sarsilma, agresif davraniglar
ve fel¢ olusumuna yol acarlar. Tip II piretroitler ise, hiperaktivite, tiikiiriik salgisinda
artma, kasilma ve titreme nobetleri, kontrolsiiz davranislar ve fel¢ olusumuna neden
olurlar (Verschoyle ve Aldridge, 1980; Gray, 1985; Tabarean ve Narahashi, 1998;
Atamanalp ve Cengiz, 2002).

2.1.3 Neonikotinoitlerin Genel Ozellikleri

Neonikotinoit insektisitler, yapilarinda nikotin bulunduran ve 6-kloro- 3-piridinil
grubu ve bunlarin azometin metabolitleri ve analoglarindan olusurlar (Tomizawa ve
ark., 2001). Neonikotinoid pestisitler arasinda baslica imidakloprid (en yaygin
kullanilan), asetamiprid, klotiyanid, nitenpiram, nitiazin, tiyakloprid, ve tiametoksam
yer almaktadir (Jeschke ve Nauen, 2008). imidaklopridin ve asetamipridin toprakta
kullanimi uygun olmasina karsin, thiaklopridin toprak i¢in kullanimi uygun olmayip,
sadece yapraklar icin tescillidir. Bitkiler tarafindan rahatlikla absorbe edilen bu grup
pestisitler, birgok bocek tiirleri, baz1 kelebekler ve kin kanathilar gibi zararhlar

miicadele i¢in diisiik dozlarda kullanilsa bile hizla etki gostermektedir (Zhao ve ark.,
2009)



Memelilerde oral yolla alinan neonikotinoitler, idrar ve diski yoluyla atilmaktadir.
Bitkilerde ise bu siire¢ hem metabolik hem de fotokimyasal reaksiyonlara baglidir. Bu
siirecler metabolizmalarina bagli olarak ayni veya farkl iirlinlerin ortaya ¢ikmasina
yol agabilir (Tomizawa ve Casida, 2005). Literatiirde, son yillarda yaygmn olarak
kullanilan bu tiir tarim ilaglarinin memeli sistemleri tizerindeki kisa veya uzun vadeli

etkilerinin arastirildig1 yeterli diizeyde ¢alisma yoktur.

2.1.4 Neonikotinoitlerin Toksik Mekanizmalar: ve Etkileri

Neonikotinoitler, memelilerde ve boceklerde postsinaptik membrandaki nikotinik
asetilkolin reseptdrlerinin 6zellikle a4/B2 alt linitesine baglanmaktadir. Bu durum, ilk
olarak kolinerjik sinapslarda hatali sinaptik gecislerin artmasina ve bunu takiben
sinaps bosluklarinda ki nérotransmitter birikimine bagl olarak sinirsel uyartilarin
olusumunun tamamiyla durmasina neden olmaktadir (Kocaman, 2007). Neonikotinoit
grubundaki pestisitlerin; boceklerde ve kuslarda yiiksek, memeli ve sucul canlilarda
diisiik bir toksisiteye sahip oldugu rapor edilmesine karsin, ¢aligmamizda kullanilan
thiaklopridin baliklarda oldukga yiiksek bir toksisiteye sahip oldugu tespit edilmistir
(Tomizawa ve Casida, 2005).

2.2 Deltametrin
Piretroitler ¢evrede uzun siire kalan organoflor ve organoklorlu insektisitlere karsi
alternatif olarak tretilmis bir insektisit grubudur. Piretroit grubu bir insektisit olan

deltametrin, gevreye zarari en diisiik kabul edilen insektisit tiirlerinden biridir.

Deltametrin Tip 1l grubu piretreoidir (Soderlund ve Bloomgquist, 1989). Genis
spektrumlu olan bu sentetik dibromo-piretroit insektisidinin kimyasal ad1, a-siyano-3-
fenoksibenzil-(1R, S)- cis,trans -3- (2,2-dibromovinil) -2,2- dimetilsiklopropan
karboksilat’dir. Karasinek, sivrisinek, hamam bdcegi gibi ev bdceklerinden tarim
iirlinlerine, 6zellikle meyve ve sebzelerin karinca, kurt ve kin kanatlilardan korunmasi
icin kullanilir (Abdel ve ark., 2013). Boceklere hem larva hem de ergin donemlerinde
toksik etki gosterir. Pestisitlerle karigim halinde yaygin olarak kullanilan insektisit ve
fungisitlerle kimyasal olarak uyumsuzlugu yoktur (Hill, 1985). Deltametrin bocekler
tizerinde cok hizli bir sekilde etki gosterdigi icin, viriis vektorii olan boceklere karsi
kullanilan en Onemli insektisitlerdendir. Bu viriisler bitki tizerinde beslenmeye

basladiktan birka¢ dakika sonra viriis bitkide enfeksiyona sebep olmaktadir. Boylece



boceklerin hizli bir sekilde 6lmesi, virlis dagilimin1 yavaslatmaktadir. Bu ylizden

deltametrin viriis vektorlerine karsi tercih edilen bir insektisittir.

Deltametrinin, birincil etki mekanizmasi sinir sistemi iizerinedir (Spencer, 1981;
Bhanu ve ark., 2011). Deltametrin sinir hiicrelerindeki hiicre zarinda bulunan sodyum
kanallarinin normalden daha uzun siire agik kalmasina sebep olmaktadir. Bu etki,
hiicreye ¢cok miktarda sodyum girmesine ve bunun sonucu olarak da sinir hiicrelerinde
hipereksitasyon denilen asir1 stimiilasyona sebep olmaktadir (Narahashi ve ark., 1992).
Sodyum kanallar1 biitiin hayvanlarda bulundugu igin, deltametrin tim hayvanlara
toksik etki gdstermektedir. Boceklerin 6liimii sinir sisteminin gordiigi zarardan dolay1

olmaktadir (Spencer, 1981; Bhanu ve ark., 2011; Timothy, 2012).

Deltametrin ¢ok lipofilik bir kimyasaldir. Bu nedenle organik ¢o6ziiciilerde ¢oziiniir,
suda ¢oOziiniirliigli ¢cok azdir. Lipofilik 6zelligi nedeniyle hiicre zar1 aracilifiyla ¢ok
cabuk bir sekilde hiicre igerisine girebilmektedir. Bu nedenle deltametrinin sodyum
kanallar1 digindaki zar proteinlerine, hatta hiicre i¢i membran sistemine bile zarar

verebilecegi tartisilmistir (Chinn ve Narahashi, 1986; Michelangeli ve ark., 1990).

2.2.1 Deltametrinin Emilimi ve Metabolizmasi

Laboratuvar siganlarinda ve farelerinde yapilan c¢alismalarda hiicreye agiz yoluyla
alinan deltametrinin bagirsaklardan siiratle emildigi gériilmiistiir. Siganlarda yapilan
caligmalar, bir ester olan deltametrinin hizli bir sekilde bagirsak duvarinda bulunan
esteraz enzimleri ve karacigerde bulunan mikrozomal oksidaz enzimleri tarafindan

metabolize edildigini gostermektedir (He ve ark., 1991).

Deltametrin, kemirici hayvanlarda ilk metabolize oldugunda ester bag: kirilarak asit
ve alkoller tretilir. Molekiiliin bazi bolgeleri oksidasyona ugrayabilir. Ester bagi
kirildiktan sonra ftretilen alkol ve asit iirlinleri ardindan siilfiirik asit, glisin veya

glukuronik asit molekiilleri ile konjugasyon reaksiyonlarina girer.

Deltametrin oral yolla viicuda alindiktan 2-4 giin sonra deltametrine ait ¢ogu
metabolitler ve metabolize olmayan deltametrin (toplam alinan deltametrinin yaklasik
%13-21"1) viicuttan digki ile atilir. Deltametrinde metabolite olan bir siyano grubu ise,
once tiosiyanide cevrilir ve viicuttan daha yavas bir sekilde uzaklastirilir. Bu iiriiniin

mide ve deri yoluyla viicuda alinmasinin {izerinden yaklasik sekiz giin gegtikten sonra



bile, %20’sinin hala viicutta bulundugu rapor edilmistir (Myers, 1989; He ve ark.,
1991).

Insanlarda deltametrinin nasil metabolize oldugu iizerine bilgiler ¢ok kisithidir ancak
kemirgenlerdekine benzer seklinde gerceklestigi diisiiniilmektedir. Deltametrinin
insanlarda nasil absorbe oldugu ve viicuttan nasil atildig1 ii¢ erkek goniillii tizerinde
calistlmistir (Kavlock ve ark., 1979; Barlow ve ark., 2001). Bu goniilliiler radyoaktif
14C ile isaretlenmis deltametrini 3 mg’lik tek bir doz halinde agiz yoluyla almislardir
(Myers, 1989; Bhunya ve Pati, 1990; IPCS, 1990). Plazma deltametrin seviyesi,
viicuda alindiktan 1-2 saat sonra en yiiksek seviyeye ¢ikmig ve plazmadaki yari
Omriiniin 10-11.5 saat arasinda oldugu tespit edilmistir. Salya ve kan hiicrelerinde
seviyenin ¢ok diisiik oldugu goriilmiis ve bes giin boyunca %10-26’smin digki, %50-
51’nin idrar yoluyla atildig1 tespit edilmistir. Idrar ile 24 saatte %90’ lik kismi1 viicuttan
atilmistir. Idrardaki yarilanma émrii plazmadakine benzer sekilde 10-13.5 saat olarak
tespit edilmistir. Deltametrinin bir metaboliti olan 3-(2,2-dibromovinil)-2, 2-
dimetilsiklopropan karboksilik asit viicutta bulunmustur. Bu tiriin deltametrin kullanan
is¢ilerde de goriilmiistiir. Bu da ester baginin ayni rodentlerde (kemirgenlerde) oldugu

gibi hidrolize oldugunun gostergesidir (Kavlock ve ark., 1979; Barlow ve ark., 2001).

Memelilerle yapilan ¢alismalarda, deltametrinin ve thiakloprid metabolitlerinin
karacigerde biriktigi bildirilmistir (Cole ve ark., 1982; Anand ve ark, 2006). Ayrica
norotoksisite (Husain ve ark., 1994), alerji ve bagisiklik sistemini baskilamasi
(Hoellinger ve ark., 1987; Lukowicz-Ratajczak ve Krechniak, 1992), kan-damar
hastaliklar1 (Forshaw ve Bradbury, 1983), iiriner sistemde yan etkileri (Issam ve ark.,
2009), karacigerde ve bobreklerde de toksisitesi (Chargui ve ark., 2012) rapor

edilmistir.

2.2.2 Deltametrinin Akut Toksik Etkileri

Deltametrinin sebep oldugu akut toksik etki, viicuda hangi yolla alindigina ve hangi
¢ozilicide ¢oziindiigline baghdir. Laboratuvar siganlarinda LDsg degeri 30-140 mg/kg
(viicut agirligl) olarak bulunmustur. Minimum toksik doz sadece agizda sulanmaya
sebep olan 10 mg/kg’dir (Poonam ve ark., 2013). Farelere agiz yoluyla sivi yagda ya
da polietilen glikol igerisinde ¢oziinerek verilen deltametrinin LDso degeri 1-34 mg/kg

(viicut agirligl) olarak rapor edilmistir (Zhang ve ark., 1991). Sicanlara ¢ozelti
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icerisinde verildiginde deltametrinin 15.000 mg/kg viicut agirliginda dahi 6liime sebep
olmadig1 rapor edilmistir. Benzer olarak kopeklere verilen 300 mg/kg viicut agirlig
kapsiiller halindeki ve siganlara verilen 800 mg/kg viicut agirligi dermal uygulamalar
seklindeki ve tavsanlara verilen 2000 mg/kg viicut agirligi polietilen glikolde
¢cozlilmis deltametrinin  6liime sebep olmadigr gosterilmistir. Ancak motor
koordinasyonda yavaslamaya, viicutta titremelere, solunum gii¢liigiine, kramplara,
hayvanlarin havale gegirmesine, hiper duyarlilifa ve hiperaktiviteye sebep oldugu
gosterilmistir (IPCS, 1990; Zhang ve ark., 1991; Poonam ve ark., 2013).

2.2.3 Deltametrinin Insanlara Olan Toksik Etkileri
Deltametrinin insanlara olan akut toksik etkisi ile ilgili raporlar, birkag istisna disinda
is sebebiyle deltametrine maruz kalan zirai miicadele iscileriyle yapilan ¢aligmalarla

smirlidir.

Intihara tesebbiis eden 13 yasindaki bir kiz ¢ocugunun 5 g deltametrin igtigi rapor
edilmistir. Cocukta biling kaybi, kramplar, miyosis (gbz bebegi kiigiilmesi) ve
tagikardi gozlenmistir. Hastane ¢ocugun 48 saat icerisinde tiimiiyle iyileserek taburcu
edildigini rapor etmistir (Bhunya ve Pati, 1990; IPCS, 1990). Baska bir olayda 1.75 g
deltametrin icen 23 yasindaki bir sahista hi¢bir norolojik hasar olmadig1 gdzlenmistir

(Barlow ve ark., 2001).

Deltametrin kullanan isgilerin rapor ettikleri sorunlar genelde deride yanma,
uyusukluk ve karincalanma hissi seklindedir. Baska bir raporda ise iscilerin
bacaklarinda, agzinda ve dilinde parestezi (karincalanma hissi) ve ishal rapor
edilmistir. Karincalanma hissi 24 saat siireyle siireklilik gosterirken, 48 saatin sonunda
timiiyle yok oldugu rapor edilmistir (Bhunya ve Pati, 1990; IPCS, 1990; Barlow ve
ark., 2001). Bu raporlara ek olarak Cin’de koruyucu giysi olmadan deltametrin ile
calisan pamuk iscilerinin %90’ 1nin, deri sorunlari, siddetli bas agrisi, yorgunluk,
kusma ve siddetli istah kayb1 yasadigi rapor edilmistir (Ruzo ve ark., 1978; Bhunya ve
Pati, 1990; Hayes ve Laws, 1990).

2.2.4 Deltametrinin Genotoksik Etkileri

In vitro mutajenite testleri (bakteri testleri, Saccharomyces testleri ve insan hiicreleri
testleri) deltametrinin mutajenik etkisi olmadigimi1 gostermektedir. Ancak yapilan in
vivo testlerde EI-Gohary ve ark., (1999) ve Eriksson ve Fredriksson, (1991)
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deltametrinin mikrontikleus olusumuna, kromozom anormalliklerine sebep oldugunu
ve sperm morfolojisinde anormallige sebep oldugunu rapor etmislerdir (Eriksson ve
Fredriksson, 1991; El-Gohary ve ark., 1999). Ancak arastirmacilar, deltametrinin
kuvvetli bir mutajen veya klastojen olmadigi konusunda fikir birligindedirler (Tucker,

1994; Descotes, 2000; Gupta, 2012)

Literatiirde bulunan bu ¢aligmalar deltametrinin insanlar tizerindeki toksisitesinin
yiiksek olmadigina, bu nedenle gilivenli bir pestisit olduguna isaret etmektedir. Bu da

deltametrinin yogun kullanilan bir pestisit olmasina katkida bulunmaktadir.

2.3 Thiakloprid

Thiakloprid, neonikotinoid grubu igerisinde olan ve bitkiyi delerek 6ziinii emen
haserelere kars1 kullanilan sentetik bir insektisittir (Tomizawa ve Casida, 2005). Cok
yaygin olarak kullanilan bu insektisit, genis spektrumludur. Bitkilerin vaskiiler (floem
ve ksilem) dokusu tarafindan emilir ve bitkinin her bdlgesine yayilir. Bu nedenle
bitkiyi delerek 6ziinli emen hagerelere ¢ok cabuk etki gosterir (Maienfisch ve ark.,
2001). Diger nikotin grubu insektisitler gibi bitkinin merkezi sinir sistemini nikotinik
asetil kolin esteraz reseptorlerine baglanarak etkilemektedir. Reseptorlere baglanmasi
hiicre ve dokularda asetil kolin birikmesine ve daha sonra felce sebep olmaktadir
(Zhang ve ark., 2000; Iwasa ve ark., 2004). Nikotin grubu igerisinde olmalarina
ragmen insanlarda nikotin ve tiirevlerinin gosterdigi toksik etkiyi géstermemekte, bu
nedenle yaygin olarak kullanilmaktadir (Tomizawa ve Casida, 2003). Ayrica
haserelerin thiaklopride kars: kros-tolerans gostermedikleri de gozlenmistir. Ornegin
hidrokarbonlu, karbonathi, ve organofosforlu insektisitlere karsi dayanikli olan
hasgereler, thiaklopride dayanikli degildir. Bundan dolayi, bu insektisitler yerine yaygin
olarak kullanilmaktadir (Denholm ve ark., 2002).

Yaygin kullanilmasina sebep olan biitiin bu avantajlara karsin, baliklarda akut
toksisiteye sebep olduklari rapor edilmistir (Tomizawa ve Casida, 2005). Yapilan bazi
arastirmalar thiaklopridin arilar tarafindan hizli bir sekilde metalsize edildigini, bu
nedenle arilara karsi toksik etkisi olmadigini ileri siirmektedir. Ancak subletal dozdaki
thiaklopridinin bile, arilarda yiiksek mortaliteye sebep oldugu gosterilmistir (Vidau ve
ark., 2011). Siganlarda yapilan kisa ve uzun siireli agiz yoluyla tiakloprid alimi, sican

karacigeri ve tiroit bezinde etkilere sebep olmaktadir (Aydin, 2011). Thiakloprid hem
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yalniz hem de deltametrin / thiakloprid karisimi seklinde verildiginde siganlarin lenf
organlarinda ve plazmada antioksidan enzim seviyesinde azalmaya sebep oldugu rapor
edilmistir (Aydm, 2011). Yiiksek nitrik asit myeloperoksidaz enzim aktivitesini
artirmakta, polintiklear 16kositlerde karbonil seviyesini arttirmakta ve lipit
peroksidasyonuna sebep olmaktadir. Bu artig, hiicrelerde peroksinitrit ve hidroksil
radikallerinin olusmasina; bu nedenle oksidatif strese, DNA hasarina ya da apoptosise
sebep olmaktadir (Barthwal ve ark., 1999). Thiakloprid’in DNA da hasarlara sebep
olmasi mutajenik etkisinin arastirilmasi i¢in deneyler yapilmasina neden olmustur. Bu
caligmalar thiaklopridin, Salmonella typhimurium (TA98, TA100, TA1535 ve
TA1537) ya da Escherichia coli (WP2uvrA) iizerinde mutajenik etkisi olmadigini ve
Cin hamstirlarimn HRTP lokusunda mutasyona sebep olmadigini ve farelerde

mikroniikleus olusumuna sebep olmadigini gosterilmistir (WHO, 2006).

Viicut iizerindeki etki mekanizmalarimin oksidatif strese ve DNA hasarina sebep
olmasi nedeniyle, neonikotioid pestisitlerin genotoksik ve karsinojenik etkilerini
arastiran pek ¢ok caligsma vardir (Zhang ve ark., 2000; Feng ve ark., 2005; Karabay ve
Oguz, 2005; Kocaman ve Topaktas, 2007). Ancak thiaklopridin sitotoksik etkilerini
aragtiran yayin sayisi kisithdir. Sekeroglu ve ark., (2011) tarafindan yapilan bir in vivo
arastirmada thiaklopridin mitotik indeksi diislirdiigii ve biniiklear hiicre sayisini ve

kromozom anormalliklerini artirdig1 rapor edilmisdir.

2.3.1 Thiaklopridin Emilimi ve Metabolizmasi

Thiakloprid, sinir sisteminde bulunan postsinaptik reseptorlerden asetil kolin
reseptorlerine baglanarak, liganlarin reseptorlere baglanmasini engellemektedir
(Matsuda ve ark., 2005, 2009). Bu baglanma, geri doniisiimii olmayan bir baglanmadir.
Kaslarmn asir1 derecede stimule olmasi nedeniyle, felce ve daha sonra &liime sebep
olmaktadir (Yamamoto, 1999; Vo ve ark., 2010; Easton ve Goulson, 2013).
Neonikonoid insektisitlerin nikotinden farki, biitiin neonikonoidlerin i¢erdigi ortak bir
ozelliktir; bu insektisitler ya bir nitroimine, nitrometilen, veya siyanoimin
icermektedir. Bu yan gruplar, reseptorlerde bulunan 6zel amino asitlerle baglanti
kurmaktadir. Bu nedenle neonikonoid insektisitler sadece bodceklere toksik etki
yapmakta, diger canlilarda bulunan asetil kolin reseptorlerine baglanmamaktadir
(Tomizawa ve Casida, 2005). Tarimsal olarak neonikotinoidler tohumlara

uygulanmakta, tohum biiyiirken insektisiti bilinyesine almakta ve boylece bitkiyi
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delerek emen boceklere karsi dayamklilik saglamaktadir. Avrupa Birligi Ulkeleri,
2013 yilindan itibaren bazi neonikonoidlerin arilarda koloni gogerten hastaligina sebep
oldugunu ileri siirerek yasaklanmistir (Fischer ve ark., 2014; Williams ve ark., 2015).
Diger arastirmacilarin neonikonoidlerin hedef olmayan omurgasiz organizmalara
toksik oldugunu yayinlamas: iizerine (Pisa ve ark., 2015), yasaklar daha da
sikilagtirllmistir.  Ancak thiaklopridin toksisitesi diisiik oldugu igin yasaklama
getirilmemistir (Iwasa ve ark., 2004). Bir ¢alismada, thiaklopridin sadece baliklara
toksik oldugu iddia edilse de (Schmuck, 2001), Thiaklopridin toksisitesi heniiz tam

olarak anlasilamamustir.

Thiakloprid dogada uzun siireli kalan bir insektisittir. 290 nm {izerindeki 15181 absorbe
etmedigi i¢in, 1518a dayaniklhidir (Pefia ve ark., 2011) ve 151k altinda kimyasal olarak
bozulmaz, yani fotolize karsi dayaniklidir (Gupta ve ark., 2008). Bu nedenle de
¢evrede ¢ok uzun siire bozunmadan Kalabilir (Cernigoj ve ark., 2007). Thiaklopridin
dogadaki yarilanma omrii toprakta 19.1 giin olarak tespit edilmistir (Goulson, 2013).
Bu uzun Omiirlii organizmalarin thiaklopride, uzun siireli diisiik dozlarda maruz
kalmasma sebep olmaktadir. Ancak bu uzun siireli etkinin diisik dozlarda

organizmalarin DNA’sin1 nasil etkiledigi ¢ok 1y1 bir sekilde anlagilamamastir.

2.4 DNA Hasarlan

Hiicrelerin genetik materyali olan DNA, siirekli olarak genotoksik maddelere maruz
kalmaktadir. Bu genotoksik maddelerin bir kismi, aflatoksin, alkilleyici ajanlar,
benzopiren gibi kimyasal veya UV radyasyon ve iyonize radyasyon gibi fiziksel olan
ekzojen etkenlerdir. Ekzojen etkilerin yani sira yanlis eslesmeden dolayr meydana
gelen inversiyonlar ve delesyonlar, deaminasyon ve metilasyon gibi kimyasal
degisiklikler, depiirinasyon ve depirimidinasyon gibi baz kayiplari ve oksidatif hasar
gibi endojen etkenler de vardir (Hoeijmakers, 2001; Friedberg ve ark., 2005). Adi
gecen bu hasarlar, gen diziliminde ya da kromozom yapisinda mutasyon adi verilen
degisiklere sebep olabilirler. Mutasyonlar; bir veya birka¢ bazin sirasinin yer
degistirmesi, kopmasi, ya da zincire yeni bazlarin eklenmesi gibi gen mutasyonlart,
kromozomlarin bir parcasinin kopmasi, duplike olmasi, ya da ters dénmesi gibi
kromozom yap1 mutasyonlari; ya da kromozom sayisinda degisiklige sebep olan

kromozom sayist mutasyonlart seklinde olabilir.
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Mutasyonlar organizmalarda goriilen tiir i¢i ve tiirler aras1 ¢esitliligin ana sebebidir.
Bir mutasyonun canlilar alemindeki ¢esitliligi etkilemesi ancak bu mutasyon bireyin
gametlerinde ortaya ¢ikacak olursa goriilecektir. Eger mutasyon somatik hiicrelerde
goriilecek olursa evrimsel agidan bir 6nemi olmayacak, yalnizca mutasyonun ortaya

ciktig1 hiicreyi etkileyecektir (Friedberg ve ark., 2005).

Hiicrenin genetik materyali olan DNA’nin en 6nemli fonksiyonlarindan birisi, protein
sentezinden sorumlu olmasidir. Proteinlerin yapisi ve fonksiyonunu belirleyen protein
dizilimi bilgisi, DNA dizilimi igerisinde tasinmaktadir. Dolayisiyla DNA’nin
diziliminde olan degisiklikler protein diziliminde ve bunun sonucu olarak da protein

yapisinda degisiklige sebep olmaktadir.

Proteinler, hiicrelerin temel yap1 tagidirlar ve ¢ok ¢esitli biyolojik fonksiyonlari vardir.
Ornegin hormonlar (insiilin, seker metabolizmasinda rolii olan bir hormondur),
transport proteinleri (hemoglobin, oksijen taginmasindan sorumlu olan bir transport
proteinidir), savunma mekanizmasi proteinleri (antibodiler, yilan zehiri vs. savunma
proteinleridir), enzimler (amilaz, lipaz gibi sindirimden sorumlu proteinler), ve DNA
tamir proteinleri (ataksia-telangiectasia mutated = ATM), histon varyant (H2AX DNA
hasar tamirinden sorumludur) bazi 6nemli protein gruplaridir. Eger bu proteinlerin
diziliminde fonksiyonlarini engelleyecek bir degisiklik olursa, genelde bu mutasyonlar
apoptosise sebep olarak hiicrenin Gliimiine yol acarlar. Ancak bu mutasyonlarin,
hiicrenin 6nemli metabolik islevlerine zarar vermesi ve bireyin yasamini tehlikeye
atmast da miimkiindiir. Ornegin hiicre béliinmesinin kontroliinden sorumlu
proteinlerin yapiminda gorevli genlerde ya da DNA hasarinin onarimindan sorumlu
proteinlerin genlerinde goriilen mutasyonlar, kansere sebep olarak bireyin yasamini
tehlikeye atabilir. DNA dizilimindeki bu hatalar spontan ya da eksogenik etkenler
dolayisiyla meydana gelebilir. Hiicreler, her giin pek ¢ok mutasyona sebep olan dis
etkenlere maruz kalmaktadir. Bu nedenle DNA hasarlarinin ¢abucak tamir edilerek
hasar nedeniyle meydana gelen zararinin minimuma indirilmesi ¢ok Onemlidir

(Atamanalp ve Cengiz, 2002).

Hiicrede DNA hasar1t meydana geldiginde, okaryotik hiicreler DNA Hasar Tepkisi
(DHT) ad1 verilen kompleks bir hiicre sinyal transdiiksiyon agin1 harekete gegirirler

(Harper ve Elledge, 2007). Bunlarin baz1 6rnekleri baz eksizyon tamiri (Base Excision
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Repair = BER), yanlis eslenme tamiri (Mismatch Repair = MMR), niikleotid ekzisyon
tamiri (Niikleotid Exicision Repair = NER), homolog rekombinasyon (Homologous
Recombination = HR), ve non-homolog ug eslestirme (Non-Homologous end-Joining
= NHEJ) mekanizmalaridir (Kennedy ve D'Andrea, 2006).

Bu aglarin her biri, farkli ¢esit DNA hasarinin tamirinden sorumludur (Sekil 2.1).
Ormegin BER, kiiciik lezyonlarin tamirinden sorumludur. Genellikle deamine olmus
sitozin bazlari, deamine olmus adenin bazlar1 ve alkillenmis veya oksitlenmis bazlar
BER mekanizmasi ile tamir edilirler. NER tamir ag1, UV radyasyon sonucunda olusan

ve genellikle biiyiik olan lezyonlarin tamirinden sorumludur (Cohn ve Alan, 2008).

NER, genellikle hiicre dongiisiiniin G1 asamasinda gorev alir. MMR, replikasyon
sirasinda goriilen yanlis esleme tamirlerinden sorumludur. Bu genellikle sitozinin
deamine olarak, timin bazina doniismesi sonucu ortaya ¢ikan gecis mutasyonunun
tamirinde ve insersiyon/delesyon dongiilerinin tamirinden sorumludur. HR ve NHEJ
tamir aglar ise, DNA ¢ift zincir kiriklarinin tamirinden sorumludur. Cift kirik hasarlari
radyasyon ve kimyasallar gibi ekzojen ya da reaktif oksijen tiirevleri, replikasyon

catali hatalar1 gibi endojen kaynakli olabilir (Cohn ve Alan, 2008).

Ad1 gegen mutasyonlar icerisinde en tehlikeli olan mutasyon ¢esidi DNA’da goriilen
cift zincir kirilmasi mutasyonlaridir. Bu mutasyonlar, ¢ift zincirli DNA’nin iki
iplik¢iginin de ayn1 anda kirilmasi sonucu meydana gelir. Hiicre igerisinde DNA
hasarlarini tamir eden 6zel DNA tamir mekanizmalar1 vardir. Cift zincir kirilmasi
sonucu meydana gelen DNA hasari, onarimi en zor ve nadir goriilen onarim gesitidir.
Bunun ilk ve en 6nemli sebebi; DNA’nin her iki zinciri de kirildiginda kopan
kromozom pargalarinin tamir mekanizmasi baslamasina firsat bulamadan, fiziksel
olarak birbirinden ayrilmasidir. Kromozom pargalart birbirinden uzakta oldugu i¢in
DNA ligasyonu miimkiin olmamaktadir. Kopan kromozom parcalariin birbirinden
uzak olmasi, bu pargalarin bagka bir kromozomla ligasyona ugramasina ve bu nedenle
translokasyon tipi mutasyonlarin goriilmesine sebep olur. Ikinci bir sebep ise; DNA
kiriginin oldugu bolgede meydana gelen baz siras1 degisiklikleridir. Bu demektir ki;
DNA polimeraz enzimi ya da niikleazlar, DNA’nin uglarini tamir etmeyi bitirmeden
c¢ift kirik onarimina baslamak miimkiin olmayacaktir. Bu nedenle DNA ¢ift zincir

kiriklari, genelde ya proteinlerde sebep oldugu degisiklik nedeniyle hiicre
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metabolizmasinda degisiklige, ya apoptosis araciligi ile hiicre 6liimiine (Rich ve ark.,
2000) ya da hiicre boliinmesindeki kontrol ortadan kalktig1 i¢in kansere neden olurlar

(Lengauer ve ark., 1998; van Gent ve ark., 2001; Khanna ve Jackson, 2001).

Sekilde 2.1°de goriildiigli gibi DNA’da ¢ift kirik oldugunda ilk olarak DNA c¢ift kirik
(DSB) hasar tespit proteinleri bu kirig1 tantyarak sinyal iletim proteinlerini harekete
gecirirler. Bu proteinler, ¢esitli kinaz sinyal iletisim proteinlerini aktive ederler. Kinaz
sinyal proteinleri, sinyali hem amplifikasyon hem de diferensiyasyon yoluyla diger
hiicre birimlerine iletirler. Bu iletisim, hiicrenin DSB hasarina verecegi tepkiyi belirler
(Sekil 2.1). DSB’nin hiicreye verdigi zararin 6lgiisii ve hatta hiicre 6liimiine bile sebep
olabilecegi g6z Oniine alindiginda, hiicre tepki sistemlerinin normal kosullarda
hiicrede inaktif tutulmasi ve bir hasar oldugunda c¢ok hizli, hassas ve segici olarak

harekete gecirilmesi gerektigi goriiliir.

DNA ¢ift kiriklarina gosterilen tepkilerden birisi, DNA hasar tamir proteinlerinin
aktive edilmesidir. Bu durumda tamir proteinleri hasar bdlgesine gelerek tamir
islemini baslatirlar. (Sekil 2.2). Boliinme sathasinda olan hiicrelerde DSB tamirinin ilk
asamas1 hiicre dongiisiiniin yavaslatilmasidir. Hiicrenin G1’den S fazina girisi
engellenir, eger hiicre S fazindaysa bu faz icerisindeki ilerlemeler yavaslatilir. Bu
yavaslama, DNA polimeraz replikasyonu bagslatmadan o6nce DNA tamirinin
tamamlanmast i¢in hiicreye zaman kazandirir. Eger hasar G2 fazinda goriiliirse,
hiicrenin mitoz boliinme fazlarina girmesi engellenir. Bu durumda, sitokinez oncesi
goriilen kromozom segregasyonunda olacak hatalar 6nlenmis olur (Zhou ve Elledge,

2000; Khanna ve Jackson, 2001; Bartek ve ark., 2001).
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2.5 Pestisitlerin Genotoksik Etkileri

Heterojen gruplu kimyasal pestisitler, cagimizda en yaygin kullanilan kimyasallardan
birisidir. Hasereler, yabani otlar gibi istenilmeyen organizmalarin oldiiriilmesi ve
uzaklagtirllmas1 i¢in kullanilirlar (WHO, 2016). Sadece Amerika Birlesik
Devletleri’nde toplam olarak 1 140 organik ve inorganik kimyasal, pestisitin aktif
maddesi olarak kullanilmaktadir (EPA, 2016). Diinya ¢apinda diisiiniildiigli zaman bu
sayimin daha c¢ok artacagi agikca ortadir. Kimyasal yonden ¢ok ¢esitlilik gosterdikleri
icin pestisitlerin kendilerine maruz kalan organizmalara kars1 da ¢ok cesitli etkiler

gosterecekleri kesindir. Bazi rapor edilen zararl etkiler;

Parkinson hastalig1 gibi norolojik hastaliklar1 (Sanders ve ark., 2017),

Astim gibi solunum yollar1 hastaliklarini (Phua ve ark., 2009),

Seker hastalig1 ve obezlik gibi metabolik hastaliklar1 (Everett ve ark., 2018),
Gelisim bozukluklarini (Hoy ve ark., 2015),

Losemi gibi ¢ocuk kanserlerini (Ma ve ark., 2002; Belson ve ark., 2007),
Konjenital kalp bozuklugunu (Carmichael ve ark., 2014),

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

VV V V YV V VYV

Otizm spektrum hastaliklarini (Autism Spectrum Disorders = ASD) (Keil ve ark.,
2014) kapsamaktadir.

Bu hastaliklara ek olarak pestisitlerin genotoksik etkileri, toksikolojik (Gonzalez-Mille
ve ark., 2010) ve epidomiyolojik olarak gosterilmistir (Gomez-Arroyo ve ark., 2000;
Bolognesi, 2003; Bull ve ark., 2006; Martinez-Valenzuela ve ark., 2009; Bolognesi ve
ark., 2009). Ayrica hayvan modellerinde in vivo olarak yapilan c¢aligmalar
(Dzwonkowska ve Hubner, 1986; Farah ve ark., 2006; Prasad ve ark., 2009; Martinez-
Paz ve ark., 2013) ve in vitro ¢aligmalar (Gonzalez ve ark., 1990; Gémez-Arroyo ve
ark., 1995; Tisch ve ark., 2002; Tisch ve ark., 2005; Undeger ve Basaran, 2005;
Bajpayee ve ark., 2006; Lin ve ark., 2007; Manas ve ark., 2009; Rojas-Garcia ve ark.,
2009; Tiirkez ve Togar, 2011; Koller ve ark., 2012; Alvarez-Moya ve ark., 2014)
kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus testi (MN), kromozom anormallikleri
testi ve DNA kiriklar1 gozlemlenerek gerceklestirilmislerdir. Ayrica bazi ¢alismalar
pestisitlerin sebep oldugu 16semi hastaliginin translokasyonlar sonucu oldugunu
gostermektedir (Alexander ve ark., 2001; Kim ve ark., 2006; LaFiura ve ark., 2007).
Bu translokasyonlarin bir kismi t(4;11), t(8;21), ve t(12;21) olarak gosterilmistir
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(Greaves ve Wiemels, 2003; Pui, ve ark., 2004). Bu tip translokasyonlar genellikle ¢ift
DNA kiriklarmin olugmasi sonucu baslayip, daha sonra c¢ift DNA kirigi tamir
mekanizmalarinin (HR ve NHEJ) dogru islem gérmemesini takiben translokasyon

mutasyonu ile sonuglanmaktadir (Aplan, 2006; Zhang ve Rowley, 2006).

Suarez-Lariosve ark., (2017) yaptiklar1 c¢alismada; glinimiizde yaygin olarak
kullanilan sekiz pestisitin ¢ift DNA kiriklarinin olusmasina sebep olup olmadigini
incelemisler, bunlarin bes tanesinin (Glifosat, Permetrin, Pentaklorofenol, Endosiilfan
lakton ve Paraokson) lenfosit Kkiiltiirlerinde Rad51 proteini oranini artirdigini
gozlemlemislerdir. Bu protein, homolog rekombinasyon tamirinde rol alan bir
proteindir. Ayrica NHEJ mekanizmasinda rol alan p-Ku80 proteinin de arttigin

gozlemlemislerdir (Suarez-Larios ve ark., 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Kullanilan Aletler

3.1.1 Biyogiivenlik Kabini

Hiicre kiiltiirlerinin ekimi ve test soliisyonlarinin hazirlanmasi1 kontaminasyonu
engellemek ic¢in biyogiivenlik kabini igerisinde steril bir ortamda yapilmustir.
Laboratuvarimizda ESCO Class II biyogiivenlik kabini kullanilmaktadir.
Biyogiivenlik kabini deneylere baglamadan dnce ilk olarak 30 dakika siireyle UV 1s1nla
daha sonra %70’lik etanol ile sterilize edilmistir. Deneyler bittikten sonra kabin
%70’lik etanol ile silinmis ve daha sonra 30 dakika siireyle UV 1sinla sterilize

edilmistir.

3.1.2 Karbondioksit (CO2)’li inkiibator

Hiicrelerin ¢ogaltilmast ve kiiltiirlin devam ettirilmesi igin CO2’li inkiibator
kullanilmistir. CO2’li inkiibator; hiicreleri optimum sicaklik, nem ve pH altinda
tutmaktadir. Yapilan ¢aligmalar hiicre kiiltiirii mediumunda pH bikarbonat tamponu
kullanarak sabit tutulacak olursa hiicrelerin daha saglikli oldugunu gostermistir. Bu
tampon sistemi kandaki tampon sisteminin aynisidir. Hiicrelerdeki asit-baz dengesini
saglamak i¢in inkiibatore CO> verilir. Bu CO», kiiltiir mediumunda bikarbonat ve
hidrojen iyonlarina ayrisacak olan karbonik asiti (H2CO3) olusturur. Caligmalarimizda
Memmert Une 400 model CO; inkiibatorii kullanilmistir. Inkiibatoriin neminin,

igerisinde steril su bulunan bir kabin sayesinde siirekli sabit kalmas1 saglanmigstir.

3.1.3 Hassas Terazi
Kimyasal malzemeler Radwag marka AS 220 R2 model hassas terazi kullanilarak
tartilmistir. Hava akimindan dolay1 ortaya ¢ikacak tartim hatalarini engellemek igin

cam paravanli koruyuculari olan terazi kullanilmistir.

3.1.4 Santrifiij
Hiicre siispansiyonlarindaki hiicreleri ¢oktliirmek amaciyla MPW- marka MPW-351R

model santrifiij kullanilmistir.

3.1.5 Hiicre Sayim Cihaz
Calismalarimizda kullanilan hiicreler, masa {istii Invitrogen Cell Counter marka

MP10227 model hiicre kiiltlir sayimi1 cihazi ile sayilmistir. Standard Tripan Mavisi
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boyama yontemini kullanarak canli, 6lii ve toplam hiicre sayilarini ve hiicre canlilig

oranlarini otomatik olarak belirlemekte ve sayimlarda tutarlilik temin etmektedir.

3.1.6 Mikroskoplar
Calismalarimizda hiicre kiiltlirleri devam ederken, hiicre karakterizasyonu ve

davraniglar1 ile DNA ¢ift kiriklarinin incelenmesi i¢in mikroskoplar kullanilmigtir

3.1.6.1 invert Mikroskop

Leica marka DM IL LED model mikroskop kiiltiir kaplarinin, ¢ok kuyucuklu
plakalarin ve bdlmeli lamlarin incelenmesinde kullanilmistir. Invert mikroskop goz
mercegi 10X, objektif mercekleriyse 10X, 20Xve 40X biiylitme 6zelligine sahiptirler.
Bu mikroskopla yapilan hiicre 6zelliklerinin ve kiiltiirin izlenmesinde hiicreler 100—

400 kat oraninda biiyiitiilerek izlenmistir.

3.1.6.2 Floresan Filtreli Isik Mikroskobu

Floresan filtreli 151k mikroskopu, ko-lokalizasyon testlerinde kullanilmistir. Ko-
lokalizasyon testinin amaci, DNA ¢ift zincir kirtlmalarinin gézlenmesidir. DNA’nin
yapisinda bulunan bir histon protein olan H2AX ve DNA’nin iki zincirinde birlikte
kirilma hasar1 oldugu zaman, kirik {izerine gelen 53BP1 proteininin gézlenmesi igin
kullanilmistir. Bu proteinleri isaretlemek icin, Alexa Fluor 488 ve Alexa fluor 555
immiinofloresan boya kullanilmistir. Bu boyalar sadece floresan filtrelerle
goriinebilmektedir. Leica marka DM2500 model floresan mikroskop, DNA lezyonu

odaklariin goriintiilenmesi ve sayimi i¢in kullanilmagtir.

3.1.7 Mikroplaka Eliza Okuyucu

Kullanilan kimyasallarin sitotoksik etkileri, hiicre canlilig1 oranini1 lgen MTT testi ile
belirlenmigtir. MTT testi, metabolik aktivite temelli bir hiicre proliferasyon
(Hiicrelerin ¢ogalmasi) testidir. 96-kuyucuklu plakalarda firetilen hiicrelerin
prolifersayonu, BioTek marka EIx800 model mikroplaka okuyucusu da absorbans

degerleri Olciilerek degerlendirilmistir.

3.1.8 Vorteks Karistirici
Insektisit soliisyonlar1 uygulama o6ncesinde Stuart marka SA8 model Vorteks

karistiric1 kullanilarak, dairesel salinimli hareketlerle homojenize edilmisidir.
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3.1.9 Su Banyosu

Soliisyonlar uygulama 6ncesi Daihan marka WB22 ve JSR JSWB model su banyolar1
igerisinde 1sitilarak optimum sicakliga getirilmistir. Kontaminasyonu 6nlemek i¢in su
banyosunun suyu diizenli olarak haftada bir degistirilmis ve igerisine fungus liremesini

engelleyici kimyasal Clear Bath eklenmistir.

3.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler
3.2.1 Insektisitler
Calismalarimizda  insektisitlerin ~ etken maddeleri  (Deltametrin-Thiakloprid)

kullanilmustir.

3.2.1.1 Deltametrin (SIGMA)

Kimyasal Adi: [S]-alphacyano-3-phenoxybenzyl-[IR]-cis-3-[2,2-
dibromovinyl]-2,2-dimethylcyclopropane carboxylate

Ticari Adi: Agmetrin, Atacis, B-Katrina, Caracole, Cislin, Crackdown,
Decan, Decis, Dedare, Dekagard, Delete, Delpaz, Delphine,
Delta, Deltabiol, Deltagurcis, Deltasis, Deltharin, Deltis,
Demond, Depar, Derris, Desarj, Global Fixmethrin,
Grandthrin, Impamethrin, Keshet, Kulderin, Lenadectina,
Nikriz, Serdesiz, Topraxdel, Parole, Patriot, Zodiac.

Ampirik Formulu:  C2H19BroNO3

Molekiil Agirhgr: 505.206 g/mol

Erime noktasi: 98 °C (208 °F; 371 K)
Buhar basincr: 9.3x10" mm Hg (25 °C)
Coziiniirliik: Suda ¢6ziinmez (20 °C)
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Sekil 3.1 Deltametrin (a) Iki Boyutlu A¢ik Formiilii ve (b) Top—Cubuk Formiilii

3.2.1.2 Thiakloprid (SIGMA)

Kimyasal Adi: [3-[(6-chloro-3-pyridinyl)methyl]-2-thiazolidinylidene]
cyanamide
Ticari Adi: Bariard, Biscaya, Calypso.

Ampirik Formulu:  C1oHeCIN4S
Molekiil Agirhgr: 252.72296 g/mol

Erime noktasi: 136 °C (277 °F; 409 K)
Buhar basinci: 6.0 x 10-12 mm Hg (20 °C)
Coziiniirliik: Suda 185 mg/L at (2 °C)

\

= q — &}‘yv‘

Sekil 3.2 Thiakloprid (a) Iki Boyutlu A¢ik Formiilii ve (b) Top—Cubuk Formiilii
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3.2.1.3 Dimetil Siilfoksit (DMSO) (MERCK)

Polar bir ¢6ziici olan DMSO, deltametrin ve thiaklopridinin  farkl
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ¢oziicii olarak kullanilmastir.
Ayni zamanda kontrol gruplart da dozlarin uygulandigi gruplarda kullanilan
konsantrasyondaki DMSO ile muamele edilmistir. Hiicreler uzun siireli saklanacagi
zaman, sivi azot icerisinde dondurularak saklanmaktadir. Sivi azot, hiicreler
igerisindeki sivilarin donmasina sebep oldugu i¢in donma noktasimi diisiirecek
soguktan  koruyucu  (kryoprotektif)  ajanlar  eklenmesi  gerekmektedir.

Caligmalarimizda DMSO ayn1 zamanda kryoprotektif ajan olarak kullanilmistir.

3.2.1.4 Kiiltiir Ortam

Deneylerimizde BEAS-2B hiicre hatt1 kullanilmigtir. Hiicreleri biiylitmek, ¢ogaltmak,
dondurarak saklamak gibi kiiltiir uygulamalarinda ve insektisit uygulamalarinda serum
icermeyen ve gentamisin ilave edilmis ticari LHC-8 besi yeri kullanilmigtir (GIBCO).
LHC-8 besiyeri (Laboratory of Human Carcinogenesis) LHC basal (serumsuz)
besiyeri; 0.08 mM kalsium, 1 mM L-glutamin, oligo elementler, 5 pg/ml insulin, 10
pg/ml transferin, 20 nM hidrokortizon, 5 ng/ml epidermal biiyiime faktori, 0.5 uM
fosfoetanolamin, 0.5 uM etanolamin, 10 nM triiodotayronin, ve sigir hipofiz ekstrati
icermektedir. Bu besiyeri igerisine kontaminasyonu engellemek i¢in 50 pg/ml

gentamisin eklenmistir.

3.2.1.5 Attachment (Baglant1) Faktor (AF) (GIBCO)

Attachment ya da Baglant1 faktorii (AF) kollajen proteini igeren ve hiicrelerin kiiltiir
kabi igerisinde ince bir tabaka olarak biiylimesini saglayan bir dig matris maddesidir.
Ayn1 zamanda hiicre ¢ogalmasina ve hiicrelerin kendilerine 6zgii olan morfoloji ve
fonksiyonlarini korumasina yardimci olur. Deneylerde hiicre biiylimesi igin

kullanilacak olan tiim kaplar deney 6ncesi AF ile yikanmuigtir.

3.2.1.6 Ultra Saline (LONZA)

Pasajlamar1 yapilmadan once ve besiyeri uzaklastirildiktan hemen sonra hiicreler
yikama soliisyonu olan ultra salin ile yitkanmigtir. Ultra salin, kalsiyum ve magnezyum
icermeyen fosfat tampon tuzlu suyudur. Hiicre yiizeyinden besiyeri i¢erisinde bulunan

biitlin kimyasallarin uzaklastirilmasini saglamaktadir.
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3.2.1.7 Tripsin-EDTA (LONZA)

Hiicre pasajlanmas: ve insektisit uygulamasi sirasinda hasati yapilacak hiicrelerin
kiiltiir kabindan ayrilmalarini saglamak igin, hiicreler Tripsin-EDTA ile muamele
edilmistir. Bir serin proteaz enzimi olan tripsin; hiicrelerin kiiltiir kabiyla yaptiklari
protein baglarini, lizin ve arjinin aminoasitlerinin oldugu bolgelerden yikar. Tripsin
igerisinde bulunan etilendiamintetraasetik asid [(C10H1sN20g) EDTA], hiicre kabi
igerisinde bulunan kalsiyum ve magnezyum iyonlarini1 ortamdan uzaklastirarak ortami

ndtral hale getirir ve tripsinin daha etkili bir sekilde peptid baglarin1 yikmasini saglar.

3.2.1.8 Tripsin Notralize Soliisyonu (TNS) (LONZA)
Pasajlama bittigi zaman besiyeri igerisinde tripsinin istenmeyen aktivitesini
engellemek i¢cin TNS kullanilmaktadir. Bu inhibitor %0.05 serpin (Tripsin inhibitorii)

ve %0.1 s1gir serum albiimiinii igerir.

3.2.1.9 Kosmik Kalf Serumu (LONZA)

Uzun siireler saklanacak olan kiiltliriin donma sonrasi soktan korunma ve hayatta
kalma sansmin artirilmasina yardimci olmak igin kosmik kalf serumu kullaniimstir.
Kosmik kalf serumu, standart kalf serumunun demir ve patentli biiyiime hormonu
karisimi ile karistirilmasi sonucu elde edilmis yiiksek kaliteli bir serumdur. Hiicre

kiiltiirleri i¢in kullanilan genis spektrumlu bir serumdur.

3.2.1.10 Siv1 Azot (LN)
Uzun siireli saklanacak hiicreler, sivi azot i¢inde dondurularak saklanir. Hiicreler sivi
azotun buhar fazinda donmaya dayanikli (kriyojenik) tiipler igerisinde kosmic kalf

serum ve DMSO karisiminda tutulmustur.

3.2.1.11 Metanol (SIGMA)
Klonojenik testte ¢ogalan hiicre kolonileri boyanmadan o6nce %75’lik methanol
[CH30H] kullanilarak hiicre kiiltiiri kabinda tespit edilmistir.

3.2.1.12 Kristal Viyole (SIGMA)
Tek hiicreden biiyiiyen kolonilerin sinirlarini tespit etmek i¢in formaldehit igerisinde

¢oziinmiis olan kristal viyole [C2sN3sH30Cl1] boyasi kullanilmistir.
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3.2.1.13 Trypan Mavisi (GIBCO)
Hiicre kiiltiirii pasajlarinda ve uygulama gruplarinin hazirlanmasinda hiicre sayilarinin
belirlenmesi ve hiicre canliligmin olgiilmesi amaciyla hiicreler trypan mavisi

[C34H28N6014S4] ile boyanmustir.

3.2.1.14 Phosphate Buffered Saline (PBS) (GIBCO)
Hiicreler ko-lokalizasyon testinde kullanilmadan 6nce pH’yr (pH 7.4) ve hiicre
ozmalaritesini sabit tutmak i¢in, Ca?* ve Mg?" iyonlarini igeren steril PBS tamponuyla

yikanmistir.

3.2.1.15 Paraformaldehit Soliisyonu (CHEMCRUZ)
Ko-lokalizasyon testinde kullanilan hiicrelerin sabitlestirilmesi i¢in paraformaldehit

[OH(CH20)nH; (n=8-100)] soliisyonu kullanilmustir.

3.2.1.16 Octylphenol Ethoxylate (Triton X-100) (SIGMA)
Ko-lokalizasyon testinde hiicre membranin gecirgenligini artirmak icin triton X-100
[C14H220(C2H40)n; (n=9-10)] kullanilmistr.

3.2.1.17 Sodyum Azide (SIGMA)
Ko-lokalizasyon testinde kullanilan hiicrelerde olabilecek endositozu engellemek i¢in

sodyum azide [NaNz] kullanilmistir.

3.2.1.18 Horse Serum (GIBCO)
Ko-lokalizasyon testinde spesifik olmayan antijen-antikor baglanmasini minimuma

indirmek i¢in kullanilmistir.

3.2.1.19 Bovine Serum Albiimin (CHEMCRUZ)
Ko-lokalizasyon testinde spesifik olmayan antijen-antikor baglanmasint minimuma

indirmek i¢in kullanilmistir.

3.2.1.20 Anti-gamma H2A.X Phospho-Histone (ABCAM)
Ko-lokalizasyon testinde H2AX histon proteinlerinden fosforlanmig olanlarin

belirlemesi i¢in primer antikor olarak kullanilmistir.

3.2.1.21 Anti-53BP1 Antibody (CELL SIGNALING)
Ko-lokalizasyon testinde S53BP1 proteinlerine baglanan primer antikor olarak

kullanilmustir.
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3.2.1.22 Alexa Fluor 488 Goat Anti-rabbit 1IgG (ABCAM)
Ko-lokalizasyon testinde H2AX histon proteinlerinden fosforlanmis olanlarin

belirlemesi i¢in sekonder antikor olarak kullanilmustir.

3.2.1.23 Alexa Fluor 555 Goat Anti-mouse (ABCAM)
Ko-lokalizasyon testinde 53BP1 proteinlerine baglanan sekonder antikor olarak

kullanilmustir.

3.2.1.24 Prolong Gold Antifade Reagent - DAPI
Ko-lokalizasyon testlerinde hiicre ¢ekirdeklerini boyamak ve floresan boyanin 6mriinii

uzatmak i¢in de kullanilmuistir.

3.3 Yontemler

3.3.1 Hiicre Kiiltiirii

flaclar, endiistriyel kimyasallar, pestisitler, gida katki maddeleri gibi kimyasal
maddelerin ve diger gevresel ajanlarin genotoksik etkilerini arastirmak, insan ve
hayvan sagliginin korunmasi i¢in ¢ok onemlidir. Uluslararasi standartlara gore bir
kimyasalin genotoksik etkisini aragtirmak ig¢in, seri deneyler uygulanmasi
gerekmektedir. Bu deneyler dnce in vitro olarak baslamakta daha sonra in vivo testler,
in vitro testleri izlemektedir (Corvi ve ark., 2013). Amerika Ulusal Kanser Enstitiisi,
insan hiicre kiiltiirlerinden alinan sonuglarin daha spesifik oldugunu rapor etmistir
(Sayg1, 2003). Insan hiicre kiiltiirleri kullanilarak yapilan deneyler sayesinde 6zellikle
pestisitin hangi hiicresel mekanizmay1 etkileyerek kansere sebep oldugu spesifik
olarak tespit edilebilir. Akciger kanseri ve pestisitlere maruz kalma arasinda kuvvetli
bir korelasyon oldugu, ¢esitli bilim insanlari tarafindan rapor edilmistir (Barthel, 1981;
Alavanja, 2004; Guyton ve ark., 2015; Bonner ve ark., 2017). Bu nedenle
calismamizda American Type Cell Culture’dan (ATCC) temin edilmis olan BEAS-2B
insan bronsiyal epitel hiicre hatt1 kullanilmistir. BEAS-2B hiicreleri, kanser olmayan
bir insandan otopsi sonucu alinmig normal akciger bronsiyal epitel hiicresidir. Yapilan
deneylerde bagisikligi baskilanmis farelerde tiimor olugsmasina neden olmamais, fakat
yar1 kati besi yerinde koloni olusturmustur. BEAS-2B (ATCC® CRL-9609T™)
hiicrelerinin kanserli hiicre olmamasi 6zellikle 6nemlidir. Ciinkii arastirmamiz normal
brons hiicrelerinde  goriilebilecek  genotoksite mekanizmasin1i  agiklamayi

hedeflemektedir.
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BEAS-2B hiicreleri; basal LHC-8 igeren besi yerinde, 37 °C’de, %95 nemde ve %5
CO?’li inkiibatérde tutulmustur. Besi yerleri kiiltiir bakimi sartlarina uygun olarak
haftada iki defa ya da gerekli goriildiikkge degistirilerek hiicrelerin gelisimleri

izlenmistir.

3.3.2 Hiicre Hattinin Coziilmesi

Rutin kiiltiir islemlerine baslayana kadar BEAS-2B hiicreleri, -196 °C siv1 azot
bulunan tankta, sivi azot buhar fazi igerisinde muhafaza edilmistir. Kiiltiir zamani
geldiginde s1v1 azottan alinan cryovial, su banyosunda hafif¢e sallanarak ¢oziilmiis ve
hiicreler uygun miktarda besiyeri igeren kiiltlir flask igerisine konulmus ve flask
fizyolojik pH’nin saglanmasi igin 15 dakika siireyle inkiibatore konulmustur. Bu siire
sonunda, serumsuz LHC-8 besiyeri igeren flask igerisine aktarilmis ve %5 CO2’li

inkiibatorde, 37 °C’de ve %95 nemli ortamda inkiibe edilmistir.

3.3.3 Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

BEAS-2B hiicreleri serum bulunan besiyeri igerisinde ve tam konfluent duruma
geldiginde skuamoz epitel hiicrelerine farklilastigi i¢in, serumsuz besi yerinde
tutulmus ve tam konfluent hale gelmeden de pasaj yapilmistir. Pasaj yapilacak
hiicrelerin besiyeri vakumla c¢ekildikten sonra, hiicreler iizerine tripsin-EDTA
eklenmis ve bes dakika beklenmistir. Tripsin hiicrelerin flask iizerinde bulunan
proteinlerle olan baglantilarini kirarak hiicreleri ylizeyden kaldirmaktadir. Bekleme
sliresi sonrasinda, flask igerisine esit miktarda tripsinin etkisini nétralize eden soliisyon
(TNS) eklenmistir. Seyreltilmis hiicre siispansiyonu, steril falkon tiipiine alinarak
santrifiij edilmis ve sayim i¢in tekrar 1-2 ml soliisyon icerisinde siispanse edilmistir.
Hiicre siispansiyonunun 10 pl’si esit hacimde tripan mavisi ile karigtirilarak sayim
lamlarina yiiklenmis ve hiicre sayim aletinde mililitre soliisyon igerisindeki hiicre
sayis1 ve canlilik oram tespit edilmistir. Sayim sonrasi hiicre soliisyonu ve besiyeri
yapilacak caligmanin amacina uygun oranda pipetlenerek ekimler yapilmistir. Yeterli
hiicre saglanincaya kadar bu isleme devam edilmistir. Her islemde iiretilen bir miktar

hiicre ise dondurularak saklanmastir.

3.3.4 Hiicre Hattinin Dondurulmasi
In vitro kiiltiir pasajlamasi; hiicre hatlarinda geri déniisiimii olmayan genetik

degisiklige sebep oldugu ig¢in, uzun siire pasajlamada kalan hiicreler baslangic
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hiicrelerinden daha farkli karakterlere sahip olabilir. Bunun engellenmesi ve
deneylerin ayn1 pasaj seviyesinde tekrarinin saglanmasi i¢in, hiicre kiiltiirleri diizenli
olarak kisa ve uzun siireli s1iv1 azotta stoklanmistir. Stoklanma i¢in, bir milyon hiicre
ImI’lik %70 besiyeri, %10 antibiyotik, %10 DMSO ve %10 kozmik kalf serumu
karisimi igeren kriyojenik tiipler igerisine konulmustur. Kriyojenik tiipler; termal soku
engellemek i¢in 8 saat siireyle -80 °C’de tutulmus, daha sonra sivi azot tankina -196

°C’ye transfer edilmistir.

3.3.5 Hiicre Sayimm

Hiicre kiiltiirliyle calisirken, hiicrelerin besin ortamindaki yogunlugunu ve canliligini
belirlemek ¢ok Onemlidir. Bu nedenle hiicre pasajlamalari, hiicre stoklarinin
ayarlanmasi ve deney setleri hiicre siispansiyonlar1 i¢indeki hiicre sayis1 ve canlilik

orani belirlendikten sonra tamamlanmustir.

Hiicreler tripan mavisi [C3sH28NsO14S4] adi verilen negatif yiiklii bir boya ile
boyanmistir. Hiicre zar1 saglikli olan hiicrelerde tripan mavisi, hiicre igerisine giremez.
Cansiz olan hiicreler, boyay1 absorbe ettikleri i¢in, maviye boyanirlar. Hiicreler tripan
mavisi igerisinde uzun siire birakilacak olursa canl hiicrelerde boyay1 absorbe edecegi
i¢in bu testin seri bir sekilde tamamlanmasi gerekir. Bizim deneylerimizde 10 pl hiicre
stispansiyonu, 10 pl %0.4’1liik tripan mavisiyle karistirilmis ve bu karigimm 10 pl’si
hiicre sayim lamma aktarilarak 6l¢iim yapilmistir. Olgiim sonucunda canli hiicre,

cansiz hiicre, toplam hiicre ve hiicre canlilik oranlar1 belirlenmistir.

3.3.6 Klonojenik Test

Deltametrin ve thiakloprid etken maddelerinin uygulama dozlarinin belirlenmesi igin,
Wise ve ark., (2004) tarafindan gelistirilen klonojenik test uygulanmistir. Soliisyon
hazirlanmasinda ticari formiilasyona en yakin karigimi olusturmak igin ticari
formiilasyonlarda bulunan 1:7,5 (Deltametrin + Thiakloprid) molar degisim orani

kullanilmastir.

Deltametrin ve thiakloprid stoklari, %20 DMSO igeren besi yerinde hazirlanmistir.
Tiim uygulamalarda besi yerinde DMSO orani %2 ’nin altinda tutulmustur. Uygulama
dozlari, seyreltme ile mM olarak ayr1 ayr1 ayarlanmis ve hiicreler bu

konsantrasyonlarda hazirlanan etken maddeler ile muamele edilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1 Klonijenik Testte Uygulanan Deltametrin / Thiakloprid Uygulama Dozlar

Ticari Formilasyon Deltametrin (1X) Thiakloprid (7.5X)
1. DOZ 0.001 mM 0.016 mM
2.DOZ 0.002 mM 0.033 mM
3.D0OZz 0.005 mM 0.083 mM
4.DOZ 0.011 mM 0.166 mM
5.DOZ 0.016 mM 0.250 mM
6. DOZ 0.022 mM 0.333 mM
7.DOZ 0.027 mM 0.416 mM
8. DOZ 0.055 mM 0.833 mM
9. DOZ 0.111 mM 1.666 mM
10. DOZ 0.166 mM 2.500 mM

Uygulamalar i¢in alt1 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda kuyucuk basina 12.5x10* hiicre
konularak, 24 ve 120 saat siireyle hiicreler insektisit karigimina maruz birakilmistir.
Uygulama siiresi sonunda hiicreler tripsin ile kuyucuklardan c¢ikarilmistir. Hiicre
siispansiyonu igerisindeki hiicre sayis1 ve canlilik orani1 hesaplanmis ve her bir test
grubu i¢in dort ayri hiicre kiiltiirii kabia, yeniden kiiltiir kab1 basina 5x10° hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir ve hiicre kiiltiiri inkiibatore konulmustur. Her 4-5
giinde bir petrilerdeki besiyeri degistirilerek, koloni olusumu gozlenmis kolonilerin
gelisimine gore deney sonlandirilmistir. Hiicre kiiltiirii kabinda koloniler yeterli
biiyiikliige ulastiginda, besiyeri kiiltiir kabindan vakumla ¢ekilmisidir. Daha sonra
metanol ile tespit edilen hiicreler kristal viyole ile boyanarak kurumaya birakilmistir.
Kuruma sonrasinda koloniler sayilmistir. Deneyler {i¢ kez tekrarlanmis ve sonugclar {i¢
deneyin ortalamasi kullanilarak degerlendirilmistir. Doza bagli hiicre sag kalimi,
deney gruplarindaki hayatta kalan hiicrelerin yilizdesinin kontrol grubuna goére analiz

edilmesi ile hesaplanmustir.

3.3.7 Deney Plam1 ve Gruplari

Deneylerimizde Negatif Kontrol, Pozitif Kontrol, Insektisit Karisim Grubu ve
Iyilesme gruplari (recovery) olmak iizere dort grup kullanilmistir. Biitiin gruplar 24 ve
120 saatlik uygulamalara maruz birakilmis, iyilestirme grubu uygulama sonrasinda
taze besiyerine aktarilmistir. Bu gruplarin igerikleri, kullanim yontemleri ve sebepleri

asagida agiklanmistir:
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3.3.7.1 Negatif (Coziicii) Kontrol Grubu

Negatif Kontrol grubu hicbir etkinin beklenmedigi gruptur. Bu gruptaki hiicreler, %2
DMSO igeren besiyeri igerisinde tutulmustur. DMSO’nun sebep olabilecegi etkilerin
insektisit karigiminin sebep olabilecegi etkilerden ayirt edilmesine yardimei

olmaktadir.

3.3.7.2 Pozitif Kontrol Grubu

Bu grup, 6zellikle ko-lokalizasyon caligmalar1 i¢in kullanilmistir. Pozitif kontrol
grubundaki hiicrelerin besiyerlerine, DNA’da kiriklara sebep olan oksitadif stres ajani
hidrojen peroksit (H202) eklenmistir. DNA tamir etkinliginin arastirildigi kiltiirler
H20. muamelesi sonrasi, iyilestirme gruplart ise 24 saat bekletildikten sonra
hasatlanmistir. Pozitif kontrol gurubundaki hiicrelerin DNA hasarina nasil tepki
gosterdiklerini gézlemlememize ve uygulama grubu ile karsilagtirmamiza yardimci

olmaktadir.

3.3.7.3 Insektisit Karisim Gruplari

Klonojenik test sonuglarindan elde ettigimiz veriler goz Oniine alinarak, ti¢ farkli
deltametrin + thiakloprid konsantrasyonu hazirlanmistir. Bu uygulama gruplarinda
deltametrin + thiakloprid konsantrasyonlari sirastyla 0.011 + 0.160; 0.022 + 0.333;
0.044 + 0.666 mM dozundadir.

Cizelge 3.2 Deltametrin / Thiakloprid 1Cs0’ye Gore Belirlenen Dozlar

Belirlenen Dozlar Deltametrin (mM) Thiakloprid (mM)
1. DOZ 0.011 0.160
2.DOZ 0.022 0.333
3.DOz 0.044 0.666

Insektisit karigimlari, 24 ve 120 saatlik uygulama siirelerinde, farkli zamanlarda MTT
ve ko-lokalizasyon testleri i¢in ayr1 ayr1 uygun kiiltiir kaplarina ilave edilerek inkiibe
edilmistir. Muamele stireleri sonrasinda kiiltlirlerin hasatlar1 yapilmigtir. Bu grubun
amaci, Deltametrin ve thiakloprid karigiminin hiicrelere olan toksisitesinin

belirlenmesidir.

3.3.7.4 Iyilesme (Recovery) Gruplari
Bu grup, inseksite maruz kalan hiicrelerin, insektisitin sebep oldugu hasara molekiiler

seviyede nasil tepki gosterdigini anlamak i¢in kullanilmistir. Deney dozlarinin 24 ve
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120 saatlik uygulamalar1 sonrasi, insektisit karisimi igeren besiyerleri uzaklastirilmis,
yerine taze besiyeri konulmustur. Hiicreler, 24 saat siireyle inkiibatdrde taze besiyeri
icerisinde tutulmustur. Iyilesme periyodu sonunda hiicreler ko-lokalizasyon testine

alinmustir.

3.3.8 MTT Testi

3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) bir tetrazolyum
tuzudur. Heterosiklik bir yapisi olan organik bir bilesiktir (Altman, 1976). MTT
tuzlari, elektron alarak indirgendiklerinde formazan denilen bir yapiya doniisiirken;
renkleri de saridan mora degismektedir. Tetrazolyum halkasinin kirilmasi ve
indirgenmesi, sadece aktif mitokondri tarafindan yapilabilmektedir. Bu nedenle bir
hiicre kiiltiirii, MTT ile muamele edildiginde renk reaksiyonu yalnizca canli hiicrelerde
gozlenir ve 6lii hiicreler tetrazolyum bilesiklerini indirgeme yeteneklerini kaybettikleri

icin herhangi bir renk degisimine ugramazlar (Mossman, 1983; Riss ve Moravec,
2004).

Deneylerimizde hiicre canlilifi ylizdesi MTT testi kullanilarak yapilmistir. PBS
tamponu (pH=7) igerisinde %5’lik MTT soliisyonu hazirlanmistir. Cozelti 1518a
duyarli oldugu icin -4 °C’de karanlikta saklanmustir. Insektisite maruz birakilan
hiicrelerin kuyucuklarina 20 ul MTT ¢ozeltisi eklenmis ve kiiltiir kaplar1 (hiicre
kiiltiiri) inkiibatdr icerisinde dort saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda MTT iceren besiyeri kuyucuklardan uzaklastirilmistir. Kuyucuklar
igerisinde olusan formazon kristallerine, karanlik ortamda, hazirlanan DMSO besiyeri
karigitmindan eklenmis ve al-ver yapilarak iyice karismasi saglanmistir. 37 °C’de
inkiibatorde 15 dakika bekletilmistir. Olusan rengin siddeti 570 nm referans dalga
boyu alinarak Ol¢iilmiistiir. Absorbans degerlerinin ortalamalari alinmis ve blank
(sadece Dbesiyeri absorbans degeri) c¢ikarilarak degerlerin normalizasyonu

gerceklestirilmistir.

3.3.9 Ko-Lokalizasyon Testi

DNA c¢ift zincir kiriklari, hiicreler i¢in en tehlikeli hasarlardan birisidir. Bu hasar tamir
edilmezse hiicre oliim tehlikesiyle karsi karsiya kalir. DNA ¢ift zincir kiriklarinin
tamirinde gorev alan iki protein, YH2AX (Histon 2A protein ailesinin bir iiyesi) ve

53BP1, p53 proteinine baglanan ve DNA’da ¢ift zincir kirig1 oldugunda ¢ekirdekteki
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hasar bolgesine giden proteinlerdir. Hasar bolgesinde YH2AX ve 53BP1 bir araya
gelerek odaklar olusturmaktadir. Bu iki proteinin DNA ¢evresinde ko-lokalize olarak
olusturduklar1 odaklar, floresan boya igeren antikorlarla gozlemlenebilir. Xie ve ark.,
(2005) bu prensibi kullanarak DNA ¢ift kirik hasarlarinin tespitini spesifik olarak
belirleyebilen YH2AX ve 53BP1 ko-lokalizasyon testini gelistirmislerdir.

Satict firmanin tavsiyesi goz Oniine alinarak y-H2AX antikoru, 1/500 ve 1/1000
oranlarinda  seyreltmeler yapilarak deneylerde kullamilmistir.  Ancak bu
konsantrasyonlarla hazirlanan prepatlarda arka planda yogun kirmizi sinyal sebebiyle
hiicreler ayirt edilememistir. Bu nedenle seri sulandirma yapilarak daha diisiik
konsantrasyonlar (1/2000, 1/3000, 1/4000 ve 1/5000) denenmistir. Denemeler
sonucunda en iyi goriintii ve sinyallerin alindigi konsantrasyon, 1/5000 olarak

belirlenmis ve bu konsantrasyonun deneyler i¢in kullanilmasina karar verilmistir.

Ayni sekilde yesil sinyal veren 53BP1 floresans boyamasi i¢in kullanilan antikor satici
firmanim 6nerdigi sekilde 1/500 oraninda kullanilmistir. Ancak bu sefer ¢ok zayif
sinyaller elde edilmistir. Bu sebeple bir seri konsantrasyon (1/400, 1/300 ve 1/200)
hazirlanmis ve denemeler gerceklestirilmistir. Bu denemeler sonunda 53BP1 i¢in

deney konsantrasyonu, 1/250 olarak belirlenmistir. (Cizelge 3.3)

Cizelge 3.3 Ko-Lokalizasyon Antikor Dozlariin Belirlenmesi

. Onerilen Denene Karar Verilen
Antikorlar
Konsantrasyon Konsantrasyonlar Konsantrasyon
1/2000
1/500
1/3000
YH2AX 1/5000
1/4000
1/1000
1/5000
1/400
53BP1 1/500 1/300 1/250
1/200

Uygulama calismalarinda BEAS-2B hiicreleri, belirlenen dozlarda insektisit karigimi
ile 24 ve 120 saat siireyle muamele edilmistir. Muamele edilen hiicrelerden iyilesme
(recovery) grubu, uygulama sonrasi 24 saat insektisit igcermeyen taze besiyeri
aktarilmistir. Muamelesi tamamlanan hiicreler, c¢ekirdekleri uygun floresan 1sima

veren sekonder antikorlarla muamele edilerek boyanmistir (Sekil 3.3). Ardindan
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preparatlar mikroskobik incelemeye alinmistir. Tiim gruplarda hiicre ¢ekirdeklerinin
ve ilgili protein odaklarinin floresan 1simalar1 goriintiilenmistir (Sekil 3.4). Odaklar
analiz edilirken boyut, yap1 ve boya standartlar1 gelistirmistir. Buna gore boyut
acisindan ¢ok biiylik ve kiigiik c¢ekirdekler, iist iiste gelmis c¢ekirdekler ve
fragment/mikroniikleus olusumlar1 sayilmamistir. Yap1 olarak, diizgiin kenarli ve
karakteristik sekilli ¢ekirdekler dahil edilmistir. Floresans boya i¢in, silik ve boya
partikiilii olabilecek ¢ok parlak odaklar dikkate alinmamustir. Standartlara uyan 50

hiicre ¢ekirdegi sayilip, ortalamalar1 alinarak veriler toplanmis ve istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

Sekil 3.3 24 ve 120 Saatlik Antikor Konsantrasyonlarmin Optimizasyon Denemeleri
Diisiik Sinyal (Yesil) Gosteren ve Yogun (Kirmizi1) Boyanmis Cekirdekler

Sekil 3.4 Deltametrin Thiakloprid Karisiminin 120 Saatlik Uygulamasi ile Elde
Edilmis BEAS-2B Hiicreleri
a) DAPI ile Boyanmis Cekirdekler,
b) Cekirdeklerin YH2AX Odaklari
c) 53BP1 Odaklar1
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3.3.10 Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analizler SPSS yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizi yapilan
tim veriler {i¢ tekrarli deney ortalamalar1 alinarak + standart hatalar1 ile birlikte
verilmigtir. Gruplar arasinda farkliliklar Anova tek yonlii varyans analiz metodu ve
Tukey testi ile degerlendirilmis, p<0.05 oldugu durumlar anlamli olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Pestisitler haserelerin yok edilmesi, azaltilmasi veya zararlarinin engellenmesi i¢in
kullanilan kimyasallar ve kimyasal karigimlaridir. Hagereler, bocekler, kemirgenler,
yabani otlar ya da istenilmeyen diger organizmalar olabilir (Ecobichon, 2001). Tarim
ve besin iirlinlerinin hagerelerden korunmasi ve iiretime hasereler tarafindan verilen
zararin azaltilmasi diinya niifusunun beslenebilmesi agisindan ¢ok Onemlidir. Bu
nedenle pestisitler modern ¢agin en Onemli kimyasallarindan birisidir. Ancak
pestisitlerin hasereler tizerindeki etkisi gittik¢ce daha sik goriilen direngli tiirlerin ortaya
¢ikmasi nedeniyle azalmaktadir (Hawkins ve ark., 2018; Lemarié ve Marcoul, 2018;
Skovmand ve Sanogo, 2018). Pestisitlere kars1 olusan direngliligi engellemenin en
etkili yolu direngliligin ortaya ¢ikmasini engellemektir. Bu da uygulama yapilan
haserelerin ilk uygulamada ortadan kaldirilmasi ile miimkiin olur. Etki mekanizmalari
farkli olan iki ya da daha c¢ok pestisiti karigtirarak uygulamak pestisit direncinin
olugmasini engelleyen en 6nemli stratejilerden birisidir. Bu nedenle pestisit karisimlar
tarimda yaygin olarak kullanilmaktadir (Hawkins ve ark., 2018; Lemari¢ ve Marcoul,
2018).

Ideal bir pestisit sadece hedef organizmada olan spesifik bir mekanizmayi etkileyerek
sadece hedef organizmaya zarar vermelidir ve hedef olmayan organizmalara zarari
minimum derecede olmalidir. Ancak pestisitlerin biiylik ¢ogunlugu insanlarda dahil

olmak tizere hedef olmayan organizmalari da etkilemektedir (Zaller ve Bruhl, 2019).

Hedef olmayan organizmalarin pestisitlere maruz kalmasi genelde cesitli yollarla
olmaktadir. Ornegin su kaynaklarmin pestisitlerle kontamine olmasi, besin
zincirindeki biyoakumulasyona, pestisite maruz kalmig tarim {irlinlerinin saglikli bir
sekilde aritilmadan kullanilmasi en siklikla goriilen kiigiikk oranda kontaminasyon
sebepleri igerisindedir. Bunlarin yani sira insanlardaki pestisit kontaminasyonu,
Ozellikle meslekleri nedeniyle pestiside maruz kalan kisilerde, nefes yoluyla, deri
yoluyla veya agiz yoluyla da yiiksek oranda kontaminasyona sebep olmaktadir.
Mesleki maruziyeti olan kisiler, pestisit iiretim fabrika calisanlari, halk saglig
caligsanlari (pestisit uygulamasi yapan isgiler), tarim sektoriidiir (6zellikle ciftgiler). Bu
sektorlerde c¢alisanlar pestisit uygulamasit sirasinda uygun koruyucu kiyafet

giyinmediyse, uygulama aletleri dikkatlice temizlenmediyse, ya da standartlara uygun
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degilse, uygulama sirasinda rlizgar varsa ve pestisit is¢inin iizerine siiriikkleniyorsa
yiiksek doza hatta letal olabilecek toksik doza maruz kalmak miimkiindiir (Forkuoh ve
ark., 2018; Kalliora ve ark., 2018).

Meslegi nedeniyle pestisitlere maruz kalanlar igerisinde tarim sektoriinde ¢alisanlar bu
grubun %75’ini olusturmaktadir. Maruziyeti en ¢ok deri yoluyla daha sonra nefes
yoluyladir. Oral maruziyet nadir olarak goriilmektedir. Genel bir kural olarak oral
yolla alinan pestisitler en toksik, nefes yoluyla alinanlar ikinci derecede toksik ve
dermal yolla alinanlar en az toksik etkiyi gosterirler (Damalas ve Koutroubas, 2016).
Bu nedenle nefes yoluyla maruziyet en toksik olan sik maruziyet kategorisindedir.
Nefes yoluyla alinan maddeler bronsial epitel hiicrelerle temasta olmaktadir. Bu
nedenlerle bu calismada {ilkemizde siklikla kullanilmakta olan deltametrin ve
thiakloprid karisiminin BEAS 2B akciger bronsial hiicreleri {lizerindeki sitotoksik

etkileri arastirilmistir.

Bu amagla deltametrin ve thiakloprid etken maddeleri DMSO igerisinde ¢6ziinmiis ve
daha sonra LHC besi yeri kullanilarak seyreltileri hazirlanmistir. Bu seyreltiler
hazirlanirken deltametrin ve thaicloprid ticari formasyonundaki karisim oranlart (1X
DEL + 7.5X THI) dikkate alinmis ve stok ¢ozeltiler, mM cinsinden hesaplanarak
hazirlanmistir. Deltametrin ve thiakloprid stoklari seyreltme yontemi ile mM

cinsinden ayr1 ayr1 doz serileri elde edilmistir (Cizelge 3.1).

Hazirlanan doz serisi kullanilarak klonojenik testle sitotoksisitenin Ol¢timii igin
kullanilacak MTT hiicre canlilig1 testi ve DNA hasari tespitinde kullanilacak olan ko-
lokalizasyon testinde yer alacak dozlar belirlenmistir. Bu dozlar Cizelge 3.2°de liste
olarak verilmistir. Bu deneylerden elde edilen veriler grafik ve tablo seklinde asagida
sunulmus ve istatistiksel analizler kullanilarak yapilan degerlendirmelerle birlikte bu

veriler yorumlanmustir.

4.1 Klonojenik Test Sonuglari (ICso’nin ve Deney Dozlarimin Belirlenmesi)

Deneylerde kullanilacak insektisit dozlar1 farkli konsantrasyonlardaki deltametrin
(0.001-0.166 mM arasinda 10 doz) ve thiakloprid (0.016-2.5 mM arasinda 10 doz)
karigimlarma 24 ve 120 saat maruz birakilmis olan BEAS-2B hiicrelerinin hiicre

sagkalim verileri goz Oniine alinarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1).
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Uygulama gruplarinin hiicre sagkalim yiizdesi kontrol grubuna gore analiz edilmistir.

Insektisit konsantrasyonlarmin logaritmik ifadesi ve hiicre sagkalim yiizdesi

kullanarak hazirlanan grafik ile insektisit karigiminin 1Cso degeri saptanmistir.

Insektisit karigtminm konsantrasyonlarma bagli hiicre sagkalim verileri (Cizelge 4.1),

deney gruplarindaki canli hiicre sayisinin, kontrol grubuna orani analiz edilerek

belirlenmistir.

Deney Grubu 1
Deltametrin 0.001 mM

Thiakloprid 0.016 mIM

Deney Grubu 7

Deltametrin 0.027 mM

Thiakloprid 0.416 mI
Deney Grubu 9
Deltametrin 0.111 mM
Thiakloprid 1.66 mNV

Deney Grubu 3
Deltametrin 0.005 mM

Thiakloprid 0.083 mM

Deney Grubu 5
Deltametrin 0.016 mM

Thiakloprid 0.25 mM

KONTROL GRUBU

Deney Grubu 2
Deltametrin 0.002 mM

Thiakloprid 0.033 mDV

Deney Grubu 4
Deltametrin 0.011 mM

Thiakloprid 0.166 mM

Deney Grubu 6
Deltametrin 0.022 mM&

Thiakloprid 0.333 mM

Deney Grubu 8
Deltametrin 0.055 mM

Thiakloprid 0.833 mDM

Deney Grubu 10
Deltametrin 0.06 mM
Thiakloprid 2.5 mM

Sekil 4.1 Insektisit Karisimi ile 120 Saat Muamele Edilen BEAS-2B Hiicreleri ile

Yapilan Klonojenik Test



Deneyler ii¢ kez tekrarlanmis ve ii¢ deneyin ortalamalar1 alinmistir. Insektisit karisim
konsantrasyonlarinin 24 ve 120 saatlik maruziyetleri sonucu elde edilen hiicre
sagkalim degerleri ve 1Cso degerinin hesaplanmasi amaciyla konsantrasyonlarin
logaritmik ifadesi Cizelge 4.1°de, klonojenik testin koloni olusum resimleri Sekil 4.1

ve sonuclart Sekil 4.2 ve 4.3teki grafiklerde gosterilmistir.

BEAS-2B hiicrelerinin koloni olusturma yetenekleri ve insektisit konsantrasyonu
arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Agarda olusan koloni sayisi insektisit

konsantrasyonu arttik¢a azalmstir.

Cizelge 4.1 24 ve 120 Saatlik Klonojenik Test Sonuglari

Konsantrasyonlar

(mM) 24 saatlik maruziyetleri sonucu 120 saatlik maruziyetleri sonucu
DELT THI Konsantrasyon Hiicre Sagkalim (%) Konsantrasyon Hiicre Sagkalimi (%)
(Log) + SE (Log) + SE
- - 0.00 100.00 0.00 100.00
0.001  0.016 -0.28 92.49+3.26 -0.28 78.66+3.26
0.002  0.033 0.03 86.78+1.86 0.03 71.73+4.09
0.005  0.083 0.42 81.54+2.06 0.42 66.09+6.06
0.011  0.166 0.73 77.60+1.30 0.73 61.8+3.82
0.016  0.250 0.90 76.41+1.01 0.90 59.58+2.64
0.022  0.333 1.03 71.50+6.17 1.03 56.99+1.62
0.027  0.416 1.12 62.52+6.69 1.12 54.96+5.00
0.055  0.833 1.43 51.01+4.39 1.43 46.18+8.52
0.111 1.666 1.73 39.92+3.70 1.73 25.01+5.19
0.166  2.500 1.90 16.10+2.86 1.90 10.57+1.17

Deltametrin ve thiakloprid karisiminin toksik etkilerini ve bu karisima maruz kalan
hiicrelerin sagkalim potansiyellerinin belirlenmesi i¢in, BEAS-2B hiicreleri etken
maddelerden hazirlanan farkli konsantrasyondaki insektisit karigimina 24 ve 120 saat
siireyle maruz birakilmistir. Uygulama sonrasi petri kabi i¢inde agar {izerine hiicre
ekimi yapilmis. Hiicreler belirli bir biiyiikliige gelince yapilan koloni sayimi uygulama
siireci ve doz arttikca koloni olusumunun azaldigimi gostermistir. Sayisal degerler
kullanilarak, zamana gore koloni olusumundaki azalmaya bagli olarak hayatta kalan

hiicre miktarindaki degisim, hiicre canlilig1 olarak 6l¢iilmiistiir. Bu degerler daha sonra
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koloni sayilarini yariya indiren ICso degerinin tespit edilmesinde kullanilmistir (Sekil
4.2 ve 4.3).

S
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7 SIAT I~ ¥ #
~ 7760 gt
::: .8 I\
£ \\i
3 N *
7 N
ICso = Deltametrin 0.062 mM + Thiakloprid 0.933 mM N
v N
N\
x \
: \*
- 16.1( \I
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Sekil 4.2 24 Saatlik Uygulama Sonras1 insektisit Karisiminin Konsantrasyonlaria
Gore % Hiicre Sagkaliminin Degisimi
[*] ¢oziicii kontrole gore farklarinin 6nemini ifade eder (p<0.05)
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Sekil 4.3 120 Saatlik Uygulama Sonrasi insektisit Karisimmin Konsantrasyonlaria
Gore % Hiicre Sagkaliminin Degisimi
[*] ¢oziicii kontrole gore farklarinin 6nemini ifade eder (p<0.05)
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Klonojenik test sonuglari 24 saatlik uygulamada hiicre sagkalim yiizdesini hem diigiik
dozlarda, 6rnegin 0.011 mM DEL + 0.166 mM THI, hem ara dozlarda hem de ytiksek
dozlarda, 6rnegin 0.055 mM DEL + 0.833 mM THI insektisit uygulamasinin hiicre
canliligmi onemli (p<0.05) derecede diisiirdiigli gozlenmistir (Sekil 4.2). Ayrica
insektisit karigiminin hiicre sagkalimina etkisinin doza bagli oldugu verilerimizde de
goriilmistiir. Doz arttik¢a hiicre sagkalim ylizdesi diizenli olarak azalmaktadir. 120
saatlik uygulama da benzer sonuglar géstermistir. Hiicre canliligi diisiik dozlarda
azalmistir (p<0.05). Hiicreler yiiksek dozda insektisit karigimiyla muamele
edildiginde, hiicre canliliginin hem kontrole hem de diisik dozlardaki insektisit
uygulamasina gore ¢ok daha azaldig1 gdzlenmistir (p<0.005) (Sekil 4.3). Ornegin, 24
saatlik uygulamada 0.055 mM DEL + 0.833 mM THI, 120 saatlik uygulamada ise
0.027 mM DEL + 0.416 mM THI uygulamasindan baslayarak artan dozlarda hiicre
canlilig1 dramatik bir sekilde azalmistir. Kontrole gore canliligi %50 diistiren dozlarin
logaritmik hesaplama ile 24 saatte 0.062 mM DEL + 0.933 mM THI ve 120 saatte
0.044 mM DEL + 0.666 mM THI oldugu tespit edilmistir. Hiicre kiiltiirtinde yapilan
deneylerde doz belirlemesi ve ICso saptanmasi ¢aligmalarinda akut toksisite degerleri
24 saatlik uygulama sonrasi, kronik toksisite degerleri ise 120 saatlik uygulama
sonrasinda tespit edilmektedir. Verilerimiz kullanilarak ICso degeri hem akut hem de
kronik olarak hesaplanmistir. Ancak MTT testlerinde ve DNA kirik tespiti
deneylerinde kronik etki géz oniine alindig1 i¢in, 120 saatlik test siiresi kullanilarak
hesaplanan kronik I1Cso degeri olan 0.044 mM DEL + 0.666 mM THI deney dozlarinin

belirlenmesinde kullanilmistir.

Bu degerler g6z oniine alindiginda 0.044 mM DEL + 0.666 mM THI konsantrasyonu,
MTT testi ve DNA hasarmin olgiilecegi ko-lokalizasyon testleri i¢in en yiiksek doz
olarak belirlenmistir. Bulgularda bu doz, yiiksek doz olarak anilacaktir. Yiiksek doza
ek olarak ayrica, bir ara ve bir diisiik iki doz daha kullanilmistir. Diisiik doz 0.011 mM
DEL + 0.166 mM THI olarak belirlenmistir ve bulgularimizda diisiik doz olarak
anilacaktir. Ara doz ise 0.022 mM DEL + 0.333 mM THI olarak bulunmustur ve

bulgular boliimiinde ara doz olarak anilacaktir.
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4.2 MTT Testi Sonuclar:

Klonojenik ¢alismalarda tespit edilen hiicre sagkalimi dozlarin1 dogrulamak amaciyla,
MTT testi kullanilarak hiicre canlilig1 belirlenen dozlarda tekrar teyit edilmistir. MTT
testinde sitotoksisite uygulama siiresi sonrasi, kuyucuklarda bulunan canli hiicrelerin
orani belirlenmektedir. Bu amagla 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina besiyeri igerisinde

5x10* insan BEAS-2B hiicresi olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir.

10 11 12

%@O@O@O@O
Sesssssesses

Sekil 4.4 96 Kuyucuklu Kiiltiir Kaplarinda Yapilan Uygulama Plani

I @ m m O O W »

Hiicreler kuyucuklara ti¢ tekrarli olarak ekilmistir. Ekimden sekiz saat sonra protokol
dogrultusunda hazirlanan deltametrin ve thiakloprid doz karigimlart kuyucuklar
igerisine eklenmistir. Hiicreler insektisit karisimlari igerisinde 24 ve 120 saatlik
stireyle 37 °C’de, %5 CO2’li inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. Siirelerin
sonunda, MTT protokolii uyarinca islemler gergeklestirilmis ve mikroplaka okuyucu
ile 570 nm’de absorbanslar1 okunmustur. Okunan absorbans degerlerinin ortalamalari
alinarak, bunlardan blank degeri (sadece besiyerinin absorbans degeri) ¢ikarilip

normalizasyon gerceklestirilmistir (Cizelge 4.2 ve 4.3).

Deneyler {i¢ kez tekrarlanmis, her tekrarda blank, negatif kontrol ve dozlar kullanilarak
Olctimler almmistir. Her iki zaman diliminde alinan sonuglarin ortalamalar

hesaplanmuistir.

44



Cizelge 4.2 24 Saat Uygulamada Insektisit Karisimmin Dozlara gére Hesaplanan
Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyonlar (mM) OD 570 nm « SE _ Veri dogrulama
Deltametrin ~ Thiakloprid (Veri-Blank) = Normalizasyon

- - 0.740+0.10 0.642
0.001 0.016 0.653+0.09 0.555
0.002 0.033 0.830+0.05 0.732
0.005 0.083 0.681+0.01 0.583
0.011 0.166 0.514+0.04 0.416
0.016 0.250 0.485+0.06 0.387
0.022 0.333 0.513+0.11 0.415
0.027 0.416 0.471+0.04 0.373
0.055 0.833 0.420+0.06 0.322
0.111 1.666 0.286+0.01 0.188
0.166 2.500 0.382+0.03 0.284
Blank 0.098+0.02 0.000

Cizelge 4.3 120 Saat Uygulamada Insektisit Karisimmin Dozlarma goére Hesaplanan
Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyonlar (mM) OD 570 nm + SE _ Veri dogrulama

Deltametrin  Thiakloprid (Veri-Blank)=Normalizasyon
- - 0.481+0.03 0.400
0.001 0.016 0.623+0.02 0.542
0.002 0.033 0.574+0.01 0.493
0.005 0.083 0.515+0.08 0.434
0.011 0.166 0.397+0.02 0.316
0.016 0.250 0.434+0.02 0.353
0.022 0.333 0.439+0.02 0.358
0.027 0.416 0.359+0.05 0.278
0.055 0.833 0.207+0.03 0.126
0.111 1.666 0.120+0.02 0.039
0.166 2.500 0.137+0.01 0.056
Blank 0.081x0.02 0.000
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24 ve 120 saatlik uygulama stiresi i¢in hiicre canlilig1 ve sitotoksisite asagidaki formiil

ile hesaplanarak belirlenmis (Cizelge 4.4)

) . Ortalama Dogrulanmis ilagh Kuyucugun Absorbans Degeri
Hiicre Canlilig1 = — — — 0
Ortalama Dogrulanmis Kontrol Kuyucugun Absorbans Degeri

Cizelge 4.4 Insektisit Karisimina Ait Konsantrasyonlari 24 ve 120 Saat Uygulamaya
ait Hiicre Canlilig1 Degerleri

Konsantrasyonlar (mM) 24 saat 120 saat
Deltametrin Thiakloprid Hiicre canlihig (%) Hiicre canlihg (%)
- - 100 100
0.001 0.016 86.45 135.50
0.002 0.033 114.02 123.25
0.005 0.083 90.81 108.50
0.011 0.166 64.80 79.00
0.016 0.250 60.28 88.25
0.022 0.333 64.64 89.50
0.027 0.416 58.10 69.50
0.055 0.833 50.16 31.50
0.111 1.666 29.28 9.75
0.166 2.500 44.24 14.00

24 ve 120 saat uygulama siiresine gore hesaplanan hiicre canliliklari, ortak bir grafikte
ele alinarak karsilastirma yapilmistir (Sekil 4.5). Ayrica sitotoksisite degerleri icin, her

iki uygulama siiresi tek bir grafikle ifade edilmistir (Sekil 4.6).
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Deltamethrin ve Thiacloprid Karisimlari
Sekil 4.5 24 ve 120 Saat Uygulamalarinda Kontrole Gére Hiicre Canlihiimin (%)
Insektisit Karisiminin Konsantrasyonlarina Bagli Degisimi
[*] ¢oziicii kontrole gore farklarinin 6nemini ifade eder (p<0.05)
Ayni klonojenik testte gorildigii gibi, hazirlanan deltametrin ve thiakloprid
karisimlarinin tiim dozlarina uygulanan MTT testinde, 24 ve 120 saatte diisiik ve ara

dozlarda zayif bir sitotoksisite, yliksek dozlarda ise yiiksek bir sitotoksisite oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.6).

Klonojenik testten elde edilen deltametrin ve thiakloprid dozlarinin hiicre canliligina
olan etkisi ile MTT test sonuglarindan elde edilen hiicre canliligi sonuglarinin
karsilagtirilmast yapilmistir. Bu karsilastirma, klonojenik testten elde edilen koloni
olusum degerlerinin gosterdigi doz-cevap eslesmeleriyle birebir oOrtiismedigini
gostermistir. Buna karsin MTT testlerinin kendi i¢indeki zamana ve doza bagh
sitotoksisite degisiminin, klonojenik testin doz ve zamana bagli toksik etki bulgusuyla

uyumlu oldugu gbzlenmistir.
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0,001+ 0,002+ 0,005+ 0,011+ 0,016+ 0,022+ 0,027+ 0,055+ 0,111+ 0,166+
0,016 0,033 0,083 0,166 | 0,250 | 0,333 | 0,416 0,833 1,666 2,500

M24Saat | 1355 -14.02 9.9 | 3520 3972 3536 4190 49.84 7072 5576
M120Saat -35.50 -23.25 -850 | 21.00 1175 10.50 3050 6850 90.25 & 86.00
Deltametrin ve Thiakloprid Karisimlari
Sekil 4.6 24 ve 120 Saatlik Uygulama Sonrasi Elde Edilen Hiicre Canliligi
Verilerinden Hesaplanan Sitotoksisite Degerleri

4.3 Klonojenik Test Sonucu Belirlenen Deney Dozlan ile Yapilan MTT Test
Sonuclari

Klonojenik analiz sonuglari ile belirlenen {i¢ doz kullanilarak, 24 saat (Cizelge 4.5) ve
120 saat siireyle insektisit karisimina maruz birakilan hiicrelerde, insektisit karisiminin
sitotoksik etkisi tespit edilmistir (Cizelge 4.6). MTT testi uygulamalar1 sonucu elde

edilen absorbans degerlerinin normalizasyon islemleri sonrasinda hiicre canliliklari

yiizde (%) olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.5 24 Saat Uygulama Sonras1 Hesaplanan Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyonlar (mM) Veri dogrulama

OD 570 nm = SE . -
Deltametrin  Thiakloprid (Veri-Blank) = Normalizasyon

- - 0.546+0.04 0.469
0.011 0.166 0.387+0.04 0.310
0.022 0.333 0.344+0.02 0.267
0.044 0.666 0.312+0.04 0.235

Blank 0.077+0.04 0.000
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Cizelge 4.6 120 Saat Uygulama Sonrasi Hesaplanan Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyonlar (mM) Veri dogrulama

OD 570 nm = SE

Deltametrin  Thiakloprid (Veri-Blank) = Normalizasyon
- - 0.644+0.03 0.585
0.011 0.166 0.313+0.11 0.254
0.022 0.333 0.296+0.07 0.237
0.044 0.666 0.180+0.05 0.121
Blank 0.059+0.02 0.000

Cizelge 4.7 24 ve 120 Saatlik Uygulamalardaki Hiicre Canlilig1 Degerleri

Konsantrasyonlar (mM) Hiicre Canlihgi (%)

Deltametrin  Thiakloprid 24 saat 120 saat
0.011 0.166 66.10 43.42
0.022 0.333 56.93 40.51
0.044 0.666 50.11 20.68

Cizelge 4.5, 4.6 ve 4.7°de belirtilen veriler kullanilarak, deltametrin ve thiakloprid

karigimlarinin hiicre canliliklarina etkileri, 24 ve 120 saatlik uygulamalar i¢in ayr1 ayri

grafiklenmistir (Sekil 4.7 ve 4.8).

*
*
*

Kontrol 0.011+0.166 0.022+0.,333 0.044+0.666

100

1(%)

80

-
=

60

40

Hiicre Canlili

Deltametrin ve Thiakloprid Konsantrasyonlar: (mM)
Sekil 4.7 Kontrole Gére Hiicre Canliligmin Insektisit Konsantrasyonlarma Bagl
Degisimi (24 Saat)
[*] ¢oziicii kontrole gore farklarinin 6nemini ifade eder (p<0.05)
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Deltametrin ve Thiakloprid Konsantrasyonlar: (mM)
Sekil 4.8 Kontrole Gore Hiicre Canhiliginin Insektisit Konsantrasyonlarina Bagli
Degisimi (120 Saat)
[*] ¢6ziict kontrole gore farklarinin 6nemini ifade eder (p<0.05)

Hiicre canliligi verilerine gore, deltametrin ve thiakloprid karisimlarinin 24 ve 120

saatlik sitotoksik etkileri ise tek bir grafik halinde Sekil 4.9°da verilmistir.

90.00
80.00 24 saat ™ 120 saat
70.00
60.00
50.00

40.00

Sitotoksisite (%)

30.00

20.00

10.00

33.90 56.58 49 89 ‘79_32

43.07 59.49

0.00
0.011+0.166 0.022+0.333 0.044+0.666

Deltametrin ve Thiakloprid Konsantrasyonlar: (i)

Sekil 4.9 24 ve 120 Saatlik Uygulama Sonrasi Elde Edilen Ortalama Hiicre Canlilig1

Verilerinden Hesaplanan Sitotoksisite Degerleri

[*]p<0.05 ayn1 dozlarda zamana bagl farkliliklarin 6nemini ifade eder
Klonojenik test sonuglarindan elde ettigimiz veriler dogrultusunda belirledigimiz ii¢
dozla (deltametrin ve thiakloprid karisimi1) yapilan MTT test ¢alismalari (Cizelge 4.5,
4.6 ve 4.7), insektisit karisiminin akciger bronsiyal epitel hiicrelerine (BEAS-2B) hem
akut hem de kronik muamele (24 ve 120 saat) sonrasinda sitotoksik etkisi oldugunu

gostermektedir.
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MTT testinin 24 saat sonuglarina gore, uygulanan {i¢ dozun da hiicre canliligini kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamda (p<0.05) 6nemli derecede diisiirdiigii gozlenmistir.
Istatistiksel analizde hiicre canliliginda gdzlenen bu doza bagh azalis 24 saatlik
uygulama gruplar arasinda anlamli bulunmasa da yiiksek doz grubunda (0.044 mM
DEL + 0.666 mM THI) gozlenen sitotoksisite hem ara, hem de diisiik dozdan (0.001
mM DEL + 0.016 mM THI ve 0.022 mM DEL + 0.333 mM THI) daha fazla oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.9).

MTT testinin 120 saat sonuglarinda ise ara doz ve diisiik doz grubu (0.001 mM DEL
+0.016 mM THI ve 0.022 mM DEL + 0.333 mM THI) birbirine yakin sitotoksisiteye
sahip oldugu, diisiik ve ara dozula, yiiksek doz arasinda istatistiksel olarak fark
olmadig1 gorillmiustiir (p>0.05). Yiiksek doz grubunda (0.044 mM DEL + 0.666 mM
THI) hiicre canlihig: diger gruplarla karsilastirildiginda hem kontrol grubundan hem
de her iki uygulama grubundan (diisiikk doza ve ara doz) istatistiksel olarak 6nemli

derecede diigmiis oldugu goriilmistiir (Sekil 4.9).

Deltametrin ve thiakloprid karistminin BEAS-2B hiicrelerinde hiicre canliligimi
etkiledigi agikca goriilmektedir (p<<0.05). En yiiksek dozda (0.044 mM DEL + 0.666
mM THI); diistik dozlara gore hiicre canliligmmi daha fazla distirdiigii, 120 saatlik
uygulamada 24 saate gore hiicre canliligin1 ayni sekilde daha fazla diisiirdiigii tespit

edilmistir (Sekil 4.7).

Deltametrin ve thiakloprid karisiminin sitotoksik etkisi, BEAS-2B hiicrelerinde doza
ve zamana bagli olarak artig gostermistir (Sekil 4.9). Her iki deney siiresinde doz
gruplari arasinda istatistiksel analiz sonucu (p<0.05) onemli farklar tespit edilmis ve
insektisit karisiminin doza bagl olarak sitotoksisiteyi goriiniir bir sekilde artirdigi
gozlenmistir. 24 ve 120 saat uygulamalari goz Oniine alindiginda s6z konusu
sitotoksisite seviyelerindeki zamana bagli artigin istatistiksel olarak da (p<0.05)
onemli oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar, sz konusu deney kosullarinda
test edilen insektisit karisiminin BEAS-2B hiicreleri iizerine sitotoksik potansiyeli

oldugunu ortaya koymaktadir.

4.4 Ko-Lokalizasyon Testi Sonuclar1 (DNA Hasar ve Tamirinin Belirlenmesi)
YyH2AX ve 53BP1 proteinleri, DNA ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde gorev alan iki
proteindir. Her iki protein de p53 proteinine baglanir ve DNA’da ¢ift zincir kirigi
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oldugunda cekirdekteki hasar bolgesine p53 ile ko-lokalize olurlar. Hasar bolgesinde
YH2AX ve 53BPI1 proteinleri bir araya gelerek odaklar olusturmaktadir. Bu iki
proteinin DNA ¢evresinde yerleserek olusturduklar1 odaklarin floresan boya igeren

antikorlarla gézlemlenmesi, ko-lokalizasyon g¢alismalarinin temelini olusturmaktadir.

Ko-lokalizasyon testi, deltametrin ve thiakloprid karigimlarina maruz birakilmig
BEAS-2B hiicrelerine uygulanmistir. Hiicreler klonojenik test sonuglarindan elde
ettigimiz veriler dogrultusunda tespit edilen ii¢ doza 24 ve 120 saat siireyle maruz
birakilmistir. Bu siire sonunda hiicreler hasat edilerek floresan boya i¢eren antikorlarla
boyanmis ve preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar floresan filtreli 151k
mikroskobu ile gozlemlenmistir. Hazirlanan preparatlar ko-lokalizasyon testi
yonteminde belirtildigi gibi boyanarak, hiicre ¢ekirdeklerinde gozlenen YH2AX ve
53BP1 odak olusumlari sayilmistir (Sekil 4.10 ve 4.11).

DAPI YH2AX 53BP1

Kontrol

Deltametrin Thiakloprid
0.001 Mm  0.016 mM

Deltametrin Thiakloprid
0.022mM  0.333 mM

Deltametrin Thiakloprid
0.044 mM  0.666 mM

Sekil 4.10 24 Saatlik Uygulama Sonrast Elde Edilmis BEAS-2B Hiicre
Cekirdeklerinde YH2AX ve 53BP1 Odaklarinin Doza Bagli ve Kontrole
Gére Degisim Ornekleri



DAPI YH2AX 53BP1

Kontrol

Deltametrin Thiakloprid
0.00l mM  0.016 mMm

Deltametrin Thiakloprid
0.022mM  0.333 mM

Deltametrin Thiakloprid
0.044 mM  0.666 mM

Sekil 4.11 120 Saatlik Uygulama Sonrasi1 Elde Edilmis BEAS-2B Hiicre
Cekirdeklerinde YH2AX ve 53BP1 Odaklarmin Doza Bagh ve Kontrole
Gore Degisim Ornekleri
Sayimlara baglanmadan once ¢ekirdek morfolojisi ve odak kaliteleri agisindan ortak
standart bir esik belirlenmistir. Bu esik dogrultusunda sayimlar yapilmistir. Hiicre
basina diisen odak sayilari, en az 50 hiicre ¢ekirdeginde sayim yapildiktan sonra deney
tekrarlarinin ortalamalar1 alinarak belirlenmistir. Bu veriler dogrultusunda zamana ve
doza bagli odak sayis1 degisikligi tespit edilmistir. Sekil 4.10 ve 4.11°de goriilen
fotograflar farkli doz ve zaman noktalarinda gozlemlenmis olan hiicre ¢ekirdeklerini

temsil eden Orneklerdir.

Uygulama dozlarina ve zamana bagl olarak elde edilen ortalama odak sayilari,
YH2AX ve 53BP1 kendi aralarinda ve her ikisi birlikte (ko-lokalizasyon) olacak
sekilde degerlendirilerek kaydedilmistir. Bu testler {i¢ kez tekrarlanmis ve verilerin
ortalamas1 alinmistir (Cizelge 4.8). Elde edilen sonuglar 24 ve 120 saatlik siireclerde
doza bagli degisimler seklinde grafiklendirilmis (Sekil 4.12 ve 4.13) ve sonuglar

istatistiksel olarak analiz edilmistir.



Cizelge 4.8 24 ve 120 Saatlik Uygulamas1 Sonras1 Doza Bagli Olarak Hiicre Bagina
Sayilan Ortalama Odak Sayilari (3 deney tekrarindan elde edilen verilerin
ortalamasi alinmigtir)

Konsantrasyonlar

(mM) 24 saat 120 saat
DEL THI v-H2AX 53BP1 Ko-lok. v-H2AX 53BP1 Ko-lok.
0.001 0.016 446149 4224029  4.15+0.30 8.17+0.68 7.70+0.78 7.60+0.83
0.022 0.333 5.04+0.61 4.35+0.78  4.30+0.73 9.15+1.28 8.83+1.73 8.83+1.73
0.044 0.666 7.46+1.11 6.43+0.99  6.33+£0.96 14.7843.61 14.06+1.13  13.81+0.86
Negatif Kontrol 3.73+0.52  3.73+0.52 3.64+0.40  3.58+0.92 4.05+0.65 3.78+0.76

Pozitif Kontrol (H202)  30.3142.61 30.31+2.61 22.30+2.95 21.8242.47 31.68+4.79 26.24+4.92

Insektisit karisimina 24 ve 120 saat siireyle maruz birakilan hiicrelerde gozlenen
ortalama odak sayilar1 ¢oziicii kontrol ve pozitif kontrol gruplari ile ayr1 ayri
karsilastirilmistir. 24 saat sonunda diisiik (0.001 mM deltametrin + 0.016 mM
thiakloprid) ve ara dozda (0.022 mM DEL + 0.333 mM THI) elde edilen odak sayilari,
¢oOziicii kontrolle karsilastirildiginda tiim dozlarda tiim odaklar i¢in zayif bir artis

gorilse de istatistiksel 6neme (p>0.05) sahip bir fark tespit edilmemistir.

Yiiksek dozda (0.044 mM DEL + 0.666 mM THI) ise kendi i¢inde, kontrole gore y-
H2AX odak sayilar1 (p<0.05) 53BP1 ve ko-lokalizasyon (p<0.05) odaklarindan daha
onemli farkliliga sahip olup, her iki tip protein ve ortak lokalize odaklarinin sayilari,

kontrolden 6nemli derecede farkli bulunmustur (p<0.05).

Uygulanan doz gruplarinda ¢6ziicii kontrole gore tespit edilen farklar, pozitif kontrolle
karsilastirildiginda aralarinda belirlenen istatistiksel olarak biiyilik farklilik (p<0.05)
deltametrin ve thiakloprid karisimlarinin s6z konusu deney siiresinde, pozitif kontrol
kadar etkili olmadigini (p>0.05) isaret etmektedir (Cizelge 4.8, Sekil 4.12).
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Negatif Kontrol = Pozitif Kontrol

(mM) (mM) (mM)
B y-H2AX 4.46 5.04 7.46 3.73 30.31
m53BP1 4.22 4.35 6.43 3.64 22.3
| Ko-lok. 4.15 4.3 6.33 3.58 21.82

Sekil 4.12 24 Saatlik Uygulamasi1 Sonucu YH2AX ve 53BP1 Odaklarinin Ayri Ayri ve
Birlikte Lokalize Olduklart BEAS-2B Hiicre Cekirdeklerinde Doza Bagl
Degisimleri
[*] ¢oziicii kontrole gore farklarinin 6nemini ifade eder (p<0.05)

Deltametrin ve thiakloprid karisiminin BEAS-2B hiicrelerine 120 saatlik uygulamasi

sonucu; DNA c¢ift zincir kirik belirteci y-H2AX ve DNA onarim proteinlerinin hasar

bolgesine toplanmasini saglayan 53BP1 protein odaklarinin, oncelikle 24 saate gore

tiim uygulama dozlarinda arttig1 goriilmektedir. Bu artislar, diigiik doz hari¢ ¢oziicii

kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p<0.05).

0.022 mM DEL + 0.333 mM THI karisim dozunda odak olusum sayilar istatistiksel
olarak incelendiginde, y-H2AX ve birlikte lokalize olduklari odaklar (p<0.05) ve
53BP1 odak miktar1 (p<0.05) kontrole gére 6nemli derecede artis gdstermistir. 24 saat
uygulamasinda oldugu gibi deneyin bu zaman noktasinda da yiliksek dozda meydana
gelen odak olusumlarinin miktari, ¢oziicii kontrolden oldukga farkli elde edilmis ve bu

farklar istatistiksel anlamda (p<0.05) 6nemli bulunmustur.

Bu uygulamada yiiksek dozdaki y-H2AX odaklari ile 53BP1 odaklari arasindaki fark,
istatistiksel olarak 6nemli derecede olmasa da diger dozlarda ve 24 saatlik uygulamada
gozlenen sablondan farkli, pozitif kontroldekine de benzer olmasi dikkat cekmektedir.
24 saatlik uygulamada oldugu gibi pozitif kontrolle tiim dozlar arasindaki farklarin,

istatistiksel olarak (p<0.05) 6nemli oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.8, Sekil 4.13).
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(mM) (mM) (mM) Kontrol Kontrol
MWy-H2AX 8.17 9.15 14.78 4.05 31.68
W 53BP1 P9 8.83 14.06 3.78 26.24
m Ko-lok. 7.6 8.83 13.81 3.75 25.89

Sekil 4.13 120 Saatlik Uygulama Sonucu YH2AX ve 53BP1 Odaklarinin Ayr1 Ayri ve
Birlikte Lokalize Olduklar1 BEAS-2B Hiicre Cekirdeklerinde Doza Bagh

Degisimleri

[*] ¢oziicii kontrole gore farklarinin 6nemini ifade eder (p<0.05)
Calismamizda belirlemeyi hedefledigimiz deltametrin ve thiakloprid karigiminin,
akciger bronsiyal epitel hiicrelerinde (BEAS-2B) olas1 toksik etkilerinden; DNA

hasarmi gosteren yontemin bir parcasi olarak, dozlarin uygulama siireleri sonras1 24

saatlik bir 1yilesme stiresi planlanmistir.

Bu amagla 24 ve 120 saat deltametrin ve thiakloprid karisimina maruz birakilan
hiicrelerin, zaman uygulamalar1 sonrasi besiyerleri uzaklastiritlmig ve hiicrelere taze
besiyeri eklenmistir. Deltametrin ve thiakloprid icermeyen taze besiyeri eklendikten
sonra, 24 saat inkiibasyona (Recovery=iylestirme periyodu) birakilmistir. Bu
uygulama ile her iki zaman uygulamasinda hiicrelerde meydana gelen hasar sonrasi,
bu hasarin onarimi1 hakkinda fikir edinebilmek i¢in hiicrelerin vermis oldugu tepkilerin

incelenmesi istenmistir.

24 saatlik iylestirme periyodu sonunda, ko-lokalizasyon yontemi ayni sekilde
uygulanarak hiicre ¢ekirdeklerinde odak olusumlar1 ve miktarlar1 belirlenmis olup,

veriler istatistiksel degerlendirmeye alinmistir.
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Cizelge 4.9 24 ve 120 Saatlik Uygulamas: Sonrasi 24 Saat lyilesme Periyodu
Uygulanan Gruplarda Doza Bagli Olarak Hiicre Basina Diisen
Ortalama Odak Sayilar1 (3 deney tekrarindan elde edilen verilerin
ortalamas1 alinmistir)

Konsantrasyonlar (mM) 24 saat+24 saat Recovery 120 saat+24 saat Recovery
Delt. Thia. v-H2AX 53BP1 Ko-lok. v-H2AX 53BP1 Ko-lok.
0.001 0.016 3.81+0.83  3.72+0.71 3.61+0.66  5.33+2.23  5.31+2.18 5.31+2.18
0.022 0.333 4.5940.84 4.46+0.64 4.40+0.54 6.94+2.34 5714241 5.45+2.05
0.044 0.666 5.39+1.68 5.30+£1.63 5.26£1.57 16.94+£2.84 9.50+2.35 8.48+2.48

Negatif Kontrol 3.57+0.76  3.44+0.84 3.44+0.84 3.99+0.85 3.99+0.85 3.99+0.85

Pozitif Kontrol (H202) 35.9542.40 11.71£2.42 10.28+1.12 35.28+2.82 15.00+4.33 14.78+4.02

Deltametrin ve thiakloprid karisim dozlarinin 24 saat uygulandigi ve 24 saatlik
iyilesme siiresinin verildigi hiicrelerdeki tiim odaklarda diisiis tespit edilmistir. Bu
azalmalar sonrasi, doz gruplarmin verileri ¢oziicii kontrolle karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel anlamda bir farkin kalmadig1 belirlenmistir. Bu gruplarda DNA
hasarinin, etken maddelerin uzaklastirilmast ve hiicreye hasarin onarimi i¢in siire

taninmasi sonucu azaldig1 goriilmiistiir.

Doz gruplariin aksine, 53BP1 ve ko-lokalizasyon odaklarinda biiyiik bir diisiis olsa
da pozitif kontrol degerlerinin ¢oziicii kontrole gore farklari istatistiksel olarak 6nemli
(p<0.05) kalmugtir. Insektisit karisim gruplarinin odak degerleri, pozitif kontrole gére
(p<0.05) 6nemli derecede farklilik gostermektedir (Cizelge 4.9, Sekil 4.14).

57



40.00

*
2 3500
o
::IS:
30.00 : - . S
= 24 Saat + 24 Iylestirme Siiresi
= 25.00
[32]
w
X~ 20.00
[12]
=
O 15.00
£ %
§ 1000
1]
R SR
.. Eenm EEE A
0,011+0,166 = 0,022+0,333 = 0,044+0,666 Negatif Pozitif
(M) (mm) (mm) Kontrol Kontrol
my-H2AX 3.81 4.59 5.39 3.57 35.95
m53BP1 3.72 4.46 5.30 3.44 11.71
mKo-lok. 361 4.40 5.26 3.44 10.28

Sekil 4.14 24 Saatlik Uygulamas1 ve 24 Saat lyilesme Siiresi Sonucu yH2AX ve
53BP1 Odaklarinin Ayr1 Ayr ve Birlikte Lokalize Olduklar1 BEAS-2B
Hiicre Cekirdeklerinde Doza Bagli Degisimleri
[*1p<0.05 ¢oziicii kontrole gore farkliliklarin 6nemini ifade eder

Deltametrin ve thiakloprid karisim dozlarimin 120 saat uygulandigi ve 24 saatlik
tyilesme siiresinin tanindig1 diger zaman noktasinda elde edilen verilerde farkli
degerler ortaya ¢ikmustir. lIyilesme siiresi sonunda deltametrin ve thiakloprid
karisiminin iki diisiik dozunda (0.001 mM DEL + 0.016 mM THI ve 0.022 mM DEL
+ 0.333 mM THI) tespit edilen tiim odaklar, ¢oziicli kontrol seviyesiyle ayni olmasa
da aralarinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik olmaksizin azalmigtir (p>0.05).
Yiiksek dozda (0.044 mM DEL + 0.666 mM THI) ise 53BP1 odaklar1 ve ko-
lokalizasyon, iyilesme siiresi ile gerilemis, ancak ¢6ziicii kontrolle farklart istatistiksel
oneme sahip (p<0.05) olacak seviyelerde kalmistir. Bu seviyeler pozitif kontroliin ayn
odaklarindaki diisiise benzerlik gostermektedir ve aralarinda onemli bir fark tespit

edilmemistir (p>0.05).

Bu benzerlik yiiksek dozun 6zellikle y-H2AX odaklarinin artisiyla da ortaya ¢ikmis
olup, bu grubun y-H2AX odak sayilar1 pozitif kontrolden farkli oldugu gibi, ¢6ziicii
kontrol seviyelerinden de farklidir. Ayn1 zamanda bu farklar istatistiksel olarak 6nem

(p<0.05) arz etmektedir (Cizelge 4.9, Sekil 4.15).
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0,011+0,166 = 0,022+0,333  0,044+0,666 Negatif Pozitif
(M) (mM) (mm) Kontrol Kontrol
Wy-H2AX 5.33 6.94 16.94 3.99 35.28
W 53BP1 5.31 571 95 3.99 15
M Ko-lok. 5.31 5.45 8.48 3.99 14.78

Sekil 4.15 120 Saatlik Uygulamas1 ve 24 Saat lyilesme Siiresi Sonucu YH2AX ve
53BP1 Odaklarinin Ayr1 Ayr ve Birlikte Lokalize Olduklar1 BEAS-2B
Hiicre Cekirdeklerinde Doza Bagli Degisimleri
[*]1p<0.05 ¢oziicii kontrole gore farkliliklarin 6nemini ifade eder

Ko-lokalizasyon test sonuglart; 24 ve 120 saat uygulamalar1 ve 24 saatlik iyilesme
stireleri sonunda tiim dozlara gore ortalama odak sayilari, iki ayr1 yigilmis siitun
grafiginde gosterilmistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17).

45.00

40.00

35.00

30.00

25.00
20.00
15.00
10.00
5.00
0.00

0,001+0,016 = 0,022+0,333 = 0,044+0,666 & 0,001+0,016 @ 0,02240,333 | 0,044+0,666

(mM) (mM) (mM) (mM) (m) (mM)

24 saat 120 saat
M Ko-lok. 415 430 6.33 7.60 8.83 13.81
M 53BP1 422 435 6.43 7.70 8.83 14.06
Wy-H2AX 4.46 5.04 7.46 8.17 9.15 14.78

Sekil 4.16 Deltametrin ve Thiakloprid Karisiminin Uygulamasimin Olusturdugu
YH2AX, 53BP1 ve Birlikte Lokalize Odaklarin 24 ve 120 Saat Dozlarina
Bagli Degisimlerin Y1gilmig Siitun Grafigi ile Birlikte Gsterimi
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15.00
10.00
5.00

0,001+0,016 ' 0,022+0,333  0,044+0,666 0,001+0,016 0,022+0,333 0,044+0,666

(mvi) (mM) (mM) (mM) (mM) (mv)

24 saat + 24 saat iylestirme siireci 120 saat + 24 saat iylestirme stlireci
M Ko-lok. 3.61 4.40 5.26 531 545 8.48
H53BP1 3.72 446 5.30 531 571 9.5
HWy-H2AX 3.81 459 5.39 533 6.94 16.94

Sekil 4.17 Deltametrin ve Thiakloprid Karisimmin Uygulamasinin 24 Saat +

Iyilestirme ve 120 Saat + lyilestirme Siirelerine ait Dozlara Bagh
yH2AX, 53BP1 ve Birlikte Lokalize Odaklarin Degisimlerinin Y1gilmis
Stitun Grafigi ile Birlikte GOsterimi

Klonojenik, MTT ve immiinositokimyasal yontemlerle test edilen ¢aligmamizin
verileri; literatiir verileriyle karsilastirilip sitotoksisite ve DNA hasari1 ana bagsliklari

altinda tartisilmastir.

Bir¢ok ¢alisma deltametrin’in memelilerde genotoksik, immiinotoksik ve karsinojenik
etkisinin oldugunu gostermistir. Deltametrin’in siganlarda tiroit timdrleri ve farelerde
lenfomalarin sikliginda 6nemli artislar meydana getirdigi tespit edilmistir ve bu
maddeye ait karigim gruplar iizerinde de ¢alismalar yapilmasi gerektigi sonucunu

ortaya koymustur (Cabral ve ark., 1990).

Oral, deri ve solunum yoluyla thiaklopride maruz kalma sonucunda karacigerdeki
detoksifikasyon enzimlerinin ve oral yolla alinmasindan sonra steroid hormon
sentezini saglayan bazi enzimlerin aktivitelerinin yiikselmesi nedeniyle, tekrarlayan
dozlarda hedef organin karaciger oldugu diisliniilmektedir. Kemirici ve kemirici
olmayan canli gruplart ile yapilan c¢alismalarda, farkli thiakloprid dozlarinin
uygulanmasi sonucu, baslica hepatoksisite ve tiroit toksisitesi belirlenmistir

(Sekeroglu, 2010).
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4.5 Sitotoksisite

Sekeroglu ve ark., (2013) 24 saat ve 30 giinlik deltametrin ve thiakloprid
insektisitlerinin tek baslarina ve karistim halinde uygulanmasmin sigan (Rattus
norvegicus) kemik iligi hiicrelerinde, 6zellikle birlikte uygulamalarinin mitotik indeksi
(M) istatistiksel olarak onemli derecede diisiirdiigiinii bildirmislerdir. Sican kemik
iliginde insektisit karigimina bagl olarak proliferasyonun azaldigini1 gosteren bu veri,
calismamizda klonojenik ve MTT testleri ile elde edilen hiicre canliligindaki diisiisle
paralellik gostermektedir. Elde edilen bu sonug; calisma konusunda ele alinan

insektisitlerin memeli hiicrelerinde sitotoksik potansiyeline isaret etmektedir.

Deltametrin’in 75 pg/ml’den yiiksek dozlarda; insan periferal lenfositlerinde
proliferasyon oranini (PI) ve mitotik indeksi (MI) diisiirerek sitotoksik etki yarattigini
bildirilen bir caligmada, farkli hiicreler kullanilsa da sonuglari elde ettigimiz

verilerimizle uyumlu oldugu tespit edilmistir (Villarini ve ark., 1998).

Diger bir in vivo arastirma ratlarda gerceklestirilmistir. Bu arastirmada deltametrinin
24 saatlik uygulamalarinda tiim dozlarda mitotik indeksi’in (MI) diistiigli rapor
edilmistir (Agarwal ve ark., 1994). In vivo hiicre bolinmesinin engellenmesiyle ilgili
dozlarda sitotoksik potansiyel ortaya ¢ikmis olup in vitro deneylerimizde elde

ettigimiz sonuglar1 dogrulamaktadir.

Arastirmamizin sonucunda elde ettigimiz sitotoksik veriler ile benzerlik gosteren bir
literatiir de, insan lenfosit kiiltiirlerinde in vitro olarak deltametrinin genotoksik
etkisinin arastirildigr bir g¢alismadir. 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda
deltametrinin, niikleus bolinme indeksini (NBI) doza bagli olarak azalttig

belirlenmistir (Surrallés ve ark., 1995).

Romero ve ark., (2012) deltametrinin ve 6zellikle iki metabolitinin insan sinir hiicre
kiiltiirtinde 10-1000 uM konsantrasyonlarda sitotoksik karakter gosterdigini MTT
testiyle belirlemislerdir. Farkl hiicre hattinda ¢alisilmigsa da ayn1 yontemle ve benzer
dozlar uygulanarak (330, 660 ve 1330 uM) elde edilen veriler ¢aligmamizin verileriyle

ortiismektedir.

Baeza-Squiban ve ark., (1987) deltametrinin ticari formiilasyonunun 50 ve 500 uM’lik
konsantrasyonlar1 fare fibroblast hiicre kiiltiirlinde 72 saat i¢in test etmislerdir. Fare

fibroblastlarinda doza bagli proliferasyon azalis1 gozlemislerdir. Ayni ¢alismada,
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insektisit ticari formiilasyonunun hazirlandig1 matriksin deltametrin’in hiicreye girisini
kolaylastirdig1 kontrollii deneylerle ortaya cikarilmistir. /n vitro galisma olmasi ve
benzer dozlar kullanilmasi ve sonucu g¢alismamiza benzer olup ticari formiilasyon
kullanilmamasina ragmen bu etkinin goriilmesi, etken maddenin saf halinin de

sitotoksik potansiyeline vurgu yapmaktadir.

Epitel morfolojili insan kemik iligi hiicrelerinde (SH-SYS5Y) yapilan yeni bir
calismada, 50 ve 250 uM’lik deltametrinin konsantrasyonlar1 MTT testi ile 48 saatlik
siire ile test edilmistir. Deneyler hiicre morfolojisinde degisikliklerin eslik ettigi
deltametrinin dozlarina bagli sekilde hiicre canliliginda O6nemli disiislerle
sonuglanmistir (Ko ve ark., 2016). Hiicre orijini ve morfolojisi ile doz benzerlikleri

olan bu deney sonuglari, verilerimizi destekler niteliktedir.

Kemirgen timiis hiicrelerinin toplanarak kiiltiire alindig1 ve deltametrinin apoptogenik
sinyal yolagina etkisinin incelendigi arastirmada 0.5, 1, 10, 25, 50 ve 100 uM
deltametrin dozlart 6 ve 18 saat siireyle uygulanmistir. Deltametrin uygulama
stirelerinde, hiicre canliligini doza bagli olarak azaltmistir. Ayrica Kaspaz-3,
Apoptotik DNA ve Annexin V analizleri, deltametrin’in apoptotik siirecleri

indiikleyerek hiicre 6liimiinii artirdigl sonucuna varilmistir (Kumar ve ark., 2014).

Memeli in vitro modelini olusturan si¢an adrenal bez (PC-12) hiicrelerinde MTT ve
Laktat Dehidrogenaz (LDH) gibi sitotoksisite kitleri kullanilarak yapilan diger bir
caligmada, hiicrelere 48 saat siireyle deltametrinin 10-100 uM konsantrasyonlari
uygulanmigtir. Deltametrinin PC-12 hiicrelerinde sitotoksisiteyi doza bagli olarak
onemli Olgiide arttirmistir. Ayrica hiicre canliligindaki bu dramatik diistisiin, ilgili
yontemler (sirastyla DNA boyasi Hoechst 33342 ve otofaji belirtegleri Beclin-1, p62,
LC3-I'nin western blotlama analizi) kullanilmasiyla, apoptozis ve otofajiden

kaynaklandigina karar verilmistir (Park ve ark., 2017).

Kumar ve ark., (2014) ve Park ve ark., (2017) arastirma sonuglar1 sadece sitotoksisite
acisindan degil ayn1 zamanda bir sonraki boliimde apoptozis ile ilgili tartismamiza da

kaynak olabilecek tlirdendir.

Thiakloprid ile ilgili veriler, genellikle bu maddeyi igeren insektisitleri piyasaya sunan
firma ve Cevre Koruma Ajansi’nin yaymlanmamis raporlarindan 6grenilmektedir

(Herbold, 1995a,b; Brendler-Schwaab, 1996a,b; EPA, 2005; FAO, 2010; WHO,
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2016). Yakin zamanda artan ilgi ile sitotoksik ve genotoksik potansiyeli konusunda da
bilim diinyasinda farkli gorlisler ortaya konan calismalar artig gostermektedir.
Ornegin, yukarida tartistlan adi gegen insektisitlerin karisimlarma ait etkilerin
arastirildigr tek in vivo calismada (Sekeroglu ve ark., 2013) belirtildigi gibi
thiakloprid’in tek basina uygulanmasi pozitif kontrol ve karisim kadar olmasa da

mitotik indeksi diistirmiistiir.

Bu insektisit karisiminin incelendigi in vivo arastirma disinda tek basina thiakloprid

ile yapilan ¢aligmalardan da 6rnekler sunabiliriz.

Bunlardan biri, Drazovska ve ark., (2013) thiakloprid’in ticari formiilasyonuyla
yaptig1 calismadir. Bu ¢alismada sigir periferal lenfositleri kullanilmig olup, 30-480
png/ml arasinda gesitli dozlar 24 ve 48 saat test edilmistir. Her iki zaman noktasinda
ozellikle yiiksek dozlarda, PI’inde 6nemli diisiisler bildirmislerdir. Calismamizda,
karisim dozlarinin 24 saatlik uygulamasinin yiiksek dozlarinda klonojenik test ile
azalmis hiicre canliligi tespit edilmisdir. 120 saat uygulamasi ise daha diisiik dozlarda

daha yiiksek sitotoksisite ortaya ¢ikarmistir.

Calderon-Segura ve ark., (2012) tarafindan 60-280 mM aras1 dozlarin iki saatlik siire
ile insan periferal lenfositlerine uygulanmasi sonrasi, en yiiksek iki dozda anlamh
derecede sitotoksisite ve hiicre 6liimii gerceklestigi belirtilen bir calisma yapilmisitir.
Lenfositlerin yiiksek dozlara fakat kisa siirelere maruz birakildigi ¢aligmadan elde
edilen bu veriler, bizim daha diisiik doz ama uzun uygulama siirelerinden elde

ettigimiz verilerimizle paralellik gostermektedir.

Kocaman ve ark., (2014) yiiriittiigii arastirmada 75-150-300 ug/ml thiakloprid, 24 ve
48 saatlerde insan periferal lenfositlerinde test edilmistir. Elde edilen veriler arasinda
thiakloprid’in MI, PI ve NBI’inde 6nemli diisiisler mevcut olup, bu veriler metabolik
aktivator varliginda ve yoklugunda deneysel olarak elde edilmistir. Ayrica bu diisiisler,
zamana gore oransal yiiksek dozlarda pozitif kontrol olarak kullanilan Mitomisin C
(MMC) ve Siklofosfamid (CP) kadar gergeklesmistir. Bu ¢alismada, thiakloprid’in tek
basina ayni orijinden farkli bir hiicre grubunda sitotoksisite agisindan gosterdigi
potansiyel insektisit karisiminin incelendigi mevcut calismamizin sonuglarini dogrular

niteliktedir.
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Bu kisimda son olarak tartisacagimiz ¢alisma, yine tek basina thiakloprid etkisinin
incelendigi yeni bir calismadir. Galdikova ve ark., (2015) yiiriittigii calismada sigir
lenfositleri kullanilmis olup, sonuglar1 hiicre canliligi agisindan bu arastirmanin
verilerine uymaktadir. Calismada 48 saat thiakloprid uygulamasinin, sitotoksik etki
gosterdigi belirtilmistir.

4.6 Hormesis

Hormesis konsepti biyoloji ve tipta siklikla goriilmektedir. Bu durum, bir kimyasalin
diisiik dozlarda gosterdigi etki ve yiiksek dozlarda gosterdigi etki birbirinin ziddidir.
1943 yilinda Idaho Universitesindeki bir grubun, sedir agaclarindan elde edilen
ekstralarin diisiik dozlarda kiif tiretimini artirdig1 ve yiiksek dozlarda ise kiiflerin

cogalmasimi engelledigini bildirmesi ile ilk kez literatiire ge¢mistir (Southam ve

Ehrlich, 1943).

Yapmis oldugumuz g¢aligmalar1 sonuglarinda da goriildiigii gibi delthametrin ve
thiakloprid karigimlarinin hormetik etkisi olabilecegi diisiinlmektedir. En diisiik doz
karigimlart olan, 0.001 mM DEL + 0.016 mM THI ve 0.002 mM DEL + 0.033 mM
THI, uygulamalarinda kontrole gore ¢ok daha fazla hiicre artis1 gézlemlenmistir. Bu
iki diisik doz karigimlarinda MI’in yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu gozlemler
diger arastirmacilarin pestisitlerle yaptigi ¢alismalar1 desteklemektedir. Hormosis

herbisit, insektisit, fungisit, gibi her tip pestisitlerde gézlemlenmektedir.

Bristo ve ark., (2017) yaygin olarak kullanilan roundup herbisitinin aktif maddesi olan
glyphosatin hormetik etkisi oldugunu rapor etmislerdir. Bu etki glyphosate direngli
bitkilerde goriilmemis ama duyarlh bitkilerin hepsinde goriildiigii rapor edilmistir.
Duyarl bitkiler diisiik doz glyphosatele muamele edildiklerinde, elektron transport
sistemi (ETS), CO2 asimilasyonu (6ziimsemesi), ve stomalarin iletkenligi gibi
bliylimeyi hizlandirici mekanizmalarin artigi, belirli genlerin ekspresyonlarinda
modifiye (degisiklik) oldugu, ¢igeklenmenin arti§1 ve biyolojik kiitlede artis oldugu
bildirilmistir. Glyphosate yiiksek dozlarda verildiginde sikimik asit metabolik yolunda
rol alan enolpuruvilshkimat-3-fosfataz sentetaz enziminin ¢alismasini engeller. Bu
metabolik yol fenilalanin, tirozin, triptofan gibi aromatik amino asitlerin {iretiminden
sorumludur. Bu amino asitlerin {iretilememesi ve dokudaki sikimik asit birikimi

bitkinin §liimiine sebep olur. Glyphosatin biiylimeyi artirici etkilere sebep olan dozu
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ve fitotoksik dozu arasindaki fark ¢ok kiigiiktiir ve hormesise ne tip bir mekanizma

araciligiyla sebep oldugu bilinmemektedir (Brito ve ark., 2018).

Tang ve ark., (2019) flupyradifurone (FPD) ad1 verilen bir neonicodinoid insektisitinin
subletal dozlar da hermetik etkisi oldugunu ve bu etkinin trans-generasyon (birbirini
takip eden kusaklar) oldugunu rapor etmistir. Ayni thiakloprid gibi, FPD nikotonik
asetilkoline geri doniisimli olarak baglanir ve asetilkolin reseptorlerinin

antagonistidir (Jeschke ve ark., 2015; Nauen ve ark., 2015).

Tang ve ark., (2019) FPD’nin LC2s oraninda Myzus persicae (Seftali yaprak biti)
haserelerine 48 saat siireyle uygulandiginda FO kusaginda tahmini yagam siiresinin
kontrole gore 8-9 giin ve tiretkenligin kontrole gore disi basina 22.96 yavrudan 11.75
yavruya diistiiglinli ancak F1 kusaginda hem tahmini yasamin hem de tiretkenligin

onemli derecede artigini gézlemlemislerdir (Tang ve ark., 2019).

Insektisitlerle yapilan diger calismalarda da diisiik ya da subletal dozlarin azinphos-
methyl (Gordon ve Mcewen, 1984) ve imidacloprid (Cutler ve ark., 2009)
insektisitlerinin iiretkenlik {izerine etkileri oldugu rapor edilmistir. Yapilan bu
caligmalar subletal dozlara maruz kalan popiilasyonlarda uygulamadan sonraki
kusaklarda tiretim artis1 nedeniyle ikincil popiilasyon artis1 (popiilasyon patlamasi)

olabilecegini gostermektedir (Gordon ve Mcewen, 1984; Cutler ve ark., 2009).

Deltametrin hormetik etkisini arastiran kusaklar aras1 bir ¢calisma da benzer sonuglar
elde edilmistir. Deltametrinin subletal konsantrasyonlarina maruz kalan boceklerde
eger subletal doz muamelesi dort kusak devam ederse dordiincii kusak boceklerde
ortalama Omriin uzamasina, yumurta da verimliligi ve pestisitleri detoksifiye eden
enzimlerin {iretiminden sorumlu genlerin ifadesinin artmasina sebep oldugu

goriilmiistiir (Sial ve ark., 2018).

Benzer sonuglar, thiakloprid ile yapilan ¢aligmalarda da gozlenmistir. Bal arilariin
laboratuvar kosullarinda subletal thiakloprid dozlarina ve Enterococcus faecalis
bakterisine ayn1 anda maruz birakildiklarinda uygulamadan 11 giin sonra hayatta

kalma oranlar1 kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Dickel ve ark.,
2018).

Yanlis uygulama, uygulama sirasinda pestisitin riizgar ya da su nedeniyle uygulama

bolgesi disina siiriiklenmesi, uygulama sonrasi cevrede kalan rezidiiel pestisitler gibi
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sebeplerden cevrede siirekli olarak subletal miktarlarda pestisitler kalmaktadir. Bu
nedenle hem hedef hem de hedef olmayan organizmalar pestisitlerin hem letal hem de
subletal dozlarina diizenli olarak maruz kalmaktadir (Duke, 2014). Bu nedenle
pestisitler letal dozlarda direk 6liime sebep olurken subletal dozlarda hormetik etkiye
sebep olmaktadir (Desneux ve ark., 2007; Biondi ve ark., 2013).

Bu veriler insektisitlerin hormetik etkisinin hedef organizmalar iizerinde oldugunu
gostermektedir. Ancak literatlir taramalarimiz sonucu insan hiicreleri {izerinde

pestisitlerin hormetik etkinsin arastirildig1 yayinlara rastlanmamastir.

Calismamizda deltametrin ve thiakloprid karistiminin akciger hiicrelerinde olan
hormetik etkisi oldugu gozlemlenmistir. Insektisit karisimi 0.001 mM DEL + 0.016
mM THI ve 0.002 mM DEL + 0.033 mM THI dozlarinda hiicre ¢ogalmasinin artisina
sebep olurken yliksek dozlarda toksik etkiye neden olmustur.

Yukaridaki referans ¢aligmalar, herhangi bir toksik ajanin diisiik dozlarinin yol agtigi
ve ayrica hiicre’nin toksine maruz kalma siiresi ve sikliginin da 6nemli oldugu
hormetik cevabi destekler niteliktedir. Bu hormetik yanit mekanizmalarindan biri
hiicre ¢ogalmasidir. Diisiik dozlarda bir toksine maruz kalan hiicre, siire¢ her ne kadar
timor olusumunu hatirlatsa da herhangi bir mutasyonel veya epigenetik DNA degisimi
olmaksizin ve strese kars1 koyma adaptasyonu olarak ¢cogalma-biiyiime faktorlerinin

sentezini artirabilir (Kisim ve Uzunoglu, 2012).

Insanlar pestisitlere genelde uygulama hatasi, kiyafetlerin kontamine olmasi, koruyucu
maske kullanilmamasi gibi sebeplerle maruz kalmaktadir. Maruz kalinan dozlar
ozonun alinacak olursa bunlarin genelde subtoksik oldugu goriilecektir. Bu nedenle
hiicrelerde, biinye igerisinde, toksik etkinin yani sira hiicre boliinmesini artirici bir
etkisi olma olasilig1 vardir. Bu etkinin biyolojik mekanizmas1 bilinmedigi i¢in ne gibi
sorunlara yol agabilecegi heniiz aydinlatilamamistir. Bu konunun arastirilmasi ve buna
gore kullanim kilavuzlarinda gerekli uyarilara yer verilmesi insan sagligi agisindan

¢ok onemlidir.

4.7 DNA Hasar
Calismamizda deltametrin ve thiakloprid insektisit karigimmin insan BEAS 2B
boronsial hiicreleri {lizerindeki genotoksik etkisi DNA c¢ift kiriklarma sebep olup

olmadig1 arastirilarak incelenmistir. ilgili insektisitlerin genotoksik potansiyellerinin
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tek baglarina incelendigi ve toksik etki acisindan bazilarinin pozitif digerlerinin ise
negatif sonuglarinin gosterildigi in vivo ve in vitro ¢aligmalar literatiirde mevcuttur.
Literatiirler 6zet olarak asagida, yapmis oldugumuz calisma sonuglart ile

karsilastirilarak verilmistir.

Yapmis oldugumuz calismalara benzer olarak Kocaman ve Topaktas, (2010) bir
neonikotinoid ve bir piretroid karistminin toksik etkilerini arastirmislardir.
Calismalarinda neonikotinoid grubundan acetamipridin ve piretroid grubundan a-
cypermethrinin  insan  periferal kan lenfositlerindeki genotoksit  etkisini
aragtirmiglardir. Kocaman ve Topaktas, (2010) acetamipridin ve a-cypermethrinnin
birlikte uygulandiklarinda tiim siire ve dozlarda KKD’ni, KA’ni, MN olusumunu
onemli derecede arttirdigini gostermistir. Hiicresel anormalliklerde goriilen artislar
doza bagli oldugu ifade edilmistir. Doz arttikga genetik hasar artmis, hatta bazi
durumlarda pestisit karigiminin sebep oldugu genetik hasarin pozitif kontrol MMC’nin
sebep oldugu genetik hasardan daha yiiksek oldugu ileri siirmiislerdir. Ornegin en
yiiksek konsantrasyon grubunda (20 + 10 pg/ml) hem 24 saatlik hem de 48 saatlik
uygulamada sitotoksik etki ¢ok yliksek oldugu i¢in biniiklear hiicreler sayllamamustir.
Acetamipridin ve o-Cypermethrinin karisimi tiim konsantrasyonlarda hem 24 hem de
48 saatte mitotik indeksin (MI) ve 24 saat uygulama sonrasi1 12.5 + 2.5 ug/ml dozunda
proliferasyon indeksi (PI) kontrole gore daha diisiik bulunmustur. Ayrica 15 + 5 pg/ml,
17.5+7.5 pg/ml ve 20 + 10 pg/ml dozlarinda hem kontrole hem de ¢oziicii kontroliine
gore daha diisiik olmasina sebep olmustur. Acetamipridin ve a-cypermethrinin
karigimi, ayrica tim dozlarda ve tiim zamanlarda NBI’da onemli diisiikliige sebep
olmustur. Pestisit karigiminin genotoksit etkileri tek basma pestisite maruz kalan
hiicrelerle karsilastirildiginda karisimin genotoksik etkisinin pestisitlerin tek basina
etkisine esit ya da daha yiiksek oldugunu gostermislerdir (Kocaman ve Topaktas,
2010). Ayni maddeler kullanilmamais olsa bile calismamizda kullandigimiz deltametrin
ve thiakloprid ile ayni grupta yer alan insektisitler olmasi nedeniyle bu calisma

sonuglar1 bizim bulgularimiz1 destekler niteliktedir.

Deltametrin’in farelerde kemik iliginde kromozom hasarlarina (KH) ve mikroniikleuz
(MN) oranlarin1 (Bhunya ve Pati, 1990; Agarwal ve ark., 1994; Gandhi ve ark., 1995;
Grisolia, 2002; Chauhan ve ark., 2007) ve kardes kromatit degisimlerini (KKD) 6nemli
derecede artirdigi bildirilmistir (Chauhan ve ark., 1997). Deltametrin uygulanan

67



farelerde doz artisina bagli olarak, dominant letal mutasyon oraninda kiigiik bir artis
meydana geldigi gosterilmistir (Shukla ve Taneja, 2000). Deltametrinin insan periferal
lenfositlerindeki etkisinin arastirildigi ¢alismalarda ise deltametrinin KKD frekansini
hafif bir sekilde artirdigini (Dolara ve ark., 1992), DNA hasarini arttirdigi (Villarini
ve ark., 1998), KH ve MN oranlarini arttirdig1 belirtilmistir (Chauhan ve ark., 2007).
Sonuglardaki farklilik uygulama siiresi, uygulama dozu ve uygulama yollarinin farkl

olmasi ile agiklanabilir.

Yaygin olmamakla beraber bazi literatiirde, odak olusum yontemi kullanilarak
deltametrinin veya farkli insektisitlerin DNA hasarma etkilerinin incelendigi veya
baska DNA fragmantasyon ve apoptozis sinyal belirte¢leri kullanan caligmalar
mevcuttur (Enan ve ark., 1996; Zou ve ark., 2002; Cavas ve ark., 2012; Hsu ve ark.,
2012; Guanggang ve ark., 2013; Li ve ark., 2015). Bunlarin ilk 6rneklerinden olan
Enan ve ark., (1996) deltametrinin 50 uM’lik dozunun 24 saatlik uygulamasinin timiis

hiicrelerinde DNA fragmantasyonuna neden oldugunu gozlemistir.

Hong ve ark., (2018) bir yengeg tiiriinii (Eriocheir sinensis) cesitli deltametrin
konsantrasyonlarina tabi tuttuklarinda eritrositlerde mikroniikleus olusumunun 1/4,
1/2 ve 1/1 LCsp konsantrasyonlarinda artigin1 gozlemlediklerini bildirdiler.
Aragtirmacilar ayrica eritrositlerde comet ve DNA kuyrugu olusumunda da 6nemli bir
artis oldugunu bildirdiler. Bu sonuglar deltametrinin E. sinensis iizerinde hem toksik
hem de subtoksik konsantrasyonlarda énemli derecede genotoksik etkisi oldugunu
bildirdiler (Hong ve ark., 2018). Calismalarimizda elde ettigimiz sonuglar Hong ve
ark., (2018) bulgularin1 kismen desteklemektedir. Bizim ¢alismalarimizda genotoksik
etki yiiksek dozlarda uzun siireli uygulamalar sonrasi goriilmiistiir. Ancak yapmis
oldugumuz g¢alismada insan hiicrelerinde in vitvo olarak yapilmis ve molekiiler bir
mekanizmay1 incelemistir. Hong ve ark., (2018) ise yenge¢ hiicrelerinde
kromozomlarda olan degisiklikler mikrontikleus ve comet testleri ile incelenmistir.

Sonuglardaki farliliklar metot ve deneklerdeki farkliliklar sonucu olabilir.

Zou ve ark., (2002) tarafindan yiritiilen deltametrin ile ilgili ¢alismada 0.1 uM
deltametrin dozunun MCEF-7 hiicrelerinde, y-H2AX odak olusumuna etkisi incelenmis
ve Oonemli bir etki gozlenmemistir. Arastirmacilarin ekzojen etkilere daha direngli

oldugu bilinen meme kanser hiicresi ile ¢alismis olmalar1 ve literatiir ortalamalarina
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oranla diisiik bir doz se¢mis olmalart ¢alismamizdan elde edilen sonuglarin bu

arastirma verileriyle uyumlu olmamasinin muhtemel sebepleri olarak goriilmektedir.

Hsu ve ark., (2012) deltametrinin insan glioblastoma hiicrelerinde apoptozise sebep
oldugunu bildirmislerdir. Bir diger arastirmada kemirgen timiis hiicreleri toplanarak
kiiltire alinmig ve deltametrinin apoptogenik sinyal yolagina etkisi incelenmistir. Bu
aragtirmada 0.5, 1, 10, 25, 50 ve 100 uM deltametrin dozlar1 6 ve 18 saat siireyle
uygulanmustir. Kaspaz-3, Apoptotik DNA ve Annexin V analizleri ile, deltametrinin
deney sartlarinda DNA hasarina sebep olarak apoptotik siirecleri indiikledigi sonucuna

vartmistir (Kumar ve ark., 2014).

Deltametrin ile Pakistan’da yapilan bir calismada, pamuk tarlalarinda c¢alisan,
pamuklari ¢iplak elle toplayan, koruyucu kiyafet kullanmayan kadin tarim is¢ilerinin
hiicrelerinde goriilen DNA hasar1 comet metodu ile incelenmistir. Kontrol grubunun
ve tarim iscilerinin gruplarinin kan serumlarindaki pestisit seviyesi HPLC (Yiiksek
Performansli  Sivi  Kromotografisi) kullanilarak arastirilmistir. Sonuglar tarim
is¢ilerinin kan serumlarinda ii¢ farkli pestisitin (cyhalothrin, endosulfan, ve
deltametrin) kontrol grubuna gore ¢ok yiiksek miktarda bulundugu tespit edilmis ve
DNA hasar1 tarim isgilerinde kontrole gore ¢ok daha yiiksek bulunmustur.
Calismalarimiz sonucunda elde ettigimiz veriler bu sonuglari desteklemektedir.
Deltametrine maruz kalan hiicrelerde DNA hasar1 deltametrine maruz kalmayan

hiicrelere gore daha yiiksektir (Ali ve ark., 2018).

Memeli in vitro modeli olusturan sigan adrenal bez (PC-12) hiicrelerinde MTT ve LDH
gibi sitotoksisite kitleri kullanilarak yapilan bir arastirmada, hiicrelere 48 saat siireyle
deltametrinin 10-100 pM konsantrasyonlari uygulanmistir. Deltametrinin PC-12
hiicrelerinde doza bagl olarak hiicre canliliginda goriilen dramatik diisiise apoptozis
ve otofajinin dahil olduguna, ilgili yontemler (sirastyla DNA boyasit Hoechst 33342 ve
otofaji belirtegleri Beclin-1, p62, LC3-II’'nin western blot testi) kullanilarak karar
verilmistir (Park ve ark., 2017). Calismamizin ko-lokalizasyon deneylerinde; insektisit
karisiminin zamana ve doza bagli olarak DNA hasar belirteci odaklariin olusumunu
arttirdigr gozlenmis olup, tamir belirtecinin olusturdugu odaklar da azalma egilimi

gostermistir. Bu veriler, Enan ve ark., (1996), Zou ve ark., (2002), Hsu ve ark., (2012),
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Kumar ve ark., (2014) ve Park ve ark., (2017) ile karsilastirildiginda akciger bronsiyal

hiicrelerinde apoptotik siirecin isledigi izlenimi vermektedir.

Kumar ve ark., (2018) deltametrinin sebep oldugu sitotoksik etkilerin mekanizmasini
in vivo olarak arastirmislardir. BALB/c farclerine yedi giin boyunca 5 mg/kg
deltametrin ag1z yoluyla verildiginde farelerde zayiflama ve hiicre canlilifinda azalma
gormiiglerdir. Farelerde reaktif oksijen tiirleri ve glutation miktarinda azalma
oldugunu rapor etmislerdir. Hem reaktif oksijen tiirlerindeki artis hem de glutationun
azalmasi hiicrelerde oksidatif strese sebep olmaktadir (Kumar ve ark., 2018). Oksidatif

stresin en dnemli hasarlarindan birisi DNA’da mutasyonlara sebep olmasidir.

Yukaridaki ¢aligmalarda ve bizim ¢alismalarimizda goriilen DNA hasarlarinin sebebi

deltametrinin sebep oldugu oksidatif stres olabilir.

Thiakloprid’in genotoksik etkisi, Chinese hamster V79 hiicrelerinde ii¢ farkli
konsantrasyonda in vitro KH testi ile ¢alisilmis ve metabolik aktivasyon sisteminin
varliginda ve yoklugunda higbir konsantrasyonda istatistiksel olarak 6nemli artiglar
saptanamamustir (Herbold, 1995a). Thiakloprid’in disi ve erkek farelerde in vivo MN
olusumunun incelenmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada ise, kontrol grubuna gére MN

frekansinda istatistiksel farklilik goriilmemistir (Herbold, 1995b).

Thiakloprid’in yer aldigi dort farkli pestisitin genotoksisitesinin comet testi ile
belirlendigi farkli calismada, bu insektisitin periferal lenfositlerde 6nemli 6lgiide DNA
hasarina neden oldugu tespit edilmistir (Calderon-Segura ve ark., 2012). Bu
¢alismanin sonuglarina benzer olarak, thiakloprid’in doz ve muamele siiresinin artisina
bagli olarak komet testinde kuyruk olusumunu ve KKD olusumunu arttirdig1 rapor

edilmistir (Drazovska ve ark., 2013).

Kocaman ve ark., (2014) yaptig1 ¢alismada thiakloprid ile muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde KH, KKD ve MN oranlarinda artis meydana geldigini
belirtmislerdir. Yine sigir lenfositlerindeki bir ¢alismada thiakloprid’in 48 saatlik
uygulamasinin KKD frekansini arttirirken, MN olusum frekansinda bir artiga sebep
olmadig1 rapor edilmistir (Galdikova ve ark., 2015). Bu literatiirlerden {iretici firma
raporlart disinda Galdikova ve ark., (2015) yapmis oldugu c¢alisma verileri yapmis
oldugumuz c¢alismalarin Verileriyle uyum gostermemektedir. Genel olarak

thiaklopridin toksik yapisi, 6zellikle DNA’ya hasar verme potansiyeli belirsizligini
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korumaktadir. Bu nedenle thiakloprid’in tek basina veya preparat olarak deltametrin

ile karisiminin ayrintili olarak arastirilmasi bu hususu agikliga kavusturacaktir.

Senyildiz ve ark., (2018) yaygin olarak kullanilan dort neonikotinoid insektisitin
(acetamiprid, clothianidin, imidacloprid, thiakloprid, and thiamethoxam) sitotoksik ve
genotoksik etkilerini insan noroblastoma (SH-SY5Y) ve karaciger karsinoma hiicreleri
(HepG2) kullanarak arastirmiglardir. Deneylerde kullanilan bes insektisitin LCsp
degerleri SH-SYSY hiicrelerinde 0.96->4 mM olarak ve HepG2 hiicrelerinde 0.53->4
mM olarak bulunmustur. MTT hiicre canlilig1 testi ve ndtral kirmizi hiicre canlilig
testi kullanilarak bu pestisitlerin sitotoksik etkisi 24 ve 48 saat pestisit uygulamasindan
sonra arastirilmistir. Bes insektisitin de hiicre canliligimi doza bagli bir sekilde
diistirdiigi  gbzlenmistir. Arastirmacilar ayrica alkalin comet deneyi ile bu
insektisitlerin DNA hasarina sebep olup olmadigimi gézlemlemistirler. Sonuglar 24
saatlik uygulama sonunda 500 puM konsantrasyonda bes insektisitin SHSY-5Y
hiicrelerinde DNA hasarma sebep oldugunu HepG2 hiicrelerinde ise sadece
imidacloprid, thiametoxam, ve thiaklopridin DNA hasarina sebep oldugunu
gostermistir (Senyildiz ve ark., 2018). Bu sonuglar yapmis oldugumuz deneylerin
sonuglarini desteklemektedir. Ancak bu g¢alismada kullanilan hiicrelerin her ikisi de
kanser hiicresidir. Kanser hiicreleri genetik acidan stabil olmadiklar1 ve mutasyona
daha yatkin olduklar1 i¢in kanser hiicrelerde tespit edilen DNA hasar1 normal

hiicrelerinkinden daha yiiksek oranda olabilir.

Yukaridaki calismalar genelde tek bir pestisitin in vivo ya da in vitro olarak sitotoksik
ya da genotoksik etkisini aragtirmaktadir. Daha once de deginildigi gibi bugiin tarim
alanlarinda pestisitlere direnci engellemek amaciyla ¢ogunlukla pestisit karigimlar
kullanilmaktadir. Ayrica, 6zellikle sucul ortamlarda pestisitler topraktan yagmurla
stiriiklenerek getirildikleri i¢in dogada karisim olarak bulunmaktadir. Pestisit
karisimlariyla yapilan smirli  sayida genotoksik etki arastirilan calismalar

bulunmaktadir.

Ambreen ve Javed, (2018) alkalin comet testi kullanarak endosiilfan ve klorpirifos
karisimina 70 giin siireyle maruz birakilin tatli su baligi Oreochromis niloticus’un (Nil
Tilapyas1) periferal kan eritrositlerindeki DNA zinciri kiriklarinin  olusumunu

incelemislerdir. Uzun siireli genotoksik testler yalniz DNA hasarimin tespit edilmesine
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degil ayn1 zamanda organizmanin tamir (rekovery) yetenegini goézlemeye de firsat
verdigi i¢in genetik calismalar agisindan 6nemlidir. Bu ¢alisma sonunda aragtirmacilar
endosiilfan ve chloropyrifos subletal dozuna maruz kalan baliklarin kan hiicrelerinde
kontrol grubuna gore ¢ok yiiksek miktarda DNA hasar1 oldugunu gostermistirlerdir
(Ambreen ve Javed, 2018).

En yaygin olarak kullanilan pestisit karisimlarindan biri olan endosiilfan, klorpirifos
ve thiram karistminin insan lenfositlerindeki genotoksik etkisi comet deneyi
kullanilarak arastirilmisidir. Bu aragtirmada insanlarin maruz kalabilecegi bir doz olan
5 mM’lik (her pestisit i¢in) doz kullanilmistir. Pestisit karisimina maruz kalan
lenfositlerde DNA hasarinin kontrole gore ¢cok daha fazla oldugu rapor edilmistir
(Tope and Rogers, 2009).

Polard ve ark., (2011) yaygin olarak kullanilan bes pestisit karisimmin (metolachlor +
isoproturon + chlorotoluron + atrazine + deethylatrazine) DNA hasarina sebep olup
olmadigim1 sazan baliginda (Carassius carassius) incelemislerdir. Bu c¢alisma
Fransa’da Save Nehrinde yapilmistir. Calisma sirasinda nehirden su normal nehir
kosullar altinda, ilkbahar selleri sirasinda ve kis selleri sonrasinda alinmistir. Sudaki
pestisit konsantrasyonlari incelendiginde ilkbaharda en yiiksek pestisit oraninin
oldugu goriilmiistiir. C. carassius’larin periferal kan hiicrelerinde hem microniicleus
hem de comet testiyle tespit edilmis DNA hasarinin kontrol grubuna gore yiiksek

oldugu ve ilkbaharda hasarmn en yiiksek oldugu tespit edilmistir (Polard ve ark, 2011).

Ulkemizde deltametrin ve thiakloprid karisimi yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak
bu karigimla yapilan yalnizca bir ¢alisma bulunmaktadir. Sekeroglu ve ark., (2013) 24
saat ve 30 glinliik stirelerde deltametrin ve thiakloprid insektisitlerini tek baslarina ve
karisim halinde sigan (Rattus norvegicus) kemik iligi hiicrelerine uyguladigi
aragtirmanin verileri incelendiginde: DNA kirigi kaynakli kromozom hasar1 (KH),
mikroniikleus (MN) olusumu, akut ve subkronik olarak her iki uygulama siiresinde de
kontrole gore onemli derecede artmistir. Bu in vivo c¢alismada, insektisitin ticari
formiilasyon seklinde kullanildiklarii hatirlatarak, insektisitlerin DNA hasar
meydana getirme potansiyelleri hakkinda ortaya ¢ikan fikirlerin, bu tezin bir boliimiinii
olusturan ve DNA hasar lezyonlarini/onarimini isaret eden protein odaklari verilerince

in vitro olarak dogrulandig diisiiniilmektedir.
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Hiicrenin sagliginin bozulmasina neden olacak faktdrlerin en 6nemli belirteci DNA
hasaridir. Bu nedenle DNA hasarinin ve tamirinin etkili bir sekilde 6l¢lilmesi ¢ok
onemlidir. DNA hasarinin 06l¢iilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan metotlar
mikroskobik teknikler, analitik teknikler, kemiluminasans teknikler ve molekiiler
teknikler olarak gruplandirilabilir. Bu tekniklerin hepsinin DNA hasarini belirleyen
kuvvetli ve zayif yanlari vardir. Ornegin mikroskobik tekniklerden mikroniikleus testi
genotoksik etkiyi kromozom seviyesinde 6l¢er. Bromodeoxiuridin isaretlenmis DNA
comet floresans in sti hibridizasyon teknigi (FISH) DNA’nin bolgelere spesifik olan
kirilmalarini 6lger. Halo deneyleri kromatinlerin kirilmaya yetkinligini 6lger (kromatin
fragility). Eger DNA hasar1 farkli bir sebeple meydana gelmisse bunu gostermeleri
miimkiin degildir. Bu nedenle bir maddenin genotoksik potansiyeli 6l¢iiliirken birden
farkli metodun kullanilmasi ¢ok onemlidir (Figueroa-Gonzalez ve Pérez-Plasencia,
2017).

2,4-dimethylaniline (2,4-DMA) kimyasali aromatik bir amindir. Yaygin olarak
fotografcilikta kullanilan kimyasallarin boyalarin ve pestisitlerin i¢ine katilir. Son
yillarda Japonya’da 2,4-dimethylaniline (2,4-DMA) kimyasali ile calisan iscilerde
mesane kanserinde biiyiik bir artig goriildiigiinii ve bu artisin is¢ilerin 2,4-DMA ile
calismasi sonucu oldugu ileri siirtilmistiir (Nakano ve ark., 2018). Bu kimyasalin
genotoksik etkileri yaygin olarak kullanilan standart genotoksisite testleri ile 1980
yillarda arastirilmis ve genotoksik etkisi ile ilgili ¢eliskili raporlar yayinlanmistir. Bazi
arastiricilar metabolik olarak aktive edildiginde Ames testinde genotoksik etki
buldugunu (Zeiger ve ark., 1988). Diger arastiricilar sigan karaciger hiicrelerinde
genotoksik etki rapor etmisken (Yoshimi ve ark., 1988; Williams ve ark., 1989)
digerleri genotoksik etki olmadigini bildirmislerdir (Zimmer ve ark., 1980). Bu
calismalar birbiri ile celiskide oldugu i¢in 2,4 DMA kansere sebep olan maddeler

kategorisinde degil, kansere sebep olabilir kategorisine degerlendirilmistir.

Japonya’da goriilen mesane kanseri olaylarinda ki artis, bu kimyasalin yeniden
incelenmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmis ve Qi ve ark., (2018) yakin zamanlarda ¢ikan,
bizim bu arastirmamizda kullandigimiz, genotoksisite incelenmesinde kesin sonuglar
veren H2AX kolokalizasyon testi kullanarak DNA hasarinin kesin olarak ortaya

ciktigini gostermislerdir.
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Buna benzer olarak pestisitlerin pek ¢ogu farkli DNA hasar mekanizmalar1 metotlari
ile incelenmis ve kimi pestisitler ¢eliskili sonuglar vermistir. Bu pestisitlerin son
yillarda daha kesin sonuglar veren kolokalizasyon testi ile denenmesi ve genotoksisite

etkileriyle ilgili geliskilerin ortadan kaldirilmas1 6nemlidir.

Deltametrin ve thiakloprid karisiminin genotoksik etkisini arastiran tek bir makale
vardir (Sekeroglu ve Kefelioglu, 2011). Bu nedenle kolokalizasyon testi kullanilarak

genotoksik etkisinin arastirilmasi literatiire nemli bir katkida bulunacaktir.
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5. SONUC ve ONERILER

Insektisitler; dzellikle oksidatif stres ve DNA ile etkilesip tek zincir ve/ya cift zincir
lezyonlarin1  indiikleyerek genomik kararsizliga yol acgarak, kromozomal
anormalliklere ve sonunda tiimor olusumuna neden olabilen giiglii toksik maddelerdir.
Bu nedenle sito-genotoksisitelerinin giincel ve gegerliligi kabul edilen in vitro ve/ya

in vivo yontemlerle kontrolden gegirilmeleri gerekmektedir.

Insektisitler ve bu insektisitlerin karisimlar1 ya da metabolitleri ekzojen giiglii birer
oksidatif stres kaynagi olabilecegi gibi (Aydin, 2011; Kryston ve ark., 2011), DNA
eklentileri meydana getirebilir (Heinzow ve McLean, 1994; Shah ve ark., 1997) ya da
diisiik doz iyonize edici radyasyon dahil ¢evresel faktorlerden daha yiiksek siklikta ve
seviyelerde DNA lezyonlarina sebep olabilen endojen kaynakli hasart (Kryston, 2011)
onaracak DNA tamir proteinlerini veya sinyal proteinlerini eklentiler olusturarak

fiziksel inhibisyona ugratabilirler (Angerer ve ark., 2007; Noort ve ark., 2008).

Hiicrenin 6liimiine neden olmadan DNA tek zincir kiriklarina sebep olabilen bu
etkilerden sorumlu cevresel faktorlere daha yogun maruz kalan hiicrelerde, bolgesel
coklu hasar alanlarinin birikerek onarilmasi zor ve ¢ok sayida cift zincir kiriklarina

dontisebilecegi fikri ortaya atilmistir (Ward ve ark., 2003b).

Tiim hiicreler ayni uyarana cevaben 6lmek zorunda olmayip (Elmore, 2007), 6zellikle
apoptotik uyarici uzaklastirtlirsa p53-indiiklii erken satha apoptotik hiicreler; bu
programdan Kurtarilabilir. Bunun igin, erken safhada DNA tamirinin aktif oldugu ve
bazi sartlarda hiicre 6liimiiniin geri ¢evrilmesine dahil olabilecegi dnerilmistir (Geske
ve ark., 2001). Eger bu mekanizma is goriirse, DNA hasarinda oldugu gibi apoptozis
boyunca da fosforillenmis hale geldigi bilinen H2AX varyantinin (Elmore, 2007)

Olclimiinde azalmalara, kalic1 53BP1 odaklarina veya bunlarin artis1 eslik etmelidir.

H2AX wvaryantinin fosforilasyonunun (y-H2AX) indiikklenen DNA ¢ift zincir
kiriklarina verilen ilk hiicresel yanitlardan biri (Lu ve ark., 2006) olmasinin yani sira,
primordiyal hiicrelerde embriyonik gelisim siirecinde de bagvurulan ve ¢esitli stres (1s1
sok, oksidatif, osmotik, translasyonel vb.) faktorlerinin aktive edebilecegi INK/SAPK
sinyali (Lu, 2006; Dhanasekaran ve Reddy, 2008; Cook ve ark., 2009) gibi apoptotik

siireclerde kaspaz aktivasyonu sonrasi, apoptotik sona dogru endoniikleaz aracili DNA
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fragmantasyonuna da verilen es zamanli hiicresel bir cevap oldugunu gdosteren

caligmalar mevcuttur (Rogakou ve ark., 2000; Mukherjee ve ark., 2006).

Calismanin akciger bronsiyal epitel hiicrelerine 120 saat insektisit karigimi
uygulamasinin yiiksek dozunda goézlenen y-H2AX artis1 ile, yukarida bahsedilen
uyaricilara yanit olarak gelisen apoptotik yolaklarin ¢esitli kademelerine eslik eden,
fosforillenmis H2AX seviyeleri arasinda benzerlik kurmak miimkiindiir. Insektisit
karisimlarinin farkli hiicre tiplerinde oksidatif etkilerinin incelendigi ek ¢alismalarda
bu olasiliga 151k tutabilecektir. Ayrica tezin girisinde de bahsedildigi gibi, literatiirdeki
zehirlenme vakalarinda ve dahasi ilgili insektisitlerin organizmadaki metabolizmasi
sayesinde bobrek dokusu hedef dokulardan biridir. Bu sebeple insan bobrek hiicre

hattinda benzer bir in vitro ¢alisma planlanmalidir.

Hiicrede gama-H2AX odaklarinin kaliciligi ve/ya artisinin yaninda, DNA hasar
onarim molekiillerinin hasar bolgesine g¢agrilmasi ve bu proteinlerin toplanarak
gozlenebilir odaklar olusturmasinda kritik rolii olan 53BP1 odaklar1 (Ward ve ark.,
2003b), 120 saatlik uygulamada en yiiksek dozda pozitif kontroldeki azalmaya benzer
bir egilim gdstermektedir. Ikisi birlikte DNA hasar onariminda bir eksiklik/zayiflig1

ve apoptotik siirecin baslamis olabilecegini akla getirmektedir.

Farkl1 hiicre tiplerinde radyasyon uygulamas1 sonrasi gecen siire sonunda, DNA ¢ift
zincir kirik (DSB) bolgelerinde odak olusumu ile klonojenik sagkalimin zayif bir
sekilde iliskilendirildigi rapor edilmistir. Bu iliski sadece uygulamadan 12 saat sonra
tespit edilmis olup 24 saat igin s6z konusu degildir (Markova ve ark., 2007).
Radyoaktivite, DNA hasar1 meydana getiren en gii¢lii fiziksel etkenlerdendir. Farkli
hiicre tiplerinin degisken radyo-duyarlilign ve farkli kimyasal fiziksel etkenlerin
hiicrede farkli hareket tarzlarinin olmasi, hiicresel cevabin g¢esitlenmesini
dogurmaktadir. Bu sebeple ¢calismamizda farkli etken ve hiicre tiplerinin kullanilmasi
sonucu elde edilen verilerin, diisiik hiicresel sagkalimi odak olusumundaki artisla
iliskilendirilmesi olagandir. Dahasi1 bu iliski, korelasyon katsayisi analizi ve regresyon

egrisi kullanilarak istatistiksel olarak da aciga kavusturulmustur.

Bilimsel c¢alismalarin basinda kurulan sifir  hipotezler, tasarlanan deney
kondisyonlarinda test edilmektedir. Dolayisiyla bu ¢alismalarin verileri, ilgili deney

sartlar1 gbz Oniine alinarak degerlendirilmekte ve bir sonuca varilmaktadir. Bununla
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beraber, yeterli sinama tekrarlari sonrasi benzer sartlari kullanan farkli bilimsel
arastirma sonuglarinin biitiinii dikkate alindiginda ortak ve bilimsel bir dogruya
ulasilabilmektedir. Insektisitlerin ve beseri ilac maddelerinin karisim halindeki
preparatlarinin kullanilmasi bu tiir kimyasallarin karigimdaki etki mekanizmalar1 ve
birbirlerini nasil etkiledikleri konusunda sinerjistik ve antagonistik tarzlarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Calismamiza konu olan insektisitlerin tek baslarina toksik
potansiyelleri hakkinda bir fikir olusmussa da etken maddelerin karisimi veya karisim
halindeki ticari formiilasyonunun belirli potansiyellerini belirtmek i¢in daha fazla

arastirma yapilmasi gerekmektedir.

DNA ¢ift zincir hasarinin onariminda is géren proteinlerin gen ekspresyonlarinin veya
floresan yontemle immiinositokimyasal olarak tespiti, toksisitenin olasi
mekanizmalara 1s1k tutabilir. Ayrica apoptotik belirteglerin  (Mitokondri zar
potansiyeli, Bax/Bcl-2 proteinleri veya Kaspaz sistemi enzimleri, DNA ladder
olusumu vb.) incelenecegi daha ayrintili ¢aligmalar tasarlanarak, karigim halindeki bu
tip gevresel kirleticilerinin biyolojik sistemlere ve 6zellikle insana etki potansiyelleri
hakkinda daha ¢ok bilgi edinilmelidir. Béylece s6z konusu maddelerin gerekiyorsa
tiretim asamalarinda kontrolii ve daha sonra kullanim siirecinde gerekli ve yeterli risk

degerlendirmeleri ve risk yonetimleri bagarili bir sekilde gerceklestirilebilir.

Pestisitlere en fazla maruz kalan tarim ve hayvancilik ile ugrasan kisilerdir. Bu nedenle
tiim calisanlarin pestisitler konusunda bilgilendirilmesi sarttir. Ulkemizde Calisma ve
Sosyal Giivenlik Egitim Arastirma Merkezi tarafindan yliriitiilen faaliyetler ve
brosiirler ile egitim ve bilgilendirme ¢alismalar1 yapilmaktadir. CASGEM; tarimda is
saglig1 ve giivenliginde en tehlikeli kimyasallar tarim ilaclar1 (pestisitler) oldugunu
belirtmistir. Tarim calisanlarinin periyodik saglik kontrollerini yaptirmasi ve bu
raporlar1 dosyalayip saklamasi gerektigini vurgulanmistir. Ayrica eldiven, ayakkabi,
koruyucu 1is elbisesi, gdz, yiiz ve solunum koruyucularini kullanmali ve ¢alisirken
cikarmamalar1 gerektigi vurgulanmistir. Ozellikle pestisitlerin hazirlanmas1 ve
uygulanmasi sirasinda; ilaglar talimatlara gore hazirlanmasina ve uygulanmasina, toz
kimyasallarla ¢alisilirken solunmasina, sivi kimyasallarla ¢alisilirken de sigramasina
kars1 6nlem alinmasina 6nem verilmesi istenmistir. Tarimda 6zen gosterilmesi gereken

onemli bir konu da basta su kaynaklar1 olmak iizere, ¢cevreyi korumaktir. Bunun igin,
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kullanilan kimyasallarin su kaynaklarina ulasmasi ve kati/sivi maddelerin veya

atiklarin su kaynaklarina atilmamasi gerektigi belirtilmektedir (Anonim, 2019).

Kullanilan pestisit ¢esitleri ayr1 ayr1 kullanilsa bile sulama ve yagmur sularinin
stiriikleyici, yikic1 ve ¢oziicli etkisiyle bir araya gelmektedir. Ayni1 bolgede farklh
zamanlarda kullanilan veya birbirine yakin bolgelerde ayr1 ayr1 kullanilan pestisitlerin
yeraltt sularina, buradan sucul ekosistemlere ulagsmaktadir. Ayrica uygulama
alanlarinda beslenen diger canlilarda bu pestisitlere maruz kalmaktadir. Dolayisiyla
hem suda hem de bu suyu i¢en organizmalarda birbirleri ile etkilesmeleri kaginilmaz
bir durumdur. Ekosistemlerdeki karmasik besin ag1 diisiiniildiigiinde, tiim komiinite
tiyelerinin pestisitlere maruz kalmaktadir. Son tiiketiciye dogru gidildikce viicuttaki
zehir birikimin artig1 ve toksisite degerinin de doz artisina bagl olarak ytikseldigi, bu
nedenle pestisitlerin hedef olmayan canlilarin zarar verdigi bircok 6rnek mevcuttur.
Farkli tiirdeki pestisitlerin ekosistemlerdeki etkilesimlerinin sonuglarinin belirlenmesi
olduk¢a zor bir durum olsa da iretilen tim tarim ilaglarinin detayl testler
uygulandiktan sonra piyasaya siiriilmesi gerekmektedir. Ozellikle bu tiir kimyasallarin
sentetik olmamas1 ve dogada yarilanma omiirlerinin kisa olmasi ekosistem dengesinin
korunmasi ve halk saglig1 acisindan 6nem arz etmektedir. Ayrica miimkiin oldugunca
biyolojik miicadele yollarin kullanilmas1 ve organik tarimin tesvik edilmesi

gerekmektedir.
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