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OZET

DELTAMETRIN VE THIAKLOPRID INSEKISIiT KARISIMININ INSAN
AKCiGER FiBROBLASTLARINDA OKSIDATIF STRES
POTANSIYELININ VE HUCRE CANLILIGINA ETKIiSININ
BELIRLENMESI

ALPEREN KARABIYIK
ORDU UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI, 72 SAYFA

TEZ DANISMANI: Doc. Dr. VEDAT SEKEROGLU

Deltametrin (DEL) ve thiakloprid (THIA) karisimi, tarrmda yaygin olarak kullanilan
etkili bir insektisit formiilasyonudur. Bu tip insektisitlerin; heterozigotluk kaybi, gen
mutasyonlar1 ve akciger kanserinin gelisiminde potansiyel molekiiler biyogostergelerden
olan diizensiz promotor gen metilasyonu gibi molekiiler degisimlere yol agabildigi ileri
stiriilmektedir. Ayrica, in vitro ve in vivo arastirmalarda DEL’in reaktif oksijen tiirleri ve
serbest radikallerin olusumunu artirdig1 ve antioksidan enzim seviyelerinin diismesine yol
actig1 bildirilmistir. THIA’in de dahil oldugu neonikotinoit sinifindan insektisitlerin zebra
balig1, fare ve sicanda oksidatif strese ve DNA hasarina sebebiyet verdigi rapor edilmistir.

Reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki dengenin bozuldugu
oksidatif strese maruz kalan hiicrelerde DNA ve genom etkilenmektedir, bu sekilde hiicre
DNA’smin yapisini degistirebilen ROS genotoksisiteyi tetikleyerek kanser onciisii olarak is
goriir. Bu sekilde etkilenmis hiicrede, hiicre boliinmesinin ve yeni hiicrelerde normal
kromozom dagiliminin yani sira DNA kiriklarinin sebep oldugu kromozom morfoloji
degisimlerinin  Onlenemedigi durumlarda; genomik kararsizlik, neoplastik
transformasyon ve kanser gelisimi gézlenebilmektedir.

Calismamizda kullamlmasi planlanan karisim halindeki DEL ve THIA insektisit
kombinasyonunun insan akciger fibroblast hiicrelerinde ('TERT WHTBF-6) 24, 48 ve 72
saatlik uygulamalari sonucu hiicre canliigma ve oksidatif strese etkisi incelenmistir.
Insektisit karigiminin sitotoksik etkisi, canli ve prolifere hiicrelerin tespitini saglayan,
mitokondriyal aktivite bazli MTT testi ile, oksidatif stres iizerindeki etkileri ise
hiicrelerin rediikte glutatyon (GSH) seviyeleri ve hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu artiran lipit peroksidasyonunun bir iiriinii olan malondialdehit (MDA)
seviyelerinin Ol¢lilmesiyle belirlenmistir.

Insektisit karisimmin deneyde kullamlacak dozlarmin belirlenmesi ve hTERT
WHTBF-6 hiicre hatti i¢in ICsp degerinin belirlenmesi amaciyla 0.50+7.5,
1.25+18.75, 2.50+37.5, 5+75, 12.5+187.5, 25+375, 50+750, 100+1500, 150+2250,
200+3000 uM’lik (sirastyla DEL+THIA) 10 dozluk bir skala ile mtt testi
gerceklestirilmistir. Bu deneyler sonucunda, 72 saat ugulamada ICso degerleri
deltametrin i¢in 32 uM ve thiakloprid i¢in 481 uM olarak belirlenmistir. Ayrica bu
testler sonucu belirlenen insektisit karigiminin 2.50+37.5, 5+75, 12.5+187.5, 25+375
uM’lik 4 dozu mtt, gsh ve mda testlerinde kullanilmistir. Bu testler WHTBF-6 insan



akciger fibroblastlarinda S9 karaciger fraksiyonunun varliginda ve yoklugunda
uygulanmistir. Deney verileri, deltametrin ve thiakloprid insektisit karisimlarinin
WHTBF-6 hiicre hattinda ve kullanilan deney sartlarinda sitotoksik etki gosterdigini
ayrica insektisit karistminin malondialdehit miktarim1 artirdigini ve glutatyon
seviyesini diisiirdiigiinii, boylece hiicrelerin oksidatif strese maruz kaldigini ortaya
koymustur.

Anahtar Kelimeler: Deltametrin-Thiakloprid Karisimi, Hiicre Canlihigi, Insan
Akciger Fibroblast, Oksidatif Stres



ABSTRACT
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The mixture of deltamethrin (DEL) and thiacloprid (THIA) is an effective insecticide
formulation commonly used in agriculture. It's been claimed that these kinds of
insecticide can lead to molecular changes such as loss of heterozygosity, gene
mutations, and irregular gene methylation of the promoter, a potential molecular
biomarker in the development of lung cancer. In addition, it has been reported that in
vitro, and in vivo studies, DEL increases the formation of reactive oxygen species
and free radicals and causes decreasing on antioxidant enzyme levels. Insecticides,
the Neonicotinoid class that Thiacloprid is involved in, have been reported to cause
oxidative stress and DNA damage in zebrafish, mice, and rats.

In the cells, exposed to oxidative stress where the balance is disrupted between
reactive oxygen species and free radicals and antioxidants, DNA and genome are
affected, thereby ROS acts as a cancer precursor by triggering genotoxicity, which
can alter the structure of the DNA. In such an affected cell, in case cell division and
normal chromosome distribution in new cells as well as chromosome morphology
changes caused by DNA fractures cannot be prevented, genomic instability,
neoplastic transformation, and cancer development can be observed.

The effects on cell viability and oxidative stress of DEL and THIA insecticide
combination which are planned to be used in our study were investigated after 24,
48, and 72 hours of administration in human lung fibroblast cells ("TERT WHTBF-
6). While the effects of the insecticide mixture on oxidative stress were determined
by measuring the reduced glutathione (GSH) levels of the cells and the
malondialdehyde (MDA) levels, a product of lipid peroxidation, which increased the
formation of reactive oxygen species in the cells, the cytotoxic effect of the
insecticide mixture was determined by the mitochondrial activity-based MTT test,
which enables the detection of viable and proliferating cells.

In order to determine the doses of the insecticide mixture to be used in the
experiments and the IC50 value for the hnTERT WHTBF-6 cell line in 72 hours of
administration, the MTT tests were performed with a 10-dose scale, 0.50+7.5,
1.25+18.75, 2.50+37.5, 5+75, 12.5+187.5, 25+375, 50+750, 100+1500, 150+2250,
200+3000 uM (DEL + THIA, respectively). As a result of these experiments, IC50
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values of 72 hours of exposure were specified as 32 uM for DEL and 481 uM for
THIA. Besides, MTT, GSH, and MDA methods were also carried out with 4 doses of
the insecticide mixture (2.50 + 37.5, 5 + 75, 12.5 + 187.5, 25 + 375 uM) determined
by applying MTT test. These three tests had been performed in the presence and
absence of S9 liver fraction in WHTBF-6 human lung fibroblasts.

Experimental data showed that Deltamethrin+Thiacloprid insecticide mixtures
exhibited cytotoxic effect in WHTBF-6 cell line under the experimental conditions
used and that also the insecticide mixture increased the amount of malondialdehyde
and decreased the level of glutathione so that the cells were exposed to oxidative
stress.

Keywords: Cell Viability, Deltamethrin-Thiacloprid Mixture, Human Lung
Fibroblast, Oxidative Stress
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Attachment Faktor: (Baglant1 Faktorii)
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Deltametrin
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5,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)
Etilendiamintetraasetik Asit

ABD Cevre Koruma Ajansi

Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon

Glutation Disiilfit

Hidroperoksikotadekadenoik Asit

Hidroksinonena

Yar1 Maksimum Inhibitér Konsantrasyon

Test Edilen Ortamda Bulunan Popiilasyonun Yarisinin Oliimiine
Yol A¢mast I¢in Gerekli Doz Miktar.

Lipit Peroksidasyonu

Malondialdehit

Mitotik indeksi (Bir Hiicre Populasyonunda Mitoz Béliinme Yapan
Hiicrelerin Tiim Hiicrelere Orani)
3-(4,5-Dimetiltiyazol2-Y1)-2,5-Difeniltetrazolyum-Bromiir
Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri

Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat

Optik Density: (Optik Yogunluk)

Phosphate buffered saline

Phosphate Buffered Saline: (Fosfat Tamponlu Salin)
Polimorfoniikleer Lokositler

Reactive Oxygen Species: (Reaktif Oksijen Tiirleri)
Karaciger Fiksasyonu

Thiobarbitiirik Asit

Thiakloprid

Tripsin Notralize Soliisyonu

Ultraviyole

Diinya Saglik Orgiitii

Insan Akciger Fibroblast Hiicre Hatt1
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1. GIRIS

Pestisit terimi kisaca “’pest’’ (hasarat) ad1 verilen zararlilar1 61diirmek i¢in kullanilan
madde anlamina gelir ve su sekilde tanimlanabilir: Insan, hayvan ve bitki iizerinde,
cevresinde bulunan veya yasayan, ayrica besin maddelerinin iiretimi, hazirlanmasi,
depolanmasi1 ve tiiketimi sirasinda onlarin besin degerini azaltan, hasara ugratan
zararlilar1 Oldiirmek icin kullanilan maddelerdir. Bu zararlilar cesitli hastaliklari
tasiyan parazitler, tarim ve bitki zararlis1 bocekler, yabani ot ve mantarlar, insan,
hayvan, ¢evre ve barmaklardaki sinek, bit, pire, kene, uyuz, hamam bocegi gibi u¢an

ve yiiriiyen canlilardir (Kaya ve ark., 2002).

Zararli bocekleri kontrol etmek ve zararli otlar1 yok etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan pestisitler, ¢evremizde biriken her yerde bulunan Kirletici maddelerdir ve
dolayistyla insanlar bu pestisitlere kaginilmaz sekilde maruz kalirlar. Baz1 pestisitler
yiiksek derecede toksiktir, biyolojik olarak bozunmaz ve g¢evrede uzun siire kalir.
Kullanilan  pestisitlerin ~ temel  simiflar1  organoklorinler, organofosfatlar,
neonikotinoitler, karbamatlar ve piretroitlerdir. Bu insan yapimi kimyasallarin
bazilarinin insan ve vahsi yasam popiilasyonunun saghigini etkiledigi konusunda
giderek artan endiseler bulunmaktadir. Bircogu Amerika Birlesik Devletleri Cevre
Koruma Ajanst (USEPA) ve Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajanst (IARC)
uyarinca kanserojen olarak smiflandirilmis olmasina ragmen, mekanizmalarinin
anlagilmasi hala yetersizdir (Ghisari ve ark., 2015).
Gegtigimiz birkac¢ yilda molekiiler biyobelirtecler, bu iliskilerin ilgili maruz kalma
seviyelerinde daha iyi kantitatif tahminler yapmak i¢in bocek ilaglar1 da dahil olmak
tizere, tarimsal ¢evre kirletici maddelerle olan iliskilerini belirtmek icin yaygin olarak
kullanilmistir (Anwar, 1997). Bunlar, cesitli streslere karsi organizmalarin cesitli
enzimleri, DNA ¢alismalarin1 ve biyokimyasal yonlerini igermistir. Son yillarda,
hizli bir toksikoproteomik tabanli teknolojilerin gelistirilmesi, protein ekspresyonu
ve olumsuz c¢evresel zorluklara cevap veren modifikasyonlarda yapilan
degisikliklerin yerel analizine katkida bulunmustur (Wetmore ve Merrick, 2004).
Calismalar, toksik kimyasal maruziyetten kaynaklanan protein degisikliklerini ve
biyobelirteg tanimlamasin1 profilleme yetenekleri i¢in cesitli toksikoproteomik
teknolojilerin uygulanabilecegine dair giicli kanitlar saglamistir (Merrick, 2004;
George ve Shukla, 2011).



Glinlimiizde pestisit maddelerinin yaygin kullanimi, bitkilerin ve insanlarin
istenmeyen zararlilardan korunmasini biiyiik olgiide garanti etmektedir. Bununla
birlikte, pestisitlere maruz kalma, kanserojen, norodejeneratif hastaliklar,
immiinolojik hastaliklar, endokrin sistem iizerindeki etkiler vb. gibi ¢esitli insan
saglig1 etkilerinin gelistirilmesinde rol oynayabilir (Alavanja ve ark., 2013). Her ne
kadar pestisit maruziyetini olumsuz saglik etkileriyle iliskilendiren g¢ok sayida
calisma yayinlanmis olsada, epidemiyolojik ¢alismalar bir¢ok sinirlamadan ve
mevcut verilerin heterojenliginden muzdarip oldugundan, pestisit maruziyeti ve
kronik hastaliklar arasindaki nedensel iliski konusunda hala biiyiik miktarda bir

belirsizlik bulunmaktadir. (Ntzani ve ark., 2013).

Boceklere karsi kullanilan insektisitler, mantar ve kiiflere karsi kullanilan fungisitler,
yumusakealara kars1 kullanilan Mollussisitler, yabani otlara karst kullanilan
Herbisitler, nematodlara karsi kullanilan Nematisitler, kemirgenlere karsi kullanilan
Rodentisitler, bitki bliylime diizenleyicisi kimyasallar ve diger pek ¢ok kimyasallar
pestisit grubu icerisindedir. Bocekleri 6ldiirmek i¢in kullanilan maddelerin genel
adina insektisit denir (IUPAC, 2018). Bu maddeler, larvalar1 6ldiiren Larvisitler,
yumurtalart dldiiren Ovisitleri de kapsar. Tip, endiistri ve tarimda yaygin olarak
kullanilan insektisitlerin hemen hemen hepsi ekosistemde dnemli bir etki yapabilir,
hayvanlara ve insanlara kars1 toksik etkileri olabilir ve besin ag1 (zinciri) igerisinde

belirli tiirlerde yiliksek oranda birikme kapasitesine sahiptirler (Emden ve Peakall,
1996).

Bu insektisitlerin ¢ogunlugu kontak yoluyla etkisini gosterir. Insektisitlerin etki sekli
bir insektisitin hagereyi nasil oldiirdiigiinii ya da etkisiz hale getirdigini agiklayan
mekanizmadir. Pek ¢ok bilim insam1 insektisitleri etki sekline gore
simniflandirmaktadir. Bu mekanizmalar ayrica bir insektisitin hangi hayvanlar
fizyolojik olarak etkileyecegini de bize gosterir. Ideal bir pestisit hedef organizmaya
(target organizma) Oliimciil olmali, ancak hedef olmayan organizmalara (non-target
tiirlere) 6zellikle insana zarar vermemelidir. Ne yazik ki gercekte pestisitler hedef
olmayan organizmalara da zarar vermektedir (Aktar ve ark., 2009). Tarim
alanlarindaki yogun kullanim pestisitlerin ve tiirevlerinin dogada birikimine ve dogal

kaynaklar1 kontamine etmesine sebep olmaktadir. Bu birikim ve kontaminasyonda



insan ve diger hayvanlarin sagligini olumsuz yonde etkilemektedir. (Ghisari ve ark.,

2015).



2. GENEL BIiLGILER

Pestisitlerin halk saglig1 ve tarim programlarinda yaygin olarak kullanilmasi, ciddi
cevre kirliligi, ciddi akut ve kronik insan zehirlenme vakalar1 dahil olmak {izere
potansiyel saglik tehlikelerine neden olmustur (Abdollahi ve ark., 2003). Yeni, daha
toksik ve hizla yayilan pestisitlerin ¢evreye sokulmasi, potansiyel tehlikelerinin insan
sagligr acisindan dogru bir sekilde tanimlanmasimi gerekli kilmistir. Bu gibi
pestisitler ekosistemin ayrilmaz bir parcasi haline gelmistir ve bazilar1 ¢ok kararlidir.
Birkag vakada, toksisite biyotransformasyondan sonrasinda kalir. Tehlikenin
kapsami, tortunun miktarina, toksisitesine ve diger birkac faktore baglidir. Ayrica,
kiimiilatif etki nedeniyle, kalint1 olmayan hedef organizmalarda tortu seviyeleri artar.
Insan numunelerinin kalint1 analizi serum, yag dokusu, anne siitii, idrarda pestisit
seviyelerinde artis egilimi oldugunu gostermistir. Viicudumuzdaki toksik kalintilarin
biyolojik birikiminden kaynaklanan potansiyel tehlikelerle ilgili artan bir endise
vardir. Pestisit zehirlenmesi, gelismekte olan tiglincii diinya iilkelerinde morbidite ve
mortalitenin baslica nedenleri olmaya devam etmektedir. Bununla birlikte, her yil 3
milyon siddetli zehirlenme vakasi ve 22.000 6lim (zehirlenmelerin ¢ogunlugu)
meydana gelir; Ortaya c¢ikan Olimlerin  %99'u {iglincii diinya iilkelerinde
gerceklesmistir. Pestisitlerin ayr1 ayr1 kullanimindan kaynaklanan istenmeyen yan
etkiler yaygindir. Pestisitler insanlarda hem biyokimyasal hem de fizyolojik
fonksiyonlar1 bozar. Yapilan birgok arastirmaya ragmen, deney hayvanlarini
kullanarak yapilan caligmalardan, pestisitlere kronik maruz kalmanin insanlari ne
kadar etkileyecegi tam olarak belirlenememistir. Zehirlenmeyi oOnlemek igin
zehirlenmeyi destekleyen faktorlerin iyi tanmnmasi gerekir. Son zamanlarda,
pestisitlerin lipit peroksidasyonu ve farkli konakgilarin oksidatif strese baglh
parametreleri iizerindeki etkisi ilgi kaynagi olmustur. Pestisit maruziyeti sonrasinda
enzim aktivitelerindeki ve glutatyon (GSH) redoks sistemindeki Onemli
degisikliklerin ortaya ¢ikabilecegi belirlenmistir (Banerjee ve ark., 2001).
Birgok pestisitin bagisiklik sisteminin bozulmasina ya da baskilanmasina neden
oldugu bilinmektedir ve bu bilgi dogrultusunda arastirmacilar son yilarda oksitatif
strese bagli immiinotoksisite lizerine daha cok egilim gostermislerdir (Ray ve ark.,

1997; Banarjee ve ark., 2001).



Yakin zamanlarda piretroit grubu bir insektisit olan deltametrin ve neonikotinoit
grubu bir insektisit olan thiakloprid karistirtlarak yeni bir pestisit formiilii piyasaya
stiriilmiistiir. Basta deltametrin olmak iizere bu iki pestisitin ayr1 ayr1 etki
mekanizmalarin1 ve toksik etkilerini i¢eren in vivo ve in vitro ¢alismalar mevcuttur.
Ancak birlikte kullanimlari halinde etkilerinin arastirildigi in vitro sitotoksik ve

genotoksik ¢alisma az sayidadir.

2.1 Pestisitlerin Toksik Etkileri
Pestisitlerin mitotik indeksi azalttigi ve kromozom aberasyonlarini arttirdigi yapilan
bircok arastirmada degerlendirilmistir. Pestisitlerin hiicrelerde g¢esitli sitotoksik

etkiler olusturdugu gézlemlenmistir.

Pestisitler, giiniimiizde tarimsal arazilerden yiiksek verim elde edebilmek amaciyla
yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak; ¢evre ve dogal dengeyi olumsuz yonde
etkilemesi, lirtinlerde, toprakta, suda ve havada kalint1 birakmasi, hastalik, zararli ve
yabanci otlarda dayaniklilik meydana getirmesi ve oral, dermal ve inhalasyon
yollartyla viicuda alinarak insan sagligini tehdit etmesi gibi birgok istenmeyen
etkilere yol agmaktadir (Sekeroglu, 2010). Toksik maddelere maruz kalmalar
cogunlukla solunum deri ve gozlerin dogrudan temas ve/veya sindirim yoluyla
gerceklesir, bunlardan solunum, viicuda girisin en 6nemli yoludur ve iliskili 6liimleri
en sik bildirilen maruz kalma tipidir. Gazlar ve buharlar en sik solunan maddelerdir,
bununla beraber sivilar ve katilar da kiiciik parcacikli duman, basingl gaz (sprey)
veya toz seklinde solunabilir. Akcigerler toksisite tarafindan 6ncelikli olarak etkilenir
(Newman, 2004; Eldridge, 2008). Cesitli pestisitlere solunum yoluyla maruz
kalmanin akciger kanserine yol agabilecegi belirtilmektedir (Gold ve ark., 1997).
Zirai islemlerle iliskili pestisitlere maruz kalma solunum semptomlarmin risk
artigtyla alakalidir (Lovasz ve Zeic, 2013). Ayrica birden ¢ok kimyasal maddenin
karisimi ile hazirlanan pestisit preparatlarindan dolayi, insanlar sadece bir pestisite
degil birden ¢ok pestisit cesidine ayni anda maruz kalmakta ve bu nedenle
olusabilecek hasar miktar1 da artabilmektedir (Demsia ve ark., 2007; Sekeroglu,
2010). Genellikle iki veya daha fazla pestisit iceren karigimlara maruz kalan
organizmalardaki toksik etkinin, pestisitlere tek baslarina maruz kalindiginda
gozlenen toksik etkiden daha fazla ve daha ciddi sonuglara yol agabildigi

belirtilmektedir. Her bir pestisitin tek basina sahip oldugu potansiyele bagli olarak
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toksik etkinin digerinden bagimsiz ortaya g¢ikmasi bu etkilerin birbiri iizerine
eklenerek toplam toksisitenin artig gostermesine yol acabilmektedir. Bu sekilde
pestisitler karisim halinde kullanildiklarinda, biri digerinin toksik etkisinde artisa
neden olacak sekilde sinerjistik etkilesim meydana getirebilir ve toplam toksik etkide

bir artisa sebep olabilmektedir (Sekeroglu, 2010; Sekeroglu ve ark., 2013).

Insektisitlerin in vivo ve in vitro calismalarda; lipit peroksidasyonunu dolayisiyla
malondialdehit ve benzerlerinin liretimini artirdigini ayrica doku hasar1 ve hiicre
toksisitesi varliginin tespitinde kullanilan laktat dehidrojenaz salinimini artirdigini ve
organizmay1 oksidatif hasardan koruyan glutatyon peroksidaz aktivitesini azalttig
rapor edilmistir. Serbest oksijen radikallerinin hiicre hasarina aracilik edebilecegi ve
timor olusumuna ve kanser gelisimine yol agabilecegi kanitlarla desteklenmistir
(Bagchi ve ark., 1995). Bu calismalardan elde edilen kanitlar, ksenobiyotikler ve
klorlu bilesikler gibi ¢evresel ajanlarin ROS aracili toksisite yoluyla hiicresel hasarin
onemli baslaticilart olduguyla ilgilidir (Galaris ve ark., 2008). Artmis ROS iiretimi
ve antioksidan savunma kapasitesinin azalmasi oksidatif dengeyi bozabilir ve lipitler,
proteinler ve DNA’y1 iceren hiicrenin tiim bilesenlerinin hasariyla sonuglanabilir
(Mostafalou ve Abdollahi, 2013). Baz1 pestisitlerin niikleotit degisiklikleri veya
kayiplarina boylece de DNA tek zincir kiriklarina yola agabilecek ROS olugumunu
artirdig1 gosterilmistir (Lio1 ve ark., 1998; Banerjee ve ark., 2001; Giray ve ark.,
2001; Muniz ve ark., 2008).

Piretroit grubu bir insektisit olan DEL ve neonikotinoit grubu bir insektisit olan
THIA karisimmin piyasaya siiriilmiis ve kullanima gecmis 6zel bir formiilasyonu,

karigim halindeki pestisitlere bir 6rnektir.

2.2 Boceklerle Miicadelede Kullanilan insektisitler

Organoklorinler, organofosfatlar, karbamatlar ve piretroitler grubu insektisitler
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bazi bocek tilirlerinin  organofosfathh  ve
organoklorinli insektisitlere kars1 direng gelistirmelerinden dolay1 bu insektisit
tiirevlerinin kullaniminin azalmasi ile beraber neonikotinoit ve pretroitlerin kullanimi
yayginlasmistir (Kovganko ve Kashkan, 2004; Cakir ve Yamanel, 2005).
Calismamizda test maddesi olarak kullandigimiz deltametrin piretroit, thiakloprid ise

neonikotinoit grubu insektisitlerdir.



2.2.1 Piretroit Grubu Insektisitler

2.2.1.1 Piretroitlerin Genel Ozellikleri

Piretroit insektisitler, krizantem c¢iceginde bulunan dogal piretrinlerin sentetik
analoglaridir (Gassner ve ark., 1997a; Kumar ve ark., 2015). Piretroitler yapisal
farkliliklara ve toksikolojik ve norofizyolojik eylemlere dayanarak iki sinifa
ayrilmustir. Tip I piretroitler (alletrin, permethrin, tetrametrin, piretrinler) alfa—siyano
grubu igermeyen piretroit esterleridir. Tip II piretroitler (deltametrin, cypermethrin)
ise alfa-siyano grubu igerirler (Barlow ve ark., 2001). A-siyano siibstitiientinin
varlig1 veya yoklugu zehirlenme sendromu tipini belirler. Siyano olmayan (tip 1)
bilesikler, artan reaktiviteden tiim viicut titremesine kadar ilerleyen kemirgenlerde
semptomlar {iretir. Siyano piretroitleri (tip II) tiikiirik salgilamasi, koreotetoz ve

kronik ndbetlerden olusan bir sendrom olusturur (Kumar ve ark., 2105)

Sentetik piretroitler, daha iyi performans Ozelliklerine sahip piretrum benzeri
yapilara sahip benzersiz bir insektisitler grubunu olusturur ve kiiresel olarak

kullanilan insektisitlerin %30'undan fazlasini kapsar (Prasanthi ve ark., 2005).

ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA) 'nin konut ve tarimsal kullanimlarda organofosfat
insektisitlerin  kullanimin1  azaltma karari, piretrin ve piretroit insektisitlerin
kullaniminm1 arttirmistir (Power ve Sudakin, 2007). Her ne kadar memeliler bu
pestisitleri hizl1 bir sekilde hidrolize edebilirlerse de 6zellikle organizmalar kronik
olarak bocek ilaglarina maruz kaldiklarinda 6nemli bir toksisite gdstermistir. Bu
baglamda, c¢esitli ¢aligmalar piretroit maruziyetinin ¢esitli organlardan (yani beyin,
eritrosit, lokositler, vb.) hiicrelerde oksidatif hasar artisina neden olabilecegini
gostermistir (Bradberry ve ark., 2005; Nasuti ve ark., 2007). Memelilerde piretroit

toksisitesi ile ilgili mekanizmalardan biri, oksidatif stresi artirma kapasiteleridir.

2.2.1.2 Piretroitlerin Toksik Mekanizmalar: ve Etkileri

Piretroitler diger bocek oldiiriicii siniflarina gére daha hidrofobiktir ve bu 6zellik etki
bolgesinin biyolojik zarda oldugunu gosterir (Michelangeli ve ark., 1990). Aslinda,
piretroitler i¢in ana hedef bolge, néronal zardaki gerilime bagli sodyum kanali olarak
tanimlanir (Soderlund ve Bloomquist, 1989). Mevcut veriler hem Tip I hem de Tip 11
piretroitlerin, ayr1 ayr1 kanallarin agilip kapanmasinin kinetigini yavaslatarak sodyum
kanallarinda giiclii ve stereoselektif olarak etki ettigini gostermektedir. GABAA

reseptoriiniin inhibisyonu, Tip II piretroitler i¢in Onerilen ek bir mekanizmadir
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(Narahashi, 1991). Ek olarak, tip Il sendromu merkezi sinir sistemini etkilerken, tip |

periferik sinirleri igerir (Lawrence ve Casida, 1982).

Her ne kadar tip I ve II tedavisinin etkisi hayvanlarda farkli semptomlar iiretse de asil
etkileri sodyum ve kloriir kanallaridir. Bu bocek dldiiriictiler, boceklere, memelilere
gore 2250 kat daha toksik sonug verir (Bradberry ve ark., 2005). Bu etki daha yiiksek
sodyum kanallarinin duyarliligindan, diisiik viicut agirhigindan ve sicakliktan
kaynaklanmaktadir. Memeliler bu bocek dldiiriiciilere karsi daha direngli olsalar bile,
bu pestisitlerin tarimda ve i¢ hasere kontrolii i¢in yaygin olarak kullanilmasi, hedef
dis1 organizmalara da zarar verebilir (Shafer ve ark., 2005). ABD popiilasyonundan
ve Italya'nin farkli bolgelerinden gelen veriler, insanlarin idrarda dlgiilebilir pestisit

metabolit seviyelerine sahip olduklarin1 gostermektedir (Mage ve ark., 2004)

Boceklerde piretroitlerin toksisitesi, sinir zarlarindaki depolarize edici etkileriyle
dogrudan iligkilidir. Cogu piretroit insektisiti en az iki izomer olarak bulunurken,

deltametrin tek bir izomer olarak pazarlanir (Kumar ve ark., 2015).

2.2.1.3 Deltametrin

DEL,; siis bitkilerinde, sebzelerde, pek ¢ok meyvede, tahillarda, nohutta, ay¢igceginde,
pamukta ve diger pek cok tarla bitkisinde goriilen pek ¢ok bocek tiirii ile kimyasal
miicadele i¢in kullanilan a-siyano tip 2 sentetik piretroit tipi bir insektisittir (Barlow
ve ark., 2001; Sekeroglu, 2010). Bir¢ok ¢alisma DEL’in memelilerde genotoksik,

immiinotoksik ve karsinojenik etkisinin oldugunu gostermistir.

Deltametrin, 1974'te Elliott tarafindan sentezlenen fotostatik bir piretroitdir (Qiao ve
ark., 2005). Kimyasal agilimi a-siyano-3-fenoksibenzil-(1R, S)- cis, trans -3- (2,2-
dibromovinil) -2,2-dimetilsiklopropan karboksilattir. Diisiik konsantrasyonlarda
yiiksek etkileri, kolay parcalanmalar1 ve kuslar ve memelilere diisiik toksisite
gostermesi deltametrinin temel avantajlaridir (Kumar ve ark., 2015). Deltametrin
pamuk, misir, hububat triinleri, soya fasulyesi ve akarlar, karincalar, hagereler gibi
zararli bocekler icin sebzeler ve hayvanlar iizerindeki endo ve ekto parazitlerin
kontrolii dahil c¢esitli mahsullerde kullabilabilir (Muccio ve ark., 1997). Ayni
zamanda sitma ve diger vektor kaynakli hastaliklarin kontroliinde de kullanilir
(Barlow ve ark., 2001). Hizli metabolizmasi ve insanlara ve diger hedef olmayan

hayvanlara kars1 diislik toksisitesinin yani sira ¢ok sayida zararli bocek tlizerindeki



yiiksek potansiyeli nedeniyle, iilkelerin ¢ogunda bir se¢cim haline gelmistir (Chargui
ve ark., 2012). Bocek oldiiriicii ve antiparaziter formiilasyonlar olarak piretroit
kullanimi, son yillarda organofosforlu insektisitlerin satisindaki kisitlamalar

nedeniyle belirgin sekilde artmistir (Kumar ve ark., 2015).

Deltametrin ¢ok lipofilik bir kimyasal oldugu i¢in organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir ve
suda ¢ozliniirligli ¢ok azdir. Lipofilik 6zelligi nedeniyle hiicre zar1 aracilifiyla ¢cok
cabuk bir sekilde hiicre icerisine girebilmektedir. Bu nedenle deltametrinin sodyum
kanallar1 disindaki zar proteinlerine, hatta hiicre i¢i membran sistemine bile zarar

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

2.2.1.4 Deltametrinin Viicuda Emilimi ve Metabolizmasi
Deltametrin, icerisinde ester grubunun varligindan dolayr memelilerde diisiik

toksisite gostermistir (Aldridge, 1990).

Insanlarda ve hayvanlarda deltametrine maruz kalmanin en énemli kaynaklar1 kirli
yiyecek ve sudur. Bu nedenle oral yoldan kolayca emilir (Barlow ve ark., 2001).
Tarimda ve halk sagliginda piretroit insektisitlerin kullaniminin artmasi, ucaklarin
dezenfekte edilmesi ve DEL ile emprenye edilmis sivrisinek aglarinin
kullanilmastyla ve ¢esitli sekillerde kisisel korunmalarin kullanilmasi insana bu

insektisit sinifina maruz kalma sansini arttirmistir (Janakara ve ark., 1995; Kumar ve

ark., 2015)

Laboratuvar siganlarinda ve farelerinde yapilan calismalarda hiicreye agiz yoluyla
alinan deltametrinin bagirsaklardan hizli bir sekilde emildigi goriilmiistiir. Siganlarda
yapilan c¢alismalarun sonucu olarak, deltamethri hizli bir sekilde bagirsak
duvarindaki esteraz enzimleri ve karacigerdeki mikrozomal oksidaz enzimleri

tarafindan metabolize edildigi gosterilmistir (He ve ark., 1991).

Deltametrin, kemirgenlerde ilk metabolize oldugunda ester bagi kirilarak asit ve
alkoller iiretilir. Bazi molekiil bolgeleri oksidaysona ugrayabilir. Ester bagi
kirildiktan sonra fiiretilen alkol ve asit triinleri ardindan siilfiirik asit, glisin veya

glukuronik asit molekiilleri ile konjugasyon reaksiyonlarina girer.

Deltametrin oral yolla viicuda alindiktan 2-4 giin sonra deltametrine ait cogu
metabolitler ve metabolize olmayan deltametrin (toplam alinan deltametrinin

(vaklasik %13-21"1) viicuttan diski ile atilir. Deltametrinde metabolite olan bir siyano
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grubu ise, Once tiosiyanide ¢evrilir ve viicuttan daha yavas bir sekilde uzaklastirilir.
Bu iirliniin mide ve deri yoluyla viicuda alinmasinin iizerinden yaklasik sekiz giin

gectikten sonra bile %20’sinin hala viicutta bulundugu rapor edilmistir (He ve ark.,

1991; Myers, 1998).

Insanlarda deltametrinin nasil metabolize oldugu iizerine bilgiler cok kisitlidir ancak
kemirgenlerdekine benzedigi ihtimali diisiiniilmektedir. Ug erkek géniillii {izerinde
yapilan ¢alismada deltametrinin insanlarda nasil absorbe oldugu ve viicuttan nasil
atildig arastirilmistir (Kavlock ve ark., 1979; Barlow ve ark., 2001). Bu goniilliiler
radyoaktif 1*C ile isaretlenmis deltametrini 3 mg’lik tek bir doz halinde agi1z yoluyla
almiglardir (IPCS 1990; Bhunya ve Pati, 1990). Plazma deltametrin seviyesi, viicuda
alindiktan 1-2 saat sonra en yiiksek seviyeye ¢ikmis ve plazmadaki yar1 dmriintin 10-
11,5 saat arasinda oldugu tespit edilmistir. Salya ve kan hiicrelerinde seviyenin ¢ok
diisiik oldugu goriilmiis ve bes glin boyunca %10 -26’sinin digki, % 50-51’nin idrar
yoluyla atildig1 tespit edilmistir. Idrarla 24 saatte %90’1ik kismi viicuttan atilmustir.
Idrardaki yarilanma &mrii 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 iirlin deltametrin
kullanan iscilerde de goriilmektedir. Bu da ester baginin ayni rodentlerde
(kemirgenlerde) oldugu gibi hidrolize oldugunun gostergesidir (Kavlock ve ark.,
1979; Barlow ve ark., 2001).

Memelilerle yapilan c¢alismalarda deltametrinin ve deltametrin 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 sistemine yan etkileri, Issam ve
ark., (2009) karacigere ve bobreklere toksisitesi de rapor edilmistir (Chargui ve ark.,
2012).

2.2.1.5 Deltametrinin Toksik Etkileri
Deltametrinin sinekler, diger artropotlar ve baliklar i¢in son derece zehirli olmasina
ragmen, memelilerde metabolizmasi ve atilimi hizli oldugu i¢in daha diisiik derecede

zehirli oldugu belirtilmistir (Kaya, 2005). Viicutta titreme, kivranma, el, yliz ve
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ekstremite kaslarinda yavas ve ani kasilmalar, tlikiiriikk salgilama (CS sendromu
olarak da bilinir), viicudun tiimiiniin veya bir kisminin sarsilmasi, deride tahris, kilo
kaybi, kas ve bezlerde uyumsuzluk solunum giigliigii, gozlerde ve kaslarda siirekli
veya araliklarla ortaya ¢ikan istem dis1 kasilmalar, titremeler, hiperaktivite ve asiri
hassasiyet kemiricilerde toksik etkinin sebep oldugu bazi belirtilerdir (Barlow ve
ark., 2001). Deride kizariklik, uyusma, kasinma, karincalanma ve viicudun bazi
yerlerinde duyu bozuklugu gibi deri semptomlari, hapsirma, burun akintisi yiizde
yanma hissi ve daha agir vakalarda kaslarda fazla ve istemsiz kasilmalar, bas
donmesi, halsizlik, mide bulantis1 ve siddetli bas agrisi, istahsizlik mesleki maruz
kalmalarda kayith olan zehirlenme belirtileridir. Bunun disinda nadir olarak akut
insan zehirlenmesi de goriilebilir. 13 yasinda bir kiz ¢gocugunun 5 gr deltametrini oral
yolla alarak intihar girisimi vakasi kas kramplari, biling kaybi tasikardi ve goz

bebeginin daralmasiyla sonuglanmistir (Barlow ve ark., 2001).

2.2.2 Neonikotinoit Grubu Insektisitler

2.2.2.1 Neonikotinoitlerin Genel Ozellikleri

Neonikotinoitler 1980'lerde gelistirilmistir ve ticari olarak temin edilebilen ilk bilesik
olan imidacloprid, 1990'larin basindan beri kullanilmaktadir (Kollmeyer ve ark.
1999). Neonikotinoit insektisitler yapilarinda nikotin bulunduran ve 6-kloro- 3-
piridinil grubu ve bunlarin azometin metabolitleri ve analoglarindan olusurlar
(Tomizawa ve ark., 2001). Neonikotinoit insektisitler, ok sayida hasere boceklerine
karst secici aktiviteleri ve c¢ok cesitli tarimsal uygulamalar i¢in ¢ok yonliiliikleri

nedeniyle pazara sunulan en hizli biiyiiyen pestisit sinifidir.

N-nitroguanidinler (imidacloprid, tiamethoxam, clothianidin ve dinotefuran),
nitrometilenler (nitenpyram) ve N-siyanoamidinler olmak iizere ii¢ kimyasal gruptan
birine siiflandirilabilirler (Jeschke ve ark., 2011).

Neonikotinoitler suda ¢oziiniir ve bitkiler tarafindan kokleri veya yapraklart yoluyla
kolayca emilirler ve daha sonra bitkinin dokular1 boyunca tasinirlar. Bu, haserenin
kontroliinde, bitkinin tiim kisimlarin1 koruduklart i¢in bir¢ok avantaj saglar; 6rnegin,
her ikisi de sistemik olmayan bilesiklerin yaprak spreyleri kullanilarak kolayca
kontrol edilemeyen sikict boceklere ve kok besleme boceklerine karsi etkilidirler.
Omurgalilara diisiik toksisite, boceklere yiiksek toksisite gdstermesi diinya genelinde

en yaygin kullanilan pestisitler arasinda hizli bir sekilde neonikotinoitlerin ortaya
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cikmasina neden olmustur. Bu pestisitler diger pestisit siniflarindan daha fazla
kullanilmaktadir ve kullanilan biitiin pestisitlerin yaklasik dortte birini icermektedir

(Jeschke ve ark., 2011).

2.2.2.2 Neonikotinoitlerin Toksik Mekanizmalar: ve Etkileri

Neonikotinoitler, nikotinden tiiretilmis yeni bilesikleri anlatan bir terimdir ve bu
grupta imidakloprid, asetamiprid, klotianidin ve tiokloprid bulunmaktadir. Nikotinik
asetilkolin reseptdrlerinin agonisti olarak etki gosterir ve bu reseptorlerin bocekte ve
memelide farkli tipleri olmasindan dolayr memeli toksisitesi diisiik kabul edilen
maddelerdir. Bununla birlikte, yakin zamanda, neonikotinoit igeren bdcek
oldiiriictilerin, omurgalilarin nikotinik reseptorlerini aktive edebilmeleri ve / veya
modiile edebilmeleri nedeniyle insanlar ilizerinde daha giiclii yan etkilerin olabilecegi

de bildirilmistir (Li ve ark., 2011).

Kemirici ve kemirici olmayan canli gruplar ile yapilan calismalarda, farkli THIiA
dozlarmin uygulanmasi oral, deri ve solunum yoluyla THiA’e maruz kalma
sonucunda karacigerdeki detoksifikasyon enzimlerinin ve oral yolla alinmasindan
sonra steroid hormon sentezini saglayan bazi enzimlerin aktivitelerinin
yiikselmesinden sonucu, baslica hepatoksisite ve tiroit toksisitesi belirlenmistir
(Sekeroglu, 2010). Nikotinik asetilkolin reseptorii agonistleridir; merkezi sinir
sistemindeki nikotinik asetilkolin reseptorlerine (nAChR'ler) kuvvetlice baglanir,
diisiik konsantrasyonlarda sinir stimiilasyonuna neden olur, ancak reseptor tikanmasi,
felg ve daha yiiksek konsantrasyonlarda 6liime neden olabilir. Neonikotinoitler bocek
nAChR'lerine omurgali hayvanlardan daha giiclii baglanirlar, bu yiizden seg¢ici olarak

boceklere karsi daha toksiktirler (Tomizawa ve Casida, 2005).

2.2.2.3 Thiakloprid

Thiakloprid [3-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-1,3-thiazolidin-2-ylidenecyanamide],
neonikotinoit bilesikler smnifina ait bir pestisittir (Mullins, 1993). Isiga
dayanikliligimin iyi olmasi ve omurgalilara gore bocekler {izerine yiiksek secici
toksisite gostermesi, bu insektisitin diinya capinda yaygin olarak kullanilmasim
saglamistir (Nauen, 1995). Ilk kloronikotinil neonikotinoit insektisittir ve 2000
yilinda Calypso ticari ismi olarak tescil edilmistir (Elbert ve ark., 2001; Erdelen,
2001). Cok yaygin olarak kullanilan bu insektisit, genis spektrumludur. Bitkilerin

vaskiiler (floem ve ksilem) dokusu tarafindan emilir ve bitkinin her bolgesine yayilir.
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Bu nedenle bitkiyi delerek 6ziinii emen haserelere ¢cok cabuk olarak etki gosterir
(Maienfisch ve ark., 2001). Genis spektrumlu bocek oldiiriicii aktivitesi, diisiik
uygulama oranlar1 gibi benzersiz biyolojik ve kimyasal 06zelliklere sahiptirler
Maienfisch ve ark., 2001). Nikotinik asetilkolin reseptdr inhibitorii olarak hareket
ederek bocegin sinir sistemini bozarak hareket eder (Osterauer ve Kohler, 2008).
Giinlimiizde bu bocek oldiiriiciiler, bir¢ok iiriinde ¢esitli zararh tiirleri kontrol etmek
i¢in ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Elbert ve ark., 2000). Diinya genelinde
bu insektisitin kullanim1 giderek yayginlagtigindan, canli organizmalar {izerindeki

olas1 genotoksik ve sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi ¢ok dnemlidir.

2.2.2.4 Thiaklopridin Viicuda Emilimi ve Metabolizmasi

Thiakloprid, chloropyridylmethyl grubu bir neonikotinoittir. Soluma, odermal ve oral
yollar thiakloprid’in viicuda baslica giris yollaridir. Ratlara oral yolla verilen
thiakloprid dozunun % 60-80’inin hizla emildigi belirlenmistir. Doz uygulamasindan
yaklagik 3-4 saat sonra plazmada en yiiksek konsantrasyona ulastigi ve bazi
metabolik siiregler gegirdikten sonra disari hiz1 bir sekilde atildigi tespit edilmistir.
Kinetik otoradyografik ve caligsmalar thiaklopridin; tiroit, bobrek, akciger, karaciger,
dalak, gastrointestinal sistem ve deri gibi uzuvlar basta olmak f{izere viicudun
tamamina yayildigini gostermistir. Thiaklopridin dokulardaki iz ol¢iimii genellikle
diisiiktiir. Fakat dagilim sekli ve iz 6l¢iim, cinsiyete ve doza bagl olmakla birlikte,
genellikle benzerdir. Yiiksek dozlarda her iki cinsiyette de viicuttaki kalinti
miktarlarinin arttif1, fakat disilerin viicutlarindaki kalinti miktarinin erkeklere gore
belirgin bir sekilde daha yliksek oldugu belirlenmistir. Yiiksek dozlara maruz kalma
sonucu, en yliksek kalintilarin uygulamadan yaklasik 48 saat sonra bulundugu

gosterilmistir (APVMA, 2001; EPA, 2003; ECB, 2008).

Thiakloprid tanimlanmis 25 metaboliti ile kapsamli bir sekilde metabolize edilir ve
sirastyla metabolizma basamaklari; thiazolidine halkasinin hidroksilasyonu ve
glukoronidasyonu, cyanamide kisminin hidroksilasyonu, thiazolidine halkasinin
acilmasi, oksazol halkasinin olusumu, thiazolidine halkasinin oksidasyonu,
metilasyonu ve metilen kopriisiinde oksidatif yarigimin olusmasidir (Sekeroglu,
2010).
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Thiaklopridin bazi metabolik siirecler ile beraber alinan dozun %90’1 yaklasik 48
saatte viicuttan hizli bir sekilde uzaklastirilabilir. Bosaltim sistemi, solunum sistemi
ve sindirim sistemi viicuttan uzaklastirilmasinda baslica rolii tstlenir. Viicuda giren
dozun yaklasik %60- 80’1 iire ile, %39’u disk: ile, %1 veya daha az kismi ise
ekspirasyon havasi ile atilir (Sekeroglu, 2010).

2.2.2.5 Thiaklopridin Toksik Etkileri

Oral, deri ve solunum yoluyla thiaklopride maruz kalma sonucunda karacigerdeki
detoksifikasyon enzimlerinin ve oral yolla alinmasindan sonra karacigerde steroid
hormon sentezini saglayan bazi enzimlerin aktivitelerinin yiikselmesinden dolayi,
tekrarlayan dozlarda viicuda alinmasi sonucu hedef organin karaciger oldugu
diisiiniilmektedir. Diger hedef organlar olan tiroit bezi ve adrenal bezler tizerindeki
etkilerinin, karaciger enzimlerinin aktivitelerinin artisiyla ilgili olarak ortaya ¢iktig

kabul edilmektedir (Sekeroglu, 2010)

Sekeroglu ve ark., (2011) 30 giin boyunca sican kemigi iligi hiicresi in vivo
calismalarinda thiakloprid'in mitotik indeks (MI) ve biniikleer hiicre sayilarim
onemli Ol¢iide azalttigini ve kromozom sapmalarini (CAs; 24 saat boyunca 112.5
mg/kg,) onemli dlgiide arttirdigini ve ayrica mikroniikleer biniikleer hiicrelerde (22.5
mg/kg / glin) 6nemli bir artisa neden oldugunu bildirmistir. Diger nikotin grubu
insektisitler gibi bitkinin merkezi sinir sistemini nikotinik asetil kolin esteraz
reseptorlerine baglanarak etkilemektedir. Hiicre ve dokularda reseptdrlere baglanarak
asetil kolin birikmesiyle beraber felce sebep olmaktadir. (Zhang ve ark., 2000 ve
Iwasa ve ark., 2004). Nikotin grubu igerisinde olmalarina ragmen insanlara nikotin
ve tiirevlerinin gosterdigi toksik etkiyi gostermemekte, bu nedenle yaygin olarak

kullanilmaktadir (Tomizawa ve Casida, 2003).

Yaygin kullanilmasma sebep olan biitiin bu avantajlara ragmen baliklarda akut
toksisiteye neden olduklar1 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 thiaklopridin bile, arilarda yiliksek mantaliteye sebep oldugunu gosterilmistir
(Vidau ve ark., 2011). Siganlarda yapilan kisa ve uzun siireli agiz yoluyla thiakloprid

alim1 sigan karacigeri ve tiroit bezinde etkilere sebep olmaktadir. Thiakloprid yalniz
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verildiginde ve deltametrin / thiakloprid karigimi siganlara lenf organlarinda ve
plazmada antioksidan enzim seviyesinde azalmaya sebep oldugunu rapor edilmistir

(Aydn, 2011).

2.3 Oksitatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri ve yliksek derecede tahrip edici yapilart uzun yillardir
bilinmektedir, ancak hayati organlar iizerindeki ¢esitli patofizyolojik etkileri hala
blyiik ilgi ¢ekmektedir. Oksidatif stres, en basit sekilde, hiicrelerin lipit tabakasinin
peroksidasyonuna neden olan serbest radikallerin iiretimi ile viicudun antioksidan
savunmas1 arasindaki dengesizlik olarak tanimlanabilir. Bircok ksenobiyotigin
toksisitesi, sadece kendileri i¢in toksik olmayan ayni zamanda birgok hastaligin
patofizyolojisine de dahil olan serbest radikallerin iiretimi ile iliskilidir. Ornegin,
Alzheimer hastalifinda 6nemli bir ndrodejenerasyon mekanizmasi olarak oksidatif

strese dair genis kanitlar vardir (Abdollahi ve ark., 2003).

Kadmiyum ve kursun gibi birgok cevresel kimyasallara uzun siire maruz kalmak,
biyolojik sistemdeki olumsuz etkilerin altinda yatan bir mekanizma olarak oksidatif
strese neden olabilir. Pestisitler, biyolojik sistemleri olumsuz yonde etkileme
potansiyelleri nedeniyle bilerek ¢evreye salinan kimyasal smiflardan birini temsil
eder, bu nedenle toksik potansiyelleri i¢in yogun olarak calisilmistir. Pestisit
kaynakli oksidatif stres ayni zamanda son yildir olast bir toksisite mekanizmasi
olarak toksikolojik aragtirmalarin odak noktasi olmustur. Insanlarda veya
hayvanlarda oksidatif stresin bu gruptaki g¢esitli ajanlardan kaynaklanip
kaynaklanmadig1 ve toksik etkileriyle iliskili olup olmadigini belirlemek i¢in cesitli

caligmalar yapilmistir (Abdollahi ve ark., 2003).

Oksidatif stres, cesitli toksinlerin ve hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynar.
Oksidatif stres, saglam hiicrelerde prooksidant/antioksidan sistemlerinin denge
durumlarinda bir rahatsizlik olarak tanimlanmistir. Oksijenin potansiyel olarak
zararl etkilerinin ¢cogu, diger maddelere oksijen verme egilimi yiiksek olan reaktif
oksijen tiirleri olarak bilinen bir dizi kimyasal bilesigin olugmasi ve aktiflesmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu tiir reaktif tiirlerin ¢ogu serbest radikaldir. Serbest radikaller,
bir veya daha fazla eslestirilmemis elektronlu molekiillerdir ve bu nedenle kararsiz

ve yliksek oranda reaktifdir. Serbest radikaller, hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve
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lipit peroksil radikalleri gibi ¢esitli kimyasal yapilara sahiptir. Reaktif oksijen tiirleri
kararsiz ve yliksek oranda reaktif partikiillerdir, ¢linkii bir veya daha fazla
eslestirilmemis elektrona sahiptirler ve bu nedenle stabilite ararlar, radikaller
molekiiler yapiya ve fonksiyona zarar veren baska bir elektron elde etmek igin
yakindaki molekiillere saldirirlar. Reaktif oksijen tiirleri, hiicrelerde normal
metabolik ve sinyal iletim olaylarinin {riinleridir, ancak patolojik bir siiregte de
onemli bir rol oynayabilir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve diger radikaller,
mutasyon, karsinojenez, dejeneratif ve diger hastaliklar gibi c¢esitli biyolojik
olaylarda, birlesmede, yaslanmada ve gelisimde rol oynarlar. ROS, zararli ve yararl
tiirler olarak ikili bir rol oynadigi igin iyi taninmaktadir. Serbest radikaller ve diger
ROS, insan viicudundaki normal metabolizmada; ozon, sigara, pestisitlere ve
endiistriyel kimyasallara maruz kalma gibi dis kaynaklardan elde edilir (Soltaninejad

ve Abdollahi, 2009).

Her ne kadar ¢ok sayida c¢alisma pestisitlere maruz kalma ve oksidatif stres olusumu
arasindaki iliskiyi ele alsa da bunlar olduk¢a farkli tiirdendir. Bu calismalarda kan
dahil farkli dokularda ve maruz kalma dozlarinda ve kosullarinda (akut veya kronik)
incelemeler yapilmistir. Deney hayvanlar1 hakkindaki mevcut veriler, Thapar ve ark.,
(2002); John ve ark., (2001) ve in vitro calismalar, antioksidan savunma ile ilgili
enzimlerin oldugunu gostermektedir ve bu mekanizmalar pestisitlerin etkisi altinda
degismektedir (Dowla ve ark., 1996; Singh ve ark., 2006). Bununla birlikte, bu
caligmalar, antioksidan enzimlerin aktivitesinin arttigin1 veya azaldigim bildirildigi
icin tartismali sonuglara yol agmustir. Aktiviteler arttiginda, pestisitler tarafindan
uretilen oksidatif stresi gidermek icin serbest radikal temizleyici enzimlerin
indiiklenmesine yol acan telafi edici mekanizmanin bir aktivasyonundan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Buna karsilik, antioksidan enzimlerdeki azalma,
pestisit metabolizmas1 sirasinda tiretilen oksidatif molekiillerin baglanmasindan
kaynaklanan enzimlerin dolayli bir inhibisyonu olarak yorumlanmistir.

(Panemangalore ve ark., 1999; Lee ve ark., 2006).

2.4. Lipit Peroksidasyonu
Mitokondriyal ROS iiretiminin lipitler gibi makromolekiillerde, lipit peroksidasyon
tireten kovalent modifikasyonlara neden oldugu bilinmektedir. Lipit peroksidasyon,

kontrollii bir sekilde ilerlediginde ve bazi hiicresel bdlmelerle simirli oldugunda,
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hiicrelerin farklilasmasi, olgunlagmasi, hiicre ig¢i vezikiillerin trafigi, fagositoz,
antijen Uretimi vs. gibi yararlar1 olabilir. Bu islem, zarin yeniden bi¢imlenmesini
saglar ve gecici ve yerel kararsizlagtirma gerektirir. Membran tabakasi igindeki
kovalent olmayan etkilesimleri degistiren lipit peroksidasyonu, lokal membran
istikrarsizligina katkida bulunabilir. Lipit peroksidasyonundan olumlu bir hiicre
sonucu ancak islemin siki bir diizenlemesi varsa ortaya ¢ikabilir. Bu diizenleme,
mitokondriyal solunum tarafindan ROS olusumuna karsi ¢ikan bazi enzimatik ve
enzimatik olmayan sistemlerin hareketleri arasindaki uygun denge tarafindan

sunulmaktadir (Cejas ve ark., 2004).

Bu baglamda, ROS iiretimindeki bir fazlalik dengeyi kaldirabilir ve lipit
peroksidasyonunda bir fazlaliga neden olabilir. Lipit peroksitler, bifonksiyonel
aldehitler olan toksik iiriinlerin parcalanmasinda ayrigsmasi nedeniyle hiicre hasarina
neden olur. Bu aldehitler goreceli olarak kararlidir. Hiicre iginde dagilir, hatta hiicre
icinde olmas1 gereken bolgesinden daha uzak hedeflere saldirabilir. Proteinler, DNA
ve fosfolipitler gibi biyomolekiiller ile fasile reaktivite gosterirler ve ¢esitli intra ve
inter molekiiler toksik kovalent eklentiler olustururlar (Blair, 2001; Cejas ve ark.,
2004). Bu aldehitlerin ayrica fizyolojik ve / veya patolojik kosullarda biyoaktif
molekiiller olarak da islev gorebilecekleri tarif edilmistir. Sinyal iletimi, gen
ekspresyonu, hiicre proliferasyonu ve diger hiicre yanitlar1 dahil olmak tizere ¢ok
diisiik ve toksik olmayan konsantrasyonlarda birkag¢ hiicre fonksiyonunu etkileyebilir
ve modiile edebilirler. Bu olaylar, ROS aracili hiicre sinyallerinin sinyal

dontistiiriiciileri olduklarini gostermektedir (Cejas ve ark., 2004).

Lipit hidroperoksitler, in vivo olarak ¢oklu doymamis yag asitleri tizerindeki ROS
etkisinden serbest radikal yolaklar yoluyla olusturulur. Bunlar ayrica spesifik
lipoksijenaz ve siklooksijenaz iirlinleri olarak da olusur (Blair, 2001). Hiicre
membranlar1 temel olarak lipit peroksidasyonunun hedefidir. Olusum mekanizmasi
dogrudan ROS saldiris1 veya linoleik asit ve arakidonik asit iizerindeki enzimatik
saldiridir. Her iki asit de membranlarda en sik doymamis yag asitleridir. Linoleik
asit, ROS veya enzimatik saldir1 ile dioksijenlestirilir; bu, iki yag asidi hidroperoksit
enantiyomerinden, yani 13-hidroperoksikotadekadenoik asitten (13-HPODE) ve 9-
HPODE'den olusan esit bir karisim ile sonuglanir (Ward, 1998; Brash, 1999;
Hamberg, 1998; Cejas ve ark., 2004). Bu hidroperoksitler, doymamis yag asidi
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oksidasyonu i¢in baslangi¢ iirlinleridir; ancak, nispeten kisa bir dmre sahiptirler.
Olustuklarinda ya GPx tarafindan reaktif olmayan yag asidi alkollerine
doniistiiriilirler ya da bazi reaktif trtinlere (epoksitler, aldehitler), 4-HNE'ye yol
acan, Fe (2+) ve Cu (1+) metalleriyle reaksiyona girerler (Lee ve Blair, 2009).

2.5. Antioksidan

Insan viicudunun serbest radikallerin yol actig1 hasar1 onlemek icin cesitli
mekanizmalar1 vardir. Insan viicudunun temel ve en belirgin savunma mekanizmasi
antioksidan ajanlardir. Antioksidan terimi, bir hedef molekiile oksidatif hasari
geciktiren veya engelleyen herhangi bir madde olarak tanimlanmistir. Bu molekiiller
serbest radikalleri elektron bagislayarak notralize edecek kadar stabildir. Bugiin
bircok bilesigin antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur, ancak insan
viicudunda iki ana sistemde siniflandirilabilirler. Serbest radikallerin zarar gérmesine
kars1 temel savunma sistemi oksidasyona karst olan enzimatik sistemdir (Halliwell
ve Gutterdge, 1990). Viicut, E vitamini, C vitamini ve A vitamini Onciisii olan beta
karoten gibi antioksidan vitaminlerin havuzlarimi tutar. Bu ilk savunma sistemi tiim
serbest radikalleri kullanmaya ¢alisir, ancak oksidatif stres sistemin kapasitesinden
cok biiyiikse, ikinci savunma hatt1 (vitaminler) devreye girebilir. Vitaminler serbest
radikalleri temizler ve giderir, ancak islemde oksitlenir ve inaktive edilir. Bu
antioksidan besinlerin her birinin kendine 0zgili aktiviteleri vardir ve genellikle
viicudun genel antioksidan kapasitesini artirmak i¢in sinerjik olarak calisirlar

(Abdollahi ve ark., 2004).

Bu tezin konusu insektisitlerin piyasaya stiriilmiis hazir formiilasyonundaki karigimi
seklinde insan hiicrelerine etkisinin arastirildigi herhangi bir in vitro calisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle bu proje, bu insektisit karisimina maruz birakilan
insan akciger hiicrelerindeki sitotoksisite ve oksidatif stres potansiyelini belirleyerek
literatiirdeki bu a¢igin kapatilmasi amaglanmistir. Bu sayede ¢alisma sonuclarina
gore DNA hasar1 ve karsinojenez icin risk degerlendirmesi yapilmasi ve sonraki
calismalara 151k tutmasi planlanmistir. Pestisitlerin karisim halinde kullanildiginda
sinerjistik etkilesim meydana getirerek toplam toksik etkide artisa yol agtig
distintiliirse, Sekeroglu, (2010); Sekeroglu ve ark., (2013), bu iki insektisit
karistminin insanda ortaya ¢ikarabilecegi toksik etkinin belirlenmesi olduk¢a dnem

arz etmektedir. Giiniimiizde kullanilan sentetik pestisitlerin yararli etkilerinin yani
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sira zararli etkileri de bilinmektedir. Son derece toksik oldugu bilinen sentetik
pestisitlerin ~ zorunlu  kullanimlar1  durumunda hedef organizmalarin  ve

konsantrasyonlarinin ¢ok iyi belirlenmesi gerekmektedir.

Calismamizda kullanilmasi planlanan karisim halindeki DEL ve THIA insektisit
kombinasyonunun insan akciger fibroblast hiicrelerinde hiicre canlilig1 {izerine etkilerinin ve
reaktif oksijen tiirlerini olusturma potansiyelinin arastirildig1 bir ¢aligma bulunmamaktadir.
Bahsedilen literatiir eksikligi géz oniine alindiginda bu ¢alisma ile bu karigimin insan
akciger fibroblast hiicrelerindeki sitotoksik etkisi, canli ve prolifere hiicrelerin
tespitini saglayan MTT testi ile belirlenecektir. Oksidatif stres {izerindeki etkileri ise
hiicrelerin glutatyon (GSH) seviyeleri ve hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu artiran lipit peroksidasyonunun bir iiriinii olan malondialdehit (MDA)

seviyelerinin 6l¢iilmesiyle belirlenmis olacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullamilan Cihazlar

3.1.1 Karbondioksit (CO2)’li Inkiibatér

Hiicrelerin ¢ogaltilmast ve kiltlirin devam ettirilmesi i¢in CO2’li inkiibator
kullanilmistir. CO2’li inkiibator hiicreleri 37 °C’de, %5 CO2 ve %95 nem altinda
tutmaktadir. Caligmalarimizda Memmert Une 400 model CO2 inkiibatorii
kullanilmistir. Inkiibatériin nemi, icerisinde steril su bulunan bir kabin sayesinde

stirekli sabit kalmas1 saglanmustir.

3.1.2 Hiicre Sayim Cihaz1

Calismalarimizda kullanilan hiicreler masa iistii Invitrogen Cell Counter marka
MP10227 model hiicre kiiltiir sayimi cihazi ile sayilmistir. Standard Tripan Mavisi
boyama yontemini kullanarak canli, 6lii ve toplam hiicre sayilarini ve hiicre canlilig

oranlarini otomatik olarak belirlemekte ve sayimlarda tutarlilik temin etmektedir.

3.1.3 Biyogiivenlik Kabini

Hiicre Kkiiltiirlerinin ekimi ve test soliisyonlarinin hazirlanmasi kontaminasyonu
engellemek amaciyla biyogiivenlik kabini igerisinde steril bir ortamda yapilmistir.
Laboratuvarimizda ESCO Class II biyogiivenlik kabini kullanilmaktadir.
Biyogiivenlik kabini deneylere baslamadan once 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.

3.1.4 Santrifiij
Hiicre siispansiyonlarindaki hiicreleri ¢oktiirmek icin MPW marka MPW-351R

santrifiij kullanilmistir.

3.1.5 Su Banyosu
Soliisyonlar uygulama Oncesi Daihan WB22 model su banyosu igerisinde
bekletilerek optimum sicakliga getirilmistir. Kontaminasyonu oOnlemek igin su

banyosunun suyu diizenli olarak haftada bir degistirilmistir.
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3.1.6 Hassas Terazi
Kimyasal malzemeler Radwag AS 220 R2 model hassas terazi kullanilarak
tartilmistir. Hava akimindan dolay1 ortaya ¢ikacak tartim hatalarini engellemek igin

cam paravanli koruyucular1 olan terazi kullanilmistir.

3.1.7 Vorteks Karistirici
Insektisit soliisyonlar1 uygulama &ncesinde Stuart SA8 Vorteks karistirict

kullanilarak, dairesel salinimli hareketlerle homojenize edilmisidir

3.1.8 invert Mikroskop

Leica DM IL LED mikroskop ¢ok kuyucuklu plakalarin incelenmesinde
kullanilmistir. Invert mikroskop géz mercegi 10 kere, objektif mercekleriyse 10 kere,
20 kere ve 40 kere biiylitme Ozelligine sahiptirler. Bu mikroskopla yapilan hiicre
Ozelliklerinin ve kiiltiiriin izlenmesinde hiicreler 100400 kat oraninda biiyiitiilerek

izlenmistir.

3.1.7 Mikroplaka Eliza Okuyucu

Kullanilan kimyasallarin sitotoksik etkileri, gsh miktarina etkisi ve lipit
peroksidasyonunu belirlemek ig¢in 96-kuyucuklu plakalarda iiretilen hiicrelerin
prolifersayonu BioTek EIx800 model mikroplaka ELIZA okuyucusu da absorbans

degerleri Olciilerek degerlendirilmistir.

3.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler
3.2.1 insektisitler

Calismalarimizda insektisitlerin etken maddeleri kullanilmistir.

3.2.1.1 Deltametrin (SIGMA)

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

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

Zodiac.
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Ampirik Formulu:  C2H19BroNO3
Molekiil Agirhgi: 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)
°\ j

a
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:  C1oHoCIN4S
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)
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3.2.2 Dimetil Siilfoksit (DMSO) (MERCK)

Polar bir c¢oziici olan DMSO, deltametrin ve thiaklopridinin farkh
konsantrasyonlardaki c¢ézeltilerinin hazirlanmasinda ¢oziici olarak kullanilmistir.
Aynmi zamanda kontrol gruplart da dozlarin uygulandigr guruplarda kullanilan
konsantrasyondaki DMSO ile muamele edilmistir. Hiicreler uzun siireli saklanacagi
zaman, sivi azot icerisinde dondurularak saklanmaktadir. Sivi azot, hiicreler
icerisindeki sivilarin donmasina sebep oldugu i¢cin donma noktasini diislirecek
soguktan  koruyucu  (kryoprotektif)  ajanlar  eklenmesi  gerekmektedir.
Caligmalarimizda DMSO ayni1 zamanda kryoprotektif ajan olarak kullanilmistir.

3.2.3 Attachment Faktor (AF) (GIBCO)

Baglant1 faktorii ya da attachment faktor kollajen proteini igceren ve hiicrelerin kiiltiir
kab1 igerisinde ince bir tabaka olarak biiylimesini saglayan bir dig matris maddesidir.
Ayn1 zamanda hiicre ¢ogalmasina ve hiicrelerin kendilerine 6zgii olan morfoloji ve
fonksiyonlarini korumasina yardime1 olur. Deney Oncesi kullanilacak olan kaplar AF

ile yikanmustir.

3.2.4 Ultra Saline (LONZA)

Pasajlamar1 yapilmadan once ve besiyeri uzaklastirildiktan hemen sonra hiicreler
yikama sollisyonu olan ultra salin ile yikanmistir. Ultra salin, kalsiyum ve
magnezyum icermeyen fosfat tampon tuzlu suyudur. Hiicre yiizeyinden besiyeri

icerisinde bulunan biitlin kimyasallarin uzaklastirilmasini saglamaktadir.
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3.2.5 Tripsin-EDTA (LONZA)

Hiicre pasajlanmasi ve insektisit uygulamasi sirasinda hasati yapilacak hiicrelerin
kiiltiir kabindan ayrilmalarin1 saglamak igin, hiicreler Tripsin—-EDTA ile muamele
edilmistir. Bir serin proteaz enzimi olan tripsin, hiicrelerin kiiltlir kabiyla yaptiklar
protein baglarini lizin ve arjinin aminoasitlerinin oldugu boélgelerden yikar. Tripsin
igerisinde bulunan etilendiamintetraasetik asid [(Ci10H1sN20g) EDTA], hiicre kabi
igerisinde bulunan kalsiyum ve magnezyum iyonlarin1 ortamdan uzaklastirarak
ortami ndtral hale getirir ve tripsinin daha etkili bir sekilde peptid baglarini yikmasini

saglar.

3.2.6 Tripsin Notralize Soliisyonu (TNS) (LONZA)
Pasajlama bittikten sonra besiyeri icerisinde tripsinin istenmeyen aktivitesini
engellemek i¢cin TNS kullanilmaktadir. Bu inhibitor %0.05 serpin (Tripsin inhibitorii)

ve %0.1 s1gir serum albiimiinii igerir.

3.2.7 Siv1 Azot (LN)
Uzun siireli saklanacak hiicreler, s1vi azot iginde dondurularak saklanir. Hiicreler sivi
azotun buhar fazinda donmaya dayanikli (kriyojenik) tiipler igerisinde kosmic kalf

serum ve DMSO karisiminda tutulmustur.

3.2.8 Trypan Mauvisi (GIBCO)
Hiicre Kkiiltiri pasajlarinda ve uygulama gruplarmin hazirlanmasinda hiicre
sayilarinin belirlenmesi ve hiicre canliliginin 6l¢iilmesi amaciyla hiicreler trypan blue

[C34H28N6014S4] ile boyanmustir.

3.2.9 Phosphate Buffered Saline (PBS) (GIBCO)
Hiicreler testlerde kullanilmadan 6nce pH’1 ve hiicre ozmalaritesini sabit tutmak igin,

Ca?" ve Mg?" iyonlarini iceren steril PBS tamponuyla yikanmustir.

3.2.10. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM F-12) (ATCC)

Deneylerimizde hTERT WHTBF-6 hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicreleri biiyiitmek,
cogaltmak ve dondurmak icin DMEM: F-12 (ATCC) besiyeri kullanilmigtir. DMEM:
F-12 besiyeri; 2.5 mM L-glutamin, 15 mM HEPES, 0.5 mM sodyum piruvat ve 1200
mg / L sodyum bikarbonat icermektedir. Bu besiyeri igerisine hiicrelerin ¢ogalmasina
etki eden zengin bir protein ¢ozeltisi olan fetal bovine serumdan 50 pMg/ml

eklenmistir. Fetal bovine serum igerisinde enzimler, hiicrenin biiylimesi ve
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cogalmasini saglayan biliylime faktorleri, ylizeylere tutunabilmesini saglayan

hiicrelerarasi matris proteinleri bulunan bir ¢ozeltidir.

3.3 Yontemler

3.3.1 Hiicre Kiiltiirii

Insan hiicre kiiltiirleri kullanilarak pek ¢ok ajanin genotoksik etkileri etkili bir sekilde
arastirilabilir. Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii, kanser arastirmalarinda insan kanser
hiicre kiiltiirleri {izerinde yeni kimyasal maddelerin anti-kanser etkinligini
arastirabilmekte, hiicre kiiltiirlerinden alinan sonuglarin daha gergekei ve daha 6zgiin
oldugu ifade edilmektedir (Saygi, 2003). Cesitli pestisitlere solunum yoluyla maruz
kalmanin akciger kanserine yol acabilecegi belirtilmektedir (Gold vd. 1997). Bu
nedenle calismamizda hTERT WHTBF-6 insan akciger fibroblast hiicre hatti
kullanilmistir. Hiicre hatt1 uygun besiyerinde, %5 CO2’li inkiibatdrde, 37 °C’de ve
%095 nemli ortamda inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin besiyerleri haftada iki defa

degistirilerek gelisimleri izlenmistir.

3.3.2 Hiicre Hattinin Coziilmesi

-196°C siv1 azot tankinda bulunan hiicreler oda 1sisinda bekletilerek hiicrelerin
¢oziinmesi saglanmistir. Oda sicakligina ulasan hiicreler bir miktar besiyeri
yardimiyla pipetlenerek icerisinde besiyeri bulunan flask i¢ine alinarak ve inkiibe

edilmistir.

3.3.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler konfluent oldugunda hiicreleri flask ylizeyinden kaldirmak igin tripsin
soliisyonu kullanilmistir. Tripsin sicaklik arttik¢a daha etkili galistigi i¢in 4-5 dakika
inkiibatorde bekletilmistir. Tripsin hiicre kiiltiir ortaminda uzun siire kaldiginda
hiicrelere zarar verecegi i¢in, siire sonunda hiicrelerin tizerine eklenen tripsin etkisini
azaltmak i¢in tripsin ile esit miktarda reaksiyon durdurucu soliisyon eklenerek
seyreltme islemi yapilmistr. Hiicre siispansiyonu falkon tiipiine alinarak santrifiij
edilerek ve hiicrelerin dibe ¢okmesi saglanmistir. Ust kistmda bulunan siipernatant
atilip hiicrelerin sayimi yapilacak ve yeni flasklara tekrar hiicre ekimi yapilmistir.
Deney igin gerekli hiicre saglanincaya kadar bu islem devam edilecektir. Ileride

kullanilmak iizere kalan hiicreler ise dondurularak saklanmustir.
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3.3.4 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi amaciyla elde edilen ve hiicre sayimi yapilan hiicre
stispansiyonu, hazirlanan DMSO dondurma ortami ile karistirilmig ve Cryo-vial
dondurma tiipleri igerisine her tiipte 1 ml dondurma ortami olan DMSO iginde 1
milyon hiicre olacak sekilde dondurulmmustur. Hazirlanan tiipler ilk dnce -80°C’ye
alinarak 24 saat bekletilmistir. 24 saat sonrasinda tiim tiipler -196 °C s1v1 azot tankina

transfer edilmistir.

3.3.5 Hiicre Sayim

Hiicreler pasajlanirken, yeni kiiltiire istenen miktarda hiicre alabilmek amaciyla
hemositometreyle sayilmistir. Hemositometre, tizerinde ti¢lii ¢izgilerle birbirinden
ayrilmis 9 biiyiik kareden olusan yivler bulunan 6zel mikroskop lamidir. Sayim igin
hiicre siispansiyonundan 10 pl alnip 9%0,4°liikk tripan mavisiyle 100 pl’ye
tamamlanmistir. Yani 10 kat seyreltilmistir. Hemositometre iizerine bir lamel
koyulacak ve sayilacak hiicre siispansiyonu bu ikisi arasina pipetle kenardan
verilerek yayilmistir. Hemositometre iizerinde yer alan 9 biiyiik kare i¢indeki hiicre
miktar1 mililitredeki hiicre sayisini (hiicre sayisi/ml) belirlemek i¢in su formiilden

yararlanilarak sayilmigtir:
Hiicre sayisi/ml = Sayilan hiicre miktari x Diliisyon orami (10) x 10%/9.

3.3.6 Deney Dozlari ve ICso Belirlenmesi

Calismamizda etken madde olarak Proteus adi altinda ticari olarak satisi yapilan DEL
ve THIA insektisitleri’nin karisimi kullanilmustir. Tlgili ticari formiilasyonda katki ve
koruyucu maddeler de bulundugu icin, sadece bu iki insektisitin etkisini gorebilmek
i¢in deneylerimizde bu ticari formiilasyonu kullanmak yerine saf olarak temin edilip
kullanilmistir. Bu sayede ticari formiilasyonda bulunan diger maddelerin ortaya
cikarabilecegi etkiler Onlenmis olacak ve sadece ilgili insektisitlerin etkileri
degerlendirilmistir. Calismamizda kullanacagimiz insektisitler ile hazirlanacak

karisimda, THIA dozu DEL’in yaklasik 7,5 kati olacak sekilde ayarlanmustir.

Planlanan aragtirmada insan akciger hiicre kiiltlirline uygulanacak insektisit karisim
dozlarinin belirlenmesi i¢in bir n ¢alisma yapilmistir. DEL ve THIA karisiminin test

konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi i¢in on doz lizerinden MTT testi yapilmstir.
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Etken maddelerin karigimi test edilen konsantrasyonlarindan, mitotik indekste
yaklagik %50 oraninda azalmaya neden olan inhibitér konsantrasyon yani, 1Csg
degeri ¢calismamizda en yiiksek doz olarak seg¢ilmistir. Daha sonra en diisiik doz ile
ara doz belirlenmistir. Dozlar belirlendikten sonra, insan akciger hiicre kiiltiirleri
etken madde icin 3 farkli doz ile muamele edilmistir. Calismalarda ili¢ zaman noktasi
24, 48 ve 72 saatlik uygulama siireleri kullanilmistir. ICso’ye gore belirlenen {i¢ doza
gore yapilacak olan testlerde sadece MTT testinde dordiincii doz olarak 2.5+37.5 yM
(DEL+THIA karisimi) kullanilmis, GSH ve MDA testinde ii¢ doz kullanilmustir.

Cizelge 3.1 ICso Degerini Bulmak Icin Hazirlanan Deltametrin / Thiakloprid Dozlar

Dozlar Deltametrin (1X) Thiakloprid (7.5X)
1.DOZ 0.50 uM 7.50 uM
2.DOZ 1.25 uM 18.75 uM
3.DOZ 2.50 uM 37.50 uM
4.DOZ 5.00 M 75.00 uM
5.DOZ 12.5 M 187.50 uM
6. DOZ 25.00 uM 375.00 uM
7.DOZ 50.00 uM 750.00 uM
8. DOZ 100.00 uM 1500.00 uM
9. DOZ 150.00 uM 2250.00 uM
10. DOZ 200.00 uM 3000.00 uM

3.3.7 Deney Plani ve Gruplar:
Calismamizda iki kontrol (biri S9 iceren) ve altist S9 igceren on iki insektisit

karisimindan olusan deney gruplar1 olusturulmustur:

Kontrol Grubu: Kiiltiirler herhangi bir madde ilavesi yapilmaksizin 24, 48 ve 72

saatligine inkiibe edilmistir.

S9 Fraksiyon Kontrol Grubu: Kiiltiirlere sadece S9 metabolik aktivator eklenip 24,

48 ve 72 saatligine inkiibe edilmistir.

Deltametrin ve Thiakloprid Karisim Grubu: Doz belirlenmesi i¢in yapilacak 6n
calisma sonuglarina gore karar verdigimiz karisimin 3 farkli konsantrasyonlar1 insan
akciger fibroblast hiicre kiiltlirlerine ilave edilmistr ve kiiltiirler 24, 48 ve 72
saatligine inkiibe edilmistir. Test siirelerinin bitiminde deney durdurularak hasat
islemi gerceklestirilecek ve caligilacak kitlere gore hiicre siipernatanti ya da besiyeri
elde edilmistir. Hasat islemi sonrasinda kitlerin iiretici firmalarinin sagladigi test

protokolii izlenerek veriler toparlanmistir. Ayrica insektisit karisimlarinin
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metabolitlerinin etkisini de gozlemlemek amaciyla tim uygulamalar S9 karaciger

fraksiyonu varliginda da gergeklestirilmistir.

10 doz iizerinden yaptigimiz MTT test sonuglarindan elde ettigimiz verileri
kullanarak dort farkli deltametrin + thiakloprid konsantrasyonu hazirlanmistir. Bu

konsantrasyonlar asagidaki ¢izelgede verilmistir.

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

Deltametrin (uM) Thiakloprid (nM)
1. DOz 5.00 75.00
2.DOZ 12.50 187.50
3.D0OZ 25.00 375.00

3.3.8 MTT Testi

3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) bir tetrazolyum
tuzudur. Heterosiklik bir yapist olan organik bir bilesiktir. Kolorimetrik yontem i¢in
kullanilan temel parametre canli hiicrelerin metabolik aktiviteleridir. Hiicre
proliferasyonu, hiicre canliligi ve sitotoksitesinin kantitasyonunu belirlemede

kullanilir.

Calismamizda kullandigimiz hiicreler; 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ortam
icerisinde belirli sayida hiicre olacak sekilde ekilmisti. DEL ve THIA ile
muameleleri yapilip belirlenen siire ve dozlar boyunca 37°C’de %5 CO2’li ortamda
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra test protokoliinde belirtildigi gibi, her
kuyucuga 20 uLL MTT soliisyonu eklenmis ve 4 saat siire ile inkiibe edilmistir. Siire
sonunda 1 dakika kadar kuyucuklar shakerda sallanarak absorbans degerleri
mikropleyt okuyucu ile okunmustur. Okunan absorbans degerlerine gore sitotoksite
diizeyi belirlenmistir. Deneylerimizde hiicre canlili1 yiizdesi MTT testi kullanilarak
yapilmistir. PBS tamponu (pH=7) icerisinde %5’lik MTT soliisyonu hazirlanmistir.
Cozelti 15132 duyarl oldugu icin -4 °C’de karanlikta saklanmustir. Insektisite maruz
birakilan hiicrelerin kuyucuklarina 20 pul MTT ¢o6zeltisi eklenmis ve kiiltiir kaplar
(hiicre kiiltiirii) inkiibator icerisinde dort saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda MTT igeren besiyeri kuyucuklardan uzaklastirilmistir. Kuyucuklar
igerisinde olusan formazon kristallerine, karanlik ortamda, hazirlanan DMSO

besiyeri karisimindan eklenmis ve al-ver yapilarak iyice karismasi saglanmistir. 37
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°C’de inkiibatorde 15 dakika bekletilmistir. Olusan rengin siddeti 570 nm’yi referans
dalga boyu olarak ol¢iilmiistiir. Absorbans degerlerinin ortalamalar1 alinmis ve blank
(sadece besiyeri absorbans degeri) ¢ikarilarak degerlerin normalizasyonu

gerceklestirilmistir.

3.3.9 GSH (Glutatyon)Testi

GSH memeli hiicrelerinde radikal ve oksi-radikal kaynakli oksidatif hasara karsi
korumada 6nemli bir rol oynayan diisiik molekiil agirlikli baslica hiicre ici thioldiir.
Test, toplam glutatyon veya indirgenmis glutatyon miktarini analiz eden kolorimetrik
bir metottur. Metot 5,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) ve glutatyon
rediiktaz enzimlerinin glutatyonu (indirgenmig/yilikseltgenmis formalar1 arasinda)
doniistirme sistemine dayanmaktadir (Rahman ve ark., 2007). Glutatyon DTNB ile
reaksiyona girerek oksitlenir. Sonugta glutatyon disiilfit (GSSG) ve sart renkli 2-
nitro-5-thiobenzoik asit olusur. 412 nm’de absorbans olgiilerek reaksiyonda
kullanilan GSH konsantrasyonu belirlenebilir. Geri donlisim sistemi, olusan
GSSG’in, NAPDH varliginda glutatyon rediiktaz tarafindan tekrar indirgenmis
glutatyon formuna (GSH) donisiimiinii saglayarak toplam glutatyon belirleme
hassasiyetini onemli Ol¢iide artirir. Belirlenen deney prosediirii izlenerek gerekli
stireler sonunda tretici firmanin sagladigi test protokolii uygulanarak GSH tespiti

yapilmistir.

3.3.10 MDA (Lipit Peroksidasyon) Testi

Patofizyolojik siireclerde lipit peroksidasyonunun miktarinin belirlenmesi oksidatif
stres degerlendirilmesi i¢in esas teskil etmektedir. Lipit peroksidasyonu dogal yan
tirtinler olarak malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) olusturur.
MDA eklentiler olusturmak iizere DNA ile tepkimeye girer. Bu sebeple lipit
peroksidasyonunun son {riinlerinin Olgiilmesi oksidatif hasarin  kullanish  bir
Olctitiidiir. MDA seviyesi Olgiilecek 6rneklerdeki MDA molekiilleri Thiobarbitiirik
asit (TBA) ile reaksiyona girer ve MDA-TBA eklentisini olusturur. Daha sonra bu
eklenti kolay bir sekilde 532 nm’de kolorimetrik olarak tayin edilebilir. Deneyler igin
belirlenen siireler sonunda hasatlanacak hiicrelerden elde edilen siipernatant
orneklerinde test protokoliine gére MDA seviyeleri tespit edilmistir (Lapenna ve

Cuccurullo, 1993; Marnett, 1999).
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3.3.11 istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analizler SPSS yazilim1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizi yapilan
tiim veriler Ui¢ tekrarli deney ortalamalar1 alinarak + standart hatalar ile birlikte
verilmistir. Gruplarin negatif kontrol ile karsilagtirilmasi ve aralarindaki farkliliklar:
Anova tek yonlil varyans analiz metodu ve Student’s t testi ile degerlendirilmis olup,

p<0.05 oldugu durumlar anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Deney Dozlar1 ve ICs0’nin Belirlendigi MTT Testi Sonug¢lar:

MTT testi ile deneyin uygulama siireleri sonrasinda kuyucuklarda mitokondriyal
aktivitelerine gore canli hiicrelerin orani belirlenmektedir. Bu test oncelikle ilgili
insektisit karisimlarinin deney dozlarinin belirlenebilmesi amaciyla hazirlanan bir
doz skalasi ve deney siireleri i¢in uygulanmustir (Cizelge 4.1). Bu amagla 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina besiyeri icerisinde 12.500 insan akciger fibroblast

(hTERT WHTBF-6) hiicresi olacak sekilde hiicre ekimi yapilmuistir.

Hiicreler kuyucuklara 3 tekrarli olarak ekilmistir. Ekimden sekiz saat sonra protokol
dogrultusunda hazirlanan Deltametrin ve Thiakloprid doz karisimlari kuyucuklar
igerisine eklenmistir. Hiicreler insektisit karigimlar igerisinde 24, 48 ve 72 saatlik
stireyle 37 °C’de, %5 CO2’li inkiibatdrde inkiibasyona birakilmigtir. Siireler sonunda
MTT protokol uyarinca islemler gerceklestirilmis ve mikroplaka okuyucu ile 570
nm’de absorbanslari okunmustur. Okunan absorbans degerlerinin ortalamalari
alinarak bunlardan blank degeri (sadece besiyeri konan kuyucuklara besiyeri
uzaklastirilarak  eklenen ¢oziici (DMSO)’niin  absorbans degeri) ¢ikarilip
normalizasyon gergeklestirilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 24 Saat Uygulamada Insektisit Karigrminin Dozlarina Gére Hesaplanan
Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyonlar (uM) OD 570 NMASE _ Veri d(_)grulamz_l
Deltametrin  Thiakloprid (Veri-Blank)=Normalizasyon
Kontrol 0.334+0.0210 0.273
0.50 7.50 0.307+0.0435 0.246
1.25 18.75 0.290+0.0552 0.230
2.50 37.50 0.259+0.1026 0.199
5.00 75.00 0.294+0.0908 0.233
12.50 187.50 0.244+0.1180 0.183
25.00 375.00 0.278+0.0992 0.218
50.00 750.00 0.253+0.0483 0.192
100.00 1500.00 0.234+0.0519 0.174
150.00 2250.00 0.212+0.0505 0.152
200.00 3000.00 0.184+0.0328 0.124
Blank 0.060+0.0006 0.000
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Cizelge 4.2 48 Saat Uygulamada Insektisit Karisiminin Dozlarina Gére Hesaplanan
Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyonlar (uM) Veri dogrulama

OD 570 nm+SE

Deltametrin  Thiakloprid (Veri-Blank)=Normalizasyon
Kontrol 0.289+0.0389 0.231
0.50 7.50 0.257+0.0297 0.200
1.25 18.75 0.250+0.0411 0.192
2.50 37.50 0.240+0.0855 0.182
5.00 75.00 0.246+0.0354 0.189
12.50 187.50 0.237+0.0731 0.179
25.00 375.00 0.219+0.0497 0.161
50.00 750.00 0.191+0.0647 0.133
100.00 1500.00 0.138+0.0329 0.081
150.00 2250.00 0.114+0.0208 0.056
200.00 3000.00 0.090+0.1139 0.032
Blank 0.057+0.0006 0.000

Cizelge 4.3 72 Saat Uygulamada Insektisit Karistminin Dozlarina Gére Hesaplanan
Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyonlar (uM) Veri dogrulama

OD 570 nm+SE

Deltametrin ~ Thiakloprid (Veri-Blank)=Normalizasyon
Kontrol 0.495+0.0411 0.437
0.50 7.50 0.417+0.0692 0.359
1.25 18.75 0.374+0.0458 0.316
2.50 37.50 0.388+0.0638 0.330
5.00 75.00 0.374+0.0353 0.316
12.50 187.50 0.356+0.0539 0.298
25.00 375.00 0.311+0.0450 0.253
50.00 750.00 0.214+0.0502 0.156
100.00 1500.00 0.120+0.0227 0.062
150.00 2250.00 0.075+0.0309 0.017
200.00 3000.00 0.087+0.0182 0.029
Blank 0.058+0.0006 0.000
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24, 48 ve 72 saatlik uygulama siirelerinde hTERT WHTBF-6 hiicrelerinin canlilik

degerleri asagidaki formiil ile hesaplanarak belirlenmistir.

Ortalama Dogrulanmis ilach Kuyucugun Absorbans Degeri

Hiicre Canliligl = 100 1)

Ortalama Dogrulanmis Kontrol Kuyucugun Absorbans Degeri

Bu degerlere gore, 24, 48 ve 72 saat uygulama siirelerinde DEL+THIA insektisit
karistminin test edildigi insan akciger fibroblastlarinda hiicre canlilik verileri ayri

ayr1 gizelgelerde ve bu bulgulara dayanarak cizilen grafiklerde gosterilmistir.

Cizelge 4.4 Insektisit Karisimma Ait Konsantrasyonlarin 24 Saat Uygulamaya Ait
Hiicre Canlilig1 Degerleri

Konsantrasyonlar (uM) 24 saat
Deltametrin Thiakloprid Hiicre canlihig: (%)£SE
Kontrol 100+2.9
0.50 7.50 90.21+6.5
1.25 18.75 84.06+10.1
2.50 37.50 72.87+13.4
5.00 75.00 85.38+14.6
12.50 187.50 67.11£13.3
25.00 375.00 79.76+£20.2
50.00 750.00 70.48+4.8
100.00 1500.00 63.68+8.1
150.00 2250.00 55.60+5.4
200.00 3000.00 45.48+10.9
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Sekil 4.1 Insektisit Karisimma Ait Konsantrasyonlarin 24 Saat Uygulamaya Ait
Hiicre Canliligi Degerleri Grafigi [*] ¢oziicli kontrole gbre farklarinin
Oonemini ifade eder (p<0.05)

Cizelge 4.5 Insektisit Karisimma Ait Konsantrasyonlarm 48 Saat Uygulamaya Ait
Hiicre Canlilig1 Degerleri

Konsantrasyonlar (uM) 48 saat
Deltametrin Thiakloprid Hiicre canhilig: (%)+SE
Kontrol 100+5.2
0.50 7.50 86.45+10.85
1.25 18.75 83.08+15
2.50 37.50 79.02+12.6
5.00 75.00 81.70+14.8
12.50 187.50 77.72+£21.5
25.00 375.00 69.86+10
50.00 750.00 57.81+7.75
100.00 1500.00 35.00+3.1
150.00 2250.00 24.42+4.9
200.00 3000.00 14.14+5.05
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DEL+THIA Konsantrasyonlar1 (uM)

Sekil 4.2 Insektisit Karigimina Ait Konsantrasyonlarin 48 Saat Uygulamaya Ait
Hiicre Canliligi Degerleri Grafigi [*] ¢oziicii kontrole gore farklarinin
onemini ifade eder (p<0.05)

Cizelge 4.6 Insektisit Karisimma Ait Konsantrasyonlarin 72 Saat Uygulamaya Ait
Hiicre Canlilig1 Degerleri

Konsantrasyonlar (uM) 72 saat
Deltametrin Thiakloprid Hiicre canlihig: (%)£SE
Kontrol 100+3.1
0.50 7.50 82.23£5.9
1.25 18.75 72.24+8.7
2.50 37.50 75.51£13.3
5.00 75.00 72.38+12.9
12.50 187.50 68.15+£9.42
25.00 375.00 57.86+14.6
50.00 750.00 35.67+10.8
100.00 1500.00 14.37+6.25
150.00 2250.00 4.07+2.02
200.00 3000.00 6.63+3.5
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DEL+THIA Konsantrasyonlari (uM)

Sekil 4.3 Insektisit Karigimina Ait Konsantrasyonlarin 72 Saat Uygulamaya Ait
Hiicre Canliligi Degerleri Grafigi [*] ¢oziicli kontrole gbre farklarinin
Onemini ifade eder (p<0.05)

24, 48 ve 72 saat uygulama siiresine gore hesaplanan hiicre canliliklar1 ortak bir

grafikte ele alinarak karsilagtirma yapilmistir (Sekil 4.4).
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DEL+THIA Konsantrasyonlar: ()

Sekil 4.4 24, 48 ve 72 Saat Uygulamalarinda Kontrole Gore Hiicre Canliliginin (%)
Insektisit Karisimmin Konsantrasyonlarina Bagli Degisimi
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Ayrica, hiicre canlilik verilerinden elde edilen sitotoksisite degerleri tiim siireler igin
belirlenip ortak bir ¢izelgede ele alinmis (Cizelge 4.7) ve sitotoksisite seviyeleri tek

bir grafikte gosterilerek karsilastirma yapilmistir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.7 24, 48 ve 72 Saat’lik Uygulamalarin Hiicre Canlilik Verilerinden
Hesaplanan Sitotoksisite Degerleri

Konsantrasyonlar (uM) 24 saat 48 saat 72 saat
. . . Sitotoksisite  Sitotoksisite Sitotoksisite
Deltametrin Thiakloprid (%) (%) (%)
Kontrol Kontrol 0.00 0.00 0.00
0.50 7.50 9.79 13.55 17.77
1.25 18.75 15.94 16.92 27.76
2.50 37.50 27.13 20.98 24.49
5.00 75.00 14.62 18.30 27.62
12.50 187.50 32.89 22.28 31.85
25.00 375.00 20.24 30.14 42.14
50.00 750.00 29.52 42.19 64.33
100.00 1500.00 36.32 65.00 85.63
150.00 2250.00 44.40 75.58 95.93
200.00 3000.00 54.52 85.86 93.37
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Sekill 4.5 24, 48 ve 72 Saatlik Uygulama Sonras1 Elde Edilen Hiicre Canlilig
Verilerinden Hesaplanan Sitotoksisite Degerleri
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6433 ¢

® ICzp:DeltametrintThiakloprid

HIAGN 7.5 12,75 7 15 750 1501 225 3000
Sekil 4.6 72 Saatlik Uygulama Sonrasi Insektisit Karisimimnin Konsantrasyonlaria
Gore % Sitotoksisite Degisimi [*] ¢Oziicli kontrole gore farklarinin

onemini ifade eder (p<0.05)
Deltametrin ve thiakloprid karistminin insan akciger fibroblast hiicrelerinde

belirlenen 10 dozda ve 24, 48 ve 72 saat uygulama siirelerinde sitotoksik oldugu
belirlenmistir. Insektisit karigtmi hiicre canliigini doza ve zamana bagl olarak

distirmiistiir.

24 saatlik MTT uygulamasi sonucu WHTBF-6 hiicrelerinin sagkalimi doza bagh
azalmistir. Hiicre canliligindaki bu diisiis ancak yiiksek dozlarda %50 canliliga
ulasmis olup, en yiiksek dozda (sirastyla DEL+THIA, 200+3000 uM) %50’nin altina
diigmiistiir. Bununla birlikte dozlarda hiicre canliliginda gozlenen bu azalis kontrole

gore istatistiksel anlamda (p<0,05) farkli bulunmamistir (Sekil 4.1).

Insektisit karigrminin 10 dozu ile 48 saat maruziyet siiresi sonunda uygulanan MTT
testi ile benzer bir sekilde doza bagli sitotoksisite artis1 tespit edilmistir. Orta dozlara
kadar diisiik seviyede seyreden sitotoksisite degerleri (sirastyla DEL+THIA) 50+750
uM’lik dozdan itibaren ve 6zellikle en yiiksek ii¢ dozda onceki dozlara gore daha
ciddi artis gostermistir. 48 saat deney siiresinde hiicre canliliginda goézlenen bu
diistisler istatistiksel olarak degerlendirildiginde (p<0,05), 100+1500, 150+2250 ve
200+3000 pM seklindeki en yiiksek iic DEL+THIA karisim dozunda kontrol ile
kiyaslandiginda anlamli bulunmustur (Sekil 4.2).

38



DEL+THIA insektisit kariggminin WHTBF-6 insan akciger fibroblast hiicrelerinde
72 saat zaman noktasinda sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan MTT testi ile
doza bagli bir etki artis1 gozlenirken ayni zamanda bu en uzun uygulama siiresine
gore ilgili insektisit karistmmin sz konusu hiicrelerde ICso (IC= Inhibisyon
Konsantrasyonu 50, hiicre sayisini yariya indiren doz) degeri de belirlenmistir. Bu
stirede hiicre canliligindaki azalis diisikk dozlarda dahi diger uygulama siirelerine
gore fazla olmustur. Bunun yaninda, 10 dozluk skala g6z oniine alindiginda 6. doz ve
sonraki yiiksek dort dozda da WHTBF-6 hiicrelerinin sagkalim oranlar1 dramatik bir
sekilde diismiistir. Bu dozlarda ortaya cikan sitotoksisite seviyeleri kontrol ile
karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur (p<0,05).
Bu dozlar sirastyla, 50+750, 100+1500, 150+2250 ve 200+3000 uM DEL+THIA
seklindedir (Sekil 4.3). ICso degeri ise 32 uM DEL + 481 uM THIA olarak
belirlenmis olup, 72 saatlik maruziyet igin test edilen doz skalasinda hiicre
canliliginin dramatik olarak diismeye basladigt 6. ve 7. dozlar arasinda yer

almaktadir (Sekil 4.3).

Tezde lic zaman noktasi i¢in uygulanan insektisit konsantrasyonlarinin sitotoksisite
seviyeleri ve 72 saat uygulamasi sonucu belirlenen ICso degeri dikkate alindiginda;
254375 uM (Deltametrin + Thiakloprid) konsantrasyonu, MTT, GSH ve MDA
testleri i¢in en yiliksek doz olarak belirlenmistir. Ayrica, yiiksek doza ek olarak
12,5+187,5 uM / 5+75 uM / 2,5+37,5 uM seklinde li¢ doz daha MTT test tekrar1 i¢in
secilmigtir. Bununla birlikte, GSH ve MDA testleri i¢in ise 25+375 pM’lik yiiksek
dozun yaninda, 12,5+187,5 uM’lik konsantrasyonu ara doz olarak ve 5+75 uM’lik
DEL+THIA karisim diisiik doz olarak deney dozlari olacak sekilde belirlenmistir.
Belirlenen bu dozlarda ve ii¢ deney stiresinde MTT sitotoksisite belirlemek amaciyla
tekrar edilirken, oksidatif stress belirtegleri olan GSH ve MDA testleri de 3 kez

tekrarlanarak uygulanmistir.

4.1.1 IC50’ye Gore Belirlenen Dozlar ile Yapilan MTT Testi Sonuclari

Belirlenen dort doz kullanilarak, 24 saat, 48 saat ve 72 saat sureyle insektisit
karisimina maruz birakilan hiicrelerde insektisit karistminin sitotoksik etkisi S9°1u ve
S9’suz olarak ayr1 ayri tespit edilmistir (Cizelge 4.12). MTT testi uygulamalari
sonucu elde edilen absorbans degerlerinin normalizasyon islemleri sonrasinda hiicre

canliliklart % olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.8 S9’lu ve S9’suz Uygulama Sonras1 Hesaplanan Normalizasyon Degerleri
(24 saat)

Konsantrasyonlar (mM)

Veri dogrulama

Deltametrin  Thiakloprid OD 570 nm=:SE (Veri-Blank) = Normalizasyon
Kontrol 0.467+0.0175 0.406
2.50 37.50 0.398+0.0219 0.338
5.00 75.00 0.394+0.0103 0.333
12.50 187.50 0.390+0.0558 0.332
25.00 375.00 0.338+0.0354 0.278
Blank 0.060+0.0006 0.000

S9 Fraksiyon

Kontrol Kontrol 0.338+0.0098 0.278
2.50 37.50 0.324+0.0483 0.264
5.00 75.00 0.339+0.0749 0.279
12.50 187.50 0.310+0.0695 0.249
25.00 375.00 0.319+0.0319 0.258
Blank 0.060+0.0006 0.000

Cizelge 4.9 S9’lu ve S9’suz Uygulama Sonras1 Hesaplanan Normalizasyon Degerleri
(48 saat)

Konsantrasyonlar (mM)

Veri dogrulama

Deltametrin  Thiakloprid OD 570 nm-=:SE (Veri-Blank) = Normalizasyon
Kontrol 0.480+0.0107 0.419
2.50 37.50 0.396+0.0336 0.336
5.00 75.00 0.388+0.0752 0.327
12.50 187.50 0.340+0.0826 0.275
25.00 375.00 0.338+0.0354 0.290
Blank 0.060+0.0006 0.060

S9 Fraksiyon

Kontrol Kontrol 0.317+0.0109 0.256
2.50 37.50 0.320+0.0484 0.259
5.00 75.00 0.272+0.0361 0.211
12.50 187.50 0.255+0.0287 0.194
25.00 375.00 0.22440.0205 0.163
Blank 0.060+0.0006 0.000
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Cizelge 4.10 S9’lu ve S9’suz Uygulama Sonrasi Hesaplanan Normalizasyon
Degerleri (72 Saat)

Konsantrasyonlar (mM)

Veri dogrulama

Deltametrin  Thiakloprid OD 570 nm=-5E (Veri-Blank) = Normalizasyon
Kontrol 0.655+0.0180 0.583
2.50 37.50 0.573+0.0125 0.500
5.00 75.00 0.511+0.0103 0.439
12.50 187.50 0.048+0.0352 0.409
25.00 375.00 0.338+0.0256 0.356
Blank 0.060+0.0006 0.060
S9 Fraksiyon
Kontrol 0.680+0.0076 0.607
2.50 37.50 0.380+0.0379 0.307
5.00 75.00 0.375+0.0539 0.303
12.50 187.50 0.296+0.0335 0.223
25.00 375.00 0.279+0.0182 0.207
Blank 0.072+0.0006 0.000
Cizelge 4.11 S9’Iu ve S9’suz 24, 48 ve 72 saatlik Uygulamalardaki Hiicre Canlilig1
Degerleri
Konsantrasyonlar (mM) 24 saat 48 saat 72 saat
Deltametrin Thiakloprid H“?ﬂ/f))(ig’l‘:_m‘g‘ H“°(r(;o)cjs"£hg‘ HiiC(lgz)CiaSrllEllhgl
Kontrol 100+6.39 100+3.91 100+6.57
2.50 37.50 83.16£8.0 80.10+£12.3 85.80+4.56
5.00 75.00 82.03+£3.77 78.15+£27.45 75.31+£3.76
12.50 187.50 81.78+20.38 65.71+£30.15 70.20+12.85
25.00 375.00 68.46£12.92 54.65+£12.9 48.50+9.35
Blank 0.00 0.00 0.00
S9 Fraksiyon
Kontrol 100+3.58 100+3.98 100+2.78
2.50 37.50 95.06£17.6 101.17+6.72 50.64+13.85
5.00 75.00 100.45+27.5 82.49+13.2 49.89+19.68
12.50 187.50 89.75+25.38 75.71£16.7 36.86+12.25
25.00 375.00 93.08+11.65 63.73+£7.48 34.10+6.64
Blank 0.00 0.00 0.00
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Cizelge 4.12 S9’lu ve S9’suz 24, 48 ve 72 Saat’lik Uygulamalarin Hiicre Canlilik
Verilerinden Hesaplanan Sitotoksisite Degerleri

Konsantrasyonlar (mM) 24 saat 48 saat 72 saat
Deltametrin  Thiakloprid SItOt(g/S(:)S e SItOt(?Jl/ZS)ISIte SItOt(g/lSISIte
Kontrol 0.00 0.00 0.00
2.50 37.50 16.84 19.90 14.20
5.00 75.00 17.97 21.85 24.69
12.50 187.50 18.22 34.29 29.80
25.00 375.00 31.54 45.35 51.41
Blank 0.00 0.00 0.00
S9 Fraksiyon
Kontrol 0.00 0.00 0.00
2.50 37.50 4.94 -1.17 49.36
5.00 75.00 -0.45 17.51 50.11
12.50 187.50 10.25 24.29 63.14
25.00 375.00 6.92 36.27 65.90
Blank 0.00 0.00 0.00

Cizelge 4.11°de belirtilen hiicre canliligi verileri kullanilarak, deltametrin ve
thiakloprid karigimlarinin hiicre canliliklarina etkileri, 24, 48 ve 72 saatlik

uygulamalar i¢in ayr1 ayri1 grafiklendirilmistir (Sekil 4.7)
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DEL+THIA Konsantrasyonlari (M)
Sekil 4.7 WHTBF-6 Hiicrelerinde insektisit Konsantrasyonlarina Bagli Oransal

Canlilik Degisimi (24 Saat) [*] ¢oziicli kontrole gore farklarinin 6nemini
ifade eder (p<0.05)
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Sekil 4.8 WHTBF-6 Hiicrelerinde insektisit Konsantrasyonlarina Bagli Oransal
Canlilik Degisimi (48 Saat) [*] ¢oziicli kontrole gore farklarinin énemini

ifade eder (p<0.05)
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Sekil 4.9 WHTBF-6 Hiicrelerinde insektisit Konsantrasyonlarina Bagli Oransal
Canlilik Degisimi (72 Saat) [*] ¢oziicli kontrole gore farklarinin 6nemini
ifade eder (p<0.05)

Deney dozlarini belirlemek i¢in yaptigimiz hiicre canlilig1 6l¢iimii sonucu 4 doz i¢in
yapilan MTT testinin 24 saatlik sonuglarina gore, S9’suz deney grubunda hiicre
canliliginda doza bagl hafif bir diislis goriilmiistiir. Bununla beraber S9’lu grupta
2.5+37.5 uM’lik ilk dozda hafifce azalan hiicre canliligi ikinci dozda tekrar
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yiikselmis ve son iki dozda ise tekrar diislis gostermistir. S9’lu grupta hiicre
canliligindaki bu degisim doza bagl bir sekilde seyretmemistir. Ayrica her iki
gruptaki dozlarda da diisiisler kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel anlamda 6nemli

bulunmamaistir (p<0.05).

MTT testinin 48 saatlik sonuglarindan S9 Fraksiyonu igermeyen grubun en yiiksek
iki dozunun 12.5+187.5 ve 25+375 uM hiicre canliligini kontrole gore istatistiksel
anlamda 6nemli 6lglide diistirdiigii belirlenmistir (p<0.05). S9 Fraksiyonu igermeyen
insektisit karisimi uygulamasindaki sitotoksisite seviyelerindeki doza bagli bu artis,
S9 Fraksiyonu iceren dozlarda da tespit edilmesine ragmen, bu grupta hiicre
canliligindaki degisim kontrolden istatistiksel anlamda farkli goriilmemistir. En
yiiksek dozun hiicre canlilig1 ile kontrol arasindaki fark ise anlamli bulunmustur
(p<0.05). Yine de S9’lu karisimin 48 saat uygulamast WHTBF-6 hiicrelerinde

S9’suz grup kadar sitotoksik etki gostermemistir

Insan akciger fibroblast hiicre hattinin DEL+THIA insektisit karisimma maruz
birakildig1 son siire olan 72 saatlik uygulamanin MTT sonuclarinda 6nceki zaman
noktalarinin sonuglarina benzer bir sekilde S9’suz karisimlarin ilk doz harig
sitotoksik seviyeleri artarak doza bagli bir sekilde degisim gostermistir. Bu grupta ii¢
uygulama siiresi gdz oniine alindiginda doza ve zamana bagl bir etki s6z konusudur.
Diger taraftan, 72 saat S9’lu grubun sitotoksisite verileri 24 saat ve 48 saat test
sonuclarindan farklilik gostermis ve ilk defa bu siirede S9’suz gruptan daha yiiksek
seviyeye ulasmistir. Bu gruptaki her dozun hiicre canlilifi S9’suz grubun ilgili
dozundan daha diisiik belirlenmistir. Ayrica S9’lu grubun tiim dozlar1 kendi kontrolii
ile kiyaslandiginda fark istatistiksel olarak anlamli bulunmus (p<0.05) olup
sitotoksisitedeki artiy doza bagl gergeklesmistir. S9’lu grubun tiim zaman noktalar:

incelendiginde hiicre canlilifinda zamana bagl bir azalis goriilmektedir.

Elde edilen sonuglar, s6z konusu deney kosullarinda test edilen deltametrin ve
thiakloprid karisimmin hTERT WHTBF-6 hiicreleri {izerine sitotoksik potansiyeli
oldugunu ortaya koymaktadir. Deltametrin ve thiakloprid karigiminin sitotoksik
etkisi, doza ve zamana bagl olarak artis gostermistir. Deltametrin ve thiakloprid
karistmiin hTERT WHTBF-6 hiicrelerine akut muamelesinde ana bilesiklerin kisa

siire icinde hiicre canliligini diisiirse de uzun siirelerde veya kronik muamelede
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metabolitlerinin etkili oldugu ve sitotoksisiteyi daha dramatik sekilde artirdigi

anlasilmaktadir.

4.2 GSH Testi Sonuclar

Yapilan MTT testi sonuglari ile belirlenen ti¢ doz kullanilarak, 24 saat, 48 saat ve 72
saat siireyle insektisit karigimina maruz birakilan hiicrelerde insektisit karigiminin
GSH miktarina etkisi tespit edilmistir. GSH testi uygulamalar1 sonucu elde edilen

veriler ELIZA okuyucuda bes dakika arayla {i¢ kere okutulmustur.

Cizelge 4.13 24 Saatlik Uygulamada S9’suz ve S9’lu GSH Testi Sonucu Hesaplanan

OD Degerleri

Konsantrasyonlar (uM) Ortalama

OD412nm OD412nm OD 412 nm OD 412

Deltametrin  Thiakloprid nm=+SE
Kontrol 3.189 4.225 3.562 3.66+0.175
5.00 75.00 2.993 3.290 4.318 3.53+0.232
12.50 187.50 2.871 3.896 3.259 3.344+0.173
25.00 375.00 4.065 3.387 2.294 3.254+0.298

S9 Fraksiyon

Kontrol 4.043 3.738 3.435 3.74+0.101
5.00 75.00 3.177 3.792 3.306 3.434+0.108
12.50 187.50 3.087 3.580 2.975 3.21+0.108
25.00 375.00 2.859 3.241 2.929 3.01+0.107
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Cizelge 4.14 48 Saatlik Uygulamada S9’suz ve S9’lu GSH Testi Sonucu Hesaplanan

OD Degerleri
Konsant_rasyomér (uM)_ OD412nm  OD412nm OD412nm Gf2iamaOb
Deltametrin  Thiakloprid
Kontrol 3.492 3.725 3.162 3.46+0.094
5.00 75.00 2.653 3.088 3.164 2.97+0.092
12.50 187.50 3.152 2427 3.559 3.05+0.191
25.00 375.00 2.365 2.672 2.946 2.66+0.097
S9 Fraksiyon
Kontrol 3.381 2.983 3.719 3.36+0.123
5.00 75.00 2.774 3.795 2.106 2.89+0.284
12.50 187.50 2.386 2.006 3.072 2.49+0.284
25.00 375.00 2.856 2.225 1.793 2.29+0.180

Cizelge 4.15 72 Saatlik Uygulamada S9’suz ve S9’lu GSH Testi Sonucu Hesaplanan
OD Degerleri

Konsantrasyonlar (uM)

_ _ ~ OD412nm OD412nm OD 412nm %t?mfs?
Deltametrin  Thiakloprid

Kontrol 3.889 3.225 2.062 3.06+£0.308
5.00 75.00 1.938 3.882 1.006 2.28+0.489
12.50 187.50 1.357 2.327 1.759 1.81+0.162
25.00 375.00 1.761 1.187 1.294 1.41+0.102

S9 Fraksiyon

Kontrol 3.949 1.849 3.017 2.94+0.351
5.00 75.00 1.527 1.921 2.206 1.88+0.114
12.50 187.50 0.985 1.263 1.583 1.28+0.114
25.00 375.00 1.096 0.876 1.291 1.09+0.100
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Cizelge 4.16 24, 48 ve 72 Saatlik Uygulamalarda S9’suz ve S9’lu Test Sonucu

Hesaplanan GSH Degerleri

Konsantrasyonlar (uM)

24 saat 48 saat 72 saat
Deltametrin  Thiakloprid GSHESE GSHSE GSHESE
Kontrol 269.02+18.19 254.39+9.81 224.90+32.06
5.00 75.00 259.834+24.10 218.26+9.56 167.30+50.86
12.50 187.50 245.74+17.94 223.97+19.88 133.41+9.88
25.00 375.00 238.87+30.97 195.66+10.08 103.97+10.58
S9 Fraksiyon

Kontrol 274.90+10.54 247.13£12.77 216.05+36.47
5.00 75.00 251.84+11.24 212.62+29.49 138.58+11.82
12.50 187.50 236.32+11.16 182.94+18.73 93.90+10.37

25.00 375.00 221.30+7.05 168.55+18.59 80.05+7.14

Cizelgelerde belirtilen veriler kullanilarak, deltametrin ve thiakloprid karigimlarinin
GSH seviyesine etkileri, 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar igin tek bir grafik halinde
gosterilmigtir (Sekil 4.10).
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DEL+THIA Karisim Dozlari

Sekil 4.10 24, 48, 72 Saatlik Uygulamalarin S9’lu ve S9’suz Olarak Kontrole Gore
GSH Seviyelerinin Insektisit Karigiminin Konsantrasyonlarma Baglh
Degisimi [*] ¢0ziicii kontrole gore farklarmin Onemini ifade eder

(p<0.05)
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24 saatlik uygulamada doz artisina bagli olarak GSH miktarinda hafif azalmistir.
Ancak sadece S9’lu en yiiksek doz olan 25+375 puM hiicrelerin GSH miktarinda

istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

24 ve 48 saatlik S9’lu ve S9’suz uygulamalarda DEL+THIA karisimi en diisiik iki
doz olan 5+75 ve 12.5+187.5 uM konsantrasyonlarda GSH miktarinda goriilen
azalmalar, ¢Oziicii kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir.

48 ve 72 saatlik S9’lu ve S9’suz uygulamada deltametrin ve thiakloprid karisimi en
yiiksek dozlarinin insan hTERT WHTBF-6 akciger fibroblast hiicrelerinde GSH
miktarinda istatiksel olarak anlamli azalmaya neden oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
Bu azalmanin konsantrasyon artisi ile orantili olarak gergeklestigi ve artan karigim

konsantrasyonuna paralel olarak GSH miktarinin azaldig1 goriilmektedir.

72 saatlik S9’lu ve S9’suz uygulamada doz artisina bagli olarak GSH miktar1
azalmistir. Ancak S9’suz 5+75 ve 12.5+187.5 uM karisim konsantrasyonlarinda ve
S9’lu 5+75 uM GSH miktarinda goriilen azalmalar, ¢oziicii control grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli  bulunmamistir. Buna ragmen
calismalarimizda kullandigimiz en yiiksek doz olan S9’lu ve S9’suz 25+375 uM’lik
DEL+THIA konsantrasyonunun ve S9’lu 12.5+137.5 uM ‘hk DEL+THIA
konsantrasyonunun hTERT WHTBF-6 hiicrelerinde GSH miktarin1 anlamli olarak
azalttig1 gézlemlenmistir (p<0.05).
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4.3 MDA Testi Sonuglari
Yapilan MTT testi sonuglari ile belirlenen {i¢ doz kullanilarak, 24 saat, 48 saat ve 72
saat siireyle insektisit karisimina maruz birakilan hiicrelerde insektisit karigiminin

MDA miktarina etkisi tespit edilmistir.

Cizelge 4.17 24 Saatlik Uygulamada S9’suz ve S9’Iu MDA Testi SonucuHesaplanan
OD Degerleri

Konsantrasyonlar (uM)

OD53%2nm  OD532nm OD532nm OrtOD 532
Deltametrin Thiakloprid nm £SE

Kontrol 0.181 0.223 0.233 0.21£0.083

5.00 75.00 0.199 0.200 0.205 0.20+0.009
12.50 187.50 0.186 0.252 0.219 0.22+0.100
25.00 375.00 0.218 0.201 0.253 0.22+0.080

S9 Fraksiyon

Kontrol 0.201 0.219 0.251 0.22+0.077

5.00 75.00 0.205 0.280 0.234 0.24+0.115
12.50 187.50 0.306 0.199 0.227 0.24+0.168
25.00 375.00 0.231 0.274 0.262 0.26+0.067

Cizelge 4.18 48 Saatlik Uygulamada S9’suz ve S9’lu MDA Testi Sonucu
Hesaplanan OD Degerleri

Konsantrasyonlar (uM)

OD532nm OD532nm OD532nm  OrtODS532
Deltametrin Thiakloprid nm
Kontrol 0.152 0.225 0.170 0.18+0.115
5.00 7500  0.179 0.204 0.177 0.19£0.045
12.50 18750  0.116 0.205 0.233 0.18+0.185
25.00 37500  0.151 0.256 0.283 0.23+0.212
S9 Fraksiyon
Kontrol 0.279 0.208 0.291 0.26+0.136
5.00 7500  0.198 0.371 0.227 0.27+0.281
12.50 18750  0.336 0.320 0.305 0.32:£0.047
25.00 37500  0.375 0.380 0.373 0.38£0.011
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Cizelge 4.19 72 Saatlik Uygulamada S9’suz ve S9’lu MDA Testi Sonucu
Hesaplanan OD Degerleri

Konsantrasyonlar (uM)

~ oDsanm  OD532nm  OD532nm OO0
Deltametrin Thiakloprid
Kontrol 0.206 0.211 0.189 0.20+0.035
5.00 75.00 0.255 0.274 0.211 0.25+0.098
12.50 187.50 0.216 0.370 0.222 0.27£0.265
25.00 375.00 0.264 0.304 0.315 0.29+0.081
S9 Fraksiyon
Kontrol 0.282 0.265 0.214 0.25+0.107
5.00 75.00 0.371 0.318 0.339 0.3440.0.81
12.50 187.50 0.430 0.412 0.462 0.43+0.077
25.00 375.00 0.421 0.429 0.434 0.43+0.019

Cizelge 4.20 24, 48, 72 Saatlik Uygulamalarda S9’suz ve S9’lu Hesaplamalar

Sonucu MDA Degerleri
Konsantrasyonlar (uM) 24 saat 48 saat 72 saat
Deltametrin  Thiakloprid 7o MDA+SE 7o MDASE 7 MDAZSE
Kontrol 100+0 100+0 100+0
5.00 75.00 95.87+5.75 104.18+6.38 121.76+4.37
12.50 187.50 103.25+4.48 101.49+14.93 132.55+17.72
25.00 375.00 106.38+7.19 126.53+16.65 146.29+9.12
S9 Fraksiyon
Kontrol 100+0 100+0 100+0
5.00 75.00 107.69+8.48 109.11+28.32 129.30+4.74
12.50 187.50 111.18+16.76 126.36+11.80 154.13+4.23
25.00 375.00 114.80+4.88 148.42+14.06 171.32+13.18
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Cizelgelerde belirtilen veriler kullanilarak, deltametrin ve thiakloprid karigimlarinin
MDA seviyesine etkileri, 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar i¢in tek bir grafik halinde
gosterilmistir. (Sekil 4.11).
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DEL+THIA Karisim Dozlari

Sekil 4.11 24, 48, 72 Saatlik Uygulamalarln S9’1u ve S9’suz Olarak Kontrole Gore
MDA Seviyelerinin Insektisit Konsantrasyonlarina Bagli Degisimi [*]
¢oziicii kontrole gore farklarinin 6nemini ifade eder (p<0.05)

24 saatlik uygulamada, DEL+THIA karisiminin S9’suz 12.5+187.5 ve 25+375 uM,
S9’lu tiim konsantrasyonlarinin hiicrelerde MDA miktarim artirdigr goriilmiis ancak
lipit peroksidasyon miktarindaki artiglar kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli olmamustir.

hTERT WHTBF-6 hiicrelerine 48 saatligine uygulanan DEL+THIA karisiminin
MDA miktarim artirdigr goriilmiistiir. Ancak MDA miktarinda goriilen bu artiglar
DEL+THIA karistminin S9’lu en yiiksek doz olan 25+375 uM konsantrasyonunda

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Aym1 zamanda 72 saatlik wuygulamalarda DEL+THIA karistmmin tiim
konsantrasyonlarinin hTERT WHTBF-6 hiicrelerinde MDA miktarin1 artirdigi

goriilmiis ve sadece S9’suz 12.5+187.5 uM olan konsantrasyonundaki artis anlamli
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bulunmamis ve diger dozlarin hepsinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0.05).

4.4 Sitotoksisite ve Oksidatif Stres

Calismamizda, neonikotinoit insektisit grubuna giren thiakloprid ile piretroit
insektisit grubuna giren deltametrin insektisitlerinin karigim halinde kullanildiklar
zaman insan akciger fibroblast hiicrelerindeki hiicre canlili§i ve oksijen
metabolizmasi lizerine etkileri arastirilmistir. Calismamiza konu olan insektisit
karigimi ile yapilan toksisite ¢alismalar1 yok denecek kadar azdir. Bu bilesikleri tek
tek arastiran caligmalar mevcut olup, bunun diginda ayr1 ayri her iki insektisit
grubuna giren baska maddelerle de calismalar bulunmaktadir. Bu sebeple, tezin bu
kisminda sonuglarimiz deltametrin-thiakloprid karisimini igeren ¢alismalarin disinda
bilesiklerin tek baslarmma incelendigi calismalarla veya ayni gruptaki benzer

bilesiklerle ve/veya karisimlarla yapilmis aragtirmalar ele alinarak tartisilacaktir.

Calismamizda kullanilan insektisit karistminin bir iiyesi olan deltametrin ile ilgili
arastirmalar uzun yillar Oncesine dayanmakta olup bilesik pek c¢ok yoniiyle
incelenmistir. Bu incelemelerin onciillerinden biri Baeza-Squiban ve arkadaglarinin
yayimladiklar1 ¢caligmadir. Arastiricilar deltametrinin ticari formiilasyonunun 50 ve
500 puM’lik konsantrasyonlarini fare fibroblast hiicre kiiltiiriinde 72 saat i¢in test
etmisler ve fare fibroblastlarinda doza bagl proliferasyon azalisi1 gozlemlemislerdir.
Ayn1 c¢aligmada insektisit ticari formiilasyonunun hazirlandigi  matriksin
deltametrinin  hiicreye girisini  kolaylastirdigt  kontrollii  deneylerle ortaya
cikarilmistir. [n vitro calisma olmasi ve sonucu ¢alismamiza benzer olup ticari
formiilasyon kullanilarak bu etkinin goriilmesi, ¢alismamizda saf etken maddenin
daha diisiik konsantrasyonlarda belirlenen sitotoksik potansiyeli ile uyumludur
(Baeza-Squiban ve ark.,1987).

Erkek siganlarin deltametrine maruz kalmasi nedeniyle indiiklenebilecek testikiiler
apoptozun incelendigi bir arastirmada, deltametrin (21 giin boyunca giinde 1 mg/kg)
uygulanan siganlarda, malondialdehit (MDA) olarak 6l¢giilen hem NO hem de lipit
peroksitlerin plazma seviyelerinin énemli olg¢iide arttig1 bulunmus ve uygulamanin
niikleer boliinme indeksini azaltarak sitotoksisiteye sebep oldugu da bildirilmistir

(El-Gohary ve ark., 1999). Bu arastirma ve ayni yontemle karigimin belirlenen lipit
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peroksidasyonundaki artis etkisi ile beraber sitotoksik etki tespit edilen ¢alismamiz
da pek ¢ok duyarli dokuda oksidatif stres potansiyelinin hiicre canliligindaki

rediiksiyona sebep olabilecegini gostermektedir.

Yousef ve ark., (2006) deltametrinin siganlarda oksidatif strese neden olma egilimini
arastirmak i¢in kisa siireli (30 giin) oral maruziyet sonrast biyokimyasal
parametreleri degerlendirmislerdir. Yapilan test sonuglari; deltametrinin plazmada
tiyobarbitiirik asit-reaktif maddelerinin (TBARS; lipit peroksidasyon markorii)
olusumunu indiikledigini gostermistir. Yine tek basina deltametrin etkisinin
incelendigi arastirmalara ornek teskil eden bu calisma ile baska bir grup insektisit
bilesigi ile karisim halinde etkisinin incelendigi ¢calismamizdan benzer bir yontemle

elde ettigimiz lipit peroksidasyon verileri birbirini desteklemektedir.

Tiizmen ve ark., (2008) deltametrin ve klorpirifos ile sigcanlarda yaptiklari in vivo
calismada DEL diisik doz (5 mg/kg/giin), DEL yiiksek doz (35 mg/kg/giin) ve
CP+DEL karigim (1 mg/kg/giin + 1mg/kg/giin) konsantrasyonlarimin 16 haftalik
uygulamasindan sonra karacier MDA seviyesi ve SOD, GSH-Px ve CAT
aktiviteleri belirlenmistir. Klorpirifos ve deltametrin ugulamasi hepatik LPO
seviyelerinde bir artig gOstermistir. Arastiricilar  deltametrin - ve  karisim
uygulamasinin, oksijensiz radikallerin artmasina neden olabilecegini ve bu durumun

GSH-Px aktivitesini stimiile edebilecegini bildirmislerdir.

Aydin, (2011) in vitro ¢alismasinda deltametrinin, thiaklopridin ve bu insektisitlerin
bir kombinasyonunun lenfoid organlar (dalak, timus ve kemik iligi),
polimorfoniikleer 16kositler (PMN'ler) ve sigan plazmasi iizerindeki akut ve subakut
toksik etkilerini aragtirmigtir. Caligmada, thiakloprid’in 112.5 mg/kg'lik tek bir akut
dozu; 30 giin boyunca 22.5 mg/kg/ giin'lik bir dozu; deltametrinin 15 mg/kg'lik tek
bir akut dozu; subakut dozu (30 giin boyunca 3 mg/kg/giin) ve bunlarin ayn
oranlarda iki kombinasyonlarii igeren alti farkli doz uygulanmistir. Calismada,
insektisit dozlarinin 6zellikle de kombine dozlarin tiim lenfoid organlarda, plazmada
ve PMN’lerde TBARS miktarmi artirarak lipit peroksidasyonunu indiikledigi
belirlenmistir. Ayrica lenfoid organlarda, insektisit kombinasyonlarinin glutatyon
seviyelerini Oonemli derecede azaltti§i goriilmiistiir. Bu sonuglara dayanarak

insektisitlerin 6zellikle de karisimlarinin oksidatif stres potansiyeli rapor edilmistir.
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Bu model organizmada yapilmis deneylerden elde edilen sonuglar, ¢alismamizda
karisim halindeki insektisitin insan akciger fibroblastlarda da GSH ve MDA
seviyelerini degistirerek benzer bir oksidatif etki goOsterdigi sonuglarimizla

uyusmaktadir.

Romero ve ark., (2012) deltametrin ve 3 ana metabolitiyle insan néroblastoma hiicre
hattinda yaptiklar1 calismada, deltametrin ve 6zellikle iki metabolitinin 10, 100 ve
1000 uM konsantrasyonlarda sitotoksik karakter gdosterdigini MTT indirgenme
testiyle, deltametrin ve metaboliti 4-OH deltemetrin’in 10 uM’da dahi lipit
peroksidasyonunu artirdiklarini ise MDA miktar1 dlglimii ile belirlemislerdir. Bu
durum, ayn1 yontemlerin yani sira GSH tespiti ile antioksidant azalig1 da Slgiilen ve
insektisit karigiminin yine insana ait farkli hiicre hattinda sitotoksisite ve oksidatif
stres potansiyellerinin belirlendigi calismamizin verileriyle Ortiigmektedir. Ayrica,
onemli bir benzerlikte her iki c¢alismada insektisit ana maddelerin ve/veya
metabolitlerin etkilerinin arastirilmasidir ki ¢alismamizda kullanulan hiicre hatti
bunun i¢in karaciger mikrozom fraksiyonu S9 ile de muamele edilmistir. Sonuglar,
ozellikle 24 saatten daha uzun maruziyet durumunda insektisit karigiminin S9
fraksiyonu ile birlikte verildigi gruplarda daha fazla hiicre 6liimii gerceklestigini ve
tiim stirelerde sadece insektisit igeren gruplarindan daha yiiksek oksidatif etki ortaya
ciktigin1 gostermistir. Zenobiyotiklerin metabolitlerinin ana bilesikler kadar ve bazen
daha toksik olabilmektedir. Pek ¢ok calismada rapor edildigi iizere insektisitlerin
hiicrede veya organizmada ugradiklart metabolizma sonucu toksik metabolitler
tretmektedir. S0z konusu durum her iki ¢alismada da paralellik gosteren ortak bir
nokta olup, kullanilan insektisitlerin metabolitlerinin toksik etki potansiyellerine

isaret etmektedir.

Sekeroglu ve ark., (2013) in vivo olarak yaptigi caligmada 24 saat (DEL 15 mg/kg,
THIA 112.5 mg/kg, DEL+THIA 15 mg/kg + 112.5 mg/kg) tek doz ve 30 giin (DEL 3
mg/kg, THIA 22.5 mg/kg, DEL+THIA 3 mg/kg + 22.5 mg/kg) tekrarlayan dozlarda
deltametrin ve thiakloprid insektisitlerini tek baslarina ve karisim halinde
uygulamiglardir. Calismada bu insektisitlerin sican kemik iligi hiicrelerinde, 6zellikle
birlikte olan uygulamalarda mitotik indeksi (MI) istatistiksel olarak 6nemli derecede
diistirdligiinii bildirilmistir. Sican kemik iliginde insektisit karigimina bagli olarak

proliferasyonun azaldigini gosteren bu veri, calismamizda MTT testleri ile elde
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edilen hiicre canliligindaki diisiisle paralellik gostermektedir. Elde edilen bu sonug;
¢alisma konusunda ele alinan insektisitlerin kullanilan memeli hiicresinde sitotoksik

potansiyeline isaret etmektedir.

Deltametrin ve florid iyonunun tek baslarina ve kombinasyonu seklinde sigcanlara
muamelesini i¢eren in vivo ¢alismada, maddelerin hem tek baslarina hem de karisim
halinde karaciger dokusunda GST seviyelerini diisiirdigi ve MDA olusumunu
artirdig1 bildirilmistir (Dubey ve ark., 2013). Deltametrinin baska bir etken ile
kombine edildigi ¢alisma 6rneklerinden birinde ise deltametrinin (1.02, 2.56 ve 6.40
mg/kg) ve diklorvos’un (0.64, 1.64 ve 4.00 mg/kg) 90 giin boyunca si¢anlara
verilmistir (Xu ve ark., 2015). Disiik dozlarda dahi pestisitler tarafindan
indiiklendigi tahmin edilen ve antioksidan enzim aktivitesinde bir azalma ve lipit
peroksidasyonunda bir artig ile ortaya ¢ikan oksidatif hasar ve protein oksidasyonu
rapor edilmistir. Deltametrin etkisinin karisimlar halinde de incelenmis olmasi
calismamizla ortak noktalardir ve tek basina gosterdigi oksidatif stres potansiyelden
fazla etki belirlenmis olmasi baska c¢alismalarda da rapor edilen kombine
insektisitlerin sinerjetik etkilesimine 1s1k tutmasi agisindan ¢alismamizin Gnemini
vurgulamaktadir. Bu kisimin basinda da belirtildigi gibi; bilesiklerin tek baslarina

incelendigi calismalairn yaninda kombinasyonlariyla ilgili ¢calisma yetersizdir.

Epitel morfolojili insan kemik iligi hiicrelerinde 50 ve 250 puM’lik deltametrin
konsantrasyonlar1 48 saatlik siire uygulanmis ve MTT yontemi ile test edilmistir.
Yapilan deneyler hiicre morfolojisinde degisikliklerin eslik ettigi deltametrinin
dozlarina bagli sekilde hiicre canliliginda 6nemli diisiislerle sonuglanmistir (Ko ve
ark., 2016). Hiicre canlilig1 kapsaminda bizim ¢aligmamizi destekler nitelikte olan bu
sonuglar mitotok indeksi yliksek bir hiicre grubunda yapilmis olup ¢alisitmamizda
karisimda  kullanilmas1 sebebiyle daha yiiksek deltametrinin dozlar1 ile elde

edilmistir.

2016 yilinda deltametrinin toksisitesinin erken tanist ve karaciger toksisitesi
gostergeleri tizerindeki etkilerinin degerlendirildigi in vivo bir ¢alisma yayinlanmistir
(Cavusoglu ve ark., 2016). Arastirmada, gavaj yoluyla oral olarak deltametrin
uygulanmis sican gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda, muamele dozu

arttik¢a malondialdehid diizeylerinin arttig1, glutatyon diizeylerinin ise azaldig1 rapor
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edilmistir. Yine Ncir ve ark., (2017)’de yaptig1 bir baska in vivo caligmada
deltametrin dozunu 7.2 mg/kg olarak belirlemis ve 4 hafta boyunca uygulama
sonucunda deltametrinin lipit peroksidasyon (LPO) seviyelerinin kontrol grubuna
kiyasla artmasma neden oldugu gosterilmistir. In vivo ¢alismalar olsa da bu iki
calismada, ayni parametrelerin incelenmis olmasi ve benzer sonuglar elde edilmis
olmasi sebebiyle, bizim sonuglarimizla paralellik gosterdigi ve birbirini destekledigi
sOylenebilir. Calismamizda karigim etkisinin incelenmesi ve verilerimiz ile benzerlik
gosteren baska bir ¢calisma da Chargui ve ark.’nin (2010) yaptig1 ¢alismadir. Ratlarda
enzimatik antioksidant sistemin incelendigi bu ¢caligmada deltametrin ve ayni gruptan
permetrin karigiminin 6zellikle disi bireylerde ve 30 ile 60 giinliik uygulamalarda en
az tek baslarina gosterdikleri kadar veya daha fazla etki tespit edilmistir. Karigimin
siiperoksit dismutaz enzim inhibisyonuna ve glutatyon peroksidaz enzim

seviyelerinde diisiise sebep oldugu bildirilmistir.

Yine son yillarda da deltametrin toksisitesini inceleyen veya bu toksisiteyi iyilestirici
mekanizmalart veya koruyucu etkileri arastiran yayinlar mevcuttur. Bunlardan biri
Kumar ve ark.’nin (2018) deltametrinin lenfoid hiicreler iizerindeki toksisitesini
farelerde arastirdigi ¢alismadir. Uygulanan tek bir DEL dozu (5 mg/kg, yedi giin
boyunca, oral) ile sitotoksisite (MTT testi) ve oksidatif stres gostergeleri
incelenmistir. DEL ile muamele edilmis farelerde viicut agirliginin, hiicresel
kabiliyetin ve hiicre canliligmnin azaldigi goézlenmistir. Dalak ve timustaki ROS
indiiksiyonu ve GSH seviyelerindeki belirgin azalis, calismamizda da karisim etkisi

ile belirlenen deltametrin kaynakli oksidatif stresi gostermektedir.

Koruyucu etkinin arastirldigi ¢aligmalara bir 6rnek ise, Mekircha ve ark.’nin (2018)
zeytin yagin, si¢anlarda deltametrin tarafindan indiiklenen oksidatif ~strese ve
hipofiz, tiroid ve gonadal hormon degisikliklerine kars1 koruyucu bir etki yapip
yapmadigini arastirmay1 amaglayan caligmadir. Sicanlara 28 giin boyunca uygulanan
DEL (0,00256 g/kg viicut agirligi) dozu ile yapilan bu ¢alismada bizim ¢aligmamizin
sonuglarinda da goriildiigli iizere GSH seviyesinde azalmalar rapor edilmistir. Bu
veriler deltametrinin tek basina veya karisim halinde oksidatif strese ve endokrin

degisikliklere sebep olabilen bir ajan oldugu belirlenmistir.
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DEL’in sitotoksisitesini ve oksidatif stres meydana getirdigini gosteren yeterli sayida
calisma bulunmaktadir. Buna karsin yeni nesil bir insektisit olan THIA ile ilgili
oldukca smirli sayida calisma mevcuttur. Ancak, literatiir bilgilerinden de
goriilebilecegi gibi, son zamanlara kadar DEL ve THIA insektisitlerinin karisim
halinde kullanildiginda ortaya ¢ikabilecek toksik etkinin incelendigi sadece bir in

Vivo galisma bulunmaktadir.

Thiakloprid ile ilgili veriler, genellikle bu maddeyi igeren insektisitleri piyasaya
sunan firma ve Cevre Koruma Ajansi’nin yayinlanmamis raporlarindan
ogrenilmektedir (EPA, 2005; WHO 2016 ve FAO 2010; Herbold, 1995a; Herbold,
1995b; Brendler-Schwaab, 1996a; Brendler-Schwaab, 1996b). Yakin zamanda artan
ilgi ile sitotoksik ve genotoksik potansiyeli konusunda da bilim diinyasinda farkli
goriisler ortaya konan calismalar artis gostermektedir. Ornegin, yukarida tartisilan
ad1 gegen insektisitlerin karisimlarina ait etkilerin arastirildig tek in vivo ¢alismada
(Sekeroglu ve ark., 2013) belirtildigi gibi thiaklopridin tek bagina uygulanmasi
pozitif kontrol ve karisim kadar olmasa da mitotik indeksi diistirmiistiir. Benzer
olarak Osterauer ve ark., (2007) zebra baliginda embriyonik gelisimi {izerine,
icerisinde thiaklopridinde bulundugu insektisit karigimimnin etkilerini incelemistir.
Arastiricilar  thiakloprid’in  diisiik toksik etki gosterdigini rapor etmislerdir.
Thiaklopridin tek basina diisiik etkisine isaret eden bu arastirmalarin yaninda tek
basina thiakloprid toksik potansiyelini gdsteren in vivo c¢alismalardan da Ornekler

sunabiliriz.

Calderon-Segura ve ark., (2012)’nin neonikotinoit grubu bazi insektisitlerin insan
periferal lenfositlerinde etkisini inceledikleri calisma az sayida Ornekten biridir.
Arastiricilar bu ¢alismada, 60-140 mM arasi thiakloprid dozlar iki saatlik siire ile
insan periferal lenfositlerine uygulandiginda, en yiiksek iki dozda anlamli derecede
hiicre 6liimi gergeklestigini bildirmislerdir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler, bizim
daha diisiik doz ama uzun uygulama siirelerinde belirledigimiz thiakloprid igeren
karisimin sitotoksik etkisi ile paralellik gdstermektedir. In vitro ¢alismamizda ¢ok
daha diisiik dozlarda thiakloprid kullanilmasina ragmen karisim halinde kullanilmasi
sebebiyle bir sinerjetik etki gézlenmis olabilir. Ayrica kullanilan S9 fraksiyonununda

karigimin metabolitlerinin etkisini de aciga ¢ikarmis olabilecegi unutulmamalidir.
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Bir diger 6rnek ¢alisma ise Drazovska ve ark., (2013) tarafindan thiakloprid’in ticari
formiilasyonuyla yapildigi caligmadir. Bu c¢alismada sigir periferal lenfositleri
kullanilmis olup 30-480 pug/ml arasinda ¢esitli thiakloprid dozlar1 24 ve 48 saat siire
ile test edilmistir. Her iki zaman noktasinda 6zellikle yiiksek dozlarda, proliferasyon
indeksinde (PI) onemli diisiisler bildirilmistir. Benzer bir sekilde ¢alismamizda da
karisim dozlarmin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda yiliksek dozlarinda MTT testi ile
azalmis hiicre canliligr tespit edilmistir. 72 saatlik uygulamada ise daha diisiik

dozlarda daha yiiksek sitotoksisite ortaya ¢ikmaistir.

Kocaman ve ark., (2014) thiaklopridin insan periferal kan lenfositleri {lizerindeki
potansiyel genotoksik etkilerini, in vitro olarak kromozom anormallikleri (CA),
kardes kromatid degisimleri (SCE) ve mikroniikleus (MN) analizleri ile
arastirmuslardir. Insan periferik lenfositlerinin, eksojen bir metabolik aktivatdriin (S9
karisimi) yoklugunda ve varliginda 75, 150 ve 300 pg/mL thiakloprid insektisitine
maruz birakildigr ¢alismada, hem S9 karisiminin yoklugunda hem de varliginda tim
konsantrasyonlarda mitotik indeksi, proliferasyon indeksini ve niikleer béliinme
indeksini dnemli 6l¢iide azaltmistir. Konsantrasyona bagl bir degisim gozlenmemis
olsa da S9 varliginda mitotik indeks pozitif kontrol kadar diismiistiir, PI’nde ise S9
varliginda konsantrasyona bagli ve pozitif kontrol kadar diisiis belirlenmistir.
Boliinme indekslerindeki bu degisim, hem thiaklopridin toksik potansiyelini hem de
metabolik aktivatdr varliginda konsantrasyona bagli ve pozitif olarak kullanilan
siklofosfamid ve mitomisin-c kadar etkili oldugunu gostermesi agisindan onemlidir.
Bu sonuclar ¢alismamizdaki insektisit karisiminin metabolizmasi sonucu goriilen

etkiyi acik bir sekilde destekler niteliktedir.

6 ve 8 aylik iki boga donoru ile yaptig1 in vivo galigmada thiakloprid insektisiti 30,
60, 120, 240, 480 pg/mL seklinde 24 ve 48 saat uygulamistir. Calismada,
thiakloprid’in 24 ve 48 saatlerde sirasiyla 480 ile 240 ve 480 upg/mL’lik
konsantrasyonlarda mitotik indeksi anlamli derecede diisiirdiigii belirlenmistir. PI’ini
ise 24 saatte yine en yliksek dozda etki gosterirken 48 saatlik uygulamada ise yiiksek
lic dozda pozitif kontrol kadar diisirmiistiir. Ayrica enzimatik antioksidant {izerine
etkisi glutatyon-S-transferaz gen ekspresyonu tespiti ile gerceklestirilmistir. Test
sonucu diisiik dozda gen ekspresyonunda azalig goriiliirken, yiiksek dozlarda mRNA

ekspresyonunda artis gdzlenmistir. Antioksidant enzim tretimindeki artigin pestisit
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kaynakli oksidatif stresin indiiklenmesine cevap olarak gerceklesmis olabilecegi
arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Galdikova ve ark., 2015). Calismamizda non-
enzimatik mekanizmanin elemani1 olan gulutatyon degerinde azalmalar Olglilmiis
olup insektisit karistmmin muhtemelen benzer sekilde indiikledigi oksidatif strese
cevap olarak azalmasi beklenen bir durumdur. Ayrica iki ¢alismadan elde edilen
indirekt hiicre boliinme ve canlilik parametreleri de insektisit karigimmin benzer

sitotoksik potansiyeline isaret etmektedir.

Hendawi ve ark., (2016)’nin thiakloprid toksisitesine bagli hematolojik,
biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikleri ve keten tohumu yaginin erkek Wistar
albino siganlarindaki potansiyel koruyucu roliinii degerlendirmek igin yaptiklari in
vivo c¢alismada, glutatyon-S-transferazda belirgin bir azalma goriiliirken, lipit
peroksidasyon (MDA) 6nemli olgiide artmistir. Farkli deneysel tasarimlarda ve
benzer ya da farkli yontemlerle yapilmis bu ve benzeri oksidatif ¢alismalar in vivo
model ve hedef olmayan organizmalarda ve in vitro memeli hiicrelerinde hem
thiakloprid ve deltametrin hem de baska insektisitlerin ve onlarin karigimlarinin

potansiyel ajanlar oldugunu gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢alismada, deltametrin ve thiakloprid karisim konsantrasyonunun 24, 48
ve 72 saatlik uygulamasinda ¢oziicii kontrollere goére hiicre canliliginin énemli
derecede azalmasi ve sitotoksisitenin 6nemli derecede artmasi, bu karisimm hTERT
WHTBF-6 insan akciger fibroblast hiicrelerinde sitotoksik olabilecegini
gostermektedir. Ayrica deltametrin ve thiakloprid karisim konsantrasyonunun 24, 48
ve 72 saatlik uygulamasinda ¢oziicii kontrollere goére GSH diizeyinin 6nemli
derecede azalmasi ve MDA diizeyinin 6nemli derecede artmasi, bu karisimin hTERT
WHTBF-6 insan akciger fibroblast hiicrelerinde oksidatif stres olabilecegini
gostermektedir. Deltametrin ve thiakloprid ile ilgili olarak yapilan bazi ¢alismalarda
da arastincilar tarafindan benzer sonuglarin gosterilmesi, bu distincemizi

desteklemektedir.

Bununla birlikte, heniiz yeterince toksisite testleri yapilmamis olan pestisitlerin, bu
eksikliklerinin ulusal ve uluslararas: otoriteler tarafindan giderilmesi ve insanlar igin
givenli olanlarin belirli dozlarda kullanimina izin verilmesi gerekmektedir.
Pestisitlerin kullanimlarinin riskli olabilecegini 6ne siiren bu tip calismalar, gerekli
onlemlerin alinmasi igin 6rnek teskil edecek, dogal dengenin korunmasina vurgu
yaparak, biyolojik ve tibbi uygulamalara katkida bulunacak ve bdylece insan

sagligini tehdit eden ciddi hastaliklarindan korunma saglanacaktir.

Deltametrin ve thiakloprid insektisitleri, thiakloprid deltametrinin 7,5 kat1 olacak
sekilde ticari bir iiriinde (150 g/l thiakloprid + 20 g/l deltametrin) karisim halinde de
piyasaya siriilmiistiir. Bu nedenle ¢alismamizda test ettigimiz insektisitlerin karigim
halindeki genotoksik etkileri de belirlenmistir. Calismamizda insektisitlerin karisim
halindeki etkisi belirlenirken thiakloprid dozu, bu oran dikkate alinarak deltametrinin

7,5 kati olarak ayarlanmastr.

Calismamizda DEL+THIA karisimmin doza bagli olarak hTERT WHTBF-6
hiicrelerinde GSH miktarinda belirgin olarak azalmaya sebep olmasi, bu insektisitin
hiicrelerde oksidatif strese neden oldugu anlamina gelmektedir. Cok Onemli bir
antioksidan molekiil olan GSH’daki azalma 72. saat sonrasinda da devam etmis ve
S9’lu ve S9’suz 25+375 puM karisim konsantrasyonunda en dramatik diisiis

gostermistir. Benzer sekilde 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarda lipit
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peroksidasyonunun arttigi goriilmiistiir. Genel olarak degerlendirilern bu sonuglar
DEL+THIA karisim konsantrasyonunun hTERT WHTBF-6 hiicrelerinde doz artisa
baglh olarak oksidatif hasar meydana getirdigini gostermektedir. Literatiirde
deltametrin, thiakloprid ve benzeri insektisitlerle ayri1 ayr1 ya da karisim halinde
yapilmis in vivo ve in vitro calismalar bulunmasina ragmen, ¢alismamiz DEL+THIA
karisim konsantrasyonunun hTERT WHTBF-6 hiicrelerinde oksidatif hasar yaptigini

gosteren ilk calisma 6zelligini tagimaktadir.

Her ne kadar bizim sonuglarimiz ve daha Onceden yapilan az sayida calisma
deltametrin ve thiakloprid insektisitinin hiicre canliligin1 azalttigi ve oksidatif strese
yol acitigimni gosteriyor olsa da, bu insektisitlerin sitotoksisite ve genotoksisitesi
hakkinda kesin bir yargiya varabilmesi, etki mekanizmalarinin ve bu mekanizmalar
arasindaki iliskileri belirlenebilmesi ve bu insektisitlerin kullanimi ile ilgili
diizenlenmelerin yapilabilmesi icin, farkli hiicre hatlarmin ve farkli yontemlerin

kullanildig1 daha detayli in vitro ve in vivo ¢alismalarin yapilmasi nerilmektedir.

Calismamizin sonuglarindan elde edilen verilerin yayimlanmasi ve bilim diinyasina
sunulmasi sayesinde, hem iiniversitemiz ve iilkemiz bazinda hem de diinya genelinde
bilimin gelisimine biiyiik katki saglanacaktir. Bu tip ¢aligmalar ile insan sagligi
dikkate alindiginda ve toplumda yiiksek oranda kanser hastast oldugu
diisiiniildiiglinde, bu insektisite bagli timor olusumunun Onlenmesine ve koruma
stratejilerinin {iretilmesine katkida bulunabilecektir. Bunun yaninda bu calismalar,
ilgili birimlerin tarim ilaci {iretimi ve kullanimi ile ilgili diizenlemelere yon
verebilecek ve gerekirse harekete gecirebilecektir. Diinya genelinde pestisit
kullaniminin ve kanser vakalarinin gittik¢e artis gosterdigi diisiiniiliirse yapilan bu tip

aragtirmalar insan sagligina biiytik katkilar saglayacaktir.
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