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OZET

Bu calismada ekotoksikolojik arastirmalarda model organizmalardan olan zebra balig:
(Danio rerio), etofenproksun sucul ekosistemler Gzerindeki toksik etkilerini belirlemek
icin kullanilmistir. Etofenproks (2- (4-etoksifenil) -2-metilpropil 3-fenoksibenzileter), ester
olmayan sentetik piretroiddir, hasere kontrol programlari tarafindan dogrudan olarak su ile
ya da dolayli olarak yagmur sular1 ve yiizey sulari ile viicuda alabilir. Etofenproks 96.
saat LC50 degeri 1/10 (8 ug / L) ve 1/100 (0.8 ug / L), zebra baliklarina 48 ve 96 saat siire
ile uygulanmistir. Ayrica kontrol gruplari da ayn1 kosullara tabi tutulmustur. 48 ve 96 saat
sonra, doku ornekleri histoloji ve DNA analizi icin buz anestezisi altinda alinmistir.
Histolojik analiz igin her bir gruptan yedi balik 6rnegi%210’luk tamponlu formalin iginde
tesbit edilmistir. Rutin histolojik islemler yapilarak incelenmistir. Genomik DNA/RNA
oksidatif hasarin1 degerlendirmek igin tUm zebra baliklari, homojenize edilerek DNA
izolasyonu yapilmistir. Daha sonra DNA 0Ornekleri hidrolize edilerek, oksidatif hasar 8-
hidroksi-2'deoksiguanozin (80HdG pg/mL) olarak enzim immun assay ile o6lgiilmiistir.
Kontrol gruplarinda herhangi bir histolojik bulguya rastlanilmamistir. Solungag
dokularinda hiperemi, ikincil lamel Gzerinde epitel ayrilmasi; kKaraciger dokular iizerinde
hiperemi, piknozis ve hidropik dejenerasyon; beyin ve bobrek dokularinda hiperemi, 6dem
ve tubuler dejenerasyon iki farkli subletal etofenproks konsantrasyonuna maruz kalan
zebra baliklarinda en ¢ok rastlanan histopatolojik bulgulardir. Bununla birlikte kontrol
grubu ile karsilastirildiginda her iki grupta, diisiik ve yiliksek her iki dozda 8-OHdG
(pg/mL) diizeyleri yiiksek gozlenmis, DNA/RNA hasar diizeyi 96 saat yiiksek ve diisiik
doz etofenproksa maruz birakilan grup ile karsilagtirildiginda 48 saat etofenproksa maruz
kalan grupta her iki dozda istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur. Sonu¢ olarak
subletal konsantrasyonlarda etofenproksa maruziyetin zebra baliklarinda akut genotoksik
etki gosterdigi ve doku hasarina yol agtigi, maruziyet siiresinin devami ile tamir
mekanizmalarinin etkin olabilecegi diistiniilmiistiir.
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ABSTRACT

Zebrafishes (Danio rerio), model organisms on ecotoxicological studies, were used to
determine the sublethal effects of etofenprox on aquatic ecosystems. Etofenprox (2-(4-
ethoxyphenyl)-2-methylpropyl 3-phenoxybenzylether), a non ester synthetic pyrethroid,
can enter water bodies directly by pest control programs or indirectly through rain water
and surface run off. 1/10 (8 pg/L) and 1/100 (0,8 pg/L) of 96 h LC50 value were applied
for 48 and 96 hours to the zebrafishes. Control groups were also conducted under the same
conditions. After 48 and 96 hours fish samples were taken under ice anastesia for
histologic and DNA analysis. Seven fish samples were fixed in %10 buffered formalin for
each group for histologic analysis. Routine histologic procedures (dehydration in alcohol
series, cleared in xylene, embedded in parafin, sectioned and stained with H&E.) were
carried out. To evaluate the DNA/RNA oxidative damage, every zebrafish was
homogenizated for DNA isolation, then hydrolized and damage was measured by
commercial kit as EIA. Hyperemia, epithelial liftingon the secondary lamella of the gill
tissues; hyperemia, picnosis and hydropic degeneration on the liver tissues; edema and
tubuler degeneration on the kidney tissues and hyperemia on the brain tissues were
observed after exposing the zebrafishes to two different sublethal etofenprox
concentrations. In nuclear and mitochondrial DNA, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-
OHdG, pg/mL) is one of the predominant forms of free radical-induced oxidative lesions
and it was statistically significantly increased at low doses of 48 and 96-hour exposed
groups. However, at high doses of 48 and 96-hour exposed groups, no statistically
significant difference was observed. Etofenprox was found to be very highly toxic to the
zebrafishes, non-target organisms, even in sublethal concentrations.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

ML
Ho/L
ng

pg/L

Kisaltmalar
BER

DDT

DMSO
ECD
EPA
HCI
H&E
H,0;

HPLC

Aciklamalar
Mikron

Mikrolitre

Litrede mikrogram
Nanogram

Litrede pikogram

Aciklamalar
Base excision repair

(dikloro difenil trikloroetan) Cok zehirli ve
inatg1, bocek 6ldurdcl, klorlu hidrokarbon grubundan

bir pestisittir.

Dimetil stlfoksit

Elektrokimyasal dedektor

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Kurumu
Hidroklorik asit

Hematoksilen eosin

Hidrojen peroksit

High pressure liquid chromatography (Yiiksek Basingli

S1vi Kromatografisi)


https://tr.wikipedia.org/wiki/Zehir
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Kisaltmalar

HPLC-ECD

LC 50 (lethal konsantrasyon)

NAD+
NADH

NER

NO

NOS
NOX

O,

O,.-
OECD
ONOO-
ONOOH
RNS
ROS
8-OHdG
8-OHG
8-0x0-dGTP

8-o0x0G

XV

Aciklamalar

Elektrokimyasal Dedektorlti  Yiiksek Performans
SiviKromatografisi

Kontrollii kosullar altinda test hayvan

popiilasyonlarinin en az % 50 sini 6ldirmek i¢in gerek
toksik

konsantrasyonudur.

duyulan maddenin  miktar1 ya da

Okside nikotinamid adenin diniikleotit
Rediikte nikotinamid adenin diniikleotit

Nucleotide excision repair pathway (nikleotid

eksizyononarim yolu)

Nitrik Oksit

Nitrik oksit sentaz

Nitrik oksit metabolitleri (nitrat ve nitrit)
Oksijen

Siperoksid

Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii
Peroksinitirit

Peroksinitroz asit

Reaktif nitrojen tirleri

Reaktif oksijen turleri
8-hidroksideoksiguanozin
8-hidroksiguanin
8-0kso-7,8-dihidrodeoksiguanozin trifosfat

7,8 dihidro-8 okso guanin






1. GIRIS

Gliniimiizde bitki zararlilarina karsi kimyasal maddelerle savasin ekonomik 6nemi son
derece buyuktir. Bu kimyasal maddeler, buginkii modern yasamin vazgecilmez
gereksinimleridir. Faydalar1 yaninda, dogrudan maruz kalma veya kullanimlari sonucu

gevreye yayilarak insanlara ve tim ekosisteme zararl olabilmektedir [1].

Zamanimizda kimyasal maddelerin sayist 2 milyonun Uzerine ¢ikmistir. Bunlardan

1500’ 0n0 pestisit aktif maddeleri olusturmaktadir [1].

Pestisitler tavsiye edilen dozlarin {izerinde kullanildiklarinda, gereginden fazla sayida
ilaclama yapildiginda, gerekmedigi halde birden fazla ilag karigtirtlarak kullanildiginda
veya son ilaglama ile hasat donemi arasinda birakilmasi gereken siireye uyulmadigi
durumlarda gida maddelerinde fazla miktarda kalint1 birakabilirler. Yiiksek dozda pestisit
kalintis1 iceren gidalarla beslenen insanlarda ve ¢evredeki diger canlilarda akut veya kronik
zehirlenmelere neden olabildikleri gibi, Ozellikle bazi iriinlerde aroma ve Kkalite

degisimleri meydana getirebilirler [1].

Cevresel kimyasallara maruz kalan insan ve dogadaki canlilarda endokrin stiregler,
endokrin bozucu (ED) etki gosterdiklerinden son yillarda bu konuda yogun arastirmalar
yapilmaktadir. Birkhoj ve digerleri 2004 yilinda yaptiklart epidemiyolojik arastirma
sonuclarina gore pestisit ve diger kimyasallara maruz kalindiginda insan sagliginin
etkilendigini ve sperm kalitesinin diistiiglinii belirtmislerdir. Dogal hormonlardan daha
diisiik potensde olmalarina ragmen ED kimyasallar1 (EDC) su ve gida yoluyla karigim
halinde insana ulastigindan 6nemli risk olusturarak cevresel sucul ortamda etkileserek

aditif, sinerjistik, antagonistik etkiler gosterebilmektedir [2].

Mevcut literatiirde tiim canli hayvanlarda endokrin-aracili advers etkilerin tanimi mevcut
degildir, tiire 6zgii memeli ve memeli olmayan (omurgasiz, balik, amfibi ve kus) canlilarda
OECD ve EPA’nin endokrin bozucularin taranmasi hakkindaki yonergeleri de yetersiz
kalmaktadir. Degisik zamanlarda farkli laboratuvarlarda yapilan testlerde kalite kontrol

calismalarinda tekrarlanabilirlik saglanamamustir.



Hijyenik ve toksikolojik bakimdan pestisitler iki sebepten 6nem tasir: Birincisi dikkatsiz
kullanma sonucu akut zehirlenmelerin sik goriilmesi, ikincisi de c¢evreyi Kirletmelerinin
cesitli ekosistemler {izerine bozucu etkisi ve bu durumun sonunda insan sagligina zarar

verme olasiligidir [3].

Su kiitleleri son yillarda artan oranlarda tarimsal ve endiistriyel kimyasallar igermektedir.
Bu kimyasallarin sucul canlilar tarafindan biinyelerine alinmasi, su, sediment, suda asil
partikiil madde ve besin yoluyla olmaktadir. Organizmalarca metabolizmaya alinan
cevresel kirletici kimyasallar, serbest radikaller ile mucadelede rol oynayan metabolik
stregcleri alt st edebilmektedir. Bu nedenle sucul organizmalar, doku ve hiicresel hasarin
belirlenmesi, hastalik, yaslanma gibi fizyolojik etkilere sebep olan serbest radikallerden

korunma siirecinde model organizma olarak pek ¢ok arastirmada kullanilmaktadir.

Oksijen sucul canlilar i¢in de yasamsal bir element olmakla birlikte ayn1 zamanda ¢ok
tehlikeli toksik formlar olan serbest radikallere doniisebilmekte oksidatif strese yol
acabilmektedir. Serbest radikaller, dis halkalarinda bir ya da daha fazla eslesmemis
elektron bulunan, kisa 6miirlii reaktif atom, iyon veya molekiillerdir. Serbest radikallerin
biiyiik hiicresel hasar, mutasyon, kanser ve biyolojik yaslanmadan sorumlu oldugu
bilinmektedir [4]. Baliklarda serbest radikallerin olusumu, agir metaller, pestisitler ve
gevre kirliligi gibi nedenlerle baslamakta ve artmaktadir [5]. TUm organizmalar, serbest
radikallerin hiicrelerde sebep oldugu oksidatif hasarlari 6nlemek amaciyla, serbest radikal

seviyelerini kontrol altinda tutmaya calisirlar [6,7].

Oksidatif stresin, cesitli hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynadiginin belirlenmesi,
son yillarda bu konuya verilen 6nemin giderek artmasina neden olmustur. Reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) iiretimi DNA’nin yapisinda hasara yol agabilir. Artmig ROS, DNA’nin
yani sira, lipid ve proteinler gibi makromolekdllerin oksidatif hasarini1 da hizlandirabilir.
8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), DNA’da piirin artiklarinin ROS ile induklenen
degisiklikleridir. 8-OHdG guaninin 8-hidroksilasyonu sonrasi, spesifik enzimatik
boliinmeyi takiben olusan oksidatif DNA hasarinin bir tirtiniidiir. 8-OHdG, oksidatif DNA

hasarinin ve oksidatif stresin gosterilmesinde 6nemli ve hassas bir belirleyicidir [8,9].

Oksidatif DNA hasarini, her 30-50 pg DNA’da minimal oldugu i¢in tespit etmek ve

hasarin miktarin1  belirlemek zordur. Bu amagla c¢esitli metodlar gelistirilmistir.



Giliniimiizde en yaygin olarak kullanilan metodlarin basinda, elektrokimyasal dedektorli
yiiksek performans sivi kromatografisi (high performance liquid chromatography with
electrochemical detection - HPLC-ECD) gelmektedir [10]. Floyd tarafindan gelistirilen bu
yontem ile 1liml sartlarda niikleositleri ayristirmak ve bilesenleri duyarli bir sekilde ortaya

¢ikarmak miimkiin olabilmektedir [11].

Bu ¢alisma ile ¢evresel kontaminasyona neden olan insektisitlerden etofenproksun zebra
baliklarindaki toksisitesinin biyokimyasal ve histopatolojik metotlarla arastirilarak
toksikolojik verilere katki saglanmasi amacglanmaktadir. Ayrica cevre kirliligine neden
olan insektisitlerin, zebra baliklarindaki toksik etkileri arastirilarak, tiim canlilarda
olusabilecek toksik etkilere kars1 korunma ve tedavi yontemlerinin bulunmasina da katki

saglanabilecektir.






2. PESTISITLER

Besin maddelerinin iiretimi, tiiketimi ve depolanmalar1 sirasinda, besin degerini bozan ve
yok eden, zarar veren hasereleri, mikroorganizmalar1 ve diger zararlilari (pestleri) yok

etmek i¢in kullanilan kimyasal savas maddelerine pestisitler denir [1].

Tarmmsal firiinlerin verim ve kalitesini arttirmak icin modern tarim tekniklerinin ve
girdilerinin kullanilmas1 gerekmektedir. Bitki koruma iiriinleri igerisinde yer alan pestisit
kullanimi da bu girdilerden biridir ve modern tarimin tamamlayict bir bilesenidir. Pestisit
kullanimi, tarimsal {riinii hastalik, zararli ve yabanci otlarin zararindan koruyabilmek,
kaliteli liretimi giivence altina alabilmek i¢in kullanilan bir tarimsal miicadele sekli olup,
1940’11 yillardan beri iiretimi arttiran en 6nemli bilesendir. Kisa stirede etki gdstermesi ve

kullaniminin kolay olmasi nedeniyle, pestisit kullanimi1 en ¢ok tercih edilen yontemdir.

Hastalik, zararli ve yabanci otlara karsi farkli zirai miicadele yontemleri arasinda, %95’in
Uzerinde bir paya sahip olan kimyasal micadele bugiin de gegerliligini korumaktadir.
Pestisitlerin kullanilmadigi durumlarda tirtinlerde %60’ lara varan oranlarda kalite ve verim
diistikligii gorilmektedir. Bu nedenle, irin kaybmna sebep olan zararli organizmalari
kontrol etmek amaciyla tiim diinya iilkelerinde oldugu gibi, iilkemizde de bitki koruma
tiriinlerinin kullanilmasi1 kaginilmazdir. Ancak, pestisitlerin kullanimi insan sagligi ve
cevreye olumsuz etkileri gibi bircok sorunu da beraberinde getirmektedir. Yogun ve
bilingsiz bir sekilde kullanilmalar1 sonucunda gidalarda, toprak, su ve havada pestisitin
kendisi ya da dontisiim tiriinleri kalabilmektedir. Tiim diinyada tarimsal sistemin ayrilmaz
bir parcasi olarak pestisit kullaniminda tarimsal iirlinlerde kalint1 riski ve ¢evreye olumsuz
etki yapmasi dikkatle lizerinde durulmasi gereken bir konudur. Ayrica ruhsatlandirma

sonrasi, pestisitin tarla kosullarinda akibeti ve ¢evreye olan etkileri de arastirilmalidir [12].

Pestisitler ve metabolitlerinin genel popiilasyonda ve mesleksel maruz kalimda biyolojik
izlenmesi ile ilgili bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Calismalar, bu pestisitlerin endokrin
bozucu ve non-Hodgkin’s lenfoma, I6semi, beyin kanseri, uterus kanseri, yumusak doku
sarkoma, Hodgkin’s hastalig1 ve diisiik sperm konsantrasyonu gibi bir¢cok hastalik igin

potansiyel risk faktorii oldugunu gostermistir [1].



2.1. Diinyada Pestisit Kullanimi

Diinyada tarim ilaci tiretimi 3 milyon tondur, yillik satis tutar1 ise 25-30 milyar dolar
arasinda degismektedir. Diinya pestisit pazarinda tonaj olarak yilda %1 civarinda bir
blylme beklenmektedir [13]. Herbisitler tarim ilaglari iginde %47'lik bir payla birinci
siray1 almaktadir. Bunu %29 ile insektisitler izlemekte, fungisitlerin ise %19'luk bir pay1
bulunmaktadir. Herbisitler ve insektisitler, kullanimin %70'den fazla bir bolimini
kapsamaktadir. Diger pestisit gruplari ise %5'lik bir paya sahiptir (Sekil 2.2) [12]. Parasal
olarak degerlendirildiginde tiiketimin %31’ini insektisitler, %26’sin1 herbisitler, %20’sini
de fungisitler olusturmaktadir [13, 14].

2.2. Turkiye’de Pestisit Kullanimi

Tiirkiye’de tarim ilaci tiikketimi ortalama 33.000 tondur. Bu miktarin %47°sini insektisitler,
%24’unu herbisitler, %16’sim1 fungisitler, %13’inii de diger gruplar olusturmaktadir
(Sekil2.1) [12]. Bu pestisitlerin yillik satis tutart da yaklasik 230-250 milyon dolardir
[15,16]. Tirkiye’de 2008 yili sonu itibariyle 4100 adet ruhsatli bitki koruma firiinii
bulunmaktadir. Ulkemizde ruhsatl etkili madde sayis1 ise 418 adettir. Ancak AB mevzuati
uyum ¢aligmalar1 kapsaminda olumsuz 6zellikleri nedeniyle, 25.08.2014 tarihi itibariyle

177 adet pestisitin imalat1 ve ithalati durdurulmustur.

m Herbisitler = Herbisitler

| insektisitler M Insektisitler
| Fungisitler Fungisitler

= Diger m Diger

Sekil 2.1. Pestisit gruplarina gore Tiirkiye’de  Sekil 2.2. Pestisit gruplarina gére diinyada
tarim ilact kullanimi tarim ilac1 kullanimi

2.3. Pestisit Kullaniminin Dezavantajlar:

Asirt ve bilingsiz kullanim sonucu pestisitler ¢evre kirlenmesi ve insan sagligi agisindan

cesitli sorunlarin ortaya ¢ikmasina yol agmistir [17]. Bu sorunlar asagida siralanmustir:



- Pestisitler kanser, dogum anormallikleri, sinir sistemi zararlar1 ve uzun dénemde olusan
yan etkilere neden olurlar,

- Pestisitler ve parcalanma trtinleri toksik maddeleri icerirler,

- Pargalanma tiriinlerinden bazilar1 ana pestisitten daha toksik ve kalicidir,

- Uygulanan pestisite ve uygulama kosullarina baglh olarak, ¢evre kirliligine
neden olmaktadir,

- Asir1 buharlasabilenler soludugumuz havay: kirletmektedir,

- Asint kullanimi organizmalarda ilaca karsi diren¢ olusturmakta, pestisit uygulamasi
basarisiz olmaktadir,

- Hedef alinan ve alinmayan zararlilarin dogal diismanlarin1 ve faydali organizmalar1 da

oldurerek yeni salginlar olusturmaktadir [12,16].

2.4. Kalint1 Problemi ve Zehirlenmeler

Pestisitler oneriler dogrultusunda kullanilmadigi zaman kalintilar1 ile insan sagligir ve
cevrede olumsuz etkilere yol agmaktadir. Bu kalintilar, tarim {iriinii dis pazarini ve i¢
tiketimi de olumsuz etkilemektedir. Ayrica iretim, formiilasyon, hazirlama, tasima,
ylikleme ve uygulama sirasinda deri ve solunum yoluyla maruz kalma (akut zehirlenme)
seklinde mesleki zehirlenmelere sebep olabilirler. Genellikle organik fosforlular ve
karbamatlilar bu tip zehirlenmeye neden olurlar. Bunlar vicutta kolinesteraz enzimini
engelleyerek asetilkolin birikimine yol acarlar. Kaza ile meydana gelen zehirlenmelerde
pestisitlerin yaprak ve topraktaki kalintilar1 veya onlarin toksik doniisiim tiriinleriyle temas
sonucu hastaliklar meydana gelebilmektedir. Asir1 dozlarda alinmadik¢a organik klorlu
pestisitlerin insanlara akut toksik etkileri nadir gorilir. Bu bilesikler daha ¢ok kronik
zehirlenmelere neden olmakta, sinir sistemini etkilemekte ve karacigere =zarar
vermektedirler. Son yillarda ilaglarin besin maddelerindeki kalintilarinin insanlar igin

kronik toksisitesi iki sekilde ele alinmaktadir:

a. Kabul edilebilir giinliik alim (Acceptable Daily Intake-ADI): Bir kisinin bir giinde
alabilecegi kabul edilebilir giinliik ila¢ miktarin1 mg/kg olarak ifade eden degerdir.
b. Maksimum kalinti limitleri (Maximum Residue Limits-MRL): Gida maddelerinde

bulunmasina izin verilen en fazla ila¢ miktarini (mg/kg) ifade eden degerdir.

Pestisitlerin kalint1 yoluyla kronik toksisiteleri yaninda bazilarmin insanlarda mutajenik,

teratojenik ve kanserojenik etkilerinin de oldugu son yillarda yapilan calismalarla



saptanmistir. Pestisit uygulamasiyla tarimsal iirtinde kalabilecek kalinti miktar1 ¢esitli

faktorlere baghdir. Bunlar [12];

a) Uygulamanin yapildigi bitki ¢esidi,

b) Etkili maddenin kimyasal yapisi ve 6zellikleri,

¢) Kullanim dozu ve tekrari,

d) Etkili maddenin formilasyonu,

e) Uygulama ile hasat arasindaki gegen siire,

f) Uygulama aninda/sonunda g¢evre ve iklim kosullari,
g) Hasattan tuketime kadar uygulanan islemler,

h) lacin formiilasyonu ve uygulama dozunun fazla olmasi,
i) Killi toprak tipinin pestisitlerin birikimini artirmasi,
J) Toprak sicakligi,

k) Topragin islenmesi,

1) Bitki ortus,

m)Topragin mikroorganizma igerigidir.

2.5. Hedef Olmayan Organizmalar Uzerine Etkisi

Pestisit uygulamasinin %0.015- 6.0’s1 hedef alinan canli iizerine ulagsmakta, geri kalan
%94-99.9’luk kisim ise ekosistemde hedef olmayan organizmalara ve topraga ulagsmakta
ya da g¢evredeki dogal ekosistemlere siiriiklenme ve akinti1 nedeniyle kimyasal Kirleticiler
olarak sulara karigmaktadir [18]. Hemen biitiin insektisitler spesifik olmadiklari igin sadece
hedef organizmalar1 6ldiirmez, omurgali ve omurgasiz diger organizmalar1 da etkilerler.
Zararl etkilerin siddeti, insektisitin ve formiilasyonun tipine, uygulama sekline ve tarimsal

arazinin ve iiretimin tipine bagl olarak degismektedir. Bilinen yan etkiler sunlardir:

Arilar, kuslar ve baliklar, mikroorganizmalar ve omurgasizlar gibi hedef olmayan

organizmalarda 6ltimler,

Kus, balik ve diger organizmalarda iireme potansiyelinin azalmast,

Hedef olmayan organizmalarda dayaniklilik olugmasi sonucu insanlara hastalik tasiyan

bocek ve parazitlerin kontrolden ¢ikmast,

Ekosistemin yapisinin ve tiirlerin sayilarinin degismesi gibi uzun donemli etkiler [12].



2.6. insanlar Uzerine Etkileri

Endokrin bozucular (ED), endokrin sistemi ve iligkili tiim sistemlerin ¢alismasini etkileyen
kimyasal maddelerdir. ED’lar hayatimizda sik kullandigimiz deterjanlar, plastikler,

pestisitler, boyalar ve mesleki maruziyeti yluksek endustriyel kimyasallarda bulunurlar.

Pestisitler ve diger endokrin bozucu kimyasal maddeler, endokrin sistem tarafindan
sentezlenen endojen kimyasallarin aktivitelerini bir sekilde taklit ettikleri, blokladiklar1 ya
da degistirdikleri i¢in 6zel ilgi konusudurlar. Diger birgok organin yaninda, 6zellikle tiriner

sistemi ve tiroid bezlerini etkilemektedirler.

Bu kimyasallar, ¢evrede veya viicutta birikebilir. Bazilar1 tireme sistemini etkilerken,
bazilar1 ergenlik doneminde gelisim bozukluklarina neden olur. Oligospermi, sperm
yapisinda anormallik, testikiiler steroidegenezde bozukluklar, testikiiler atrofi, uterus

boyutlarinda artig ve erken ergenlik 6rnek gosterilebilir.

Endokrin bozucu kimyasallar 6strojen ve androjen reseptorleri ile reaksiyona girip,
endojen hormonlarin agonist ya da antagonistleri olarak etki gdsterebilirler. Son on yilda
reprodiiktif organ anomalileri, testikiiler kanser, erkek dogum oranlarinda azalma ve semen

kalitesinde diigme rapor eden bir¢ok calisma yayinlanmistir.

Cizelge 2.1. Endokrin bozucularin {ireme sistemi iizerine etki mekanizmalari

o Ostrojen Reseptorlerini Uyararak Etkileyenler: Bisfenol A ve
B, Nonilfenol, Oktilfenol, Dietilstilbestrol, Metoksiklor,
Klordekan, Genistein, DDT ve Metabolitleri .

e Androjen Reseptorlerini inhibe Ederek Etkileyenler: Vinklozin,
Flutamid, DDT ve Metabolitleri, Metoksiklor, Fenitrotion,

Prosimidon, Linuron .

e Steroid Hormon Sentezini inhibe Edenler: Fitalat, Trifeniltin,
Fenarimol, Fadrozol, Ketokonazol, Finasterid, Endosulfan

e Apoptozise Neden Olanlar: Deltametrin, Oksifenol, 1,2-

dibromo- 3kloropropan.
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Pestisitlerin insanlarda toksik olmalar1 nedeniyle miicadelede calisan herkesin bunlarin
kullanimisirasinda meydana gelebilecek potansiyel zararlardan sakinmalar1 gerekir.
Insanlarin pestisitlere maruz kalmasi mesleki zehirlenmeler veya kaza ile meydana

gelebilmektedir. Her iki tir zehirlenmenin ana nedenleri:

Halkin bu konuda yetersiz egitime sahip olmasi ve pestisitlerin toksisite potansiyellerinin

bilinmemesi,

Uygun olmayan kosullarda depolama,

Kaza ile sagilma sonucu gidalara bulagmasi,

Dikkatsiz yukleme ve tagima,

Yikanmamus pestisit kaplarmin kullanima,

Genel bakim ve atik degerlendirme iglemleri olarak sayilabilir [18].

2.7. Cevre Uzerine Etkileri

Tarimsal alanlarda, bahgelere veya ormanlara uygulanan pestisitler havaya, suya ve
topraga oradan da bu ortamlarda yasayan canlilara gecmekte ve doniisiime
ugramaktadirlar. Pestisitlerin hareketini, iklim ve tarimsal kosullar, pestisitin kimyasal

yapisi, formulasyon tipi, fiziksel 6zellikleri ve uygulama sekli etkilemektedir.

Ila¢ kalmtilar1, askidaki maddelere ve suya baglanarak dip sedimanlarinda toplanmakta ya
da canlilar tarafindan adsorblanmaktadir [19]. Sularda pestisitlerin agir kontaminasyonlari
oksijen kithigina, dolayisiyla da zehirlenmelere dnculiik etmekte ve en nihai olarak da balik

ve diger canlilarin kitlesel 6liimlerine yol agmaktadir.

Tarim ilac1 kullanmadan iiretim yapilmasi %65 oraninda iiriin kaybina sebep olmaktadir.
Bu nedenle diinyada birim alandaki verim yiizdesini artirmak amaciyla tarimda
pestisitlerin kullanimi zorunlu hale gelmistir [20]. Tarimsal agidan biiyiikk fayda
saglamalariin yani sira, canlilar i¢in toksik olan bu maddeler gevreye yayilarak yiiksek
oranda cevre kirligi problemi olusturmakta ve ¢evre kirleticileri arasinda sayilmaktadirlar

[21].

Topraga ulasan pestisitler, glines 15181n1n etkisiyle fotokimyasal degredasyona ugramakta;

toprak mikroorganizmalari, bitki ve diger organizmalarin etkisiyle de biyolojik
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degredasyona ugramakta; toprak katt maddeleri (organik madde ve kil) tarafindan adsorbe
ve desorbe olmakta veya kimyasal degredasyona ugramaktadir [22]. Toprak icerisine
gecmis pestisitler, kapiller su araciligiyla toprak yiizeyine tasinabilmekte ve havaya
karigabilmektedir. Toprakta pestisitin tutulmasi ile biyolojik alimi engellenmekte ve ¢esitli
yollarla degredasyonuyla ya toksik ozelligi kaybolmakta ya da toksik metabolitlere

doniisebilmektedir.

Zooplanktonlarin, kalic1 lipofilik kimyasallari, 6zellikle organik klor igerikli pestisitleri,
kendi cevrelerinde bulunandan daha fazla biriktirdikleri bilinmektedir [23]. Birikimin, ya
difiizyonla sudan direk alim vasitasiyla [24, 25, 26] ya da kontamine olmus organik
maddenin yenmesi yoluyla [27, 28, 29] olustugu bilinmektedir. Suda ¢6ziiniirliligi diisiik
olan ve yiksek stabiliteye sahip olan pestisitlerin yag dokusunda birikme egiliminde
olduklar belirtilmistir [30].

2.7.1. Pestisitlerin yeralti sularina bulasmasi

Pestisitler ya dogal yollarla ya yagmur suyu ya da sulama yolu ile havzalara ve su
birikintilerine girebilmektedirler [31, 32]. Toprak ve bitki uygulamalarindan sonra
topragin yiizeyinde kalan pestisitler, yagmur sular ile yiizey akist seklinde veya toprak
icerisinde asagi dogru yikanmak kaydiyla, taban suyu ve diger su kaynaklarina
ulagabilmektedirler. Bitki Ortlisii, egim, formiilasyon ve yagis miktar1 gibi faktorler
pestisitlerin tasinmasini etkileyen faktorlerdir. Toprak tipine bagli olarak tasinan pestisitler,
sularda balik ve sucul omurgasizlarin 6lmesine, bu organizmalardaki pestisit kalintisinin
insanlarin besin zincirine girmesi ve kontamine olmus sularin igilmesi yoluyla da kronik

toksisitenin olugsmasina neden olmaktadirlar.

Bir¢ok toprak c¢esidinde genis deliklerin bulunmasi (¢atlaklar ve yariklar, solucan ve kurt
delikleri, kok kanallar1) yeralti suyuna siiziilen pestisit tehlikesini arttirmaktadir. Bu
delikler yoluyla, su ve ¢6ziinen maddeler toprak matriksinin ¢ogunu atlayarak hizlica alt

topraga ve yeralti suyuna ulagsmaktadir [33].

Yiizeydeki sularin siiziilmesi, yeralt1 sularinin kontamine olmasina neden olmaktadir. Su
kuvvetinde meydana gelen yiikselme ve algalmalar; yilizey suyunun yeralti sularin

doldurmasina veya yeralti suyuyla birlesmesine neden olabilmektedir [34].
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2.7.2. Pestisitlerin yiizey sularina bulasmasi

Bir ilacin uygulanmasi sirasinda ilacin yiizey sularina bulasmasini engellemek igin gerekli

tedbirlerin alinmas1 gerekmektedir. Kimyasal yiizey sularina iki sekilde ulasabilmektedir;

1. Kisa siireli; siiriiklenme (drift), yiizeyden akma, ytiksek doz
2. Uzun siireli; ila¢ ve ilacin kullanildigi kaplarin akarsu ve kanalizasyonlara dokilmesi

veya havada bulunan ilag¢ kalintilarinin yiizey sularia bulagmasi yolu ile.

Pestisitlerin ylizey sularina bulasma riskleri cografi sartlara, iklime, ilaglama teknigine
gore ve meteorolojik kosullara gore degisebilmektedir. Hollanda ve Almanya “Siiriklenme
Modeli” olarak gelistirdikleri bir analiz modelini kullanmaktadirlar. Bu modelde analiz
sonuglart dogrultusunda ilaglarin, yilizey sularmma bulasma riski ihmal edilebilmekle

birlikte; diisiik, orta ve yiiksek riskli olmak tizere siniflandirilabilmektedir [35].

2.8. Gidalarin Kontaminasyonu

Bitkinin dogrudan yolla veya toprakta kalan pestisiti kendi biinyesine almasi ve bu
bitkilerin insan gidasi veya hayvan yemi olarak kullanilmasi sonucunda pestisitler
insanlarin gida zincirine girmektedir. Kimyasal micadele, belirtilen riskler nedeniyle
titizlikle yapilmast gereken bir istir. Bu riskleri minimuma indirmek igin uygulama

sirasinda gerekli her tiirlii 6nlem alinmalidir [12].

Pestisitlerin uygulanmasindan sonra biitiin islemler toprak-bitki sisteminde cereyan
etmektedir. Pestisitlerin metabolizmasint ve yapragin pestisit alimini; fizikokimyasal
durum, formiilasyon, damla biiyiikliigii ve uygulama teknigi, yagis ve nisbi nem, sicaklik,
giineslenme, bitki g¢esidi ve fizyolojik farkliliklari, stoma, yaprak alt/iist yilizeylerinin

tiiyliiliik ve mumluluk durumlari ve pestisitin uygulama zamani gibi faktorler etkiler.

Bitkideki olaylar sunlardir; (i) bitki tarafindan alinan ve bitki 6zsuyunda ¢6ziinen pestisit
ksilem doku ile asagidan yukari, floem ile yukaridan asagi tasiabilmektedirler, (ii)
biyolojik olarak taginan pestisit bitkide birikmekte ve metabolize olmaktadir, (iii) bu
metabolitler de bitki blinyesinde tasinmaktadir, (iv) vejetasyon peryodu siiresince ilaglama
yapilmasa da Onceki yillarda yapilan ilaglamalardan toprakta biriken kalintilardan dolay1

bitkide pestisit kalintis1 bulunabilir [12].
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2.9. Pestisitlerin Giivenli ve Etkili Uygulama Kosullar1

Insan ve ¢evre saglig1 yoniinden tarim alaninda kullanilan ilaglarm olumsuz etkilerine karsi
degisik Onlemler alinmalidir [15]. Pestisitlerin ¢evre ve kalinti agisindan en uygun

kullanim kosullar1 ve dikkat edilmesi gereken noktalar asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

a)Ulkemiz insaninin gida giivenirliligin saglanmasi ve c¢evreyi ve dis ticaretimizi
koruyabilmek amaciyla pestisit kullanimi ¢ok bilingli ve kontrollii yapilmalidir. AB ve
ABD’de cevreyi ve saglig1 olabildigince az etkileme potansiyelindeki diisiik riskli ya da
cevre dostu pestisitlere 6ncelik verilmektedir.

b)ABD Cevre Koruma Orgiitii (US EPA)’ne gore insan saghgina diisiik etkili, hedef dis1
organizmalara diisiik zehirli, yeraltt sularimi kirletme potansiyeli diisiik olanlar, zararl
organizmalarda dayaniklilik riski diisiik olan pestisitler secilmelidir.

C)Cevre ve insani tek bir sistem olarak goren siirdiiriilebilir tarim uygulanmalidir. Bu
amacla Entegre Urlin Yonetimi (Integrated Crop Management) ve Entegre Miicadele
Yonetimi (Integrated Pest Management-IPM) sistemi gelistirilmistir. IPM; Kkiiltiirel,
fiziksel, mekanik, biyolojik, biyoteknolojik miicadele ve pestisit uygulamalarinin, zararliy1
kontrol edebilecek uygun metotla, en ekonomik yolla, ¢evre ve insana en az zararla,
koordineli olarak uygulanmasidir.

d) Kimyasal miicadele IPM goriisii i¢erisinde ¢evre ve insan saglig1 a¢isindan olabildigince
diisiik riskli pestisitlerle yapilmalidir [17].

e) Hedef alinan pestin biyolojisine gore en etkin ilaglama zamani segilmelidir.

f) En etkin metot, azami koruma 6nlemleri alinarak uygulanmalidir.

0) 11k etkisi kuvvetli, kalicilig1 daha kisa siiren pestisit secilmelidir.

h) Son ilaglama ile hasat arasindaki siireye dikkat edilmelidir.

1) Uygulama aletinin bakim ve kalibrasyonu yapilmalidir.

1) Kimyasal karisim uygulama yerinde yapilmalidir.

J) Miimkiinse dogaya ve faydali canlilara en az zarar veren ilag secilmelidir.

) Onerilen dozda pestisit uygulamasi yapilmalidir.

m) Uygulama 6ncesi gerekli onlemler alinmali, uygulayicilar egitilmelidir.

n)Ambalaji bozuk tarim ilaglar1 satin alinmamali, bunlar ¢ocuklardan, yiyecek ve icecek
maddelerinden uzak giivenli yerlerde bulundurulmalidir.

0)Uygulama uygun hava sartlarinda, riizgarsiz havada ve giiniin serin saatlerinde

yapilmalidir.
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p)Uygulama sirasinda herhangi bir sey yenmemeli, i¢ilmemeli agza dokunulmamali,
ilaglama sonrasi elbise degistirilip eller ve yiiz bol sabunlu su ile yikanmalidir.
0)Uygulamalar ¢ocuklara yaptirilmamali ve ilaglama alanindan diger isciler de
uzaklagtirilmalidir.

rNilaglama sirasinda ¢iftlik hayvanlari uzak tutulmali, ilaglanan alana belli bir sure
gecmeden hayvan sokulmamalidir. Bu amacla, ilagh sahaya girisi engelleyecek uyari
levhalar1 asilmalidir.

s) Kullanilan alet ve yardimei kaplar is bittikten sonra iyice yikanmali, bosalan ila¢ kaplari
yakilarak ya da ¢ok derinlere gémulerek imha edilmelidir.

t) Cevredeki ar yetistiricileri uyarilmali, kovanlar bir siire kapatilmalidir [36].

2.10. Pestisitlerin Simiflandirilmasi

Pestisitler, goriiniis, fiziksel yap1 ve formiilasyon sekillerine gore, etkiledikleri zararli ve
hastalik grubu ile bunlarin biyolojik donemine gore, icerdikleri aktif maddenin cins ve
grubuna gore, zehirlilik derecesine ve kullanim teknigine goregok degisik sekillerde
siiflandirilirlar. Bunlardan en ¢ok kullanilan siniflandirma sekilleri ise kullanildiklar:
zararli gruplarina ve yapisindaki aktif madde grubuna gore yapilan siiflandirmalardir.
Kullanildiklar1 zararli gruplarina ya da hedef alinan organizmaya gore yapilan

siiflandirmada; en 6nemli {ig biiyiik pestisit grubu, insektisit, fungisit ve herbisitlerdir.

Pestisitlerin kimyasal yapilarina gore siniflandirildiklarinda en énemlileri, organik klorlu

pestisitler, fosforlular, karbamatlar, dogal ve sentetik pretroidlerdir [37, 38].

Pestisitler ayrica sistemik ve kontakt (yiizey pestisiti) etkili olmak Uzere iki gruba
ayrilirlar. Sistemik pestisitler bitki dokusuna niifuz eder ve doku i¢inde gesitli bolgelere
taginip yerleserek etki gosterirler. Boylece korumalar1 ve etkileri daha uzun siirer. Daha
onceki yillarda kullanilan pestisitler genellikle kontakt pestisitlerdir. Bu nedenle yagmur,
riizgar ve giines 1s1¢1nda uzun siire kaliciliklarin1 koruyamadiklari i¢in etki siireleri kisadir.
(Cevresel olarak kalici olan organoklorlu pestisitler son 30 yildir iizerinde 6nemle c¢aligilan
konulardan birisidir. Cevrede organoklorlu pestisitlerin siirekli bulunmasi, besinler ile suda
DDT (dikloro difenil trikloroethan) ve bazi siklodienlerin kalintisina neden olmaktadir.
1960’larda yapilan arastirmalar, organoklorlu pestisitlerden DDT’nin gidalarda ve ¢evrede

onemli kalintilar biraktigini ortaya koymustur. DDT igeren et ve siit lirtinlerinin tiiketilmesi
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sonucu, insan siitinde ve viicut yaginda, yiliksek miktarda kalinti oldugunun

saptanmasindan sonra kullanimi bir¢ok tilkede yasaklanmustir [39].

2.11. Sentetik Piretroidler

Bu grup piretroid insektisitler 40 yildan fazladir kullanilmaktadir ve diinya g¢apinda
insektisit piyasasinin %25’inden sorumludur. Sentetik piretroidler, tarimsal kullanimlarinin
yaninda aerosol, mat, spiral ve sivi buhar halinde sivrisinek kovucu olarak evlerimizde
yaygin sekilde kullanilirlar. Dogal piretrinlerin alkol ve asit koklerinde yapilan
degisikliklerle gelistirilmistir. Is18a kars1 dayanikli sentetik piretroidler sentezlenerek 1975
yilindan sonra bocek kontroliinde hizla kullanilmaya baglanmistir. Sodyum kanallartyla
etkilesime girerek periferal ve merkezi sinir sistemindeki aksonlar tizerinde sinir zehirleri
olarak etki gosterirler. Temas ve mide zehiri etkilidirler. Memeli viicudunda birikmeden
disar1  atilirlar.  Dogada kolayca parcalanabilirler.  Ozellikle ergin  kontrolinde
kullanilmaktadirlar. DDT gibi kalic1 insektisitlerle karsilastirildiginda, gii¢lii etkisi, yiliksek
bocek/memeli toksisite orani, memelilerde hizli sekilde detoksifiye olma metabolizmasi ve
kiimiilatif toksisitenin yoklugu gibi bir ¢ok avantajlara sahiptirler. Bu nedenle daha dnce
kullanilan birgok insektisite tercih edilmektedirler. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan

sentetik piretroitler sunlardir:

Permetrin
Sipermetrin
Alfa-Sipermetrin
Sifenotrin
D-Fenotrin
Rezmetrin
Siflutrin
Beta-Siflutrin

© © N o g~ w0 DR

Deltametrin
Etofenproks [40, 41, 42]

-
©
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2.11.1. Etofenproks

Etofenproks (2-(4-etoksifenil)2-metilpropil 3-fenoksibenzileter, Ethofenprox, Trebon,
MTI-500, CAS No. 80844-07-1), bir nonester sentetik piretroittir.

Halk saghig1 ve tarimsal uygulamalarda ¢ok miktarda ve yogun kullanilan etofenproksun;
hedef olmayan canli baliklarda yiiksek toksisite gosterdigi disiliniilmektedir.
Ksenobiyotiklerin balik ve omurgali tiirlerinde baslica gonadlarda, tiroitde ve
adrenokortikal fonksiyonlarda endokrin toksisite gostermekte ve sonunda insan sagligini
tehdit etmektedir. Dogal hormonlardan daha diisiik potensde olmalarina ragmen su ve gida

yoluyla karigim halinde insana ulastigindan énemli risk olusturmaktadir.

Etofenproks genellikle hasereleri kontrol etmek i¢in kullanilir. Piring, meyve, sebze, misir,
soya fasulyesi, ¢ay gibi iirlinlerin zararlhilarina kars1 genis bir etki spektrumu vardir. Tarim
arazisinde bitkilerin tizerindeki hasere tiirlerine 14 giin boyunca 0,03-1,2 kilogram/hektar
konsantrasyonunda uygulanabilir. Etofenproks diger pestisitlere benzer sekilde direkt

olarak su ile ya da indirekt olarak yagmur sular1 ve ylizey sulari ile viicuda alinabilir.

Etofenproks sinir sisteminde sodyum kanal fonksiyonlarni bozarak etki eder. Sucul

organizmalarda akut toksisite ¢alismalar1 baz1 standart tiirlerle sinirlidir.

Etofenproks igin 48 saatlik LC50 degeri tropikal balik tiirlerinde 5 mg/L olarak
saptanmustir [24]. Etofenproks icin 96. saat LC50 degerleri: Mavi solunga¢ gibi sucul
omurgalilarda (Lepomis macrochirus) 13 mg/L, Gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus
mykiss) 2,7 mg/L, Nil tilapiasinda (Oreochromis niloticus) 8,4 mg/L, Tilapia zilinde 5
mg/L ve Zebra baliginda (Danio rerio) 0,079 mg/L bulunmustur [42].
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Sekil 2.3. Etofenproksun kimyasal formili [43]
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Cizelge 2.2. In vitro ve in vivo testlerde etofenproksa ait mutajenite test sonuglar1 [44]

Test sistemi Caligma tipi Konsantrasyon araligi ya da | Sonug Referans
test dozu, klavuz ilke, saflik
S. typhimurium In vitro gen 0, 0 (solvent), 200-3200 Negatif, £59 500-5-19
5 sus mutasyon testi | pg/plate (deney tiiplerinde | aktivasyonu
+S9), OECD 471 (1981).
9%96.3 saflik
Insan lenfositleri 24-h: 0 (solvent), 6, 25-50 | Negatif, £S9 500-5-21
pg/mL (£S9), 92/69/EEC aktivasyonu
B. 11°e denk, %96.3 saflik
Cin hamster V79 | In vitro 0 (solvent), 9,75-156 Negatif, £59 500-5-20
HGPRT hicreleri | sitogenetik pg/mL (deney tlplerinde aktivasyonu
testi; 24-h 1S9), 79/831/EEC, Annex
maruziyet V, Part B , %96.3 saflik
Hela S3 hiicreleri | In vitro UDS 0 (solvent), 9,75-156 Negatif, £59 500-5-23
testi pg/mL (-S9); 0 (solvent), aktivasyonu
2,44-39,0 pg/mL (£S9),
79/831/EEC, Annex V, Part
B, %96.3 saflik
Fare In vivo 24-h: 0, 80,400, 2000 Negatif 500-5-22

mikronuikleus
testi; 24, 46, 72-
h

mg/kg; 48-h: 0, 2000
mg/kg 92/69/EEC B. 11’e
denk, %96.3 saflik
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Cizelge 2. 3. Etofenproksun sucul akut toksisite sonuglar1 [44]

Tur Test, klavuz ilke | Siire, saflik Sonug Referans
durumu

Gokkusagi Akut toksisite, 96 h, akinti LCso=2.7 ng/L 500-8-05

alabalig1 US EPA E71-1 vasitastyla,

(Oncorhynchus %95.6 saflik NOEC = 0.66

myKkiss) pg/L

Mavi Akut toksisite, 96 h, akint1 LCs=13.0 pg/L | 500-8-07

solungacli US EPA E71-2 vasitastyla, NOEC =6,9

aybaligi %95.6 saflik Mg/l

(Lepomis

macrochirus)
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3. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikallerin biiyiikk ¢ogunlugu in vivo olarak iiretilir ve aminoasitler, yag asitleri,
karbonhidratlar ve nukleotitler gibi birgok biyolojik molekili okside edebilirler [44, 45].
Serbest radikaller 3 sekilde olusurlar;

1. Kovalent bag tasityan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu her bir pargada
ortak elektronlardan biri kalmasi kosuluyla olusurlar [46, 47].

XY-X+Y

2. Normal bir molekilden tek bir elektronun eksilmesi ya da bir molekilin heterolitik
olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik bolinmede kovalent bagi olusturan her iKi
elektron, atomlardan birisinde kalir [46, 47].

X:Y-X"+ Y™

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar [46, 47].

X+e" —X"

Viicutta tiretilen radikaller zararli etkilerinin yaninda viicut i¢in gerekli bir¢ok fonksiyonun
gerceklesmesinde 6nemli rol oynarlar. Biyokimyasal tepkimelerde molekiler oksijenin
kullanilabilmesi ig¢in reaktif formlara ¢evrilmesi zorunludur, hiicre farklilagsmasi,
mikroorganizmalara karst savunma, steroid yapida cok sayidaki bilesigin {iretimi,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ¢ok sayida oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin etkileri

ve sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlarinda kullanilirlar [48, 49].
3.1. Serbest Radikal Kaynaklar:

Insanlar aerobik metabolizmaya sahip olduklari igin hayatlar1 boyunca potansiyel serbest
radikal iireticisi konumundadirlar. Bir¢ok sistem ve metabolizma lizerine etkili olan serbest
radikaller normal metabolik olaylar sirasinda ortaya cikabildikleri gibi ¢ok ¢esitli dis
etkenlere bagli olarak da olusabilirler [48, 49].

3.1.1. Endojen kaynaklar

Guclu bir reaktif oksijen tiri (ROS) kaynagi olarak solunum zinciri gosterilebilir.
Oksidatif strese karsi mitokondriyal yapilar ¢ok duyarlidirlar [49]. Mitokondri aerobik

solunumun bir sonucu olarak O, tiketir, H,O Uretmek icin O birbirini izleyen
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basamaklarla indirger [50]. Bu islem siiresi boyunca bazi elektronlar elektron transport
zincirinden kacarlar ve O," , OH' veya H,0; liretmek icin oksijen ile etkilesime girerler

[51].

ROS’un diger bir endojen kaynagini enzimler olusturur, kendi aktivitelerinin yan Urini

olarak bircok enzim, ROS Uretir.

Hiicresel reaktif oksijen tiirlerinin endojen kaynaklart nétrofiller, eosinofiller ve

makrofajlardir [52, 53].
3.1.2. Ekzojen kaynaklar

Reaktif oksijen tirlerinin en 6nemli ekzojen kaynagini canli organizmalarin iyonize [39,
40] ve iyonize olmayan isimaya maruz kalmasi olusturmaktadir [55, 56, 57]. Serbest
radikallerin olusmasinda iyonize isinlar (x ve y isinlar1 gibi) biiyiikk rollere sahiptirler.
Serbest radikallerinin olugmasini etkileyen isimimlar su ve oksijenin varligina ihtiyag
duymaktadir [51]. Iyonize 1s1madan reaktif tiirler olusur ve en fazla olusan reaktif tiir

suyun radyolizinden olusan hidroksil radikalidir [51, 54, 58].

Fotokimyasal hava kirliliginin 6nemli bileseni ozondur. Ozon biyolojik molekdlleri direkt
oksitleyebilir, fizyolojik pH’da su ile reaksiyona girerek hidroksil radikallerini olusturur
[59]. Bunlara ek olarak ozon; glutatyon peroksidaz, stiperoksit dismutaz ve katalaz gibi

anti oksidan enzimlerin inaktivasyonuna neden olur [51].



21

Cizelge 3. 1. Reaktif oksijen tiirlerinin ekzojen ve endojen kaynaklari

ENDOJEN KAYNAKLAR EKZOJEN KAYNAKLAR

e Elektron transport sistemi
Immun sistem aktivasyonu ve

Hava kirliligi ve sigara
Cesitli kimyasallar: Asbest, CCly

fagositoz Y-1$1mast
o Agir egzersiz UV, 1s1 ve stres gibi nedenler
e Oksidaz enzim sistemleri Ultrason
e Otooksidasyon reaksiyonlari [laglar
e (esitli hastaliklar (enfeksiyonlar, Gida

Kirletici maddeler
Ksenobiyotikler
Toksinler

kalp hastaligi, mental bozukluk
vb...)

e Metabolizma (6rnegin mitokondri)

e Hiicreler (6rnegin nétrofiller)

3.2. Reaktif Oksijen Turlerinin Ozellikleri

Oksidatif fosforilasyon sayesinde aerobik organizmalar, anaerobik organizmalara oranla
daha fazla enerji iiretebilme yetenegindedirler. Aerobik metabolizmanin en kotii 6zelligi
hicre icinde ROS olusumu igin siirekli bir ortam olusturmasidir [60]. Oksijenin metabolize

edildigi aerobik canlilarda oksijen bulunan bir ortamda daima radikal iiretimi gerceklesir

[46, 47].
3.2.1. Stiperoksit radikali (O, )

Oksijen metabolizmasinin ilk ara iiriinii, devamli olarak enzimatik mekanizmalarla 6nemli
derecede {iretilen radikallerdir ve biyolojik sistemlerde tanidigimiz diger biitiin 6nemli
radikaller ile radikal yapida olmayan reaktif tiirlerin olusumunu baslatabilecek

ozelliktedirler [46, 47, 61]. Oksidatif stres sonucu en cok olusan ROS, siiperoksit (O, )
anyonudur. Hatta siiperoksit (O;" ) radikali temel radikallerden sayilabilir [46, 47, 60, 61].

Superoksit anyonu aerobik metabolizmanin normal birer yan iriinii olarak veya dis
faktorlerin etkisiyle Uretilir (radyasyon, agir metaller gibi).

Hem cevresel etkenler ile hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan

tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikali, O,™ dir [46, 47, 60, 61].
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Superoksit radikali oksijen molekiliine bir elektronun eklenmesi ile olusur [46, 47, 60, 61].
O,+e 0,

O;" ’in en 6nemli kaynagi polimorfoniiveli lokositlerdir (PMNL). Hiicre ici O,™ igin temel
kaynak mitokondridir. Solunum zincirindeki tasiyicilardan devamli olarak elektron gikisi
olur, elektronlar direkt molekiler oksijene gegerler ve onu O,’ye doniistiiriirler. Normal

hiicrelerde oksijenin yaklagik olarak %1-5’i O, ’ye doniistiirtiliir.

O;" olusumuna yol agan en Onemli dis etken sigara dumani ve iyonize radyasyondur.
Stiperoksit anyonu zarlardan hizli bir sekilde gecemeyecegi i¢in tek basina reaktif bir ara

tiriin olamaz ve fizyolojik pH’da dismutasyona ugrar [46, 47, 61].
3.2.2. Hidrojen Peroksit (H,05)

Superoksit iireten herhangi bir sistem ayni zamanda H,O; agiga ¢ikarir [59]. Hidrojen
peroksit zayif bir ROS’dur.

Bu reaksiyon stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile katalizlenir ve sonug olarakta hidrojen

peroksit (H,O,) ve O, a¢iga ¢ikmaktadir. Bunlar daha kuvvetli reaktif oksijen tiirleridir.

H,0,; kismen indirgenmis metaller (Fe* veya Cu™ gibi) ile Fenton reaksiyonu olarak

bilinen reaksiyona girme egilimindedir.

Bu tepkimedeki demir ¢ok gucli oksitleyicidir [63].Fenton reaksiyonu sonucu meydana
gelen hidroksil (OH.) en reaktif ROS’tur [46, 47, 60, 61].

3.2.3. Hidroksil radikali (OHe)

Hidroksil (OH") en reaktif oksijen radikalidir. Piruvat dehidrogenaz: inaktive eder ve direk
DNA hasar1 olusturur [47, 60].

3.2.4. Singlet oksijen (10,)

Aslinda 10, ger¢ek bir radikal degildir ve eslesmemis elektron icermez. Diger reaktif
oksijen tiirleri ile karsilastirildiginda oldukca zararsizdir [46, 47]. 10,, oksijen

elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yoniinden ters yonde



23

olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi ile olusabilecegi gibi, O," ~nin dismutasyonu ve

H,0,’in HOCI ile reaksiyonu sonucunda da meydana gelebilir [62].

3.3. Serbest Radikal Olusumu ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller ve oksidatif stres, insanlarda DNA hasarina yol agarak cesitli
hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir. Serbest radikaller oldukg¢a reaktif maddeler
olup, proteinler, lipitler ve DNA gibi 6nemli molekilleri okside edebilme o&zelligine
sahiptirler. Organizmada oksidatif maddeler ile bunlara kars1 olusan antioksidan maddeler
arasinda bir denge s6z konusudur. Eger bu denge oksidan maddeler tarafina dogru kayarsa
oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir [63, 64]. Oksidatif stres; oksidan serbest radikaller ve
antioksidanlar arasindaki dengenin serbest radikaller lehine bozulmasidir, diye

tanimlanabilir.

Organizmada ROS’larin yani sira reaktif nitrojen turleri (RNS) de olusmaktadir. RNS hem
radikal yapida, hem de radikal olmayan yapida metabolitleri igerir. Nitrik oksit (NO) ve
nitrojen dioksit (NO,) radikal yapidakileri, nitroz asit (HNO;) ve N,O, radikal olmayan
yapidakileri olustururken, ONOO- (peroksi nitrit) her iki terim kapsamina da girer [65].

Reaktif oksijen turleri ve RNS normal olarak sikica diizenlenmis enzimlerle olusturulur;
sirastyla nitrik oksit sentaz (NOS) ve NAD(P)H (Redukte nikotinamid adenin dinukleotid)
oksidaz isoformlar1 ilgili enzimlerdir. ROS’un asir1 tiretimi, gerek mitokondrial elektron
transport zincirinden gelsin, gerekse NAD(P)H’nin artmis stimiilasyonuyla olussun,
oksidatif strese yol acar. Bu da lipidler, membranlar, proteinler ve DNA gibi hiicre
yapilarinin  hasarlanmasinda 6nemli bir mediatérdiir. ROS, baslica solunum,
ksenobiyotikler metabolizmasi, dogal uyaranlarla fagositik hiicrelerin aktivasyonu,

biyosentez ve biyodegradasyon gibi metabolik olaylar ile olusur [66, 67].

Sonug olarak ROS’larin organizmalar i¢in yiiksek hasar potansiyeli vardir ve bu nedenle
hizla metabolize edilmeleri 6nemlidir. Radikallerin yarattii hasarin engellenmesi igin

antioksidan savunma mekanizmalar1 mevcuttur.

Antioksidanlarin eksikliginde, serbest radikaller ve oksidatif stres, DNA’y1 okside ederek

hasar olusturmakta boylece insanda gesitli hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir.
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3.4. Hiicrede Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynag:

Mitokondriyal elektron transport zinciri, enerji Gretiminde oynadigi 6nemli roliin yani sira
hlcrelerde en 6nemli ROS kaynaklarindan birisi olarak yer alir [70]. Primer ROS olarak
ele alinan siiperoksit iiretiminin ana kaynagi, mitokondride solunum zinciridir [71]. Protein
sentezi arayolu (endoplazmik retikulum ve Golgi cismi), niikleusu da igerecek sekilde,
protein turnoveri ile birlikte, ROS iliskili redoks durumlara siddetle duyarhdir.
Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda serbest radikal iiretimi, membrana bagl
sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Lizozom ve peroksizomlarin olusturdugu

degradasyon arayollar1 da ayni1 organellerde gelisir [72].

Ksantin oksidaz ve aldehit oksidaz gibi bazi enzimlerin katalitik dongiisii sirasinda da
serbest radikaller ortaya ¢ikar. Ksantin oksidaz hasarlanmamis dokularda bir dehidrojenaz
olarak yer alir ve piirinlerin yikilim yolunda hipoksantinden ksantin ve ksantinden drik asit
olusumu basamaklarinda, elektron akseptorii olarak molekiiler oksijenden (O,) daha gok

NAD+ kullanir.

Bazi bilesiklerin otooksidasyonu da siiperoksit radikalinin bir baska kaynagidir. Askorbik
asit ve tiyoller, adrenalin bu bilesiklere Ornektir [73, 74]. Diger bir ROS kaynagi ise
aragidonik asit metabolizmasidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein
kinazin aktivasyonuna ve plazma membranindan arasidonik asidin serbestlesmesine yol
acar. Arasidonik asidin lipooksijenaz ve siklooksijenaz enzimleri ile enzimatik
oksidasyonu cesitli serbest radikal ara iriinlerinin meydana gelmesine neden olur.
Arasidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal iiretimine, enzimatik lipid

peroksidasyonu denir [75, 76].

Endojen metaller, 6zellikle bakir ve demir, oksidorediiksiyon reaksiyonlarinda gorev
alirlar, ROS olusumunda katalizor olarak etkili olurlar [77]. Aktive olmus makrofajlar,
noétrofiller ve eozinofillerde fagositik solunumsal patlama sirasinda da ¢esitli serbest

radikaller olusur [78, 79].

Toksinler de ROS olusumunu artirirlar. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal iiretirler
ya da serbest radikallerin ortadan kaldirilmasini saglayan antioksidan aktiviteyi digiirtirler.

Bir kisim ilaglar, endiistriyel kimyasallar (6zellikle arsenik ve kursun), bagimlilik yapan
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ilaclar, pestisidler ve bakteriyel endotoksinler bu grubu olusturan en 6nemli faktorlerdir
[80, 81]. Reaktif oksijen tirleri lipid, protein, DNA gibi ¢esitli hiicresel bilesiklerde hasar

olusturur.

3.5. DNA ve Yapisi

Cift sarmallr bir molekiil olan DNA polideoksiriboniikleotiddir. Bu yapida birbirlerine,
kovalent olarak 3’-5’ fosfodiester bagi ile baglanmis birgcok monodeoksiriboniikleotid
bulunur. Her bir DNA niikleotidinde bir pentoz seker, bir fosfat grubu ve azot igeren bir
baz bulunmaktadir. DNA zincirinin ana catisin1 deoksiriboz-fosfat iskeleti olusturur.
Bazlar pirin (A, G) veya pirimidin (C, T) gruplarindan olusur. 2 poliniikleotid zincire ait
birbirinin tamamlayicis1 karsilikli bazlar arasinda meydana gelen hidrojen baglar

sayesinde DNA’nin ikili zincir yapisi olusur (Sekil 3.1) [82, 83].

cE |
\/P:{\ «-"':| l T~ /Seker!

@ Hidrogen \\/
baglar

Sekil 3.1. DNA’nin yapisi

3.5.1. Reaktif oksijen ttrlerinin DNA Uzerine etkileri

DNA, ROS aracili hasarin en o6nemli hedeflerinden birisidir, ROS artis1 sonucu
mitokondrial DNA hasar1 ve disfonksiyonu olusur. ROS nikleotidlerde oksidatif
degisiklige sebep olarak DNA replikasyonunda defekte yol agabilir [82]. Cesitli diizeylerde
degisiklikler olusabilir.
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3.5.2. Olusan DNA hasarlarinin gruplandirilmasi

1. Baz modifikasyonlari1 (Piirin, pirimidin bazlar)
2. Seker gruplarinda modifikasyonlar
3. DNA- protein arasinda ¢apraz baglarin kurulmasi

4. DNA zincir kiriklan

3.5.3. Piirin baz modifikasyonlari

DNA oksidatif hasar c¢alismalarinda en c¢ok incelenmis hasar fiiriinlerinin basinda 8
oksoguanin gelmektedir. Guaninin 8. pozisyondan okside olmasi ile 7,8 dihidro-8 okso
guanin (8-oksoG) olusmaktadir. 8-0ksoG genellikle DNA oksidatif stres belirleyicisi
olarak kullanilabilir. 8-0ksoG sitozin yerine yanlislikla adenin ile karsilikli gelebilir. Eger
DNA replikasyonu 6ncesinde onarilmazsa 8-0ksoG, GC--TA transversiyonuna yol acar.
Bu nedenle 8-oksoG mutajeniktir [83, 84].

DNA’da olusan diger bir lezyon da 8-0kso-2’deoksiguanozindir (8-oxodG). 8-oksodG,
guaninin ROS aracili 8-hidroksilasyonu ile olusur ve oksidatif DNA hasarinin iyi
tanimlannus  bir belirleyicisidir. Once 8-okso-7,8-dihidrodeoksiguanozin trifosfat (8-
0ksodGTP) olusur ve DNA’da baz degisikligine yol agar ve sonra 8-0kso-7,8-dihidro-2"
deoksiguanozin olusumu gergeklesir [82]. Superoksit dismutaz etkisiyle, mitokondrial
DNA'’da 8-0ksodG’in biriktigi gdsterilmistir [85].

3.6. DNA Hasari Tamir Mekanizmalari

DNA tamiri, genomun biitiinliigiinii korumaya yonelik olarak diizenlenmis bir savunma

sistemidir [86].

DNA’da olusan oksidatif hasar sonucu bazlarda olusan kii¢iik kimyasal degisimlerin
tamirinden baslica sorumlu arayol, baz eksizyon onarim yoludur (BER-base excision repair
pathway) [84]. Hasarli bazi tamyip uzaklastiran DNA glikozilaz enzimidir. Bazlara
spesifik bir¢ok glikozilaz tiirti tanimlanmistir. Pek ¢cok DNA oksidatif DNA lezyonu
arasinda 8-0X0G, ROS tarafindan en c¢ok olusturulan okside bazdir; 8-0xoG, DNA

glikozilaz BER arayolunu harekete gegiren en 6nemli enzimdir. Bir diger tamir arayolu da
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niikleotid eksizyon onarim yoludur (NER) ve bazi okside DNA bazlarin tamirinde

basvurulan bir tamir mekanizmasidir [88, 89].

3.7. DNA Hasarmmin Tayini

Oksidatif DNA baz hasari, prensip olarak; ya hasar ve onarim arasindaki dengeyi yansitan
DNA’da kararli durum hasarinin 6l¢iimii, ya da spontan veya enzim katalizli hidrolizle
DNA’dan serbest kalan nikleozid veya bazlarin izlenmesiyle olur [90]. Deoksiriboz
fragmantasyonu rutin analizlerle ¢ok zor 6lgtimlenebilen bircok Urin olusturdugundan,
DNA'da oksidatif hasarin saptanmasi amactyla yapilan birgok arastirmada, modifiye
bazlar analizlenmektedir [91]. En sik 6l¢imlenen oksidatif DNA baz hasar gostergesi 8-
hidroksiguanin (8-OHG) ve onun deoksiriboz baglh sekli olan 8-hidroksideoksiguanozindir
(8-OHAG). Diger olgiilebilir baz hasar triinleri; 8-hidroksiadenin, 2-hidroksiadenin, 2,6-
diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin, timin glikol, 5-hidroksimetilurasil, 5,6-
dihidrositozin olarak belirtilebilir [90, 92].

Oksidatif DNA hasar1 tayinine bir baska yaklasim da idrarla atilan DNA baz {irlinlerinin
saptanmasidir. Bu 6l¢lim, viicuttaki total DNA hasarinin gostergesi olarak kabul edilebilir.
Oksidatif hasar tirlinleri arasinda en sik Olgiimlenen 8-OHdAG'dir [93]. Genellikle 8-
OHdG'i taniyan antikorlar1 igeren kolonlarda idrar yogunlastirildiktan sonra HPLC-ECD
ile dlculdr [94].

Oksidatif baz hasarlarinin Slgiimiine yonelik ideal metodun saptanabilmesi igin bir¢ok
calisma yapilmistir. Ideal metoddan kasit, 106 normal niikleozide karsilik 1 gibi diisiik
miktarlardaki modifikasyonlar1 bile tespit edebilecek hassasiyete ve girisim vermesi

muhtemel bilesiklerle minimal kontaminasyona girecek hassasiyete sahip metotlardir.

DNA’daki oksidatif baz hasarinin izlenmesine yonelik, baslica direkt yaklasim ve indirekt
yaklasim olmak tizere iki yaklagim vardir. Kullanilan her ydntemin kendine gore

avantajlar1 ve dezavantajlar vardir.

Direkt yaklagimda ilk olarak enzimatik veya kimyasal hidroliz yolu ile DNA izole edilir.
Bu basamak kritik bir basamaktir, ¢linkii izolasyonun kendisi, oksidasyon reaksiyonlarini

indiikleyebilir. Sonra DNA igerigi, kii¢iik pargalarina ayrilir ve farkli analitik metotlarla



28

Ol¢tim yapilir. Oksidatif baz modifikasyonlarin1 6lgmekte kullanilabilen doért ana yontem
vardir [90].

1. Yiiksek Basingli Sivi Kromatografi (high pressure liquid chromatography - HPLC) -
Elektrokimyasal Tarama (electrochemical detection - ECD) (HPLC+ECD) yontemi (Direkt
yaklagima 6rnek)

2. Gaz kromatografisi (gas chromatography) — Kiitle Spektrometresi (mass spectrometry)
(GC+MS) yontemi (Direkt yaklagima 6rnek)

3. Izole DNA derive materyali (&rn. niikleosidler veya bazlar) uygun bildirgec ile
isaretleme (Post-labeling yontemi) (Indirekt yaklasima 6rnek)

4. Onarim endoniikleazlar ile oksidatif DNA baz hasarinin 6l¢iimii (Indirekt yaklasima

ornek)

DNA oksidatif hasarinin tespitine yonelik farkli laboratuarlarda, birbirinden farkli birgok
sonucun elde edilmesi nedeniyle, 1997 yilinda Avrupa Birligi’nce de desteklenen Oksidatif
DNA Hasarinda Avrupa Standartlar1 Komitesi (European Standarts Commitee on
Oxidative DNA Damage- ESCODD) kuruldu. 27 iye laboratuari bulunan komisyonun
amaci 8-0X0G ve 8-0xodG ol¢iimiinde kesinlik ve dogruluk saglamak olarak bildirilmistir.
Komite tarafindan yayimlanan kalite kontrol raporlari, son yillarda 6l¢iim sonuglarinda

daha iyi veriler elde edildigini gostermektedir [95].
3.7.1. Yiiksek basing¢h sivi kromatografi + elektrokimyasal tarama (HPLC-ECD)

HPLC protein kokenli maddelerin tetkikinde en gelismis yontemdir ve biitiin aminoasitler
ile iligkili yapilar1 tetkik etmek miimkiindiir (Sekil 3.2). 8-OHdG, DNA'dan genellikle
enzimatik hidroliz ile serbestlestirilir. DNA hidrolizatinda bulunan 8-OHdG, yuksek
performansli sivi kromatografisi ile ayrilir ve elektrokimyasal dedeksiyon ile tarama

yapilir [96, 97].
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Sekil 3.2.HPLC yontemi ile aminoasitlerin tetkiki [105] a) 200 pmol aminoasit standart
igerigi; fosfoserin (PH-S), aspartat (N), glutamat (D), fosfotreonin (PH-T),
hidroksiprolin (OH-P), galaktozamin (Gal), serin (S), glisin (G), histidin (H),
arjinin (R), treonin (T), alanin (A), prolin (P), tirozin (), valin (V), metionin
(M), sistein (C), isolizin (1), 16sin (L), norlésin (NLE, 1nmol internal standart),
fenilalanin (F), artmis reaktif, lizin (K) b) insan parmakizi analizi; su ve etanol
karigimi kullanarak saat camindan alinmis

3.7.2. Gaz kromatografisi-kutle spektrometresi (GC/MS)

Gaz kromatografisi kitle spektrometresi tekniginin kullanildigi ¢alismalarda, DNA
genelde formik asitli ortamda 1sitilarak hidroliz edilir. DNA hidrolizatinda bulunan hasar
iiriinleri gaz kromatografisi ile ayrilir ve kiitle spektrometrisi ile dedekte edilir. Sekil

3.3’de bir GC 6rnegi goriilmektedir [91, 98, 99].
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Sekil 3.3. Gaz kromatografik analiz 6rnegi; 6rnek beyaz saraptan alinmistir ve 18 farkl
alkol turevine ait pikler gortlmektedir [99]

3.7.3. Post-labeling yontemi

Fosfor 32 (32P) ile isaretleme icin kullanilir. DNA, Once niikleaz ve fosfodiesterazlar ile
nlkleotid monofosfatlara hidroliz edilir. Nikleotid monofosfatlar, polinlkleotid kinaz ve
radyoaktif isaretli ATP ile inkiibe edilerek 5' pozisyonunda fosforillenerek isaretlenirler. 5'
pozisyonunda *°P ile isaretli deoksi niikleotidler, ince tabaka kromatografisi (thin-layer

chromatography (TLC)) ile birbirinden ayrilir ve otoradyografi ile taranir [100, 101].
3.7.4. Onarim endoniikleazlari ile oksidatif DNA baz hasarmin 6l¢ctimu

Ozgiin enzimlerle, DNA'y1 modifiye bazlarin bulundugu noktalardan kirarak yeni tek dal
kiriklar1 olusturulur. 8-OHdG ve diger guanin {iriinlerini taniyan bir onarim enzimi olan
FAPy glikozilaz (Fpg protein) kullanilir. Enzimatik islemden once ve sonra saptanan dal
kiriklariin karsilagtirilmasi ile okside bazlar Olgiiliir. Dal kiriklar1 alkali eliisyon, comet

assay (tek huicre jel elektroforezi) gibi yontemlerle saptanir [102, 103].
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3.8. Oksidatif Streste Histolojinin Avantaj ve Simirlari

3.8.1. Histolojinin avantajlar:

Her ne kadar biyokimyasal, fizyolojik ve histolojik 6zelliklerin birlikte degerlendirilmesi
daha uygunsa da histopatolojik bulgular ani degisimler olmadigi i¢in daha ger¢ek sonuglari
yansitmaktadir [104].

Histoloji  organlarin  degerlendirilmesi  ve  spesifik  hlcre lezyon tiplerinin
identifikasyonunda diger yontemlere gore daha hizhidir. Yani histopatolojik bulgular
subletal stres yapan etkenlere ortalama yanit olarak belirir ve histoloji 6zellikle kronik
calismalarda degisik doku ve organlarda etkinin arasgtirilmasinda en hizli metottur. Kisaca
hicbir teknik, histopatololoji kadar hizli bir sekilde hasarin oldugu bir¢cok bdlgeden érnek

almaya olanak tanimamaktadir [104].

Kullanilan 6rnegin biiyiikliigii (larva ya da anag) ne olursa olsun maddenin etkiledigi hedef

organ ya da dokularda homojen degisiklikler goriilmektedir [104].

Histoloji saha ¢alismalarinda da en uygun metot olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Dogada
kolay yakalanamayan ya da yetistiriciligi yapilamayan tiirlerde yapilan calismalarda
canlinin 6liim sonrasi incelenmesinden dolay1 histolojik analiz biyokimyasal analize gore

daha avantajlidir [105].

Diger yontemlerin aksine, Orneklerin histolojik olarak hemen incelenmesi
gerekmemektedir. Uygun saklama yontemi (Baliklarda Bouin fiksatifi ve % 10’luk notral
formalin Onerilmektedir.) kullanilarak inceleme daha sonra gergeklestirip tiim organ

sistemleri degerlendirebilmektedir [105].

Biyokimyasal olarak degerlendirilemeyecek kadar kiigiik olan orneklerde dahi histoloji

kolaylikla kullanilabilir. Yumurta ve larvalarin gézlenmesinde de 6nemlidir [104].

3.8.2. Histolojinin simirlari

Tiirtin normal histolojik yapist onceden bilinmiyorsa, histopatolojik deneylerde hata

olabilmektedir [104].
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Histopatolojik ¢alismanin gergeklestirilmesinde canli 6rnegin oldiriilmesi gerekmektedir

[105].
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4. GEREC VE YONTEM

Calismanin deney asamasi Agustos 2014-Aralik 2014 tarihleri arasinda Gazi Universitesi
Egitim Fakiiltesi Biyoloji Egitimi laboratuvarlarinda, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali arastirma laboratuvarlarinda ve Patoloji laboratuvarinda

gergeklestirilmistir.

Bu calismada belli konsantrasyonlarda etofenproksa maruz birakilmis baliklarda farkli
gruplarin histopatolojik degisimlerini ve DNA hasarinin gostergesi olan 8-OHdG dizeyini

belirlemeyi amagladik.

Calismada Orta Dogu Teknik Universitesinden saglanan 3- 4,5 cm boylarindaki erkek ve

disi zebra baliklar1 kullanilmigtir.
4.1. Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

Baliklarda doku ve DNA hasar1 olusturmak icin 1.02 g etofenproks 100 mL Dimetil
stilfoksit (DMSO) (Stok1 solusyonu) i¢inde ¢6ziilmiis, bundan 1mL alinip 99 mL DMSO
(Stok2 soltisyonu) ile seyreltilerek etofenproks 96. saat LC50 degeri 1/10 (8 ug / L) ve
1/100 (0.8 ug / L) oranlarinda, zebra baliklarina 48 ve 96 saat siire ile uygulanmaistir.

Calismamiz 8 grup olarak planlanmis ve her grupta 14 adet olmak lizere toplamda 112 adet

zebra balig1 kullanilmistir. Gruplarin dagilimi agsagidaki sekilde olmustur:

Grup 1 Kontrol 48. Saat (K-48): 1. akvaryumdaki baliklar standart sartlarda izlenip, 48.

saattin sonunda 6rnekleme yapilmstir.

Grup 2 Kontrol 96. Saat (K-96): 1. akvaryumdaki baliklar standart sartlarda izlenip, 96.

Saattin sonunda ornekleme yapilmistir.

Grup 3 DMSO 48. Saat (DMS0-48): 780 uL DMSO eklenen 2. akvaryumdaki baliklardan
48. saattin sonunda 6rnekleme yapilarak DMSO-48 grubu olusturulmustur.

Grup 4 DMSO 96. Saat (DMS0-96): 780 pL DMSO eklenen 2. akvaryumdaki baliklardan
96. saattin sonunda 6rnekleme yapilarak DMSO-96 grubu olusturulmustur.
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Grup 5 Diisiik Doz 48. Saat (ETF1-48): 78 UL stok2 soliisyonu eklenen 2. akvaryumdaki

zebra baliklar1 48. saatin sonunda drneklenmistir.

Grup 6 Diisiik Doz 96. Saat (ETF1-96): 78 uL stok2 solusyonu eklenen 3. akvaryumdaki

baliklar 96. saatin sonunda 6rneklenmistir.

Grup 7 Yiksek Doz 48. Saat (ETF2-48): 780 uL stok?2 soliisyonu eklenen 4. akvaryumdaki

baliklar 48. saatin sonunda 6rneklenmistir.

Grup 8 Yiksek Doz 96. Saat (ETF2-96): 780 uL stok2 soliisyonu eklenen 5. akvaryumdaki

baliklar 96. saatin sonunda 6rneklenmistir.

Resim 4.1. Akvaryum sartlarinda deney hayvanlarinin hazirlanmasi

Ornekleme yapilirken her gruptan 7 balik %10’luk tamponlu formole alinarak bir hafta
tespit edilmis ve histolojik doku takibine hazir hale getirilmistir. Gruplardaki diger 7 balik
ise kafas1 ve kuyruklar1 koparilip sivi nitrojende dondurularak DNA izolasyonuna kadar
-80° C de saklanmustur.



4.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

e Otomatik doku takip cihazi1 (Ototeknikon)
e Doku bloklama cihazi (Leica EG1160)

e Rotary mikrotom (Leica RM2255)

e Su banyosu (Leica HI1210)

e Etlv (Nuve N500)

e Doku takip kaseti

e Doku bloklama kaseti

e Base mould

e Pens

e Bigak ya da bistiiri

e Buz kalib1

e Kursun kalem

o Etiket

e Temiz gazli bez veya havlu kagit

e Rodajli lam

e Lamel

¢ Disposable mikrotom bigagi (Feather N35HR)
e Sulu boya firgasi

e Lam tasima sepeti

e Ependorf tiip

e Vorteks (Biosan)

4.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e 10’luk tamponlu formol (Merck)

e Sivi nitrojen (Merck)

e % 70, 80, 90, 95’lik ve absolu etanol (Merck)
e Ksilen (Merck)

o Parafin (Leica)

e Hematoksilen (Merck)

e % 10’luk asit alkol

35
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e HCI (Hidroklorik asit) (Merck)

e Amonyak (Merck)
e Eozin (Merck)

e DNA ekstraksiyon kiti (Mobio)

e Proteinaz K (Qiagen)

e DNA hasar kiti (Cayman)

4.4. Histolojik Preparat Hazirlama

4.4.1. Doku takibi

Calismanin doku takip asamasi kapali sistem otomatik doku takip cihazinda yapilmstir.

Doku takibi, cihazin reaksiyon haznesinde gerceklestirilmistir. Doku kasetleri cihazin

sepetine dizilerek bu hazneye yerlestirilmis, dokular bu haznede sabit kalmigtir. Cihazin

kimyasal saklama haznesinde 10-12 takip sollisyon kabi, 3-4 parafin kabi1 bulunmaktadir.

Cihaz otomatik olarak cizelge 4.1°de gosterilen siirede kimyasal sivilart reaksiyon

haznesine transfer ederek doku takibini ger¢eklestirmistir.

Cizelge 4. 1. Kapali sistem doku takip cihazinda doku takip uygulamasi

Formalin, %10 1 saat (vakum) FIKSASYON

Alkol %70 1 saat (vakum) DEHIDRASYON

Alkol %90 1 saat DEHIDRASYON

Alkol %90 1 saat (vakum) DEHIDRASYON

Alkol %95 45 dakika DEHIDRASYON

Alkol %95 1 saat (vakum) DEHIDRASYON

Absolu alkol 45 dakika DEHIDRASYON

Absolu alkol 1 saat (vakum) DEHIDRASYON

Ksilen 1 saat SEFFAFLASTIRMA

Ksilen 1 saat (vakum) SEFFAFLASTIRMA

Parafin 30 dakika SERTLESTIRME (INFILTRASYON)
Parafin 1 saat SERTLESTIRME (INFILTRASYON)
Parafin 1 saat (vakum) SERTLESTIRME (INFILTRASYON)

Toplam Sire

12 Saat
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4.4.2. Doku bloklama/Parafin gomme

Parafin bloklama islemleri doku bloklama cihazinda gergeklestirilmistir. Cihaz doékim
islemine hazirlanmis doku tanki, sicak plaka ve base mould bdliimlerinin sicakliklar:
ayarlanmigtir. Parafin tanki parafinle doldurularak calisilacak olan kasetler doku depo tanki
igine yerlestirilmistir. Tank icindeki parafin seviyesi kasetleri kapatacak diizeyde
ayarlanarak doku depo tankindan bir kasete doku tasinip, kaset, doku depo tanki 6nuindeki
calisma alanina getirilmistir. Bloklanacak dokuya uygun ebatlarda bir base mould secilerek
base mould sicak plaka tizerine konup belli bir seviyeye kadar parafinle doldurulmustur.

Pensle/forsepsle doku kasetinden doku 6rnegi alinmustir.

Resim 4.3. Base moulda doku yerlestirimi
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Doku 6rneginin gémme yuzeyine karar verilip bu ylzey Uzerine doku base moulda
yerlestirilip base mould sicak plakadan soguk plakaya kaydirilmistir. Icindeki dokuya
pens/forsepsle pozisyon verilmis parafinin biraz katilagsmasi igin birka¢ saniye
beklenmistir. Base mouldu sicak plakanin iizerine kaydirilarak blok numarasi ve kodu
yazilmis kaset base mould iistiine yerlestirilmigtir. Base mould parafinle doldurulmus base
mould hizlica sogumasi i¢in soguk plakanin arkasina kaydirilip bu alanda bloklarin

katilagmas1 beklenmistir. Katilagsmis blok kasetinden base mould ayrilmistir.

SICAK PLAKA
LAMBASI

BASE MOULD
SAKLAMA TANKI

MERCEK
SICAK PLAKA

PARAFIN
DISPENSER

BEKLETME TANKI

Resim 4.4. Doku gémme cihazi

4.4.3. Kesit alma

Isik mikroskobunda incelenecek preparatlarin hazirlanmasi i¢in doku bloklarindan 4
mikron kalinlikta doku kesitleri yapilmistir. Bu amagla, parafin bloklardan ince doku

kesitleri yapabilen rotary mikrotom denilen cihaz kullanilmistur.
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Kizaik (kapajjen sitmds)

Sepca ghsterge  Sayict sifilama
butant

Kest kolu Wlig

Keslt kalirhik kootroll
(1-30pm)

Resim 4.5. Rotary mikrotom ve bolumleri

Bloklar soguk ortamdan buz kaliplari iizerine konularak kesit masasina getirilmistir.
Cihazin tim kilitleme kollar1 kapatilip bigak yatagina disposable bigak yerlestirilmis,
bigak, bigak sikma koluyla sikistirilmistir.

h wy
Resim 4.6. Disposable bigak takilmasi Resim 4.7. Disposable bigagin sikistirilmasi

Bloklar, mikrotomun blok tutucusuna yerlestirilerek blok tutucuda oynamayacak sekilde

sikigtirtlmastir.
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Resim 4.8. Blok tutucuya blok yerlestirilmesi

Mikrotom ayart 25 mikrona getirilerek dokunun tiim katmanlart (deri, deri alt1 dokusu
goziikecek sekilde) kesitte goziikecek en genis yiizeyi elde edinceye kadar dokuya
girilmistir. Kesit kalinlik kontrol diigmesi ile mikron ayari 4 mikron yapilarak, serit
seklinde elde edilen kesitler 50°C’deki su banyosuna sulu boya fir¢asi ile atilarak agilmasi

saglanmistir.

Resim 4.9. Doku kesiti
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Resim 4.10. Doku kesitinin sicak su banyosuna atim1

4.4.4. Dokular: lama alma

Lam, dik sekilde sicak su banyosuna daldirilarak su iizerinde yiizen doku seridine
yaklagtirilarak doku kesiti alinmis ylizii su yiizeyi ile dar ag1 yapacak sekilde sudan

c¢ikarilarak doku lama ¢ekilmistir.

Resim 4.11. Lama doku alimi

Doku kesiti alinan lamlar, lam sepetine dik olarak yerlestirilmistir.



Resim 4.12. Doku kesiti alinmig lamin doku tagima sepetine yerlestirilmesi

Doku kesitleri lama daha iyi tutunmasi ve kurumasi i¢in etiive (80°C) kaldirilmistir. Ayrica
etiivde doku kesitlerine infiltre olmus parafinlerin sicaklik etkisiyle erimeye baslamasiyla

deparafinizasyon (dokudan parafinin giderilmesi) islemine de baslanilmustir.
4.4.5. Deparafinizasyon

Doku kesitleri cizelge 4.2.’deki sirelerde etlivde ve asagidaki soliisyonlarda bekletilmistir.
Bu islem sonunda lamdaki ve dokulardaki parafinler ksilenle uzaklastirilmig, dokular ayni

zamanda seffaflastirilarak dokulara kaybettigi su tekrar kazandirilmistir.

Cizelge 4. 2. Deparfinizasyon uygulamasi

DEPARAFINIZASYON

Doku kesitlerinin

80°C Etliv 45 dakika kurutulmasi, lama
tutunmasini arttirma ve
parafinin eritilmesi

15 dakika
1. Ksilen Dokudan parafinin
2. Ksilen 15 dakika uzaklastirilmasi ve
seffaflastima
% 96 Alkol 15 dakika
% 96 Alkol 15 dakika Hidratasyon
% 96 Alkol 15 dakika

Distile su 10 dakika
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4.4.6. Hematoksilen-eosin (HE) boyama

Boyama islemi kapali sistem tam otomatik boyama cihazinda gerceklestirilmistir. Boya
islem basamaklarinda bulunan boya ve soliisyonlar, belirtilen siraya gore cizelge 4.3’te

belirtildigi sekilde cihaz tarafindan uygulanmustir.

Cizelge 4. 3. Doku preparatlarinin HE boyama—kapatma/montaj uygulama asamalari

4 dk
Hematoksilen
Cesme suyu 2 dk (yikama)
Asit alkol 5sn Diferansiyasyon
(%80 alkolde %1 (Fazla boyanin
HCI cozeltisi) uzaklastirilmasi)
Cesme suyu 1.5 dk (yikama) Suyla

diferansiyasyonun
durudurulmasi HE BOYA

Amonyakli su 30 saniye Bazik ortamda UYGULAMASI
(%1 Amonyak mavilestirme
cOzeltisi)
Cesme suyu 1.5 dk (yikama)
Eosin 1dk
Cesme suyu 1dk
%70 Alkol 1dk
%96 Alkol 1dk
%100 Alkol 1dk DEHIDRASYON
Kurutma
Ksilol
Kapatma/Montaj

Kapatma isleminde sirayla biitiin lamlardaki kesitlerin iizerine yeterli miktarda kapatma

maddesi damlatilarak uygun boyutlu lamel birakilmistir.
4.5. DNA Ekstraksiyonu

Sivi nitrojende dondurularak -80°C’de saklanan balik ornekleri eritilerek Mobio marka

DNA ekstraksiyon ticari kiti ile DNA ekstraksiyonlar1 yapilmistir.

Doku ornekleri bistiiri ile ezilmis orneklerden 0,25 gram boncuklu tiiplere aktarilarak

uzerlerine 700 puL TD1 tamponu ve 20 pL proteinaz K eklenmistir. 10 dakika sureyle
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maksimum hizda vortekslenmistir. Tiipler oda 1sisinda 10000 g.de 1 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Slpernatan kismi1 kolon tiiplere aktarilmis, bunun Gzerine 400 uL TD2
tamponu eklenmistir. 10000 g.de 1 dakika santrifiij edilmistir. Alttaki toplama tiipii atilip
kolon tipler temiz ependorf tiiplerin i¢ine konulmustur. Kolon tiiplere 50 uL TD3 tamponu
eklenmis ve 10000 g.de 1 da santrifiij edilmistir. Kolon tlipler atilarak alttaki ependorf
tiplerde toplanan DNA miktarlar1 nanodropta (spektrofotometre gibi) dlciilmiistiir. Olgtim

sonuglari ¢izelge 4.4 ve 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.4. 48. saat balik 6rneklerinin nanodropta 6l¢iilen DNA miktarlar
Ornek No Kontrol DMSO ETF-Diisiik Doz ETF-Yilksek Doz
(ng/uL) | (ng/pL) | (ng/pL) (ng/uL)
1 51 87,4 107,1 38,1
2 59,2 54,1 92,7 113,2
3 47,1 56,1 108,7 37,2
4 38,5 49,5 42,5 159,1
5 62,4 83,9 21,5
6 22,7 64 92,4
7 85 126 43,8
Cizelge 4.5. 96. saat balik 6rneklerinin nanodropta 6l¢iilen DNA miktarlari

Ornek No Kontrol DMSO ETF-Diisiik Doz ETF-Yilksek Doz
(ng/pl) | (ng/uL) | (ng/ul) (ng/pL)

1 32 44,6 81,8 16,2

2 11,6 25,2 60

3 12,2 72,6 8,6

4 22,7 13,6 55,6

) 32,3 55,4 11,7

6 44,3 16,9 59,5

7 12,6 63 8,6
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Resim 4.13. Nanodrop DNA o6l¢tim grafigi

4.6. DNA Hidrolizi

50 pL elisyon soliisyonu igindeki DNA ornekleri 3 dakika 95 C’deki 1sitict blokta
bekletilip buz Uzerinde sogutularak tek sarmalli DNA’lar elde edilmistir. DNA
orneklerinin tizerine 100 pL 2 umol/L DFAM, 100 pL 20 pmol/L asetat soltisyonu (pH=5)
eklenmis ve ¢ozelti DNA igerigi i¢in 260 nm de spektrofotometrik olarak analiz edilmistir.
Sonrasinda 20 ile 500 ug DNA, 20 mmol/L asetat tamponu (pH=5) eklenmis ve 65 °C’de
10 dakika hazirlanan 4 pl-3,3 mg/mL nikleaz P1 stspansiyonu ile inkiibe edilerek,
niikleotidlere hidrolize edilmistir. 20 puL, 1 mol/L Tris-HCL tamponu (pH=8.5) karisima
eklenmis, 4pL, 1 U/L alkalen fosfataz, 37°C derecede, 1 saat inkibe edilerek,
nikleosidlere hidrolize edilmistir. 20 pL, 3 mol asetat tamponu (pH=5) hidrolizata
eklenerek, 20 pL, 50 mmol/L EDTA (10 mmol/L DFAM iginde) soliisyonu ile devam
edilmistir. Karisim, 0,22 pm millipore filtre tinitesinden filtre edilmis, (ependorf tlplerin
icindeki filtreler) 4 °C’de, 20 dakika 10000 g.de santrifuj edilerek santrifllj sonrasi,

ornekler 8-OHAG analizi i¢in hazir hale getirilmistir.
4.7. 8-OHdG Analizi

Deneyin bu asamasinda Cayman DNA/RNA Oksidatif Hasar EIA (Uriin No: 589320)
ticari kit kullanilmistir.
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Tum tampon ve reaktifler Cayman DNA/RNA Oksidatif Hasar EIA kitin katalogunda
anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. 96 kuyucuktan olusan plate’e deney protokoliinde
yazdig1 sekilde tamponlar, standartlar, hidrolizatlar ve monoklonal antikor eklenmistir.
Plate’in tizeri plastik film ile kapatilip, karanlikta plate calkalayicida (shaker) 1,5 saat
calkalanmigstir. Daha sonra 405-420 nm aras1 dalga boyunda plate okutularak absorbanslar

kaydedilmistir.
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5. BULGULAR

Bu ¢alismada sucul ekosistemin indikatdr organizmasi olan baliklara yiiksek toksisite
gosterdigi bilinen etofenproks kullanilmistir. Laboratuvar sartlarinda zebra baliklar1 1hafta
adaptasyon suresinin sonunda 8 pg/L yuksek ve 0,8 pg/L diisiik konsantrasyonda teknik
etofenproksa 48 ve 96 saat boyunca maruz birakilmis, bu saatlerin sonunda histolojik doku

ve DNA o6rnekleri alinarak analiz edilip degerlendirilmistir.

Etofenproksa 48 ve 96 saat maruz kalan zebra baliklarinda kontrol grubuna kiyasla
morfolojik olarak herhangi bir farklilik gézlenmemistir. Davranislar agisindan ise yiiksek
doz etofenproksa maruz kalan baliklarin diger gruplardan farkli olarak grup halinde ve

daha hizli hareket ettikleri izlenmistir.

5.1. 8-OHdG Analiz Sonuglari

Gruplarin ortalama 8-OHdG (ng/mL) degerleri elde edilerek gruplara gore karsilastirma
yapilmustir.

48. saat etofenproks diisiik doz 8-OHAG degerleri ortalama 2829,20 + 235,48 ng/mL
olarak bulunmustur. Bu deger kontrol grubunun ortalamasiyla (1780,43 + 47,70 ng/mL)
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.01).

48. saat etofenproks yiksek doz grubunun ortalama 8-OHdG degeri 2558,07 + 289,37
ng/mL olup, kontrol grubuna gore (1780,43 + 47,70 ng/mL) belirgin yiiksek bulunmustur
(p<0.01).

48. saat etofenproks diisiik doz ve yiliksek doz ortalama degerleri karsilastirildiginda ise

belirgin bir fark bulunmamustir.

96. saat etofenproks diisiik doz ve yliksek doz 8-OHdG degerleri 1865,63 + 287,98 ve
1887,51 + 225,12 ng/mL olarak bulunmustur (p>0.01). Bu deger kontrol grubunun
ortalamasiyla (1694,85 + 76,44 ng/mL) karsilastirildiginda, istatistiksel olarak 6nemli bir

fark olmadig1 gériilmiistiir.
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96. saat etofenproks diisiikk doz ve yiiksek doz ortalama degerleri karsilastirildiginda ise

aralarinda bir fark bulunamamustir.

48. saat etofenproks diisiik (2829,20 + 235,48 ng/mL) ve yuksek doz (2558,07 + 289,37
ng/mL) gruplari, 96. saat etofenproks diisiik (1865,63 + 287,98 ng/mL) ve yiiksek doz
(1887,51 £ 225,12 ng/mL) gruplariyla karsilagtirildiginda istatiksel olarak belirgin bir fark
oldugu goriilmiistiir. Sekil 5.1°de 8-OHdAG sonuglarina iligkin bilgi verilmistir.

DNA

4000

3000+

2000

8-OH-dG ng/mL

1000+

Sekil 5.1. 8-OHdG sonuglar1

5.2. Histopatoloji Sonuclar:

Kontrol ve DMSO kontrol gruplarindan alinan baliklardan hazirlanan preparatlarda
herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanilmamigtir. Her akvaryumdan 7’ser adet balik
almmigtir. Zebra baliklarinin nekropsilerinde i¢ organlarda makroskopik bulguya

rastlanilmamugtir. Kontrol grubu ve etofenproksa maruz kalan gruplardan elde edilen deri
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(kas) orneklerinde herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanilmamistir. Histopatolojide

kullanilan baz terimler EK.1.’de verilmistir.

5.2.1. Solungac¢ dokularinda gériilen histopatolojik bulgular

Etofenproksa iliskin subletal doz olarak belirlenmis olan 8 pug/L konsantrasyona 48 saat ve
96 saat boyunca maruz birakilan zebra baliklarindan elde edilen solunga¢ dokularina

iliskin histopatolojik bulgular Cizelge 5.1.’de verilmistir.

Solunga¢ dokularinda hiperemi ve epitel ayrilmas: en ¢ok tespit edilen histopatolojik
bulgular olarak belirlenmistir. Siklikla goriilen histopatolojik bulgular i¢in 48 saat boyunca
etofenproksa maruz kalma dahi yeterli olmustur. Toksik maddeye daha uzun siire maruz
kalma solungag dokularinda elde edilen epitel ayrilmasi bulgusunun siddetlenmesine, daha
yogun olmasina ve daha fazla balikta gdriilmesine sebebiyet vermezken hipereminin daha
siddetli goriilmesine neden olmustur. Bununla birlikte etofenproksa maruz birakilan zebra
baliklarinin higbirisinde saglikli solunga¢ dokusuna rastlanilmamistir. Zebra baliklarindan

elde edilen solungag dokularina iliskin histopatolojik bulgular Resim 5.1.’de verilmistir.

Resim 5.1. Solungag dokularinda epitel ayrilmasi (H&E,x100)
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5.2.2. Karaciger dokularinda goriilen histopatolojik bulgular

Etofenproksa iligkin subletal doz olarak belirlenmis olan 8 pg/L konsantrasyona 48 saat ve
96 saat boyunca maruz birakilan zebra baliklarindan elde edilen karaciger dokularina

iligkin histopatolojik bulgular Cizelge 5.1.’de verilmistir.

Hepatik dokularda hiperemi, hidropik dejenerasyon ve kuppfer hicrelerinde piknozis
bulgular1 baliklarin biiylik bir ¢ogunlugunda goriilen en 6nemli bulgular olarak tespit
edilmistir.  Ylksek konsantrasyonda etofenproksa maruz kalan baliklarin hepatik
dokularinda hiperemi goriilirken diisiik konsantrasyona maruz birakilan baliklarda bu
bulgu goriilmemistir. Diigiik konsantrasyon 48 saat grubu baliklarda hidropik
dejenerasyona rastlanmamus, diger gruplarda hidropik dejenerasyon goriilmiistiir. 48 saat
diisiik ve yiiksek konsantrasyon gruplarinda kuppfer hiicrelerinde piknozise rastlanmazken
96 saat diisiik ve yliksek konsantrasyon gruplarinda bu bulguya rastlanilmigtir. Zebra
baliklarindan elde edilen karaciger dokularina iliskin histopatolojik bulgular Resim 5.2.’de

verilmistir.

Resim 5.2. Kuppfer hiicrelerinde piknozis (H&E,x40)
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5.2.3. Bobrek dokularinda goriilen histopatolojik bulgular

Etofenproksa iliskin subletal doz olarak belirlenmis olan 8 pug/L konsantrasyona 48 saat ve
96 saat boyunca maruz birakilan zebra baliklarindan elde edilen bobrek dokularina iligkin

histopatolojik bulgular Cizelge 5.1.”de verilmistir.

Bobrek dokularinda kanama, siddetli kanama, tubullerde hidropik dejenerasyon ve ddem
etofenproksa maruz kalan zebra baliklarinda en ¢ok rastlanan histopatolojik bulgulardir.
Elde edilen histopatolojik bulgulara sadece 96 saat boyunca etofenproksa maruz kalan
gruplarda rastlanmistir. Bununla birlikte etofenproksa maruz birakilan zebra baliklarinin
48 saatlik grubunda bobrek dokularinin saglikli oldugu goriilmiistiir. Bobrek dokularina
iliskin elde edilen histopatolojik bulgular Resim 5.3.’te verilmistir.

Resim 5.3. Bobrek dokusunda gorilen kanama ve dejenerasyon (H&E,x20)



52

5.2.4. Beyin dokularinda goriilen histopatolojik bulgular

Etofenproksa iligkin subletal doz olarak belirlenmis olan 8 pg/L konsantrasyona 48 saat ve
96 saat boyunca maruz birakilan zebra baliklarindan elde edilen beyin dokularina iliskin

histopatolojik bulgular Cizelge 5.1.’de verilmistir.

Beyin dokularinda en 6nemli histopatolojik bulgu olarak hiperemi goriilmiistiir. Elde
edilen bu bulguya 48 saat yiiksek doz grubunda ve 96 saat diisiik ve yiiksek doz
gruplarinda rastlanilmistir. Bununla birlikte 48 saat diisiik doz grubu baliklarinin beyin
dokusunda hiperemi goriilmemistir. Beyin dokularina iliskin elde edilen histopatolojik

bulgular Resim 5.4.’te verilmistir.

5.2.5. Ovaryum dokularinda goriilen histopatolojik bulgular

Etofenproksa iliskin subletal doz olarak belirlenmis olan 8 pug/L konsantrasyona 48 saat ve

96 saat boyunca maruz birakilan zebra baliklarindan elde edilen ovaryum dokularina
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iliskin histopatolojik bulgular Cizelge 5.1.’de verilmistir.

Ovaryum dokularinda dejenerasyon ve ooforit bulgulari1 baliklarin biiyiik bir ¢ogunlugunda
goriilen en Onemli bulgular olarak tespit edilmistir. Bu bulgulara 48 saat diisiik doz
grubunda rastlanmazken, 48 saat yuksek doz ve 96 saat gruplarinda rastlanilmstir.

Ovaryum dokularina iligkin elde edilen histopatolojik bulgular Resim 5.5.”te verilmistir.

Resim 5.5. Ovaryumda dejenerasyon (H&E,x10)

5.2.6. Testis dokularinda goriilen histopatolojik bulgular

Etofenproksa iliskin subletal doz olarak belirlenmis olan 8 pg/L konsantrasyona 48 saat ve
96 saat boyunca maruz birakilan zebra baliklarindan elde edilen testis dokularina iliskin

histopatolojik bulgular Cizelge 5.1.”de verilmistir.

Testis dokularinda en ¢ok rastlanilan histopatolojik bulgular sperm hiicrelerinde azalma,
leydig hicrelerinde hiperplazi ve dejenerasyondur. Bu bulgular 96 saat yiksek
konsatrasyon grubu baliklarda goriilmiistiir. 48 saat diislik ve yliksek konsantrasyon ile 96

saat dlisik konsantrasyon grubu baliklarda bu bulgulara rastlanilmamigtir. Testis
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dokularina iligkin elde edilen histopatolojik bulgular Resim 5.6.’da verilmistir.

T L5,
el i
(&'

Resim 5.6. Testiste sperm hicrelerinde azalma ve leydig hiperplazi (H&E,x40)
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Cizelge 5.1. Subletal dozda (8 upg/L) ectofenproksa maruz kalan zebra baliklarinin

cesitli dokularinda goriilen histopatolojik bulgular

Histopatolojik

dejenerasyon

bulgular Etofenproks konsantrasyonlari

Diisiik Yuksek

konsantrasyon konsantrasyon

Maruz kalma siresi (h)
SOLUNGACLAR 48 96 48 96
Hiperemi ++ +++ ++ ++

+

Epitel ayrilmasi + + + +
KARACIGER 48 96 48 2%
Hiperemi - - & +
Hidropik dejenerasyon - + + +
Kuppfer hiicrelerinde - ++ - ++
piknozis
BOBREK 48 96 48 96
Odem - + - +
Kanama - + 1 +
BEYIN 48 96 48 96
Hiperemi - + + n
OVARYUM 48 96 48 96
Dejenerasyon - + + +
TESTIS 48 96 48 96
Leydig hiicrelerinde - - - +
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6. TARTISMA

Etofenproks sindirim veya dogrudan temas yoluyla alindiktan sonra boceklerde sinir
sistemine etki eden, genis spektrumlu bir insektisittir. Tarim, bahge bitkileri, bagcilik,
ormancilik, hayvan sagligi ve halk sagligi uygulamalarinda farkli canlilara karsi
kullanilmaktadir. Bitki kokleri tarafindan az miktarda emilir ve bitkide translokasyonu
diisiiktiir. Halk sagliginda sitma ile savas da yaygin olarak kullanilmaktadir, ayrica direkt
uygulama veya kumaslarin empregnasyonu yolu ile de insanlara ulasmaktadir [27]. Bu
calismada zebra baliklar1 etofenproksun subletal dozlart olan 8 pg/L ve 0,8ug/L
konsantrasyonlarina 48 ve 96 saat boyunca maruz birakilmistir. Maruziyeti takiben tim
balik dokudan elde edilen DNA 6rneginden hidroliz basamagi sonrasinda DNA oksidatif
hasar Grind olan 8-OHdG miktar tayini yapilmistir. Elde edilen en 6nemli sonuglardan
biri, 48 saat maruziyet sonrasinda diisik ve yiiksek doz gruplarin ortalama 8-OHdG
diizeylerinin, kontrol grubunun ortalamasina gore anlamli olarak yiiksek bulunmasidir. 96
saat maruziyet sonrasinda ise diisiik ve yiiksek doz gruplarda, 48 saat gruplarina gore
istatistiksel ~olarak anlamli azalma gOrllurken, kontrol gruplarinda farklilik
gozlenmemistir. Bu sonuglar, etofenproksun DNA’da oksidatif hasara neden olabilecegini
goOstermesi bakimindan 6nemlidir. 96 saat maruziyet sonrasi tespit edilen degerler akut
donemde goriilen hasara karsin uzun doénemde adaptif ve artmis DNA onarim

mekanizmalarinin aktif oldugunu diisiindiirmektedir.

Histopatolojik incelemede kontrol gruplarinda patolojik bir bulguya rastlanilmamistir.
Solunga¢ dokularinda hiperemi, ikincil lamel {izerine epitel ayrilmasi; karaciger dokulari
tizerinde hiperemi, piknozis ve hidropik dejenerasyon; beyin ve bobrek dokularinda
hiperemi, 6dem ve tubuler dejenerasyon iki farkli subletal etofenproks konsantrasyonuna
maruz kalan zebra baliklarinda en ¢ok rastlanan histopatolojik bulgulardir.

Son yillarda ¢evrede uzun siire kalici etkisi olan ve bazilarinin kullanimi yasaklanan, DDT
ve benzeri pestisitler yerine daha segici, toksisitesi diisiikk sentetik piretroid ve
neonikotinoid pestisitler halk saglig1 ve tarimsal amagclarla kullanimda tercih edilmektedir.
Hedef olan boceklere karsi toksisitelerinin yaninda bazi sucul organizmalara (insanlarin
tiikkettigi balik ornekleri de vardir) da toksik etki gostermektedirler. Bazi toksik etkiler
canlilarin genetik yapisin1 bozabileceginden hem popiilasyonun {iremesini olumsuz

etkilemekte hem de ekolojik dengeyi bozabilmektedir. Diisiik konsatrasyonlarda maruz
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kaliman su kirleticisi pestisitler dis yapida belirgin bir bozukluga neden olmazken gen
seviyesinde, biyokimyasal bazi parametrelerde ve doku-organ seviyesinde hasar
yapabilmektedir. Dogal yiizey sularinda tarimdan gelen noktasal olmayan kontaminasyon
sonucu sucul canlilar insektisitlere maruz kalmakta; bunlarla beslenen ekosistemin ve
dolayistyla besin aginin diger canlilar1 en {ist kademede insanin tiikettigi karnivor baliklara
kadar bu g¢evresel kirlilikten etkilenmektedir. Insektisitlerin ve diger pestisitlerin tarimsal
alanlardan bunlara komsu akarsu, gol ve golet gibi su kaynaklarina baslica tasinma yollar
yiizeysel akinti, direnaj, yeralt1 sulari, riizgarla siiriiklenme ve atmosferik tasinmadir [106].
Bu kirlilik yiikiiniin maruz kalan canlilara toksik ve genotoksik etkileri birden ¢ok bilesigin
bulunmasi, biyoakiimiilasyon ve sedimente bagli kalarak uzun siire yikilmadan kalmalari
gibi faktorlerden dolayi, tek bilesigin kontrollii deney kosullarinda belirlenen olumsuz

saglik etkilerinden ¢ok daha fazla risk olusturabilmektedir.

Gen diizeyinde yapilan farkli ¢alismalarda etofenproksun onemli agonistik aktivitesinin
bulunmamasina ragmen [107], antiéstrojenik ve tiroid hormon antagonist aktivitesinin
gbzlenmesi, etofenproks ve diger piretroidlerin ¢oklu etki mekanizmasina sahip

olabilecegini diistindiirmiistiir [108].

WHO ve CDC biyoyontemlerinin kullanildig1 direng testlerinde etofenproksa karsi yliksek
dizeyde direncin DDT’ye benzer sekilde hedef hassasiyetinin azalmasi olarak
agiklanmustir [109]. Farkli canlilarda insektisitler arasinda ¢apraz diren¢ bulundugu gibi

oksidatif mekanizmaya (cyp450) dayali direng de bildirilmistir [110].

Zebra baliklarinda (Danio rerio) yapilan bir diger arastirmada ise teknik etofenproksun
(%95 konsantrasyon) karisim igindeki toksisitesi belirlenmis ve LC50 degerlerine gore
karisimlarda kullanilan insektisitlerin toksisite sirasi: permetrin>bifentrin>tetrametrin>
etofenproks>foksim >diklorvos olarak bildirilmistir [111]. Zebra baliklarina etofenproksun
akut toksisitesi: 24, 48, 72 ve 96 saat LC50 degerleri sirasiyla 96.9 ug/L, 86.5 pg/L, 82.5
pg/L ve 79.1 pg/L’dir. Diklorvos ve foksim ile karistirildiginda etofenproks toksisitesi
foksim ile birlikte uygulandiginda, diklorvosdan daha toksik bulunmustur. Diger bir
calismada etofenproksun farkli bes dozu (%30 EC) canlilarin farkli yasam evrelerinde
kullanilmustir [112] ve cinse bagh olarak 24 ve 48 saatlik akut toksisite degerleri farkli
bulunmustur. Benzer sekilde DeLorenzo ve Leon tarafindan yapilan ¢alismada da embriyo,

larva ve ergin bireylerde 96 saat LC50 degerleri farkli hesaplanmistir. Ayrica lipid
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peroksidasyonu seviyeleri larva ve erginlerde azalmig, ancak glutatyonda degisiklik
olmamustir. Boylece etofenproksun sucul canlilarda yiliksek derecede toksik oldugu

sonucuna varilmistir[113].

Etofenproks i¢in yapilan ¢aligmalar degisik tiirlerde farkli insektisitler ile karsilagtirmalari,

gida maddelerinde bulunan kalint1 incelemelerini de igermektedir [114-115].

Pestisitlerin kronik etkisine maruz kalan tarim iscilerinde birgok genetik hasarin yani sira
karaciger, bobrek ve kaslarda dabozukluklar goriilmiistiir. Pestisitin canlilar {izerindeki
etkisi fetal yasamdan itibaren baglamaktadir. Bu ilaglar plasentadan fetiise gegmekte ve
bunun sonucu olarak diislikler, hiperpigmente ve hiperkeratatik c¢ocuk dogumlari
goriilmektedir. Yapilan hayvan deneylerinde ise radyoaktif olarak isaretlenip anneye
verilen pestisitin 5 saat sonra plasentadan fetiise gectigi ve fetiisiin goz, sinir sistemi ve

karacigerine yerlestigi gdzlenmistir.

Bu c¢alismada da, etofenproksun zebra baliklarinda olusturdugu genotoksik ve
histopatolojik hasardaki olasi rolini belirlemek amaciyla, tim gruplardaki 8-OHdAG
diizeyleri enzim immiin yontem ile ¢alisilmis ve tim dokularda histopatolojik inceleme
yapilmistir. 8-OHAG diizeyinin akut donemde yiiksek oldugu ama maruziyet devam ettikce
olas1 tamir mekanizmalarin aktive olmasina bagli DNA oksidatif hasar diizeyinde azalma

oldugu gozlenmistir.

Tum bu bulgular; etofenproksun zebra baliklar1 tizerinde yapmis oldugu genotoksik ve
histopatolojik etkiler géz Onlinde bulunduruldugunda, bu pestisitin diinyadaki
kullaniminin yayginligina, kullanim alaninin gesitligine ve ¢ok kullaniliyor olmasina da
bagli olarak tiim canlilar tizerinde mutajenik ve genotoksik olarak potansiyel bir tehlikeye

yol agtigini diisiindiirmektedir.
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7. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada zebra baliklar1 etofenproks igin subletal doz olarak belirlenmis olan 8 pg/L

konsantrasyona ve 0,8ug/L konsantrasyona 48 ve 96 saat boyunca maruz birakilmiglardir.

Sonug olarak ¢alismamizda 48 saat diisiik ve yiiksek doz gruplarinin ortalama 8-OHdG
diizeyi, kontrol grubunun ortalamasina gore anlaml olarak yiiksek bulunmustur. 96 saat
diisiik ve yiiksek doz baliklarda ise 48 saat gruplarina gore belirgin olarak diisiik ve
kontrollerin diizeyine yakin diizeyde oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar, etofenproksun

DNA’da oksidatif hasara neden olabilecegini gostermesi bakimindan énemlidir.

Kontrol gruplarinda herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanilmamistir. Solungag
dokularinda hiperemi, ikincil lamel {izerine epitel ayrilmasi; karaciger dokular iizerinde
hiperemi, piknozis ve hidropik dejenerasyon; beyin ve bobrek dokularinda hiperemi, 6dem
ve tubuler dejenerasyon iki farkli subletal etofenproks konsantrasyonuna maruz kalan

zebra baliklarinda en ¢ok rastlanan histopatolojik bulgulardir.

Etofenproksun bu calismada zebra baliklar1 lizerinde yapmis oldugu genotoksik ve
histopatolojik etkiler géz Oniinde bulunduruldugunda, bu pestisitin diinyadaki
kullaniminin yayginligina, kullanim alaninin ¢esitligine ve ¢ok kullaniliyor olmasina da
bagli olarak sucul organizmalara iliskin olarak yaratacak oldugu potansiyel tehlikeye
iliskin daha fazla 6nem verilmeli ve daha detayli calismalarla sucul organizmalarda
Ozellikle de baliklardaki mekanizma ve DNA metabolizmasi ile olan etkilesimi agiga
cikarilarak, pestisitin mutajenik ve genotoksik durumu daha detayli olarak ortaya

¢ikarilmalidir.
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EK-1.Bazi terimler

Aditif etki: iki veya daha fazla sayida ilag birlikte kullanildiginda gériilen ve her birinin

bireysel etkilerinin aritmetik toplamina esit olan toplam etkidir.

Advers etki: Bir ilacin hastaliktan korunma, bir hastaligin teshis veya tedavisi veya bir
fizyolojik fonksiyonun iyilestirilmesi, diizeltilmesi veya degistirilmesi amactyla kabul

edilen normal dozlarda kullaniminda ortaya ¢ikan zararli ve amaglanmamus bir etkidir.

Antagonistik etki: Ters sinerjistik etki. Bileskenin birimlerinin herbirine gbre daha az

etkili olmasidir.
Empregnasyon: Isi ile yapilan emdirme islemidir.

Hidropik dejenerasyon: Daha siddetli akut hiicre siskinligi sekillerindendir. Hidropik
dejenerasyonda hiicre sitoplazmasinda asir1 miktarda ve sitoplazmanin her tarafina

yayilmis bir s1vi artis1 vardir. Siddetli olgularda su alan hiicreler balon gibi sismislerdir.

Hiperemi: Arteriyel damarlarin dilatasyonu sonucu bir bolgeye arteryal kanin fazlaca

gelmesi olayidir.

Hiperplazi: Bir organin ya da dokunun biiyiikligiindeki artmadir; o doku ya da organa

0zgi hiicrelerin sayica artisina baglidir.

Kuppfer hicresi: Karacigerde bulunan ve retikiiloendotelyal sistemin bir bolumind

olusturan 6zellesmis makrofajlardir.

Leydig hicresi: Testiste seminifer tiipgiikleri arasinda bulunan, testosteron hormonu

salgilayan, insanda i¢inde bulunan Reinke kristalleri ile taninan hiicrelerdir.
Ooforit: Yumurtaliklarin iltihabidir.

Piknozis: Hiicre niikleusunda biiziisme ve opaklagsma durumudur.

Purin: Adenin ve guaninden olusan DNA bazidir.

Sinerjistik etki: Kimyasal maddelerin ve sureglerin 6ngérilemeyen kombinasyonlar
olusturarak beraber tepkimeye girme ve bunun sonucunda da tek baslarina sahip
olduklarindan belirgin bir bicimde daha gii¢lii ya da biitiiniiyle farkli bir etki gdsterme

egilimleridir.



EK-1. (devam) Baz1 terimler

Translokasyon: Bir kromozomun kopan pargasinin bagka bir kromozoma yapismasidir.
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