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OZET

Apari, S. (2024). Neonicotinoid grubu pestisitlerin iireme toksisitesinin in vitro
degerlendirmesi: Thiacloprid ornegi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Farmasétik Toksikoloji ABD. Yiiksek Lisans. Istanbul.

Pestisitler, tarim {irlinlerinde istenmeyen organizmalari yok etmede kullanilan
dogal ve sentetik bilesiklerdir. Ancak bitkiyi zararlilara karsi korurken hedefi olmayan
organizmalara da etki gosterebilir. Neonicotinoid grubunda yer alan ve siklikla kullanilan
Thiacloprid’in tireme hiicrelerini tizerine etkisi in vitro olarak arastirilmistir. Bu amagla fare
Leydig (TM3) ve Sertoli (TM4) hiicreleri iizerinde sitotoksisite, genotoksisite, apoptoz ve
oksidatif stres indiikkleme potansiyeli degerlendirilmistir. Ayrica TM3 hiicrelerde testosteron
seviyeleri Olclilmiistiir. 24 saatlik maruziyet sonucu sitotoksik etkisi degerleri NRU
sonuglarina gére TM3 hiicrelerinde ICsp 1795,82 uM ‘dir TM4 hiicrelerinde ise 1Cso 984,25
uM’tir, MTT testine gore ICso degerleri TM3 ve TM4 hiicrelerinde, sirayla 336,7 ve 1761,1
uM. Comet testi sonucuna gore kuyruktaki DNA yogunlugu ortalama TM3 hiicrelerinde 1,25-
5,6 kat arasinda iken TM4 hiicrelerinde 7,94-9,69 kat arasindadir. Apoptoz indiikleme
sonucunda TM3 hiicrelerinde 500 uM konsantrasyonunda 1,85 kat artis, TM4 hiicrelerinde
500 uM konsantrasyonunda 2,16 kat artis gozlenmistir. Oksidatif hasar olusturma
degerlendirmesinde, ROS seviyeleri anlamli bir sekilde artmamistir. Bunula birlikte MDA,
GSH ve SOD seviyeleri anlamli fakat doza baglimla olmayan artis ve azalislar gostermistir.
TM3 hiicrelerindeki testosteron seviyeleri ise maruziyet dozuna bagli olarak azalma
gostermistir, en yiikksek maruziyet grubunda (500 pM) yaklasik %33,3 azalma tespit
edilmistir. Elde edilen bu sonuglara gore Thiacloprid erkek iireme sistemine bir risk
olusturdugunu gostermektedir; Thiacloprid ve diger neonicotinoid kullaniminda gerekli

onemlerin alinmasina dikkat ¢ekilecegine inanilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Thiacloprid, TM3 ve TM4 hiicreleri, In vitro toksisite,
neonikotinoid, pestisit

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 39938
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ABSTRACT

Apan, S. (2024). In vitro evaluation of reproductive toxicity of neonicotinoid
pesticides: Example of Thiacloprid. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Pharmaceutical Toxicology. Master Thesis. Istanbul.

Pesticides are natural and synthetic compounds used to eliminate unwanted organisms
in agricultural products. Thiacloprid is one of frequently used neonicotinoid pesticides, in the
present thesis it’s in vitro toxicity in mouse Leydig (TM3) and Sertoli (TM4) reproductive
cells has been investigated. For this purpose, the cytotoxicity, genotoxicity, apoptosis, and
oxidative stress induction potential were evaluated. Additionally, testosterone levels were
measured in TM3 cells. After 24 hours of exposure, the cytotoxic effect values according to
NRU results were ICso 1795.82 uM in TM3 cells and 984.25 uM in TM4 cells. According to
the MTT assay, the 1Cso values were 336.7 uM and 1761.1 uM in TM3 and TM4 cells,
respectively. The Comet assay results showed that the DNA intensity in the tail was between
1.25- and 5.6-fold in TM3 cells and between 7.94- and 9.69- fold in TM4 cells, compared to
the control groups. Upon induction of apoptosis, a 1.85-fold increase was observed in TM3
cells at a concentration of 500 uM, and a 2.16-fold increase was observed in TM4 cells at the
same concentration. In the assessment of oxidative damage, ROS levels did not increase
significantly. However, MDA, GSH, and SOD levels showed significant but non-dose-
dependent increases and decreases. Testosterone levels in TM3 cells decreased in a dose-
dependent manner, with approximately a 33.3% reduction in the highest exposure group (500
uM). These results indicate that Thiacloprid poses a risk to the male reproductive system; it is
believed that necessary precautions should be taken in the use of Thiacloprid and other

neonicotinoids.

Keywords: Thiacloprid, TM3 and TM4 cells, In vitro toxicity, neonicotinoid,
pesticide

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 39938



1. GIRIS VE AMAC

Niifusun artmasiyla {iriin verimliligi konusu daha ¢ok Onem kazanmistir.
Bitkileri zararlilara karsi korumak amaciyla kullanilan en yaygmn yontem pestisit
uygulamasidir. EPA (Environmental Protection Agency) pestisitleri; herhangi bir
zararlinin onlenmesi, yok edilmesi, piiskiirtiilmesi, zararin hafifletmesi i¢in kullanilan
ayrica bitki diizenleyici, yaprak kurutucu ya da dokiicii olarak kullanilan ve nitrojen
stabilizatorii olan madde veya madde karigimlari olarak tanimlar (EPA, 2024). EPA
pestisitin satisina baslamadan Once insan saglifini ve cevreyi korumaya yonelik
giivenlik standartlarini karsiladigindan emin olmak i¢in bunlari kapsamli bir sekilde
degerlendirir. Pestisit satisa sunulmasi igin kimligi, potansiyel olumsuz etkileri, gevreye
olan etkisini bilimsel veri olarak ortaya koymalidir. Bu veriler bir pestisitin belirli hedef
dis1 organizmalara ve nesli tilkenmekte olan tiirlere zarar verip vermeyecegini
degerlendirmeye yardimci olmaktadir (EPA, 2024). Ortalama pestisit kullanim1 son 10
yilda 1990’11 yillara oranla %50 artmustir. 2020 yilinda toplam pestisit satist 7,2 milyon
ton olmustur. Bunun degeri 41,1 milyar ABD dolaridir. Toplam pestisit ticareti miktari
2020'de ise ytiizde 30 artt1; bunun sebebi biiylik cogunlukla 2019'dan 2020'ye 4,0'dan 8,7
milyon tona ¢ikan dezenfektan ticareti olabilir. (FAO, 2022). Tiirkiye’de toplam tarim
ilac1 kullanimi1 2022 yilinda, 2021 yilina gore 4,5% artmis ve 55.374 ton’ a ylikselmistir.
Tarim ilacint en fazla kullanan ilk 5 ilimiz; toplam kullanimin 7,7%’si ile Antalya
(4.272 ton), 7,6%’s1 ile Manisa (4.213 ton), 7,2%’si ile Mersin (3.985 ton), 5,9%’u ile
Adana (3.276 ton), ve 4,1%’i ile Malatya (2.280 ton) olmustur. (Tarim ve Orman
Bakanligi, 2023). Pestisitler dogru uygulandiginda ve dogru dozda kullanildiginda
faydas1 olduk¢a fazladir. Fakat yiiksek dozda ve kontrolsiiz kullanildiginda hem insan
sagligina hem c¢evreye olumsuz etki etmektedir. Viicuda genelde deri, solunum ve agiz
yoluyla girer. Bu giris pestisitlerle canlilarin temasi, pestisitlerin iretimi sirasinda,
tasima esnasinda, depolama yapilirken ve ilag kalintis1 olan iiriinlerin viicuda girmesiyle
olmaktadir. (Erdogan, 2010). Son yillarda yapilan arastirmalara gore kronik olarak sinir
sistemini olumsuz etkiler ve endokrin bozucu olarak etki gosterir. Ayrica karaciger,
bobrek toksisitesi ve kansere sebebiyet vermektedir (Ozpolat Cakar, 2020). Akut olarak
asir1 terleme, titreme, hafiza kaybi, cilt rahatsizliklar1 gibi etki gostermektedir (PAN-
Germany, 2012). 1995 yilinda Diinya saglik 6rgiitiiniin (WHO) yayinladig rapora gore,
diinyada her yil ortalama 1 milyon insan pestisitler nedeniyle zehirlenmektedir ve



20.000 insan 6lmektedir. Ayrica pestisitlerin pargalanmasi sonucu olusan metabolitleri
de insanlar1 zehirleyebilmektedir (Erdogan, 2010). Uriinlerde bulunabilecek maksimum
kalint1 limitleri (MRL) bulunmaktadir. Ayrica her iilkenin kendisine ait MRL listesi
vardir (Tiryaki, 2010). 2002’den sonra pestisit tiiketiminin diigsmesi, tarimda bu konu
hakkindaki Oneminin anlasildiginin ve uygulamaya konuldugunun gdstergesidir
(Altikat, 2009). Organoklorlu pestisitlerin yasaklanmasindan sonra alternatif olarak
cevre icin daha az risk tasiyan neonikotinoidler tercih edilmeye baslanmistir.
Neonikotinoit grubuna dahil olan insektisitler nikotin tiirevleridir. N-nitroguanidinler
(imidakloprid, tiyametoksam, dinotefuran, ve Kklotianidin) ve N-siyanoaminidler
(asetamiprid ve tiyakloprid) olmak {izere 2’ye ayrilir. Neonikotinoitler, memelilerde ve
boceklerde post-sinaptik membran iizerinde nikotinik asetilkolin reseptoriine baglanirlar
ve agonist olarak etki gosterirler. Neonikotinoit grubu insektisitler 6zellikle DNA
hasari, kardes kromatid degisimi, mikrogekirdek olusumu, kromozal anormallikler,
DNA kiriklarina neden olur. Yapilan calismalar neonikotinoitlerin olusturdugu DNA
hasarinin sinir sistemi, solunum sistemi, tireme ve bagisiklik sistemi iizerine negatif
etkisine, tiimorlerin gelisimine sebep oldugunu da gostermistir. Thiacloprid karsinojen
maddedir ve farelerde yumurtalik tiimoriine sebep oldugu belirlenmistir (Kiling, 2016).
Thiacloprid, Neonicotinoid grubuna ait insektisittir. Plazmada en yiiksek
konsantrasyona maruziyetten yaklasik 3-4 saat sonra ulagmaktadir. Yapilan
calismalarda Thiacloprid’in; akciger, karaciger, bobrek, tiroid, dalak ve deri gibi
organlara yayildig: tespit edilmistir. Oksidatif stresin indiiklendigi ve buna bagli olarak
testis hiicre organellerinde islev bozuklugu ve erkek infertilitesinin indiikleme
potansiyeli oldugu goriilmiistiir (Elsharkawy, 2021). Thiaclopid’in tarimsal miicadelede
faydasinin olmasina ragmen karsinojenik risk tasimasinin yani sira lireme sistemi Ve
hormonal sistem iizerine de kronik toksik etkiler olusturmaktadir. Thiacloprid’e
insanlarin maruziyeti ve bu maruziyetin kronik olma durumu, maruziyetin miktar1 ve
buna bagl insan sagligi tizerindeki olumsuz etki potansiyeli gibi konular hala
belirsizligini korumaktadir. Giiniimiizde olumsuz etki potansiyeli fazla oldugu ortaya
¢ikan ve insanlarin dikkatini ¢eken Thiacloprid’in daha fazla galigsmalarla arastiriimasi
gerekli gorinmektedir. Thiacloprid maddesinin maruziyetin olasi etkileri, insan TM3 ve
TM4 hiicre dizileri iizerinde in vitro olarak degerlendirilecek ve olasi sitotoksik,

genotoksik, oksidatif ve apoptotik hasar olusumu arastirilacaktir.



Viicuttaki ¢esitli organlarin, hiicrelerin ve sistemlerin {izerine toksik etKi
olasilig1 olan Thiacloprid’in, giinimiizdeki kullaniminin artmis olmasinin yansira yan
etki profili ile ilgili aragtirmalarin yeteri kadar olamamasi da ortaya ¢ikacak sonuglarin
insan sagligi agisindan bu kimyasalin olasi toksik etkisinden korunmak igin ne kadar

onemli oldugunu gostermektedir.

Bu nedenle, yapilan tez ¢alismasi sonucu ortaya ¢ikacak sonuglar Thiacloprid’in
maruziyetlerine karsi1 gerekli tedbirlerin alinmasinin 6nemini vurgulamak ag¢isindan

oOnemli olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pestisitler

Insan niifusu ile orantili olarak beslenme ihtiyaci artmaktadir. Bu ihtiyaci
karsilamak i¢in tarimsal iiriinlerin verimini artirmak amaciyla gilincel tarim tekniklerinin
ve yardimci1 maddelerin kullanilmasi gerekmektedir. Tarim alanindaki verimi arttirmak
ve gida maddelerinin dayaniklilik siirelerini uzatabilmek igin ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden biri kimyasal miicadele yontemidir (Akdogan,

2012). Kimyasal miicadelenin temelini pestisit adi verilen kimyasal maddeler olusturur.

Pestisitler tarim driinlerine karsi zararlilart kontrol altina almak amaciyla
kullanilan toksik maddelerdir. Zararli organizmalardan koruyarak tiriin verimliligini ve
kalitesini artirir, hastaliklarin kontroliinii saglayarak maddi zarar olasiligina engel olur.
Hizli etkinlik gostermesi ve uygulanmasinin kolay olmasi pestisit kullaniminin gok
tercih edilme sebebidir. 1940’1 yillardan beri kullanilan pestisitler tarimsal iiretimde
artisa katki saglamistir. Uriin zararhlarina kars: tarimsal miicadele yontemleri arasinda,
kimyasal madde kullanimi1 %95’in tizerinde bir paya sahiptir ve bugiin de popiilerligini
korumaktadir. Pestisitlerin  kullanilmadigi  durumlarda driinlerin ~ kalitesi  ve
verimliliginde %60 oranda disiiklik meydana gelmektedir. Bu nedenle, zararl
organizmalar1 kontrol altina almak amaciyla bitki koruma {riinlerinin kullanilmasi
biiyiikk 6nem arz etmektedir (Tiryaki, 2010). Pestisitler tarrmda kullanilmasinin yani
sira ayrica bahgecilik, ormancilik, gida saklanmasi gibi alanlarda da kullanilir.
Ulkemizde 2020 yilinda toplam tarim ilaci kullanimi, 2019 yilina % 4,6 oranla artmgtir
ve toplam 53.672 ton’a yiikselmistir (Tarim ve Orman Bakanligi, 2023). En ¢ok
kullanilan {iriin grubu fungusitlerdir. 2020 yilinda tarim ilact kullaniminin %38,4’linii
fungusitler, %24,7°sim1 herbisitler, %23,0’11 insektisitler, %4,1’ini akarisitler (akar
oldiiriictiler), %0,5’ini rodentisitler (kemirgen oOldiiriiciiler) ve %9,3’m1 diger gruplar

olusturmaktadir (Tarim ve Orman Bakanligi, 2023).

Etki ettigi organizmaya gore bakterisit, fungusit, herbisit, insektisit, mollusit,
nemasit ve veteriner {iiriinleri olarak siniflandirilir. Ideal olarak ucuz, kolay
uygulanabilir, insan sagligina zararsiz, yanict ve patlayici olmayan, toksik olmayan

maddeye kolayca doniisebilmeli ve hedef canliya spesifik etkili olmalidir (Giiler, 1997).



Pestisitler hava yoluyla, su yoluyla, toprak kirliligine bagli olarak ve yiyeceklerdeki
kalintilar ile yayilir (Giiler, 1997). Deri, g6z, solunum yolu ve gastrointestinal yolla
viicuda girebilmektedir. Genellikte yagda ¢oOziinen pestisitler ¢evrede uzun yillar
¢cozlinmeden kalabilir (Babayigit vd, 2014). Son yillarda pestisitlerin zararlar ile ilgili

arastirmalar oldukg¢a artmustir.

Pestisitlerin kullanimi bitkiye zararli organizmalari etkilemenin yan1 sira hedefi
olmayan organizmalara da etki eder. Bu organizmalarin arasinda hayvanlar, diger
bitkiler ve insanlar bulunur. Insanlarda etkisi akut ve kronik toksisite olarak iki sekilde
adlandirilir. Akut toksisitenin en belirgin etkileri sinir sistemine etkisi sonucu;
yorgunluk, konsantrasyonda azalma, hafiza kaybi, titreme, panik atak ve depresyon yer
alir. Deriye maruziyeti sonucu; deri rahatsizligi, dokiintiiller vardir. Diger etkiler ise
zayiflik, asir1 terleme, bas donmesi, mide bulantisi, kusma, asir1 terleme, gorme

bozuklugudur (PAN-Germany, 2012).

Kronik toksisite igin yapilan ¢alismalarda ise pestisitlere kronik maruz
kaliminin DNA hasar ile iliskili oldugu, organofosfor bilesikleri karisimina mesleki
olarak maruz kalmanin DNA hasarina, AChE aktivitesinde diismeye, bobrek ve
karaciger toksisitesine neden olabilecegi gosterilmistir (Ozpolat Cakar, 2020). Ayrica
1940’lardan 1970’li yillara kadar yaygin olarak kullanilan diklorodifeniltrikloroetan
(DDT) kontamine olan yiyecekleri yiyen canlilara da zarar verdigi aciga ¢ikinca

kullanimi1 yasaklanmistir.

2.1.1. insektisidler

Pestisitler iginde yaygin olarak kullanilan gruptur. Insektisidler; organoklorlu
insektisitler, organofosforlu insektisitler, karbamatlar, piretroitler ve neonikotinoitler
olarak siniflandirilir. Organoklorlu insektisitlerin stabililiteleri ve yagda ¢oztnirliikleri
yiikksek oldugu i¢in ¢evrede birikimleri ¢oktur. Bu sebeple besin zincirine katilarak
bir¢ok canlida birikime sebep olmustur. Birikim sonucuna bagli olarak iireme toksisitesi
ve O0liim gergeklesmistir (Prezosi, 1998). Bir¢ok zararl etkisi oldugu i¢in organoklorlu
insektisitlerin kullanimi yasaklanmistir. Yaygin olarak karbamatlar ve organofosforlu
insektisitler kullanilmaktadir. Organofosforlu insektisitler cabuk pargalanir ve etki ettigi
organizmaya yiiksek toksisite gosterir. En belirgin ozelligi asetilkolin gibi etki

gostermeleridir. Asetilkolin esteraz enzimi ile etkilesime girerler ve boylece viicutta



asetilkolin pargalanamaz, sinapslarda birikimi artar sonucunda da sinirsel iletim durur.
Bu duruma “asetilkolin zehirlenmesi” denir. Bu birikim sonucunda etki ettigi
organizmada cizgili kaslarda kasilmalar, parasempatik sistemin asir1 ¢aligmasi, kan
basincinda artis gibi durumlar meydana gelmektedir. Karbamatli insektisit grubu
karbamik asit esterleridir. Organofosforlu bilesikler gibi bu grubun da temel toksisite
mekanizmasi asetilkolinesteraz ile etkilesime girmesidir. Gruplar arasindaki farkliliklar
yan zincirlerinde var olan yapisal farkliliklardan meydana gelir ve degisik
toksikokinetik ve toksikodinamik ozelliklerini meydana getirir. Karmabamath
insektisitlerin etkiledigi enzimin reaktive olma siiresi kisadir. Buna bagli olarak da
sebep oldugu akut zehirlenmeler sonucu gelisen kolinerjik sendrom kisa siirmektedir
(Ozkaya vd, 2013). Piretretinler pestisital aktiviteye sahip kurutulmus kasimpati
ciceginin  (Chrysanthemum  cinerariifolium) extrelerinden elde edilmislerdir.
Biyoyararlanim1 zayiftir ve hizli metabolize olur buna bagli olarak da diisiik memeli
toksisitesine neden olmaktadir. Guglii lipofilik ester yapiya sahiptir. Boceklere hizla
niifuz eder ve sinir sistemlerini felg ederler. Piretrinler sodyum kanallari iizerinde etki

ederek sinir sisteminin asir1 aktivitesine yol acar (Reigart & Roberts, 2013).

2008 yilinda Ulusal Zehir Damisma Merkezi'nin yayinladigi raporda tarim
ilaclarma bagli zehirlenmeye %47,7 insektisitler sebep olmaktadir. Bunlarinda %21 1
OP’lar, %18,5’i piretroidler olarak bildirilmistir (Ozcan & Ikinciogullari, 2009).
Insektisitlere iiretim esnasinda , formiilasyon hazirlama asamasindad, tasimada ve
uygulama esnasinda deri ve solunum yoluyla maruz kahnabilir ve mesleki
zehirlenmeler de olusabilmektedir. Pestisitler viicutta yagda depolanmalart ve yavas
olarak viicuda salinmalari nedeniyle kronik zehirlenmelere de sebep olur ve sinir
sistemini etkiler, karacigeri zarara ugratir, sersemlik, bayginlik, bas agrisi, konviilsiyon,
biling kaybi, cilt dokiintiileri, spermatogenezde bozulma ve tireme sistemi ile ilgili
toksik etkilere neden olmaktadir. Gebelik doneminde maruziyet olusursa bebekte

gelisim geriligi veya diisiiklere sebep oldugu gériilmiistiir (Ozkaya vd, 2013).



2.1.2. Thiacloprid

Thiacloprid, diinyada en ¢ok kullanilan pestisit gesit olan neonikotinoitlerin
grubundandir. (Z2)-N-{3-[(6-Chloro-3-pyridinyl)methyl]-1,3-thiazolan-2-yliden}
cyanamide kimyasal adina sahip insektisittir. Gilin 1518indaki yarilanma émrii 19 giin
olarak belirlenmistir ve dogada kaliciligi orta siirelidir. Plazmada en yiiksek
konsantrasyona maruziyetten 3-4 saat sonra ulagsmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucu
Thiacloprid’in; bobrek, karaciger, akciger, tiroid, dalak ve deri gibi organlar 6ncelikli
olmak {izere biitiin viicuda yayildigi belirlenmistir. 1990’1 yillarin basindan beri
kullanilan thiacloprid diger pestisitlere nazaran memelilere daha az zararlidir. Bocek
sinir sistemine daha fazla afinite gosterip nikotinoik asetil kolin reseptorlerine
baglanarak etkisi gosterir (Yong Zou vd, 2023). Bocegin sinir sisteminin asiri
uyarilmasina sinir sisteminin felce ugramasina, hiicre Sliimiine sebep olur. Yiiksek
verimlilikle bdceklerden koruma sagladigi i¢in karbamat ve orgonafosforlu
insektisitlerden daha cok tercih edilmistir ve 2014 yilinda kiiresel bocek ilact pazar
payinin ¢eyregini olusturmustur (Yong Zou vd, 2023). 2020 yilinda thiacloprid, aktif
madde olarak onayr AB komisyonu tarafindan kanserojen riski nedeniyle
yenilenmemistir. ABD Cevre Koruma Ajansi tarafinda iireme kategorisi olarak 1b
olarak siniflandirilmistir. Yasal diizenlemeler genel olarak akut toksisite degerlerine
bakilarak hazirlanmistir ancak c¢evrede kalicilik oranlarinin ve buna bagli muhtemel

kronik etkilerinin hafife alindig1 ortaya konulmustur.

Siganlar {izerinde yapilan ¢aligmalarada thiacloprid maruziyeti sonucu temel
hareket aktivitelerinde azalma, goz kapaginda dejenerasyon, g6z bebeklerinde
genisleme, arka ayaklarda kavrama giicii azalmasi, titreme ve seksiiel gelisimde
gecikme gibi etkilerin meydana geldigi belirtilmistir. Ayrica karaciger enzimlerinde
degisiklikler, viicut agirligi azalmasi, adrenal bez degisimleri, cilt ve gozlerde tahris,
hepatoselliiler hipertrofi, tiroid uyarici hormon seviyesinde artis, T3 ve T4 hormonlari
seviyelerinde degisimler, tiroit bezinin agirliginda degismeler, plazma iire seviyesinin
ve tiroksin baglama kapasitesinin yiikselmesi, nefes darligi, timiisiin kii¢iilmesi, retinal
atrofi, lens dejenerasyonu, 16kosit sayisinda artis seklinde degisiklikler tespit edilmistir.
Ayrica, Thiacloprid’in karsinojen oldugu ve farelerde yumurtalik tiimoriine sebep
oldugu tespit edilmistir. Insan maruziyeti sonucunda kadinlarda erkeklerden daha

yiiksek tespit konsantrasyonda kalint1 tespit edilmistir. Insan maruziyeti sonucunda



kadinlarda erkeklerden daha yiiksek konsantrasyonda kalinti tespit edilmis (Agvet,
2001). Zebrabalig1 karacigerinde yapilan ¢alismada 1,64 ve 0,82 mg/L olmak tizere iki
farkli konsantrasyonda Thiacloprid'e maruz birakilmis ve tedavi edilmeyen kontrol
grubuyla karsilastirilmustir. Iki thiacloprid ¢alisma grubunda da kontrol grubuna
oranlacd, daha fazla DNA hasar1 goriilmiistiir. Tek basina thiacloprid tedavi gruplari
karsilastirildiginda, 1,64 mg/L doz grubu 0,82 mg/L doz grubundan daha fazla hasar
gostermistir. Bu sonucta doza bagli olarak DNA hasarinin arttigini gostermistir (Tiirel
vd. 2023). Pestisit kullaniminin iyi tarim uygulamasi yontemiyle yapilan bir ortamda
polen ve nektarda Thiacloprid kalintisina oral yolla maruz kalan arilarin 20 dk boyunca
fel¢ oldugu, daha sonra iyilestigi gozlemlenmistir. Ayrica daha diisiik dozlarda arilarin
ogrenme performanslarinin diistiig kaydedilmistir (Kaila vd, 2023). Gelismekte olan
tavuk embriyolarina farkli dozlarda uygulanan Thiacloprid’in embriyo canliliginin
azalmasina, beyin agirliginin azalmasina ve beyin nérokimyasinda degisiklige sebep
olmustur. Daha diisiik dozlarda uzuv kusurlarina ve gelisimsel degisiklige sebep oldugu

gozlemlenmistir (Farag vd, 2022).

23 yasindaki bir erkek, etanol ile karistirilmis yaklagik 100 mL thiacloprid
siispansiyonunun kasten yutulmasindan 2 saat sonra acil servise bagvurmus; baslangigta
bulanti, kusma ve ajitasyon bildirmistir ve yuttuktan 2 saat sonra birden fazla jeneralize
tonik-klonik nobet atagi gelismistir ve ardindan 36 saat sonra hasta hayatini
kaybetmistir (Vinod vd. 2015). Ayrica deltamethrin ve thiacloprid karisimin insan
akciger fibroblast hiicrelerinde hiicre cogalmasi ve oksidatif stres lizerindeki etkilerini
inceleyen ¢alismada deltamethrin ve thiacloprid karisimi ve metabolitlerinin insan
akciger fibroblastlarinda GSH (glutatyon) seviyelerini azaltarak ve MDA
(malondialdehit) seviyelerini artirarak hiicre canliligim1 ve oksidatif stresi azaltarak
sitotoksisiteyi indiikleyebilecegini gostermistir  (Sekeroglu vd, 2020). Pestisitlerin
leydig hiicreleri lizerinde yaptig1 etkiyi arastiran bir calismada oksidatif stresin
indiiklendigi ve buna bagli olarak testis hiicre organellerinde iglev bozuklugu ve erkek
infertilitesinin indiikleme potansiyeli oldugu goriilmiistiir (Elsharkawy, 2021). Baska
bir calismada , Ulva lactuca'dan ekstrakte edilen PS'min sican iireme sisteminde
Thiacloprid tarafindan indiiklenen oksidatif strese karsi koruyucu etkilerini belirlemek
icin yapilmigtir. Calisma Thiacloprid’in fonksiyonel sperm parametrelerinde ciddi

bozukluklara neden oldugunu gostermistir. Ayn1 grupta kontrollere kiyasla antioksidan



aktivitelerde ve gen ekspresyonlarinda azalma gozlenmistir. Molekiiler veriler de
Thiacloprid uygulanan grubun testisinde ciddi bir DNA bozulmasi oldugunu
gostermistir.  Ayrica, Thiacloprid ile tedavi edilen grupta ciddi histopatolojik

degisiklikler goriilmistiir (Kammoun vd. 2017).

2.2. Erkek Ureme Sistemi

Erkek tireme sistemi dis genital ve i¢ genital organlar olarak ikiye ayrilmaktadir.
Dis genital organlar penis ve skrotum’dur. I¢ genital organlar ise testis, epididim,
funikulus spermatikus, duktus deferens (Vas deferens), glandula vezikuloza (glandula
seminalis) glandula prostatika (prostat), glandula bulbouretralis (cowper bezleri),
ejakiilat (semen), duktus ejakulatorius’tur. Erkek iireme sisteminin temel fonksiyonlar
gamet olusturma, gametler i¢in sivi olusturma, erkek cinsiyet hormonlarini {iretme,

cinsel birlesme, idrar eliminasyonudur (Guyton ve Hall, 2011)

Testis; skrotumda bulunur ve tunika vajinalis olarak bilinen peritoneal boslugun
dis cebi ile anteriyor ve lateral olarak kismen cevrilidir. Testisler embriyogenezis siiresi
boyunca abdominal kavitenin posterior duvarinda retroperitonel olarak yerlesim
gostermektedir. Testisler, distan ice dogru tunika vaginalis, tunika albugenia ve tunika
vaskiiloza olarak ii¢ tabaka ile sarilmiglardir. Seminifer tubulleri arasindaki bosluklar
kiiciik damarlar ve lenfatiklerle doludur. Bu intestinal aralik igerisinde erkek cinsiyet
hormonu olan testosteron hormonu salgilayan Leydig hucreleri bulunur. 20 pm
capindadir ve testosteron salgiladiklar i¢in kiigiik damarlarla yakin iliskide bulunurlar.
Seminifer tiibiillerde sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreler yer almaktadir. Sertoli
hiicreleri seminifer tubul icinde devamli bir epitel olustururlar ve ilizerinde FSH ve
testosteron reseptorleri bulunmaktadir. Sertoli hucreleri arasinda siki baglantilar vardir
bunlar kan-testis bariyerini olusturur. Gorevleri; gelisen spermatozoanin beslenmesini
saglama, spermiogenezin son asamasinda hiicrede biriken sitoplazmik artiklarinin
parcalanmasi, Andojen-baglayici proteinlerin iiretimini saglama ve inhibin salgilamaktir

(Haspolat vd, 2017).

Epididimis; kivrimli uzun, ince tiibiiler bir yapidir. Epididimisin bagindaki
hareketsiz dollenme yenetenigi olmayan Spermatozoalarin olgunlasarak oldukca
hareketli ve in vitro ortamda yumurtay1 dolleme yetenegine sahip olmasina yardimet
olur (Haspolat vd, 2017)
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Vas deferens; epididimisten sonra 40-50 cm uzunlugunda bir kanaldir.

Epididimisten spermatozay1 ve salgilar1 alir ve onlar1 prostata iletir.

Seminal vezikiil; liimeni ¢ok katli epitelle doseli tubuler yapili bezdir. Ejakulatin
biiyiik hacmini olusturur ve spermatozoa icin besleyici olan bu salgi bol miktarda

fruktoz igerir. (Ross ve Pawlina, 2016).

Prostat; seminal sivinin biiyiik boliimiinii olusturur. Prostat salgilar1 enzimlerce
zengindir. Bu enzimler semen vajinaya birakildiktan sonra semenin sivilagmasini
saglamaklar. Bu sivilasma; spermatozolarin viskdz yapidakis ejakulattan kendini serbest
birakmasina izin verir, serviks ve uterustan fallop tiiplerine hareket etmesini saglar.

(Haspolat vd, 2017)

Bulboiiretral bezler; cinsel uyarilma esnasinda kayganlastirici olarak gorev

yapan mukoz salgiy1 salgilar (Guyton ve Hall, 2011).

Pestisitlerin bir¢ok toksik etkisi bulunmaktadir. Ureme sistemi de bu
toksisiteden etkinlenmektedir. Insan erkegi nispeten diisiik dogurganliga sahiptir bu
nedenle yaygin laboratuvar hayvan1 model tiirlerden erkeklerin disiye kiyasla iireme
toksik maddelerinden daha fazla risk altinda olabilir (Working P. K., 1988).
Kimyasallarin iremeye toksik etkisi erkekte dis genital organlarin, ventral prostatin ve
meme basi dokusunun farklilagmasina kadinlarda meme kanseri insidansindaki artisa
sebep olur. Ayrica en dnemli toksik etki sonucu endokrin bozucu olarak ortaya ¢ikar
(Hoyer, 2001). Bir kimyasalin toksik etkilerini belirlemek igin in vivo ve in vitro testler
yapilir. In vitro testler daha hizli, kolay ve ucuz oldugu i¢in bu ¢alismada in vitro testler
calistlmigtir. Bir iirin genotoksik ise karsiyojenik olabilir bu sebeple genotoksisite
testleri yapilmaktadir. OKksitatif hasar yapiyorsa hiicrenin mitokondrisine zarar verir
DNA pargalanabilir ve hiicre oliimii gerceklesebilir. Buna bagl olarak da infertiliteye
sebep olabilir. Bunun i¢in oksidatif hasar tespiti yapilmaktadir. Hiicre par¢alanmasina
bagli olarak hiicre islevini yitirir ve anamoli olusur. Bunun tespiti i¢in apoptoz
indiikleme testi yapilmaktadir. Hiicre 6liimii ve hiicre fonksiyonun bozuldugunu tespit

etmek icin sitotoksisite testerli de yapilmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Aletler ve Gerecler

3.1.1. Kullanmilan Alet ve Cihazlar

Tablo 3. 1: Kullanilan Alet ve Cihazlar

Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet (15-300 pL)

Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik pipet (1-10 pL; 30-300 pL)

Eppendorf
Eppendorf

Ayarlanabilir otomatik pipet ( 0,1-2,5 uL; 0,5-10 pL; 10-100 uL; 20-200 uL; 100- 1000

uL)

Buzdolabi (+4 °C)

Derin dondurucu (-20 °C)

Derin dondurucu (-80 °C)

Dijital kamera (TEM Jeol-1011 ile bagl)
Elektroforez gii¢ kaynagi

Elektroforez tanki

Etiv

Faz-kontrast invert mikroskop

Floresan mikroskop

Hassas terazi

Karbondioksitli inkiibator

Laminar akimli kabin (Biyogiivenlik seviyesi 2)
Mikrodalga firin

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre
Otoklav

Otomatik hiicre sayma cihazi

Eppendorf
Arcelik
Argelik
Wisecry Daihan Scientific
Olympus-Veleta TEM Camera
Thermo Scientific (EC300 XL)
Thermo Scientific
Niive (ES 500)
Olympus (CKX4)
Olympus (BX 53)
Mettler (H20)
Thermo Scientific (Heracell 150i)
Tezsan
Beko
Biotek (Epoch)
Hirayama (HV-50L)

Luna (L10001-Logos



Bidistile su cihazi Millipore
Santrifiij

S1v1 azot tanki

Su banyosu

Spin santrifiij

Vorteks

Flowsitometri cihazi
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Gradient

Rotofix I
Cryopal
Memmert WB14
Labnet C1301B

Ika NC 28405
beckman coulter cytofle



3.1.2. Kullamlan Kimyasallar ve Kitler

Tablo 3. 2: Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Absolu alkol Sigma-Aldrich 32221
Dimetilsiilfoksid (DMSO) Biomatik A2424
Eagle’in minimum esansiyel besiyeri (EMEM) Wisent 320026CL
Fetal si1gir serumu (FBS) Wisent 095150

Fosfat tamponu (kalsiyum ve magnezyum i¢cermeyen) (PBS-CMF)
Wisent 311012CL
Fosfat tamponu (PBS) Wisent 311010CL
Dubelco’nun modifiye edilmis eagle besiyeri/F12 besiyeri (DMEM/F12)
Wisent 319010CL

Penisilin (100 U) / Streptomisin (100 ug/mL) ¢ozeltisi ~ Wisent 450201EL

Tripsin (1:250) Biomatic A4027
Sodyum dodesil siilfat Sigma-Aldrich L5750
Notral kirmizi Sigma Aldrich N7005
Thiacloprid Fluka 37905 ATCC

Mouse testosterone, T ELISA kit  Bioassay Technology Laboratory
Mouse GSH ELISA Kkiti Sun Red Bio
Mouse T-SOD ELISAQ kit Sun Red Bio

Horse serum wisent 065150
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3.1.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tablo 3. 3: Kullanilan Sarf Malzemeler

Falkon (10 mL, 50 mL) vida kapakl
Hiicre kiiltiir kab1 25 ve 75 cm?’lik, filtre kapakl
Kriyo vial 1,5 mL’lik, vida kapakl
Lamel 24, 48 mm

Mikroplaka 6, 24 ve 96 kuyulu

Ornek saklama kab1 100 6rneklik
Pastor pipeti 3 mL’lik, plastik, steril
Petri kutusu 7-10 cm ¢apinda, plastik
Pipet ucu 10, 300 ve 1000 pL’lik
Rodajh diiz kesme lam

Santrifiij tiibii 15 mL’lik, vida kapakl
Lateks eldiven

Nitril eldiven

Interlab
Nest
Axygen
Menzel
Nest
Interlab
Interlab
Nest
Axygen T
Menzel (M21201)
Interlab
Broche

Broche
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3.2. Hiicre Kiiltiira

3.1.4. Ortamin ve Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu ve Temizligi

Hicre kiiltiirii laboratuvarinda ¢alisrken ¢alisma alanlari ve laminar kabinin i¢i
diizenli araliklarla %70’lik alkol ile temizlendi. Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda
calismaya baglamadan Once ve galigma bittikten sonra ortalama 20 dakika laminar
kabinin UV lambalar1 agildi ve ortam sterilize edildi. Laboratuvarda caligirken tek
kullanimlik eldiven kullanildi ve farkli her ¢alismada farkli laboratuvar Onliiklerinin
kullanilmasina dikkat edildi.

3.1.5. Hiicre Dizilerinin Temini ve Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler
TM3 (CRL-1714) ve TM4 (CRL-1715) hiicreleri Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonu (ATCC) kurulusundan satin alindi. Hiicre dizileri -196 °C’de sivi azot

tanki i¢inde olan kriyo viallerin igerisinde saklandi.

Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda kullanilan tiim ¢ozeltiler laminar kabinin iginde
'steril ortamda hazirlandi. Cozeltilerin hazirlanmasi i¢in kullanilan su otoklavda 120
°C’de 15 dk steril edilerek saf su haline getirildi. Hiicreler i¢in kullanilan besiyerleri ve
PBS (1X) tampon ¢ozeltisi +4 °C’de muhafaza edildi ve besiyeri en fazla bir hafta
igerisinde kullanildi. Hazir inaktive edilmis FBS kullanildi. Eger FBS inaktive
edilmemis ise; 56°C” de 30 dk. Inkiibasyona birakilip inaktif hale getirildi. Daha sonra
0,22 um c¢apindaki steril filtreden gegirilerek sterilize edildi ve -20 °C’de muhafaza
edildi. Calismanin yapilacagi giin FBS 37 °C’de ¢oziindiiriilerek kullanildi. Cozeltiler
asagidaki gibi hazirland;

- PBS ¢ozeltisi (1X) hazirlama :

PBS ¢ozeltisi (10X)’dan 10 mL alinir lizerine 90 mL steril su eklenerek 100 mL

tamamlanir.
- Antibiyotik ¢ozeltisi hazirlama:

99 ml FBS’li medyum tiizerine 1 mL Penisilin/streptomisin (10000U/10000
pg/mL) antibiyotigi eklenir.

- Tripsin - EDTA ¢ézeltisi hazirlama oranlart:
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0,2 g Tripsin ve 0,04 g EDTA tartilir. 100mL PBS (1X) de ¢6ziindiiriilir.
- Hiicre stoklama besiyeri (DMSO ’lu)

ImL DMSO, 1ImL FBS ¢ozeltisi, 100puL Antibiyotik ¢ozeltisi (%1) ve 7,9 mL Hiicre

kiiltiirii besiyeri karigitirilir.
-TM3 ve TM4 hiicreleri igin besiyeri:

1,5 mL FBS ¢ozeltisi, 0,5 mL Antibiyotik ¢ozeltisi, 2,5 mL Horse serum karistirilir.
Uzerine ortalama 45,5 mL. DMEM/F-12 besiyeri eklenerek 50mL tamamlanir.

3.1.6. Hiicre Dizisinin Acilmasi ve Kiiltiire Edilmesi

Sivi azot tankinda buluna hiicreler ¢ikartirilarak 37°C’lik su banyosunda 1-2 dk.
bekletildi ve ¢o6ziindii. kullanilacak tiim malzemeler %70’lik alkolle temizlenerek
laminar kabinin i¢ine kondu. Hiicreler 15 mL’lik falkon tiipe konuldu tizerine 5 mL
serumlu besiyeri eklendi ve pipetajlama yapildi. Olusan hiicre siispansiyonu 1200
rpm’de (dakikadaki devir sayis1) 3 dk santrifiij edildi ve ilizerinde kalan siipernatant
uzaklastirildi. DMSO’nun toksik etkisinden kurtulmak igin bu islem iki kere yapildi.
Tiipte kalan hiicre pelletine 1 mL serumlu besiyeri eklendi tekrar pipetajlama yapildi.

Hiicre siispansiyonu igerisinde 7-10 mL serumlu medyum olan 25 cm?lik flasklara
ekildi. 37 °C’de, %5 karbondioksit (CO,) ve %90 nem igeren inkiibatérde 24 saat

inkiibasyona birakild.

3.1.7. Pasajlama

Hiicreler inkiibasyondan sonra faz-kontrast invert mikroskopta incelendi. Hiicre
yogunlugu %70 sikisik hale geldiyse kiiltiir devamliliginin saglanmasi igin pasajlama
yapildi ya da deneylerde kullanildi. Pasajlama islemi yapilirken Once siiprenatant
ortamdan uzaklastirildi. Tripsin aktivitesini azaltmasi ve serum protein kalintilarim
uzaklastirmak i¢in hiicreler PBS (1X) ile yikandi. Daha sonra yiizeye tutunan hiicrelerin
ayrilmasi i¢in kiiltlir ortamina tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi. 37 °C’de, %5 CO2’ oranl
inkiibatérde 5-10 dk bekletildi. Tutunduklar yiizeyden ayrilmis olan hiicrelerin {izerine
besiyeri eklendi daha sonra 15 mL falkon tiipe alindi. iginde hiicre siispansiyonu olan
falkon tiip 1200 rpm hizda 3 dk siire ile santrifiij edildi. Uzerinde kalan siipernatant

atild1 ve tizerine 2 mL besiyeri eklenerek siispande edildi. Kag¢ tane hiicremiz oldugunu
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belirlemek i¢in hiicreler hemasitometre laminda sayildi. Her kuyucukta yaklasik 103
hiicre/mL olacak sekilde i¢inde besiyeri bulunan flasklara koyuldu. Flasklar, %90 bagil
nem, 37°C 1sida %5 CO2’li inkiibatorde bekletildi. Hiicre dizisinin devamliliginin
korumak amaciyla pasajlama islemi haftada 2 kez yapildi. Hiicre kiiltiirinde herhangi
bir kontaminasyon vb risklere karsi hiicreler belli zaman araliklartyla dondurularak
saklandi. Bu saklama islemi; elde edilen hiicre pelletinin {izerine 1 mL hiicre stok
hazirlama besiyeri ilave edilmesi ve pastor pipeti pipetajlama yapilmasi devaminda
yaklasik 10° hiicre/mL olacak sekilde hazirlanan hiicre stoklarinin soguga dayanikli
kriyo viallere aktarilmasi ve sirasiyla -20 °C’de 30 dk, -80°C’de 16-24 saat bekletilmesi

sonrasinda sivi azot tankina kaldirilmasi asamalariyla gerceklestirildi.

3.1.8. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicre sayim1 hemositometre ile yapilir. Hemositometre, tizerinde tUi¢lii ¢izgilerle
birbirinden ayrilmig 9 biiyiikk kareden olusan yivler bulunan 6zel mikroskop lamidir.
Lamin {izerine 100 mikrolitre hiicre slispansiyonundan konur, lamel kapatilir. Daha
sonra 100mikrolitre tripan mavisi de eklenerek karistirilir. Olii hiicrelerin ¢epherleri
dagildig1 i¢in boya hiicre i¢ine girer ve mavi renge boyanir. Canli hiicrelerin i¢ine tripan
mavisi giremedigi i¢in mikroskopta kolaylikla goriiniir hale gelir. Sayim sekilde ki

karelerde yapilir. Hiicreler yiizde orani ile hesaplanir.

0.25
'l ! L
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Toplam hiicre sayis/mL = Sayim sonucu x Seyreltme faktori x 10* x Besiyeri

miktar1 (mL)

3.2. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksik; hiicre 6limiine neden olan demektir. Sitotoksisite arastirmalari, bir
maddenin sitotoksik potansiyelinin varliginin belirlenmesi igin yapilir. Hiicre temelli
sitotoksisite c¢alismalarinin uygulamas: kolaydir ve in vivo ¢alismalardan elde edilen
verilerle uyum gosterir. Bu sebeple hayvan deneylerine giizel bir alternatif olmustur.

Sitotoksisite testleri maruziyet sonrasi hiicrelerin canlilik orani hakkinda bize veri sunar.

3.21. MTT

MTT testi sar1 tetrazolium tuzunun canli hiicreler tarafindan mor renkli
formazan kristallerine indirgenmesine temeline dayanir. Bu deney canli hiicrelerin
mitokondrilerinde olusan dehidrojenazlarin  tetrazolium tuzunun (MTT) suda
¢oziinmeyen formazan kristallerine doniisiimii yoluyla hiicre canliligimi Slger. Suda
¢Oziinmeyen mor renkli formazan iirliniinii ¢6zlindlirmek i¢in ortama dimetil siilfoksit
(DMSO) eklenir. Hiicreler organik ¢6ziicii olan DMSO ile ¢6ziindiiriildiikten sonra
formazan ¢ozeltisine ait rengin siddeti 590 nm dalga boyunda spektrofotometre
yardimiyla 6l¢iiliir. MTT nin indirginmesi sadece metabolik olarak aktif olan hiicrelerde
olusur. Bu indirgenmenin seviyesi hiicrelerin canliliklariyla orantilidir (MTT Assay
Protocol for Cell Viability and Proliferation, 2024).

MTT ¢ozeltisi (5 mg/mL) hazirlanisi:

250 mg MTT, 50mL PBS (1X) de ¢6ziindiriildii. Cozelti karanlikta +4 de muhafaza
edildi.

96 Kuyulu mikroplakalara hiicreler her kuyuda yaklagik 100 pL’de 10*-10*
hiicre olacak sekilde dagitildi. Daha sonra 37 °C sicaklikta %5 CO2’li inkiibatérde 24
saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi1 ortamdaki siipernatant atildi ve kuyular
100 mL PBS (1X) eklendi. Uzerine taze serumlu besiyeri eklendi daha sonra
Thiacloprid ¢ozeltileri ortama eklendi. MMT testinde TM3 ve TM4 hiicreleri ign ayr1
ayrt; 165, 325, 750, 1000, 1250 1500, 2000, 2500 uM, maruziyet konstanstrasyonlari
belirlendi. 24 saat maruziyet yapildi. Kuyucuklara 20ul MTT ¢6zeltisi eklendi ve 2-3
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saat boyunca inkiibe edildi. Daha sonra iist faz atildi olusan mor renkli fromazan
kristallar1 ¢ozdiirmek i¢in ve 100 uL DMSO eklendi ve 150 rpm’de 5 dk. orbital
calkalayicida bekletildi. Cozeltide olusan renk 590 nm dalga boyunda absorbansi (690

nm referansa kars1) mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede 6lgiildii.

Negatif kontrol hiicrelerinde gozlenen absorbans degeri (optik dansite, OD)
%100 canliliga esdeger olarak kabul edilir. Enzim aktivitesindeki inhibisyon derecesine
gore Thiaclopride maruz kalan hiicrelerdeki 6lim orani negatif kontroliin yilizdesi

seklinde hesaplanir.

% inhibisyon konsantrasyonu (IC) = 100 — (ort. OD madde X 100 / 0rt.OD negatif
kontrol)

Calismada sitotoksik etki potansiyelleri hicrelerin %50 canlilik gosterdigi
inhibisyon konsantrasyonu olan ICso iizerinden degerlendirildi. Oliim-konsantrasyon

0l¢ii egrisi olusturuldu ve 1Csg degeri bu egri {izerinden hesaplandi.

3.2.2. NRU TESTI

Hiicrenin canlilig1 nétral kirmizi (Neutral red) boyasimi tutabilme kapasitesi ile
Olciilmesine dayanir. Canli hiicreler nétral kirmiziyr lizozomlarinda tutabilir 6li
hiicreler ise lizozomlarda tutamaz ve boya dagilir. NRU degerinin diigiikk olmast ile

maddenin sitotoksisite potansiyeli orantilidir (Rodrigues vd, 2023).
Notral kirmizist stok ¢ozeltisi (10 mg/mL) hazirlanmast:

100 mg Notral kirmizist boyast 10 mL besiyeri i¢inde ¢oziindiiriildii. Seliiloz asetat

filtreden gecirildi ve pargalara ayirilarak -20 °C’de saklandi.
Nétral kirmizist ¢aligsma ¢ozeltisi (100 ug/mL) hazirlanmasi:

100 pL noétral kirmizist boyast ana stok ¢ozeltisi alinir tizeri 10 mL besiyeri ile

tamamlanir.
Cozme soliisyonu (%50 etil alkol, %1 asetik asit)

4,21 mL etil alkol , 80 pL asetik asit ve 3,71 mL steril su karistirilir.



20

Hiicreler 96 Kuyulu mikroplakalara yaklasik 10* - 10* hiicre/100 uL/kuyu
olacak sekilde eklendi. 37 °C sicaklikta %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat siire ile
bekletildi. Inkiibasyon sonras1 ortamdaki siipernatant atildi. Kuyucuklar 100 uL PBS
(1X) ile yikandi. Daha sonra besiyeri eklendi ve Thiacloprid ¢ozeltileri dozlar1 ;165,
325, 750, 1000, 1250 1500, 2000, 2500 uM olacak sekilde ortama eklendi. 24 saatlik
maruziyet uygunlandi ve her kuyucuga 100 uL nétral kirmizisi galisma c¢ozeltisi
eklendi. Canli hiicrelerin boyay1 i¢ine almasi amaciyla 37 °C sicaklikta %5 CO:’li
inkiibatorde 3 saat bekletildi. Icinde nétral kirmizi olan besiyeri uzaklastirildi ve her
kuyu 100 pL ilik PBS ile 3 defa yikanmasi sonrasi 100 pL ¢6zme soliisyonu eklendi.
Mikroplakalar orbital calkalayicida tamamen karigsmasi i¢in 150 rpm’de 5 dk siire ile
calkalandi. Cozeltiler 570 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometre (Epic) ile
Ol¢iildii. Negatif kontrol olarak Thiaclopride maruz birakilmamis hiicreler benzer

sekilde muamele gordii.

Boyanin hiicre igine alinma ve depolanma miktarina bagh olarak gozlemlenen
absorbans degeri %100 canliliga esdeger olarak kabul edildi. Degerlendirme ICso

tizerinden gerceklestirildi.

3.3. GENOTOKSISITE COMET ile degerlendirilmesi

Genotoksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapist gibi hiicrelerin genetik
materyalinde ortaya ¢ikan hasari tanimlayan terimdir. Genotoksisite i¢in yapilan testler
kimyasal maddelerin genetik materyalde olusturdugu zarar1 belirlemek igin

olusturulmustur.

DNA hasarini tespit etmede en pratik ve kolay yollardan biri comet yontemidir.
Kisa siirede sonu¢ alinmasi, ekonomik olmasi diger yontemlere gore daha ¢ok tercih
edilmektedir. Diger adiyla tek hiicreli jel elektroforezi olan comet yontemi; hiicrelerin
izolasyonu sonras1 lizis c¢ozeltisinde bekletilmesi ve DNA’nin aciga ¢ikarilmasi
temeline dayanir. Daha sonra hiicre DNA’lar1 elektroforez cihazi ile yiiriitiilir daha

sonra boyanir. Negatif ylikli DNA parcalarinin elektrik alanda anota dogru go¢ ederek
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kuyruklu yildiza benzer goriintii olusturur ve goriintiiler florasans mikroskopu ile Comet

Assay IV, Perceptive Instruments, Suffolk, UK programui ile degerlendirilir.
Stok Lizis ¢ozeltisi hazirlanisi,

146,19 (2,5M) NaCl, 37,2g 100 mM EDTA ve 1,2 g 10 mM Tris karigtirilir. Uzeri

1000 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanir.
Stok 100ug/mlEtidyumBromiir(EB)g¢ozeltisi

5 mg EBr iizeri 50 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanir.
Nétralizasyon tamponu

48,59 0,4 M Tris tizeri 1000 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanir.

TM3 VE TM4 hiicreleri 12 kuyucuklu hiicre plakalarma ortalama 10° hiicre/ pl
civarinda olacak sekilde ekildi. Thiacloprid iki hiicre i¢inde 50, 250 ve 500 uM
konsantrasyonlarinda uygulandi.Hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildi. Sonra her
kuyucuktaki besiyeri uzaklastirildi ve PBS (1X) ile yikandi. Daha sonra iizerine %0,2
tripsin 0,5 mL eklendi ardindan hiicreler topland1.1200 rpm hizda, 4°C’de 3 dk santrifiij
edildi, tist kisim uzaklastirtlip hiicreler 100 pl PBS ile yikandi sonra tekrar santrfiij
edildi. Ortalama 50 pl hacminde hiicre siispansiyonu diisiik erime noktasi olan 100 pl
agar ile karistirildi ve ilizeri normal erime noktali agarla kapli olan lamlara lamel ile
yayildi. Agorozun donmasi i¢in 10 dk buzdolabinda bekletildi. sonra lamel lamin
tizerinden alindi. Lamlar lizis ¢Ozeltisine dizildi ve karanlikta 4°C 1 saat bekletildi. saat
sonunda lamlar soguk distile suyunda 5 dk bekletilerek yikandi. Daha sonra lamlar
icinde alkali tampon ¢6zeltisi olan elektroforez tankina yerlestirildi 20 dk bekletildi.
Ardindan 25 volt, 300 miliamper 20 dk elektroforez islemi uygulanarak DNA’larin
anoda dogru yiirimesi saglandi. Islem sonunda lamlar soguk distile su ile yikandi.
Notralizasyon tamponunda 4 °C de 10 dk bekletildi. Lamlar kuruduktan sonra iizerine
EtBr’den 100ul damlatilip lamel kapatildi. Negatif kontrol olarak Thiaclopride maruz
birakilmamis hiicreler ayni prosediirle hazirlandi. Pozitif kontrol olarak ortalama 100
uM hidrojen peroksit (H20:) kullanildi. ETBr ¢ozeltisi ile boyanan 6rnekler floresan
mikroskopta 40x10 biiyiitme ile Comet Assay IV, Perceptive Instruments, Suffolk, UK
yazilimi vasitasiyla analiz edildi. Her lamimn farkli bolgelerinden toplam 100-200 hiicre

sayildi. Degerlendirme i¢in kuyruktaki DNA yogunluk yiizdesi kullanildi.
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3.4. Apoptoz indiikleme

Kit igerigi su sekildedir; 0,5 mL Anneksin V-FIT C, 1 mL Propidium iyodiir
ve 30 mL Anneksin V baglayic1 tamponu. 6 kuyulu mikroplakalara yaklasik 2,5x10°
hiicre/2 mL/kuyucuk yogunlugunda hiicre ekildi. 37 °C’de %5 CO:’li ortamda 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra siipernatant atildi ve kuyular 1 mL PBS (1X) ile
yikand1. Uzerine besiyeri eklendi ve daha sonra 50, 250, 500, 750 pM Thiacloprid
cozeltileri kuyulara eklendi. 24 saat maruziyete birakildi. Pozitif kontrol i¢in 100 uM
H202 3saat boyunca maruziyete birakildi. Daha sonra siipernatant ayri bir tiipe alindi,
kuyular 2 mL PBS (1X) ile 2 defa yikand1 ve tizerine % 0,2’lik tripsinden 1 mL eklendi.
Olusan hiicre siispansiyonu grubun tiipiine eklendi ve 1200 rpm’de 3 dk mikrosantrifiij
edildi. Daha sonrasi 2 defa 1 mL PBS (1X) ile yikandiktan sonra tekrar her yikamada
1200 rpm’de 3 dk siire ile santrifiij edildi. Hiicreler ImL 1X baglayict tampon ile
yikandi. Tekrar 1200rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Ardindan 100 pL hiicre siispansiyonu
tistiine 5 pL. Anneksin V-FTIC ve 10 pL PI eklendi 15 dk karanlikta oda sicakliginda
bekletildi. Flowsitometri cihazi kullanarak O6l¢iimleri alindi. Negatif kontrol olarak
Thiacloprid’e maruziyeti yapilmamis hiicreler ayni sekilde analize hazirlandi. Sonuglar
toplam hiicre miktarinin yiizdesi olarak degerlendirildi. Sonuca gore canli hiicreler
Annexin V-FITC (-)/ Propidium Iyodiir (-), erken apoptik hiicreler Annexin V-FITC
(+)/ Propidium Iyodiir (-), ge¢ apoptik hiicreler Annexin V-FITC (+)/ Propidium Iyodiir
(+), nekrotik hiicreler ise Annexin V-FITC (-)/ Propidium Iyodiir (+) seklinde deger

gosterir.

3.5. Oksitatif Hasar Olusturma

Hiicrede enerji iiretimi i¢in oksijen kullanilir. Mitokondri oksijen kullanirken
reaktif oksijen tiirlerini agiga ¢ikarir. Bu tiirler serbest radikal olarak da adlandirilir. Her
enerji iiretimi sirasinda, endojen ve eksojen ajanlarla da serbest radikaller meydana
gelebilir. Olusan bu serbest radikaller hiicrelerde protein, lipid, DNA ve karbonhidratla
ile reaksiyona girebilir ve oksidatif DNA hasar1, mutajenite, karsinojenite gibi zararlara

yol acar.
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3.5.1. ROS Testi

6 kuyulu mikroplakalara yaklasik 2,5x10° hiicre/2 mL/kuyucuk yogunlugunda
hiicre ekildi. 37 °C’de %5 CO-’li ortamda 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
siipernatant atild1 ve kuyular 1 mL PBS (1X) ile yikandi. Uzerine besiyeri eklendi ve
daha sonra 50, 250, 500, 750 uM Thiacloprid ¢ozeltileri kuyulara eklendi. 24 saat
maruziyete birakildi. Pozitif kontrol igin 100 uM H.0- 3saat maruziyete birakildi. Daha
sonra siipernatant ayr1 bir tiipe alindi, kuyular 2 mL PBS (1X) ile 2 defa yikandi ve
tizerine %0,2’lik tripsinden 1 mL eklendi. Olusan hiicre siispansiyonu grubun tiipiine
eklendi ve 1200 rpm’de 3 dk mikrosantrifiij edildi. Daha sonrasi 2 defa 1 mL PBS (1X)
ile yikandiktan sonra tekrar her yikamada 1200 rpm’de 3 dk siire ile santrifiij edildi.
Ardindan hiicreler peleti 100 ul PBS icinde siispanse edildi ve 10 pL DCFH2-DA 20
UM soliisyonu ile boyandi, 30dk 37 °C karanlik ortamda bekletildi. Boyama sonunda
santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Daha sonra BSA (%]) ile yikandi ve
flowsitrometre ile analiz edildi. Sonuglara goére RFU (relative fluorescence units) degeri

ROS olusum potansiyelini gosterdi.

3.5.2. MDA Testi

MDA hiicre oksitadif strese ugradiginda hiicre ¢eperindeki lipit yapinin
bozunmasiyla ortaya ¢ikan son {liriin kimyasallardir. ELISA kit araciligiyla deney
yapildi. Bu deneyde her konsantrasyon i¢in 3 tekrar calisildi. Hiicre siispansiyonu 3000
rpm hizda 20 dk santrifiij edildi. Standart ¢ozeltiler kit protokoliine seyreltilerek toplam
5 adet hazirlandi. Daha oOncesinden hazirlanmis olan tane Ornegimiz var. Kitin
icerisindeki kuyucuklara oOrneklerimizden 40 pl eklendi ve Ornekler lizerine kitin
icersinden c¢ikan MDA- antibody c¢ozeltisinden 10 upl eklendi. 5 kuyucuga da
hazirladagimiz standart ¢ozeltilerden 50 pl eklendi. 1 kuyucuk blank olarak kullanildi.
Ardindan hazirlanan tiim kuyucuklara 50 pl streptavidin HRP eklendi ve 60 dk 37 °C de
inkiibatorde bekletildi. Siire sonunda kuyucuklari bosalttildi ve 150 pl yikama
sollisyonu ile 5 defa yikandi. Yikama sonrasi kuyucuklara sirastyla 50 pl A maddesi 50
ul B maddesi eklendi. 10 dk 37 °C de inkiibasyona birakildi. Daha sonra {izerine 50 ul
stop c¢ozelti eklenerek 10 dk icersinde 450nm’de Plat reader (Epoch, Biotek,
Almanya).cihazda absorbans degerleri okutuldu. Standartél¢i egrisine gore

absorbanslara kars1 degerlendirildi.
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3.5.3. GSH Tayini

Glutatyon (GSH) ii¢ amino asitten olusan bir tripeptittir: glutamin, sistein ve
glisin. Hiicrelerde bulunan ve onlart oksidatif stresten ve serbest radikallerin,
peroksitlerin ve agir metallerin neden oldugu hasardan korumaya yardimci olan 6nemli
bir antioksidandir. Deney ELISA kit araciligiyla yapildi Bu deneyde her konsantrasyon
icin 3 tekrar calisildi. Hiicre siispansiyonu 3000 rpm hizda 20 dk santrifiij edildi.
Standart ¢ozeltiler kit protokoliine seyreltilerek toplam 5 adet hazirlandi. Daha 6nceden
hazirlanmis olan tane Ornegi bulunmaktadir. Kitin igerisindeki kuyucuklara
orneklerimizden 40 pl eklendi ve Ornekler iizerine kitin igersinden ¢ikan MDA-
antibody c¢ozeltisinden 10 pl eklendi. 5 kuyucuga da hazirladagimiz standart
cozeltilerden 50 pl eklendi. 1 kuyucuk blank olarak kullanildi. Ardindan hazirlanan
tim kuyucuklara 50 ul streptavidin HRP eklendi ve 60 dk 37 °C de inkiibatorde
bekletildi. Siire sonunda kuyucuklart bosalttildi ve 150 ul yikama soliisyonu ile 5 defa
yikandi. Yikama sonrasi kuyucuklara sirasiyla 50 pl A maddesi 50 pl B maddesi
eklendi. 10 dk 37 °C de inkiibasyona birakildi. Daha sonra {izerine 50 pl stop c¢ozelti
eklenerek 10 dk igersinde 450 nm’de Plat reader (Epoch, Biotek, Almanya) cihazda
absorbans degerleri okutuldu. Standartdlgii egrisine gore absorbanslara karsi

degerlendirildi.

3.5.4. T-SOD Degerlendirmesi

Total superoksitdismiitaz (SOD) tayini ELISA kit araciligiyla yapildi. Bu
deneyde her konsantrasyon i¢in 3 tekrar caligildi. Hiicre siispansiyonu 3000 rpm hizda
20 dk santrifiij edildi. Standart ¢ozeltiler kit protokoliine seyreltilerek toplam 5 adet
hazirlandi. Daha Oncesinden hazirlanmis olan tane Ornegimiz var. Kitin icerisindeki
kuyucuklara 6rneklerimizden 40 ul eklendi ve 6rnekler i{izerine kitin icersinden ¢ikan
MDA- antibody ¢ozeltisinden 10 pl eklendi. 5 kuyucuga da hazirladagimiz standart
cozeltilerden 50 pl eklendi. 1 kuyucuk blank olarak kullanildi. Ardindan hazirlanan
tim kuyucuklara 50 pl streptavidin HRP eklendi ve 60 dk 37 C de inkiibatorde
bekletildi. Siire sonunda kuyucuklart bosalttildi ve 150 ul yikama soliisyonu ile 5 defa
yikandi. Yikama sonrasi kuyucuklara sirasiyla 50 pl A maddesi 50 pul B maddesi
eklendi. 10 dk 37 °C de inkiibasyona birakildi. Daha sonra tizerine 50 pl stop c¢ozelti
eklenerek 10 dk igersinde 450nm’de Plat reader (Epoch biotek, almanya).cihazda
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absorbans degerleri okutuldu. Standartdlgii egrisine gore absorbanslara karsi

degerlendirildi.

3.6. TESTOSTERON Olg¢iimii

Testosteron leydig hiicreleri tarafindan tiretilir. Bu nedenle testosteron seviyesi
Olctimii sadece TM3 hiicre grubunda tayini yapilmaktadir. ELISA Kit igerigindeki
kullanilacak ¢ozeltiler hazirlandi. Her 6rnek 3 kere c¢alisildi. Orneklerimizden 50 ul
kuyucuklara konuldu tizerine 50 pl antijen eklendi. 60 dk 37 °C %5 CO2 ortamda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar bosaltildi. 150 pl yikama cozeltisiyle 5
defa yikandi. Yikama sonrasi kuyucuklara 50 pl HRP ¢ozeltisi eklendi ve tekrar 60 dk
37 °C %5 CO2 ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast kuyucuklar bosaltildi. 150 ul
yikama ¢ozeltisiyle 5 defa yikandi. Yikama sonrasit kuyucuklara sirasiyla 50 pl A
maddesi 50 pul B maddesi eklendi. 10 dk 37 °C de inkiibasyona birakildi. Daha sonra
tizerine 50 pl stop ¢ozelti dokiilirek 450nm’de Epoch marka cihazda absorbans
degerleri okutuldu. Standart egresi hazirland1 ve absornbansar1 kullanarak testosteron

konsantrasyonlar1 hesaplanda.

3.7. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini Bradfort testi protokoliine gore yapildi. Bu test, Coomassie
Brilliant Blue boyasinin proteinlere baglanma yetenegine dayanir. Boya, baglanmamis
haldeyken agirlikli olarak katyonik bir formda (kirmizims: kahverengi renk) bulunur.
Boya proteinlere baglandiginda, mavi olan anyonik bir forma gecer. Bilinmeyen
numunelerdeki protein konsantrasyonunu belirlemek icin, sigir serum albiimini (BSA)
gibi standart bir proteinin bilinen konsantrasyonlar1 kullanilarak bir standart egri

olusturulur.

96 kuyucuklu mikroplakalarda bulunan 200 pL. BSA standardi {izerine 10 pL
hazirlanan boya ¢ozeltisi eklendi. BSA’l1 standart ¢ozeltiler 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 ve
1,0 pg/ul olacak sekilde hazirlandi. 37 C’de 5-10 dk inkiibe edildi daha sonra
mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede 595 nm’de 6l¢iim yapildi.
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Bilinmeyen numunelerin  absorbans degerleri daha sonra protein
konsantrasyonlarini1 hesaplamak i¢in standart egri ile karsilastirildi. Her bir 6rnek igin
protein miktar;, BSA standart ¢dzeltileri ile hazirlanan 6l¢gii egrisine gore. 10* hiicrede

bulunan protein miktar1 pg olarak hesaplandi.

3.8. Istatiksel Anlamlilik Testi

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS 23.0 for Windows paket
programi kullanilarak tek yonlii varyans (ANOVA) analizi (Post Hoc-Tukey ve Dunnet
testi) uygulandi. p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Standart

egriler dogrusal regresyon analizi yapilarak saptandi.
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4. BULGULAR

Calismada insektisid grubunda yer alan Thiacloprid maddesinin erkek iireme
hiicresi olan TM3 ve TM4 hiicrelerinde sitotoksik etkisi (MTT, NRU testleri ile),
genotoksik etkisi (comet testi ile), oksidatif hasar ve apoptoz olusturma potansayeli in

vitro olarak arastirildi.

4.1. TM3 VE TM4 Hiicre dizilerinde sitotoksisite degerlendirilmesi

Thiacloprid’in  TM3 ve TM4 hiicre dizileri {lzerine sitotoksik etki
potansiyelleri;165, 325, 750, 1000, 1250 1500, 2000, 2500 uM konsantrasyon
miktarinda Thiacloprid maruziyeti sonrast MTT ve NRU testleri ile degerlendirildi.
MTT ve NRU sitotoksisite testleri ile elde edilen sonuglar asagidaki sekillerde

gosterilmistir.

4.1.1. MTT testi ile degerlendirilmesi
MTT deney protokolii dogrultusunda 6liim oranlari belirlendi. TM3 hiicresi ICso
336,7 uM olarak, TM4 hiicresi ICso degeri 1761,1 uM olarak belirlenmistir. Her iki

hiicre i¢inde 6liim oran1 doza bagimli olarak artmustir.
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Sekil 4. 1: TM3 Hiicre hattinda MTT testi ile sitotoksisite degerlendirilmesi
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Sekil 4. 2: TM4 Hiicre hattinda MTT testi ile sitotoksisite degerlendirilmesi

4.1.2. NRU testi ile degerlendirilmesi
Notral red uptake testi protokolii dogrultusunda 6liim oranlar1 degerlendirildi. NRU

sonuglarma gére TM3 hiicresi ICso 1795,82 uM olarak belirlenmistir. NRU sonuglarina
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gore TM4 hiicresi 1Cso 984,25 uM olarak belirlenmistir. Her iki hiicre i¢in de 6lim

orani artan dozlarda artig géstermistir.
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Sekil 4. 3: TM3 Hiicre hattinda NRU testi ile sitotoksisite degerlendirilmesi
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Sekil 4. 4: TM4 Hiicre hattinda NRU testi ile sitotoksisite degerlendirilmesi



Tablo 4. 1: TM3 ve TM4 Hiicrelerinde NRU ve MTT testler ile sitotoksisite

degerlendirilmesi
Konsantrasyon NRU Oliim orani (%) MTT Oliim orani (%)
M) i3 TM4 T™3 TM4
165 26,98 31,59 45,08 16,39
325 33,28 37,79 47,02 20,69
750 31,67 40,28 58,24 40,41
1000 29,49 42,83 60,38 45,44
1250 37,93 56,66 66,81 46,54
1500 41,45 63,52 67,39 47,78
2000 58,00 82,14 74,22 51,31
2500 63,77 76,01 77,53 56,60
I1Cs0 (UM) 1795,82 984,25 336,70 1761,10

4.2. TM3 ve TM4 Hiicre dizilerinde Genotoksisite degerlendirilmesi

TM3 ve TM4 hiicre dizisi iizerine genotoksik etkisi 50, 250 ve 500 puM
konsantrasyonlarda maruziyeti takiben comet testi araciligiyla degerlendirildi. Sonuglar
asagidaki gibidir. TM4 hiicresinde doza bagimli olarak artan DNA hasara meydana

gelmis ancak TM3 hiicresinde DNA hasart dozdan bagimsiz olarak meydana

gelmemistir.
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Tablo 4. 2: TM3 ve TM4 hiicrelerinde DNA hasar olusturma potansiyeli.

Konsantrasyon (uLM) Kuyruk yogunlugu
TM4 | NK 4,60812
50 7,942071*
250 9,697282*
500 9,642876*
PK 6,968022*
TM3 | NK 0,82802
50 2,64141*
250 5,628184*
500 1,25316*
PK 8,515057*
* p<0,05

4.3. TM3 ve TM4 Hiicre dizilerinde Apoptoz indiikleme degerlendirilmesi

32

Thiacloprid’in TM3 ve TM4 hiicre dizisi lizerine apoptoz hasar olusturmasi

farkli konsantrasyonlarinda degerlendirildi. TM4 hiicresinde apoptoz olusumu ortalama

2 kat artmig, TM3 hiicresinde ise doza bagimli olarak apoptoz olusumu artmistir.

Tablo 4. 3: TM3 ve TM4 apoptoz indiikleme potansiyeli

Konsantrasyon (uM) Apoptoz (Kontrole gore kat artis)

TM4 TM3
NK 1 1
50 2,121 1,222
250 2,889 1,776
500 2,165 1,859
750 2,374 3,923
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Sekil 4. 8: TM4 hiicresinin apoptoz indiikleme potansiyeli
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44. TM3 ve TM4 Hiicre dizilerinde Oksidatif Hasar olusturma ptensyeli
degerlendirilmesi

Thiacloprid’in TM3 ve TM4 hiicre dizisi iizerine oksidatif hasar
olusturmasi1 50, 250, 500, 750 uM konsantrasyonlarda maruziyeti ELISA
aracilifiyla tayin edilmesi suretiyle gerceklestirildi. Sonuglar asagidaki gibidir.
TM3 hiicresinde doza bagli olarak oksidatif hasar artig gostermistir. TM4

hiicresinde dozdan bagimsiz oksidatif hasar gozlenmistir.

4.4.1. ROS indiikleme potensyeli degerlelndirilmesi
24 saat boyunca farkli konsantrasyonlara (50 — 750 uM) maruz birakilan
TM3 ve TM4 hiicrelerinde ROS seviyeleri Olgililiip kontrole gore kat artis
hesaplandi. Sonuglara gore her iki hiicre hattinda herhangi anlamli artisa ve azalisa

neden olmamustir. Sonuglar Tablo 4.4’te sunulmustur.

Tablo 4. 4: Thiacloprid ’in TM3 ve TM4 hiicre dizilerinde ROS indiikleme potansiyeli

Konsantrasyon (uM) Kontrole gore kat artis
T™M3 TM4
NK 1 1
50 0,94 1,01
250 0,96 1,11
500 0,97 1,05
750 0,83 0,85
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Sekil 4. 9: Thiacloprid’in TM3 hiicresinde ROS olusturma potansiyeli
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Sekil 4. 10: Thiacloprid’in TM4 hiicresinde ROS olusturma potansiyeli
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4.4.2. MDA, GSH ve T-SOD seviyeleri degerlendirmesi

Yapilan degerlendirme sonucu MDA diizeyi TM3 hiicresinde > 1,2 kat artis,
TM4 hiicresinde anlamli bir sonug¢ gozlenmemistir. GSH diizeyinde TM3 hiicresinde <
2 kat artis daha sonra doza bagimli olarak bu kat artisinda azalma meydana gelmistir ve
TM4 hiicresinde doza bagli olarak > 50 kat azalma meydana gelmistir bu azalma doza
bagli olarak devam etmistir. SOD diizeyinde TM3 hiicresinde 50 uM
konsantrasyonunda artmis 250 uM da 7,4 kat azalmis ve 50 uM konsantrasyonunda
1,06 kat azalmistir ve . TM4 hiicresinde > 0,6 kat artis gézlenmistir.
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Sekil 4. 11: MDA standart egrisi
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Sekil 4. 12: GSH standart egrisi
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Sekil 4. 13: T-SOD standart egrisi

Tablo 4. 5: Thiacloprid’in farkli konsantrasyonlarina 24 saat boyunca maruz birakilan

TM4 ve TM3 hiicrelerindeki oksidatif stres indiiklemesi

Konsz?ﬁfsyon MDA (ug /g protein) | GSH (ng /g protein) | SOD (ug /g protein)
TM3 TM4 TM3 TM4 TM3 TM4
50 2697,07 383,33 35652,77 | 493,86 2298,30 |1411,68
250 4246,82 |5291,98 |21496,49 |415,08 182,53 1947,50
500 3943,64 |2647,01 |18544,71 |372,50 1266,17 |1310,61
NK 2222,48 |3108,03 |17280,53 |26403,15 |1354,70 |2319,78

4.5. TM3 Hiicresinde Testosteron Ol¢iimii

Kit ile tedarik edilen standarti kullanarak standart egrisi hazirlanmistir (sekil
4.14). Kitin protoklii Orneklere uyglandiginda ve hazirlanan stndart 6l¢li egresi
kullnarak orneklerdeki testosteron seviyeleri pM olarak hesaplanmistir. Orneklerde
hiicrelerin sayis1 farkli olabilmesi hesaplara katarak sonuclarimizi pg/ g protein olarak
hesaplanip tekrarlarin ortalamalar1 gosterildi (Tablo 4.9). Thiacloprid’intTestosteron
seviyesinde azalmalara neden olmustur, kontrole gére bu azalma konsantrasyona bagh

bir sekilde arttigin1 ve 22,1 — 33,3 % arasinda oldugunu tespit edilmistir.
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Sekil 4. 14: Testosteron tayini standart egrisi

Tablo 4. 6: Thiacloprid’e maruz kalan TM3 hiicresinde testosteron miktari
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Konsantrasyon (uM) Testosteron (ug/ g protein)
50 880,86*
250 767,95*
500 755,18*

NK 1130,83
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5. TARTISMA

Pestisitler tiriin verimliliginde ne kadar iyi sonuglar veriyor olsa da dogru doz ve
metod kullanilmamasina bagl olarak ortaya ¢ikan olumsuz etkiler kaygi olusturmustur.
Thiacloprid Neonicotinoid grubuna ait bir pestisit tiirtidiir. Kullanimma bagli ortaya
¢ikan olumsuz etkiler Thiacloprid hakkinda daha fazla arastirma yapilmasina ihtiyag

oldugu goriinmiistiir.

Insektisid grubuna dahil olan Klorpirifos (CPF)’un zebra baligi hiicrelerine
yaptig sitotoksik etkiyi arastiran ¢aligmada, yaptiklari in vivo testlere dayanarak, LCso
18,03 pg/L olarak hesaplanmistir. Baliklarin LCso degerinin 1/10'una (1,8 pg/L) ve
1/5'ine (3,6 pg/L) CPF maruz brirakilarak incelenmistir. CPF'nin subletal
konsantrasyonlarina maruz birakilan baliklarda ve solungac hiicrelerinde (DrG)
morfolojik degisiklikler gozlenmistir. MTT ve NR deneylerinin sonuglari, 96 saatte
CPF'ye maruz kalan hiicrelerin hayatta kalmasinda onemli bir diisiis oldugunu
gostermistir. Ayrica ROS iiretiminde (DrG hiicreleri) ve enflamatuar, proapoptotik ve
apoptotik genlerin ekspresyonunda 6nemli degisiklikler bulunmustur. (Abdul Wazith
vd, 2024).

Lambda-cyhalothrin (LCT) ve Karate® mikroformiilasyonu (%25 a.i.) insektisid
grubunda yer alan tarim ilaglaridir. Bu ilaglarin ¢in hamster yumurtalik (CHO-K1)
hiicreleri lizerindeki genotoksisitesi ve sitotoksisitesi agisindan analiz edilen ¢alismada,
genotoksisiteyi test etmek igin sitokinez-blok mikroniikleus sitomu (CBMN-cyt) ve
alkali tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) deneyleri yapilmistir. Sitotoksisiteyi tahmin
etmek icin nétr kirmizi alimi (NRU), siiksinik dehidrogenaz aktivitesi (MTT) ve
apoptojenik indiiksiyon kullanilmistir. Her iki bilesik de 0,1-100 pg/mL konsantrasyon
araliginda analiz edilmistir. Kiiltiirler 10 ve 100 pg /mL'lik en yiiksek konsantrasyonlara
maruz birakildiginda sadece Lambda-cyhalothrin (LCT) mikroniikleus (MN) sikliginda
onemli bir artisga neden olmustur. LCT ile 10 ve 100 pg/mL'de maruziyet yapilan
kiiltiirlerde NDI'de (Niikleus Béliinme Indeksi) belirgin bir diisiis gdzlenmistir. Karate®
hem canli hiicre oraninin hem de siiksinik dehidrogenaz aktivitesinin inhibisyonuna

neden olmus ve maruziyetten 24 saat sonra apoptozu tetiklemistir. Alkali tek hiicre jel
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elektroforezi (SCGE) , Karate®'in LCT'ye gére genotoksik etkileri indiiklemeye daha
yatkin oldugunu gostermistir ( Laborde vd, 2023).

Bu tez ¢aligmasinda 165, 325, 750, 1000, 1250, 1500, 2000, 2500 uM maruziyet
konstanstrasyonlarinda 24 saat maruziyet yapildi. TM3 hiicresi i¢in ICsp 336,7 uM,
TM4 hiicresi ICso degerini 1761,1 uM olarak bulundu.

Thiacloprid’in erkek Wistar siganlarmin iireme sistemi {izerindeki olumsuz
etkilerini arastiran bir ¢alismada otuz saglikli erkek sigan ve kontrol grubu 56 giin
boyunca agizdan disik (22,5 mg/kg) ve yiiksek dozda (62,1 mg/kg) thiacloprid
uygulanmistir. Thiacloprid, viicut agirligint ve bagil testis agirligini, ayrica sperm
kalitesini (sayi, hareketlilik, canlilik ve morfoloji) doza bagli olarak onemli Olciide
(p<0,05) azaltmistir. Bu ¢alismada yapilan comet testi sonucuna gore testis dokusunda

DNA parcalanmast olmus ve ilireme fonksiyonunda bozulma meydana gelmistir.
(Mahmoud, 2023).

Thiacloprid’in zebra baligi karacigerinde potansiyel DNA hasarin1 comet
yoluyla tespit eden bir calismada 21 giin boyun 1,6 ve 0,82 olmak {izere 2 farklh
konsantrasyonda maruziyet yapilmis ve doz uygulanmamis grupla karsilastirilmistir. 21
giiniin sonunda Thiacloprid uygulanan gruplarda DNA hasar1 gozlemlenmistir. Artan
Thiacloprid dozajinin karaciger dokusunda daha fazla DNA hasarina neden oldugunu

gostermistir ( Tiurel vd, 2023).

Thiacloprid’in tam kan sigir kiiltiirleri iizerindeki olasi1 genotoksik etkisi,
kromozomal anormallikler, mikroniikleuslar, kardes kromatid degisimleri, DNA hasar1
ve apoptotik DNA parcalanma analizleri kullanilarak aragtirtlmistir. Tam kan hiicreleri
ekimin son 24 ve 48 saatinde thiacloprid'e (30, 60, 120, 240 ve 480 pg/mL) maruz
birakilmistir. Kardes kromatid degisimlerine yansiyan replikasyon hasar1 géz oniine
alindiginda, her iki dondrde de 24 saat boyunca onemli artiglar gozlenmis (120480
pg/mL; p<0,01 veya p<0,05). Comet testinde 2 saatlik maruziyet sonrasinda istatistiksel
olarak anlamli DNA hasar1 gozlenmistir (240 ve 480 pg/mL; p<0,05, p<0,01). DNA
elektroforetik ayrimi, Thiacloprid’in ge¢ apoptotik etkisini dogrulamamistir. Mitotik
indeks, sitokalasin ile bloke edilmis proliferasyon ve proliferasyon indeksleri gibi ek

degiskenlerdeki azalma, Thiacloprid’in sirasiyla hiicre proliferasyonunu etkileyerek
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ve/veya inhibe ederek sitotoksik/sitostatik etkileri indiikleme ve sirasiyla hiicre

dongiisiinii etkileme yetenegini gostermistir (Galdikova vd, 2019).

Insan periferik kan lenfositlerinin, in vitro olarak insektisitlerin farkl
konsantrasyonlarina maruz birakildigi c¢alismada genotoksik ve sitotoksik etkiler,
alkalin kuyruklu yildiz ve tripan mavisi boya dislama analizleri kullanilarak
degerlendirimistir. DNA  hasar1 iki  genotoksisite  parametresi  kullanilarak
degerlendirilmistir : kuyruk uzunlugu ve kuyruklu yildiz frekansi. 2,8 10 ila 1,7 10 3
M imidacloprid (Gaucho 70 WS ) ; 0,6 10 ' ila 1,4 10 - M Thiacloprid (Calypso
480SC), ; 2 saat siireyle 1,2 10 ! ila 9,5 10 ' M klotianidinin’e (Poncho) maruz
birakilmistir, konsantrasyona bagl bir iliskiyle DNA hasarinda 6nemli bir artisa neden
olmustur. 2,0 x 10 M imidacloprid (Gaucho 70 WS ) , 2,0 x 10 M Thiacloprid
(Calypso 480SC), 1,07 M Klotianidinin (Poncho) ‘e maruz kalan hiicrelerde sitotoksisite
gozlenmistir. Ayrica 3,3 x 10 M imidakloprid (Gaucho 70 WS ), 2,8 10 M
Thiacloprid (Calypso 480SC) ve 1,42 M klotianidinin (Poncho) dozunda hiicre 6liimii
meydana gelmistir (Calderon-Segura vd, 2012).

Bu tez calismasinda 50, 250 ve 500 puM dozlarda 24 saatlik Thiacloprid
maruziyeti yaparak comet testi uygulandi. Test sonucuna gore DNA hasari tespit edildi.
Ancak artan dozlarda TM4 hiicresinde hasar artmis, TM3 hiicresinde dozdan bagimsiz

olarak DNA hasar1 artmustir.

Yiiksek sicakligin ekotoksisite modeli Daphnia magna'da asetamiprid (ACE) ve
Thiacloprid’in (Thia) toksisitesini degistirme potansiyeli arastiran bir c¢alismada;
CYP450 monooksijenazlarin (ECOD), ABC tastyici aktivitesinin (MXR) ve olay
hiicresel reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 {iretiminin modiilasyonu, standart 21 °C
ve yiikseltilmis 26 °C sicakliklarda ACE ve Thia'nin subletal konsantrasyonlarina (0,1-,
1,0 uM) akut (48 saat) maruz kalmanin ardindan prematiire daphnidlerde taranmistir.
Akut maruziyetlerin gecikmeli sonuglari, 14 giinliik iyilesme siiresi boyunca izlenen
daphnidlerin iireme performansina dayali olarak degerlendirilmistir. ACE ve Thia'ya 21
°C maruz kalma, ECOD aktivitesinde orta diizeyde indiiksiyon, MXR aktivitesinde
belirgin inhibisyon ve daphnidlerde ciddi ROS asir1 iiretimi ortaya ¢ikarmigtir. Yiiksek
termal rejimde, uygulamalar ECOD aktivitesinin Onemli 0Olgiide daha diisiik

indliksiyonu ve MXR aktivitesinin inhibisyonu ile sonuglanmistir, bu da
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neonikotinoidlerin bastirilmis bir metabolizmasina ve daphnidlerde daha az bozulmus
membran tagima aktivitesine isaret etmektedir. Yiiksek sicaklik tek basina, kontrol
daphnidlerinde ROS seviyelerinde ii¢ kat artisa neden olurken, Neonicotinoid
maruziyeti {izerine ROS asir1 tiretimi daha az vurgulanmistir. ACE ve Thia'ya akut
maruziyet, daphnidlerin tiremesinde de Onemli diisiislere neden olmus ve cevresel
olarak ilgili konsantrasyonlarda bile gecikmeli sonuglara isaret etmistir. Hem maruz
kalan daphnidlerdeki hiicresel degisiklikler hem de maruziyet sonrasi iireme

ciktilarindaki azalmalar meydana gelmistir (Acs vd, 2023).

Zebra baliklarinda (Danio rerio) su kaynakli Thiacloprid (0,4, 4 ve 40 uM) ile
21 giin boyunca in vivo veya 412,9 uM ile 24 saat boyunca in vitro ¢alisma iizerine
fenotipik tepkilere ve toksisite mekanizmalarina arastirilmistir. [n vivo olarak,
Thiacloprid’nin siddetli oksidatif strese, hepatik anormalliklere, alanin aminotransferaz
ve aspartat aminotransferaz sizintisina ve apoptoza neden oldugu bulunmustur. RNA-
sekanslama analizi, Thiacloprid maruziyeti altinda p53 sinyal yolunun aktivasyonunu
gostermistir. Yapilan in vitro ¢alisma, Thiacloprid zehirlenmesinin reaktif oksijen
tiirlerine (ROS) baghh p53 sinyal yolunu aktive ettigini ve zebra baligi karaciger
hiicrelerinde hepatotoksisiteye neden oldugunu gostermistir. P53 inhibitorii pifithrin-a
(10 uM) ilavesi, oksidatif stresi azaltarak ve p53 sinyal yolunu ve apoptozu inhibe

ederek Thiacloprid kaynakli hepatotoksisiteye karsi koruma saglamigtir (Xie vd, 2022).

Biz bu tezi yazarken TM3 ve TM4 hiicre dizisi lizerine oksidatif hasar
olusturmasini degerlendirmek i¢in 50, 250, 500, 750 uM konsantrasyonlarda maruziyeti

uyguladik. Test sonucunua gore oksidatif hasar meydana gelmistir.

Thiacloprid tarimsal verimlilikte ne kadar faydali olsada karsinojenik olmasi
thtimali, lireme sistemine ve endokrin sistemine kronik toksik etki olusturmasi
nedeniyle TM3 ve TM4 hiicresi lizerine sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirildi.
Comet, Ros, NRU, apopotoz indiikleme testleri ile degerlendirilmistir. Elde edilen
verilere gore Thiacloprid TM3 hiicresine TM4 hiicresine oranla daha sitotoksik etki

gostermistir.
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6. SONUC

Giiniimiizde thiacloprid’in tarimda zararlilarla miicadelede fazla kullanildig
bilinmekte ancak yeteri kadar iizerinde ¢alisma yapilmadig1 goriilmektedir. Thiacloprid
ile ilgili yapilan c¢alismalarin ¢evre ve insan sagligi agisindan toksik etkilerden

korunmak i¢in biiylik 6nem tagimaktadir.

Tez ¢alismasinda elde edilen bulgularda Thiacloprid’in sitotoksik ve genotoksik
etkiye sahip oldugu goriinmektedir. Bu sonuglar g6z Oniine alinarak thiacloprid
kullanilirken gerekli tedbirlerin alinmas1 gerektigine ve daha ¢ok arastirmasi yapilmasi

gerektigine dikkat ¢ekecegine inanilmaktadir.
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