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OZET

Kiling, A. (2015). Neonikotinoid Grubu Insektisidlerin Sitotoksik Etkilerinin
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Toksikoloji
Anabilim Dal1. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Tarimsal tiretimde, hasat sonrasi depolamada 6nemli miktarlarda iiriin kaybina
neden olan, iirlin kalitesini olumsuz yonde etkileyen bitki hastaliklari, zararlilar ve
yabanci1 otlarla miicadelede en etkili yontem olmalari, ekonomik sekilde iiretilmeleri ve
kullanimlarinin kolay olmasi tarim ilaglarinin (pestisit) siklikla tercih edilmelerinin
sebebidir. Ancak iireticilerin daha fazla ve kaliteli iiriin elde edebilmek i¢in gereginden
fazla pestisit tiikketmeleri, bilingsiz ve hatali uygulamalar, gida maddelerinde yiiksek
diizeyde pestisit kalintilarina sebep olmaktadir. Yapilan arastirmalarda, pestisitlerin
sinir sistemini etkileyici, endokrin sistemi bozucu kronik toksik etkileri yani sira
mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etkilerinin de s6z konusu olabilecegi rapor
edilmistir. Neonikotinoitler yeni grup insektisitler olup, ¢esitli haserelerin kontroliinde
kullanilmaktadir. Neonikotinoitler sistemik 6zellikte olup, genellikle boceklerin santral
sinir sistemini etkiler, paralize ve Olime sebep olur. Neonikotinoitler tohumlarin
korunmasinda kullanildiginda ¢evrede kalici olabilir ve bitkilerin nektar ve polenlerinde
kalint1 olarak yerlesebilir. Bu 6zellikleri arilar ve diger polen tasiyicilar i¢in bir risk
olusturabilir ve boylelikle ¢evre sagligina zararh etkileri bulunabilir. Yiiksek Lisans Tez
calismasinda siklikla kullanilan neonikotinoit grubu insektisitlerden asetamiprid,
klotianidin, imidakloprid, thiakloprid, tiyametoksam’in insan hepatoseliiler karsinoma
(HepG2) ve norblastoma (SH-SYSY ) hiicre dizileri lizerine 24 ve 48 saat maruziyetleri
sonucu MTT ve NRU testi kullanilarak sitotoksik etki potansiyelleri degerlendirildi.
SH-SYS5Y hiicrelerinde 24 ve 48 saat maruziyet sonucu neonikotinoitlerin 1Csy degerleri
0,65 - > 4 mM olarak belirlenirken, HepG2 hiicrelerinde ise ICsy degerleri 0,40 - > 4
mM olarak belirlendi. Neonikotinoitlerin SH-SYSY hiicrelerine kiyasla HepG2
hiicreleri {izerine sitotoksik etkisinin daha fazla oldugu gozlendi. Tez g¢alismasindan
elde edilen sonuglarin, sitotoksik etkiye sahip olduklari tespit edilen neonikotinoit grubu
insektisitlerin insan ve g¢evre sagligi lizerine toksik etkileri ile ilgili aragtirmalarin
cogaltilmasi ve kullanimlar1 konusunda gerekli tedbirlerin alinmasi hususlaria dikkat

cekecegine inanilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Neonikotinoitler, HepG2 hiicreleri, SH-SYS5Y hiicreleri
MTT testi, Notral kirmizisi testi

Bu ¢aligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 50347.
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ABSTRACT

Kiling, A. (2015). Investigation of Cytotoxic Effects of Neonicotionid Insecticides.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Pharmaceutical

Toxicology. Master Thesis. Istanbul.

Due to low cost and easy to apply, the use of pesticides have been preferred in
combating with plant diseases, pests and weeds which cause loss of significant amounts
of the product or product quality at postharvest storage and agricultural production
times. Because of unconscious, incorrect applications of pesticides by manufacturers at
harvest, close to harvest period, consumption of pesticides more than need to get more
and high quality products, high levels of drug residues are found on foodstuffs. Recent
studies show that besides chronic toxic effects such as affecting nervous system,
disrupting endocrine system, there are mutagenic, teratogenic and carcinogenic effects
have been reported. Neonicotinoids are relatively new type of insecticide, used in the
last 20 years to control a variety of pests. Neonicotinoids are systemic and share a
common mode of action that affect the central nervous system of insects, resulting in
paralysis and death. Neonicotinoids can also be persistent in the environment, and when
used as seed treatments, translocate to residues in pollen and nectar of treated plants.
The potential for these residues to affect bees and other pollinators remain uncertain.
Thus they can have harfmful effects on environmental health. The aim of this Master
Thesis investigation of the possible cytotoxic effects of common neonicotinoid
insecticides (acetamiprid, clothianidin, imidacloprid, thiacloprid, thiamethoxam) on
hepatocellular carcinoma and neroblastoma cells by using MTT and NRU methods. It is
shown that ICsy values of neonicotinoids in SH-SYSY cells in the range of 0,65 - > 4
mM, while in HepG2 cells in the range of 0,40 - > 4 mM after 24 and 48 h exposure.
HepG2 cells are more sensitive to cytotoxicity of neonicotinoids than SH-SYSY cells. It
is believed that these obtained results, will draw attention to expand researches on toxic
effects of neonicotinoid insecticides which are identified as cytotoxic for human and
environment health. And also to take necessary precautions for usage of these

compounds.

Key Words: Neonicotinoids, HepG2 cells, SH-SYS5Y cells, MTT test, Notral red uptake
test
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1. GIRIS VE AMAC

Bitkiler, bocekler, bakteriler, mantarlar ve diger organizmalar ¢evrenin dogal bir
pargasidir. Bazilar1 bir¢cok yolla insanlara fayda saglamakta bazilar1 ise zararh
olabilmektedir. Bu durumda zararliyr kontrol altinda tutmak gerekir. Bu zararhlari
kontrol etmek i¢in kullanilan en yaygin metodlardan biri pestisit kullanimidir.
Pestisitler, Cevre Koruma Ajanst (EPA, ‘Environmental Protection Agency’) tarafindan
herhangi bir zararliy1 uzaklastirmak, azaltmak, baskilamak ya da bozmak i¢in kullanilan
bir madde ya da madde karisimi olarak tanimlanmaktadir. Pestisit, kimyasal bir madde
ya da viriis ve bakteri gibi biyolojik ajan olabilmektedir (EPA, 2006). Pestisitler,
sentetik olarak iretildigi gibi dogal kaynaklardan da elde edilmektedir. Pestisitler,
amacma uygun olarak uygun dozlarda ve kosullarda kullanildiklarinda oldukca
yararlidirlar. Fakat yanlis ve asir1 dozlarda kullanimi hem insan sagligina zarar
vermekte, hem de c¢evre kirliligini arttirarak diger canlilari da olumsuz ydnde
etkilemektedir. insanlar dogrudan ya da dolayli olarak pestisite maruz kalabilmektedir.
Ozellikle, pestisit uygulanmis meyve ve sebzeleri tiiketen insanlar yiiksek oranlarda
pestisite maruz kalmaktadirlar. Pestisitlerin viicuda girig yollar1 agiz, deri ve solunum
yoluyla gerceklesmektedir (Nesheim ve ark.2005). Son yillarda yapilan arastirmalarda
pestisitlerin kalinti yoluyla alinmalart durumunda sinir sistemini etkileyici, endokrin
sistemi bozucu gibi kronik toksik etkilerinin yani sira (Gilden ve ark., 2010; McKinlay
ve ark., 2008) 16semi (Brown ve ark., 1990; Blair ve Zahm, 1995), mesane kanseri (Viel
ve Chalier, 1995), non-hodgkin’s lenfoma (Waddel ve ark., 2001), pankreas kanseri (Jii
ve ark., 2001) ve parkinson (Jenner, 2001) gibi kanser ve genetik hastaliklara yol ag¢tig1
rapor edilmistir. Ayrica, Garcia ve ark. (1998) tarafindan, pestisitlere maruz kalan anne-
babalarin cocuklarinda dogustan gelen bozukluk (teratojenik etki) riskinin arttigi
bildirilmistir.

Pestisitlerin ayni tiirlerinin genis Ol¢lide ve yillarca kullanimi birgok bdcek
populasyonunun bu kimyasallara kars1 hassasiyetini kaybederek direngli hale gelmesine
neden olmustur. Bu yiizden kullanilan pestisitlerin devamli olarak yenilenmesi
gerekliligi ortaya c¢ikmustir. Bunun sonucu olarak organoklorlu ve organofosforlu
insektisitlerin uygulanmasi zamanla azalmis ve onlara alternatif olarak diisiik

konsantrasyonlarda yiiksek aktiviteye sahip ve c¢evre icin daha az risk tasiyan



neonikotinoitler artan bir hizla kullanilmaya baslanmistir (Kovganko ve Kashkan,

2004).

Neonikotinoit grubu insektisitler nikotin tiirevleri olup, N-nitroguanidinler
(imidakloprid, tiyametoksam, dinotefuran, ve klotianidin) ve N-siyanoaminidler
(asetamiprid ve tiyakloprid) olarak siniflandirilirlar (Bolboaca ve Jaentschi, 2005).
Neonikotinoit grubu insektisitler, diinyada oldugu gibi Tirkiye’de de bir¢ok iiriiniin
korunmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu grup insektisitlerin tohum kaplamada
diisiik miktarlarda kullanilmasi, tasinmasi, uygulanmasi, depolanmasi, maliyetinin
diisiik olmasit ve tohum fidelerinde son derece etkili olmasi bakimindan diger

insektisitlere gére daha {istiin oldugu belirtilmektedir (Van Duyn, 2004).

Neonikotinoitler, hem memelilerde hem de boceklerde post-sinaptik membranda
nikotinik asetilkolin reseptore (nAChR) baglanirlar ve agonist olarak etki gosterirler
(Tomizawa ve Casida, 2003; 2005). Neonikotinoitler, boceklere karsi yiiksek toksisiteye
fakat memelilere ve sucul organizmalara karsi1 diisiik toksisiteye sahip insektisitlerdir
(Kiriyama ve ark., 2003). Ciinkii neonikotinoitlerin memelilerdeki nikotinik asetilkolin
reseptore (nAChR) ilgisi boceklerdekinden daha diisiiktiir (Tomizawa ve Casida, 2003;
Nishiwaki, 2003). Neonikotinoitlerin nAChR’lerine baglanma bélgelerindeki ve nAChR
alt tlinitelerindeki yapisal fakliliklar bu farkli ilgiden sorumludur (Casida ve Quistad,

2004).

Neonikotinoitler, tim diinyada hayvan saglig1 ve {irliin korunmasinda kullanilan
en yeni insektisit grubu olup (Casida ve Quistad, 1998), EPA tarafindan 2. ve 3. sinif
toksinler grubunda simflandirilmistir (EPA, 2003; WHO, 2009). Son yillarda
neonikotinoit grubu pestisitlerin kullanimina kisitlamalar getirilmistir. Avrupa Birligi
Komisyonu arilar lizerindeki negatif etkileri ortadan kaldirmak amaciyla neonikotinoit
grubu klotianidin, imidakloprid ve tiyametoksamin 1 Aralik 2013’ten itibaren
kullaniminm1  kisitlamistir  (http://www.tarim.gov.tr/ABDGM/Belgeler/AB%20UY UM/
bulten/14.pdf).

Neonikotinoitlerin tarimsal miicadelede faydalarinin yani sira karsinojenik risk
tagtyabilmesi, karaciger, hormonal ve lireme sistemi iizerine kronik toksik etkiler
olusturmasi (Colosio ve ark.,2005) nedeniyle tez calismasinda siklikla kullanilan
neonikotinoit grubu insektisitlerin  (imidakloprid, tiyametoksam, klotianidin,

asetamiprid ve thiakloprid) insan hepatoseliiler karsinoma (HepG2) ve ndroblastoma



(SH-SYSY ) hiicreleri {izerindeki sitotoksisite potansiyellerinin [3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-i1)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] (MTT) ve noétral kirmizis1 alimi (NRU) testleri ile
degerlendirilmesi amaclanmistir. Bdoylelikle neonikotinoit grubu pestisitlerin ¢esitli
sistemlerde sitotoksisitelerinin arastirilmas: ile bu grup maddelerin toksisite
calismalarina katkida bulunulmasi insan ve g¢evre sagligi agisindan risklerinin

degerlendirilmesinde 6nem arz etmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pestisitler

Pestisitler, tarimdaki verimliligi artirmak amaciyla zararlilari uzaklagtirmak,
azaltmak, baskilamak ya da bozmak i¢in kullanilan kimyasal madde ya da madde
karisimlaridir. (EPA, 2006). Pestisitler, kullanildiklar1 zararlilara, zararlilara etki
sekillerine, etken maddesine gore degisik sekillerde siniflandirilmaktadir (Wood, 2010).

Miicadele edilen zararli grubuna gore siniflandirma sekli Tablo 2-1°de gdsterilmistir.

Tablo 2-1: Pestisitlerin miicadele edilen zararhya gore simiflandirilmasi (Wood, 2010).

Pestisit grubu | Etkili oldugu
zararh grubu

Insektisit Bocekler Organik fosforlular (Malatiyon)

Organik klorlular (Endosiilfan)

Karbamatlar (Karbaril)

Sentetik piretroidler (Sipermetrin)

Benzoil tireler (Klorfluazuron)

Neonikotinoitler (Asetamiprid)

Digerleri (Amitnaz, Avermektinler, Dietil-m-toluamid)
Herbisit Yabani otlar Fenoksi bilesikleri (MCPA)

Karbamatlar (Klorprofam)

Ure bilesikleri (Diiiron, Liiiron)

Stilfonil tireler (Klorsiilfiiron)

Anilinler (Trifluralin)

Amidler ve Anilidler (Asetoklor)

Benzoik asitler (Dikamba)

Fungisit Mantarlar Benzimidazoller (Karbendazim)

Piperazinler (Triforin)

Strobilurin bilesikleri (Florokzastrobin)

Morfolin bilesikleri (Dimetomorf)

Pirimidinler (Etirimol)

Triazoller (Prokloraz, Tebukonazol, Triadimefon,

Triadimenol)
Rodentisit Kemirgenler Bradifakoum, Komaklor, Cinko fosfiir
Nematosit Bitki Kadusafos, Dazomet, Dikloropropan

parazitleri

Pestisit kullanimi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir. Onceleri bitkilerin
korunmas1 dogal kaynakli organik ve inorganik maddeler ile yapilmaktaydi. II. Diinya

savasindan sonra sentetik pestisitlerin iiretiminin artmasi ve bu maddelerin tarimsal



tiretimde verimliligi yiikseltmesi sebebiyle pestisitlerin yogun olarak kullanilmasinin
oniinii agmustir. {1k olarak organofosforlu insektisit olan tetraetilpirofosfat (TEPP) 1938
yilinda Bernard Shrader tarafindan kesfedilmistir. ilk organoklorlu insektisit olan
diklorodifeniltrikloroetan (DDT) ise 1874 yilinda sentezlenmis, 1939 yilinda Paul
Miiller tarafindan insektisit Ozelligi kesfedilmistir. (Worthing, 1987). 1940’lardan
baslayip 1970’li yillara kadar DDT yaygin olarak kullanilmistir. Ancak bu pestisitlerin
kullanimi zararlilar1 kontrol altina alirken ayni zamanda faydali organizmalarin da
ortadan kalkmasia sebep olmus, DDT ile kontamine yemleri yiyen balik, kus ve
memelilerin zarar gérmesine neden olmustur. Amerika Birlesik Devletleri’'nde 1973

yilinda DDT kullanimi1 yasaklanmistir (Martin, 1996).

Pestistlerin kullanimi bir taraftan tarimsal verimi arttirirken diger taraftan
bilingsiz ve hatali kullanimi dogrudan veya dolayli yollarla insan ve cevre sagligi
sorunlarint beraberinde getirmektedir. Pestisitler tavsiye edilen dozlarin iizerinde
kullanildiklarinda, gereginden fazla sayida ilaglama yapildiginda, gerekmedigi halde
birden fazla ila¢ karistirilarak kullanildiginda veya son ilaglama ile hasat donemi
arasinda birakilmasi gereken siireye uyulmadigi durumlarda gida maddelerinde fazla
miktarda kalint1 birakabilirler. Yiiksek dozda pestisit kalintist iceren gidalarla beslenen
insanlarda ve ¢evredeki diger canlilarda akut veya kronik zehirlenmelere neden
olabildikleri gibi, 0Ozellikle baz1 iirlinlerde aroma ve kalite degisimleride

olusturabilmektedirler (Heming ve ark., 1954).

Pestisitlerin viicuda giris yollar1 oral yol, deri yolu ve solunum yoluyla
gerceklesmektedir (Nesheim ve ark., 2005). Dogada tiim insanlar dogrudan ya da
dolayl olarak pestisitelere maruz kalabilmektedir. Bunlardan en ¢ok pestisit iiretiminde
ve uygulamasinda ¢alisan isgiler ile pestisit uygulanmis meyve ve sebzeleri tiikketen
insanlar yiiksek oranlarda pestisite maruz kalmaktadirlar. Ayn1 zamanda, pestisitlerin
kullanim1 ¢esitli canlilarin zarar gérmesine sebep olmakta ve bu canlilar ile beslenen
diger canlilarin da olumsuz etkilenmelerine yol acarak besin zincirinde kirilmalara

neden olmaktadirlar (Delen ve ark., 2005).

2.1.1. Insektisitler
Insektisitler, giiniimiizde tarimsal arazilerden yiiksek verim elde edebilmek
amaciyla yogun bir sekilde kullanilmaktadir ve pestisitler icinde yaygin olarak

kullanilan gruplardan birini olusturmaktadir. Insektisitler kimyasal yapilarina ve etki



mekanizmalarina gore farkli gruplar altinda smiflandirilirlar. Bu gruplar baslica;
organoklorlu insektisitler, organofosforlu insektisitler, karbamatlar, piretroitler ve

neonikotinoit grubu insektisitlerdir.

Organoklorlu insektisitler, genellikle karbon-hidrojen igeren organik maddelerin
(alifatik veya aromatik) klorlanmasiyla elde edilir (Giindiiz, 1998). Bu sekilde formiile
edilmis insektisitler, kimyasal stabiliteleri ve yagda c¢oziintrliiliikleri yiiksek,
biyotransformasyon ve yikimlar1 yavas, ugucu ozellikleri az olan insektisitlerdir. DDT
basta olmak iizere bazi klorlu hidrokarbonlar, tarim ve saglik programlarinda uzun
stireli kaliciliklar1 ve diger bilesiklere kiyasla daha az akut toksisiteye neden
olmalarindan dolay1 yaygin olarak kullanilmislardir. Ancak ¢evrede kaliciliklari sonucu
besin zincirine karisip ¢evre sorunlarina yol agtiklari i¢in kullanimlar1 yasaklanmistir

(Echobichan, 1996; Marrs ve Dewhurst, 2000).

Kuslar basta olmak tizere bir¢ok canlida bobrek, karaciger, sinir sistemi gibi
dokularda pestisit birikimine bagli 6liimlere sebep olduklar1 belirlenmistir. Oliimle
sonuclanmayan durumlarda ise iireme sisteminde toksik etki gdstermislerdir (Preziosi,

1998; European Commission, 1999).

Birgok zararli etkilerinden dolay1r organoklorlu insektisitlerin kullanimi T.C.
Tarim Koyisleri Bakanlig1 tarafindan yasaklanmistir. Bundan dolay1 diger insektisit
gruplarindan karbamatlar ve organofosforlu insektisitler daha yaygm bir sekilde

kullanilmaya baslamistir (Kaya ve ark., 1998).

Organofosforlu insektisitler, cabuk parcalanan ve yiiksek toksisiteye sahip
fosforik asit tiirevleridir. Organofosforlu insektisitlerin en 6nemli 6zellikleri asetilkolin
gibi davranarak asetilkolin esteraz enzimi ile etkilesime girmeleridir. Asetilkolin
pargalanamadigi i¢in sinapslarda asetilkolin birikimi artar ve sinirsel iletim durur.
Sonucta “asetilkolin zehirlenmesi” denilen olay goriiliir. Asetilkolin artig1 sonucunda
cizgili kaslarda kasilmalar, parasempatik sistemin asir1 ¢aligmasi, kalbin uyarilmasina

bagli olarak kan basincinda artis ve felg gibi durumlar gozlenmektedir.

Karbamat grubu pestisitler, karbamik asidin organik esterleri veya tuzlardir.
1925 yilinda yapisi tespit edilmis ve 1935 yilinda da sentezi yapilmistir. Karbamatlar,
bazi Ozelliklerinden dolay1r organofosforlu insektisitlere benzerler fakat iki yoniiyle
farklilik gostermektedirler. Birinci 6zellik asetilkolin esteraz enzimi ile kompleks

olusturabilen bazik 6zellikte bir azot grubu tasimalaridir. Organofosforlu insektisitlerde



bu grup bazik Ozellikte degildir. Bu durumda iyonize olabilecekleri i¢in bdceklerin
kutikulasina ve sinirlerin kilifina gecis yetenekleri ©6nemli derecede azalma
gostermektedir. Tkinci 6nemli fark ise, asetilkolin esteraz inhibisyonu esasina dayanan
etkilerinin hizli sekilde geri doniisiimlii olmasidir (Yavuz ve Sanli, 1999). Karbamat
insektisitlerinin asetilkolin esteraz inhibisyonu kendiliginden ve hizli sekilde geri

dontistimli oldugu icin toksik etkisi kisa siirelidir (Lima ve ark., 1991).

Piretroit grubu insektisitlerin kullanimi1 1880°1i yillarda Pyrethrum cinsine ait
baz1 bitkilerin ¢iceklerinin 6giitiilmesi ile elde edilen piretrum ekstratindaki piretrin
maddesinin insektisit olarak kullanilmasi ile baglamistir. I. ve II. piretrin bu ekstratin
%73’nli  olusturmaktadir. Dogal piretrumlarin insektisit olarak bir¢cok avantajlar
bulunmaktadir. Bu avantajlari; genis spektrumlu olmalari, memelilerde zehirliliklerinin
thmal edilebilir diizeyde olmasi ve dogal ortamda kisa siirede parcalanmalaridir. Fakat
tiretim maliyetinin yiiksek olmasi, kolay bozunmasi, liretiminin siirekli olmasindaki
zorluklar dogal piretroitlerin kullanimini sinirlandirmistir. Ticari olarak pazarlanan tiim
piretroit etkili maddeler lipofilik olup, suda ¢oéniiniirliikleri ve buhar basinglar1 diisiiktiir.
Bu 0Ozelliginden dolayr klorlanmis hidrakarbon insektisit grubuna benzemektedirler.
Ancak, ester baglarinin hidrolizi veya oksidasyonla olduk¢a kolay metabolize

olmalarindan dolay1 ¢evre sorunlarina neden olmamaktadirlar (Unal ve Giirkan, 2001).

Diger kimyasal siniflardan olan bdcek gelisim engelleyicileri ve bocek gelisim
diizenleyicileri secicilikleri ve 06zel etki sekilleri ile son zamanlarda adindan s6z
ettirmektedir. Bu insektisitler boceklerin viicutlarindan salgilanan ve gelisimleri i¢in
ihtiya¢c duyduklari dogal hormonlarin dengelerini bozarak bdceklerin biiyiime ve
gelisimlerini  durdurarak bu bdceklerin  verdikleri zararlarin Oniine gegilmeye
calisilmaktadir. Bocek biiylime diizenleyicilerine en iyi iki 6rnek juvenil hormon ve

benzoiliire tiirevleridir (Dursun ve ark., 2008).

2.1.2. Neonikotinoit Grubu Insektisitler

Pestisitlerin genis dl¢iide ve yillarca kullanimi bir¢ok bécek populasyonunun bu
kimyasallara kars1 hassasiyetini kaybederek direncli hale gelmesine neden olmustur. Bu
ylizden kullanilan insektisitlerin devamli yenilenmesi gerekmektedir. Cevrede yiiksek
derecede kaliciliga sahip olan organoklorlu inseksitidler ve akut toksisiteleri fazla olan
organofosforlu insektisitlerin yerine, diisiik konsantrasyonlarda yliksek aktiviteye sahip

ve g¢evre i¢in daha az risk tasiyan neonikotinoit grubu insektisitler artan oranlarda



kullanilmaya baglanmistir (Kovganko ve Kashkan, 2004). Neonikotinoit grubu
insektisitler, diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de bir¢ok tiriiniin korunmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Tiim diinyada hayvan saglig1 ve {iriin korunmasinda kullanilan
en yeni insektisit sinifi olup (Casida ve Quistad, 2004), EPA tarafindan 2. ve 3. sinif
toksinler grubunda simiflandirilmistir (EPA, 2003; WHO, 2009).

Neonikotinoitler ¢cogunlukla emici bocekleri ve bazi kelebekler ile kin kanath
zararlilart kontrol etmek icin kullanilmaktadir (Casida ve Quistad, 2004). Bu grup
insektisitler nikotin tiirevleri olup, N-nitroguanidinler (imidakloprid, tiyametoksam,
dinotefuran, ve klotianidin) ve N-siyano-aminidler (asetamiprid ve thiakloprid) olmak
tizere smiflandirilirlar (Bolboaca ve Jaentschi, 2005). Nikotin ve neonikotinoit grubu

bazi pestisitlerin kimyasal yapis1 Sekil 2-1’de gdsterilmistir.
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Sekil 2-1: Nikotin ve neonikotinoit grubu baz pestisitlerin kimyasal yapisi.

Neonikotinoit grubu insektisitler nikotinin asetilkolin resoptorlerinin selektif
agonistleridir. Bunlar hem memelilerde hem de bdceklerde post-sinaptik membranda
nikotinik asetilkolin reseptorlerine baglanirlar ve agonist olarak etki gosterirler

(Tomizawa ve Casida, 2003). Boceklere kars1 yliksek toksisiteye, memelilere ve sucul



organizmalara karsi diisiik toksisiteye sahiptirler (Kiriyama ve ark., 2003). Ciinkii
neonikotinoitlerin ~ memelilerdeki  nikotinik  asetilkolin  reseptorlere  ilgisi

boceklerdekinden daha diisiiktiir (Tomizawa ve Casida, 2003).

Neonikotinoit biyotransformasyonlarinda karaciger mikrozomal sitokrom p450
enzimleri ve sitozolik aldehit oksidazlar rol oynarlar (Honda ve ark., 2006). Yapilan
caligmalar, asetamipridin bal arilarmin farkli viicut kisimlarina hizli bir sekilde
dagildigin1 ve hemen yedi metabolite parcalandigini gostermistir. Metabolitlerin tiim
viicut kisimlarinda bulunmasi asetamiprid metabolizmasinin sadece detoksifikasyon
sistemi olan bagirsakta degil balarisinin tiim organlarinda oldugunu gostermistir.
Asetamiprid temel olarak oksidazlar tarafindan daha polar olan metabolitlerine doniisiir
ve viicuttan atilmaya hazir hale gelir (Brunet ve ark. 2008). Fakat memelilerdeki
asetamipridin metabolizmasima ait ¢aligmalar heniiz bulunmamaktadir. Imidakloprid
toprak bocekleri, emici ve delici bocekler ile termitleri kontrol etmek iizere kullanilan
bir insektisittir. Imidakloprid genel olarak memelilere diisiik akut ve kronik toksisiteleri
bulunmaktadir. Memelilerdeki toksikolojik 6nemi metabolizmasindan ileri gelmektedir

ve biyotransformasyonu bazi aktivasyon reaksiyonlarini igerir.

Neonikotinoit grubu insektisitlerin 6zellikle DNA hasar1 (Bull ve ark., 20006),
kardes kromatid degisimi (Rupa ve ark., 1991), mikrogekirdek olusumu (Van Maele-
Fabry and ark., 2007), kromozal anormallikler (Rupa ve ark., 1988), DNA kiriklar1 ve
DNA adduktlarima (Peluso ve ark., 1996) neden oldugu belirtilmistir. Cesitli
epidomiyolojik caligmalar DNA hasarinin sinir, solunum, iireme ve bagisiklik sistemi
bozukluklarina (Colosio ve ark., 2005), tiimoérlerin gelisimine (Dich ve ark.,1997) sebep
oldugunu gostermistir. Ozellikle, thiakloprid karsinojendir ve farelerde yumurtalik
timori  olusturdugu tespit edilmistir. (EPA, 2003; WHO, 2009). Tiyametoksam
karsinojendir ve disi erkek farelerde karaciger tiimorlerine neden olmaktadir (Green ve
ark., 2005). Asetamiprid kardes kromatid degisimine, kan lenfositlerinde mikro
cekirdek olusumuna ve kromozal anormalliklere neden olmaktadir (Kocaman ve
Topaktas, 2007.). Bu grup insektisitler ile zehirlenme vakalari da gdzlenmistir

(Mohamed ve ark., 2009; Imamura ve ark., 2010).

Son yillarda neonikotinoit grubu pestisitlerin  kullanimina kisitlamalar
getirilmistir. Avrupa Birligi Komisyonu arilar iizerindeki negatif etkileri ortadan

kaldirmak amaciyla neonikotinoit grubu klotianidin, imidakloprid ve tiyametoksamin 1
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Aralik 2013’ten itibaren kullaniminmi kisitlamistir (http://www.tarim.gov.tr/ABDGM/
Belgeler/AB%20UY UM/bulten/14.pdf).

Neonikotinoit grubu insektisitlerden yaygin olarak asetamiprid, imidakloprid,

tiyametoksam, thiakloprid ve klotianidin kullaniimaktadir.

2.1.2.1. Asetamiprid

Asetamiprid, neonikotinoit grubunda iiretimine baslanan ikinci bilesik olup, ilk
kez Mospilan ticari adi ile Japonya’da satisa sunulmustur (Yamamoto ve ark., 1999).
Asetamiprid, yaprakli ve meyveli sebzeler, narenciye, pamuk, siis bitkisi ve ¢igeklerinin
tizerinde bulunan emici tiirdeki bocekleri kontrol altina almak amaciyla
kullanilmaktadir (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu, ‘Food and
Agriculture Organization of the United Nations’ FAO, 2011). Asetamiprid’in fiziksel,
kimyasal ve toksikolojik oOzellikleri Tablo 2-2°de verilmistir (Avrupa Birligi

Komisyonu, ‘Euopean Commission’, EC, 2004).

Tablo 2-2: Asetamipridin fiziksel, kimyasal ve toksikolojik 6zellikleri (EC, 2004).

Kimyasal adi (IUPAC) (E) —N] - [( 6-.kl.0ro— 3 -piridil) metil] -N2 -siyano- N1
- metilasetamidin
Molekiil yapisi CoH11CINy
CH;
cl CH.N H
Molekiil formiilii \ N
) |
N——CN
Molekiil kiitlesi (g/mol) 222,68
Ticari ismi Mospilan
Sudaki ¢ozinirligi  (g/L, 25°C,
2,95
pH7)
Fiziksel durumu Saf halde kokusuz, beyaz toz haldedir
NOEL (mg/kg, giinde) 12,4
LDs, (mg/kg, memeli, akut oral) Erkek: 417; Kadin: 314
ADI (mg/kg, viicut agirligi/giin) 0,07

IUPAC: Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi; LDsy: Ortalama letal doz; NOEL: Higbir toksik etki
gozlenmeyen doz; ADI: Giinliik alinmasina izin verilen doz.

Zararli boceklere karsi etkili olmakla birlikte bal arilar1 gibi hedefte olmayan

bazi canlilara zarar verdigi bildirilmistir (El Hassani ve ark., 2008). Asetamipridin
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yaklasik 9%96’lik kismi oral yol ile 24 saat i¢inde emilime ugramaktadir. Karaciger,
bobrek ve tiroidlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Viicutta birikme
potansiyeli diisliktlir. Oral uygulamalarda 96 saat sonra asetamipridin %90’ 1n1n idrarla

atildig1 gosterilmistir (EC, 2004).

Asetamiprid memelilerde sitotoksik ve genotoksik ozellik gosterir (Cavas ve
ark., 2012). Bu duruma oksidatif hasara sebep olan reaktif oksijen tiirlerinin sebep
oldugu gosterilmistir (Yao ve ark., 2006). Ayrica, asetamipridin insan periferal lenfosit
kiiltiirlerinde kardes kromatid degisimlerine, kan lenfositlerinde mikro ¢ekirdek
olusumuna ve kromozal anormalliklerine sebep oldugu belirtilmistir (Kocaman ve ark.,
2007). Memelilerde diisiik dozlarda bile norotoksik olarak lokomotor aktiviteyi
indirgedigi bildirilmistir (EC, 2004).

Asetamiprid, tiyametoksam ve imidakloprid ile karisim olusturarak boceklere
uygulandiginda elde edilen karigimin toksisitesinin imidaklopride gore daha c¢ok,

tiyametoksama gore ise daha az oldugu bildirilmistir (Rust ve ark., 2008).

2.1.2.2. Klotianidin

Misir ve kanola iizerinde bulunan klotianidinin diisiik seviyelerde bile toksik
etkisinin oldugu gosterilmistir. Klotianidinin bal arilar1 {izerinde kronik maruziyeti
sonucu toksisiteye sebep olabilecegi ve aymi sekilde hedefte olmayan polen tasiyici
boceklerde, bitkilerin nektar ve polenlerinde birikime sebep olabilecegi gosterilmistir.
Yeryiiziinde veya suda yasayan sucul damarli damarsiz bitkilerde, tatli su ve deniz
baliklarinda klotianidin akut veya kronik bir riskinin bulunmadigi gosterilmis olup,

sucul omurgasizlarda ise toksik oldugu bildirilmistir (EPA, 2003a).

Klotianidin ile kontamine olmus gidalar nesli tiikenme tehlikesinde olan canlilar
i¢in bilyiik risk tasimaktadirlar. Ozellikle, klotianidinle kontamine olmus musir ve
kanola yemleri, polen ve nektarli besinleri tiikketen canlilarin yasami tehlikeye
girmektedir (EPA, 2003). Klotianidin’in fiziksel, kimyasal ve toksikolojik ozellikleri
Tablo 2-3’de gosterilmistir (EPA, 2003).
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Tablo 2-3: Klotianidinin fiziksel, kimyasal ve toksikolojik 6zellikleri (EPA, 2003a).

Kimyasal adi (IUPAC) (E) -.1- (2- k'lo'ro-l ,3- tiazol- 5 -ilmetil) -3-metil
- 2 -nitroguanidin
N
. cl S N TNew .

Molekiil yapist ‘ ‘

N

N 0,
Molekiil formiilii CH/CIN.OS
Molekiil kiitlesi (g/mol) 2497
Sudaki ¢oziiniirligii (mg/L, 20
0 327
©)

Ticari ismi Poncho 600
Fiziksel durumu Kokusuz,berrak ve renksiz toz halde
NOEL(mg/kg, oral, fare) 27,9 ile 34,0
LDs (mg/kg, memeli, akut oral) | 500 <LDs
ADI (mg/kg, viicut agirligi/giin) 0,097
Toksikoloji kategorisi I

2.1.2.3. Imidakloprid

Imidakloprid, neonikotinoit bilesenler sinifina ait yeni bir insektisittir (El-Gendy
ve ark., 2010). imidakloprid toprak bocekleri, arilar, termitler, beyaz sinekler gibi emici
boceklerin  kontrolii amaciyla aga¢ yapraklari, tohum ve toprakta kullanilirlar.
Imidaklopridin 1518a dayanikli olmasi ve bdceklerde yiiksek toksisite gdstermesi,
diinyada yaygin olarak kullanilmasini saglamistir (Kagabu, 1997). Imidaklopridin
fiziksel, kimyasal ve toksikolojik 6zellikleri (FAO, 2013; Ulusal Pestisit Bilgi Servisi,
‘National Pesticide Information Center’, NPIC, 2013) Tablo 2-5’de gosterilmistir.

Imidakloprid etkileri ve yapilar1 bakimindan tiyametoksama benzer. Diisiik
konsantrasyonlarda bile emici 6zellikteki yaprak bitleri ve bu tiir zararlilar gibi bocekler
tizerinde kuvvetli etki gostermektedir (Manson ve ark., 2000). EPA tarafindan
imidaklopridin omurgalilar ve hedefte olmayan omurgasizlar iizerinde diisiik akut
toksisiteye sahip oldugu belirtilmistir. Imidakloprid esas olarak karacigerde metabolize

edilir.
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Tablo 2-4: Imidaklopridin fiziksel, kimyasal ve toksikolojik 6zellikleri (FAO, 2013; NPIC,

2013).
. 1- (6- kloro-3 -piridilmetil ) -N-
Kimyasal adi (IUPAC) nitroimidazolidin - 2 - ylidenamin
NO
/N _— 2
Molekiil yapisi = N/<
NH
< L/
Cl N
Molekiil formila C9 H10 Cl N5 02
Molekiil kiitlesi (g/mol) 255,7
Ticari isimleri Gaucho, Zelmone
Sudaki ¢oziiniirliigii (mg/L, 20°C) 610
(Saf halde) renksiz kristal yapida,karakteristik
Fiziksel durumu koku
NOEL(mg/kg, giinde) 5,7
LDs (mg/kg, memeli, akut oral) 450
ADI (mg/kg, viicut agirligi/giin) 0,06

Sicanlar lizerine yapilan ¢alismada, erkek sicanlara {i¢ ay boyunca her giin 14,
61 ve 300 mg/kg viicut agirhig, disi siganlara ise 20, 83 ve 420 mg/kg viicut agirlig
imidakloprid uygulandiginda; erkek sicanlarda 61 mg/kg, disilerde ise 420 mg/kg
dozlarda vuciit agirlhiklarinin azaldigi, karaciger hasarlariin oldugu ve kan pihtilagsma
fonksiyonlarinda diizensizlik oldugu tespit edilmistir (Eiben ve Rinke, 1989).

Imidakloprid iceren iiriinler insanlarda deri maruziyeti sonucu deride asiri
duyarlilik olusturmaktadir (Wismer ve ark., 2004).Bunun digsinda imidaklopridin
insanlar iizerindeki etkisi hakkinda bir bilgi bulanamamistir. Fakat kaydedilen intihar
vakalarindan birinde 69 yasinda bir kadinin %9,6 imidakloprid igeren bir {irlinii agiz
yolu ile almasi sonucu bireyde maruziyetten sonra terleme, kusma, kalp atisinda
hizlanma gibi belirtiler goriilmiis, kalp tizerine toksik etkiler ger¢eklesmis ve bireyin 12

saat sonra 6liimii raporlanmistir (Huang ve ark., 2006).

2.1.2.4. Thiakloprid

Antep fistig1, findik gibi sert kabuklu meyvelerin de dahil oldugu pek cok
meyvede, sebzelerde, tahillarda, ay¢icegi ve pamukta zararlilarla miicadelede kullanilan
bir insektisittir. Tablo 2-5’de thiclopridin fiziksel, kimyasal ve toksikolojik 6zellikleri
verilmistir (EC, 2004).
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Tablo 2-5:Thiaklopridin fiziksel, kimyasal ve toksikolojik ozellikleri (EC, 2004).

. (Z)-N-{3-[(6-Chloro-3-pyridinyl)methyl]-
Kimyasal adi (IUPAC) 1,3-thiazolan-2- yliden}cyanamide
CN
'
Molekiil /{
olekiil yapist = | N S
S \_/
Cl N
Molekil formili CioHoCIN,S
Molekiil kiitlesi (g/mol) 252,73
Ticari ismi Calypso
Sudaki ¢oziiniirliigii (mg/L, Ph7 20°C) 185
Fiziksel durumu Kristal toz halinde, sarimsi, kokusuz
NOEL (mg/kg, giinde) 100
: Erkeklerde 621-836
LDs, (mg/kg, memeli, akut oral) Kadmnlarda 396-444
ADI (mg/kg, viicut agirligi/giin) 0,01

Thiakloprid viicuda oral, dermal ve solunum yolu ile alinmaktadir. Maruziyetten
yaklagik 3-4 saat sonra plazmada en yiiksek konsantrasyona ulagmaktadir ve metabolik
siireclerden sonra hizla atildig1 belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucu thiaklopridin;
bobrek, karaciger, akciger, tiroid, dalak ve deri gibi organlar basta olmak iizere tiim
viicuda yayildig1 tespit edilmistir. Yiiksek dozlarda maruz kalindiginda en yiiksek
kalintt miktarinin uygulamadan 48 saat sonra bulundugu, disilerin viicutlarindaki kalint1
miktarinin erkeklere gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Zirai ve Veteriner
Kimyasallarin Kaydi i¢in Ulusal Otorite, ‘National Registration Authority for
Agricultural and Veterinary Chemicals” APVMA, 2001; EPA, 2003).

Thiaklopridin alinmasindan 48 saat sonra %90’n1 bosaltim sistemi, geri kalani
sindirim sistemi ve ¢ok az miktar1 ise solunum sistemi tarafindan atilir. Alinan dozun
yaklasik %60-80’1 idrar ile, %39’u fegesle, yaklasik %1°lik kismi ise ekspirasyon havasi
ile disar1 atilir (APVMA, 2001; EPA, 2003b; ECB, 2008).

Thiaklopridin farkli dozlarinda yapilan ¢aligmalarda kemirgenler ve kemirgen
olmayan canlilarda hepatoksisite ve tiroid iizerine toksik etkilere sebep oldugu
belirlenmistir. Siganlar {izerinde yapilan ¢alismalar sonucu bu canlilarda, motor ve

lokomotor aktivitelerde azalma, goéz kapaginda sarkma, titreme, goz bebeklerinde
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genisleme, arka ayaklarin kavrama giiclinde azalma ve seksiiel olgunlukta gecikme gibi
norotoksik etkilerinin oldugu belirtilmis; ayrica karaciger enzimlerinde degisimler, kilo
kaybi, adrenal bez degisimleri, cilt ve gozlerde tahris, hepatoselliiler hipertrofi ve
agirlik degisimleri, tiroid uyarict hormon seviyesinde artis, T3 ve T4 hormonlar
seviyelerinde artis ve azalislar, tiroit bezinin agirliginda degismeler, plazma iire
seviyesinin ve tiroksin baglama kapasitesinin yiikselmesi, nefes darligi, timiisiin
kiigiilmesi, retinal atrofi, lens dejenerasyonu, lokosit sayisinda artis gibi degisimler
tespit edilmistir (APVMA, 2001; EPA, 2003b; ECB, 2008). Ayrica, thiaklopridin
karsinojenik oldugu ve farelerde yumurtalik tlimorii olusturdugu tespit edilmistir. (EPA,

2003b; WHO, 2009).

2.1.2.5. Tiyametoksam

Tiyametoksam genis spektrumlu insektisital 6zelliklere sahiptir. Birgok iilkede
sebze, siis bitkileri, tarla bitkileri, yaprak déken meyve, narenciye, pamuk ve
piringlerdeki zararlar ortadan kaldirmak amaciyla kullamlir (FAO, 2010). imidakloprid
ile tiyametoksam ayni etkiye ve benzer kimyasal yapiya sahip olan bilesiklerdir. Her iki
madde emici haserelere karst kontakt yolu ile ve diisiik konsantrasyonlarda alinmasi
sonucu kuvvetli etki géstermektedirler (Manson ve ark., 2000; Elbert ve ark., 1991;
Prabhaker ve ark., 1997). Tablo 2-5’te tiyametoksamin fiziksel, kimyasal ve
toksikolojik 6zellikleri verilmistir (EC, 2006).

Memelilerde emilim hizli gerceklesmekte ve 24 saat i¢inde idrar (%94) ve
fecesle (%4) atilmaktadir. Yiiksek oranda dagilimi gerceklesmekte ve en c¢ok
karacigerde biriktigi gosterilmektedir. (EC, 2006).

EPA tarafindan tiyametoksamin omurgalilar ve hedefte olmayan omurgasizlar
tizerinde diisiik akut toksisiteye sahip oldugu kayit altina alinmistir. Tiyametoksam uzun
sirede karacigerde ve bobreklerde toksik oOzellige sahiptir. Akut norotoksisite
calismalarinda lokomotor aktiviteyi azaltir. Ayrica, karaciger enzimlerinin ve hepatosit
cogalmasmin indiiklenmesine ve yliksek dozlarda santral sinir sistemi depresyonuna
neden olmaktadir (EC., 2006). Ayrica farelerde in vivo ve in vitro olarak karaciger
tiimorlerinde artis olusturdugu ve disi erkek farelerde karaciger tiimorlerine neden

oldugu saptanmistir (Green ve ark., 2005).
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Tablo 2-5: Tiyametoksamin fiziksel, kimyasal ve toksikolojik 6zellikleri (EC, 2006)

Kimyasal adi 3- (.2 —Klqro— 5 -tiyazolilmetil ). te‘Frahidrg— 5 -

metil-N -nitro -4H -1,3,5- oxadiazin - 4 -imin
Molekiil formiili CgH,(CINsO;S

o
Molekiil yapist i/\g\ N \H/N\
RN
; " "o
2

Molekiil kiitlesi (g/mol) 291,71
Ticari ismi Actara
Sudaki ¢oziiniirliigii (g/L, 25 °C) 4.1
Fiziksel durumu Hafif kremsi, kokusuz,ince kristal toz formunda
NOEL(mg/kg, giinde) 1.4
LDs (mg/kg, memeli, akut oral) 1563
ADI (mg/kg, viicut agirligi/giin) 0.026

2.2. Hiicre Kiiltiirii

Hiicrelerin, dokudan mekanik yollarla ve bunu takiben de proteolitik enzimlerle
muamele edilerek tek hiicre veya kiiclik kiimeler halinde ayristirilmasina ve bunlarin bir
besiyeri ortaminda doku ile baglantisi olmadan in vitro olarak c¢ogaltilmasina hiicre
kiiltiirii ad1 verilmektedir (Davis, 1996). 1952°de insan serviks karsinomasindan ilk
devamli hiicre kiiltlirii (Hela) elde edilmistir. 1955-1960 yillar1 arasinda, hiicre kiiltiirti
caligmalarinda ¢ok 6nemli bir adim atilarak giinlimiizde kullanilan anlamda temel hiicre
kiiltiirti vasatlar1 hazirlanmistir (Freshney, 1986). Son 20 yildir hiicre kiiltiirii, yalnizca
spesifik aragtirmalar i¢in kullanilan bir ara¢ olmaktan ¢ikarak, diinyanin en hizli gelisen

endiistri alanlarindan biri olan biyoteknolojinin temel taglarindan biri haline gelmistir.

Hiicre kiiltiiri tiretmek icin kullanilan ortamlarda hiicresel metabolizma
faaliyetlerinin devami ve hiicrelerin ¢ogalmasi amaciyla gerekli maddeler ortama ilave
edilir. Hiicre iiretme ortamlari, hiicrenin organlardan ayrilmasindan sonra doku tabakasi
olusana kadar hiicrelerin iiretilmesi i¢in kullanilmakta ve genel olarak serumla birlikte
hiicrelerin ¢abuk iiremelerini saglayan diger maddeleri igermektedir. Ortam igerisinde;
glikoz, plazma ve serum, esansiyel aminoasitler, vitamin, mineraller, seker, tuz ve

antibiyotikler yer almaktadir (Freshney, 1986; Davis, 1996).
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Giiniimtiizde, hiicre kiiltiirleri tek tabaka ve slispansiyon halinde hiicre kiiltiirleri
olmak tizere iki yolla {iiretilmektedir. Tek tabaka hiicre kiiltiirleri; cam veya plastik
zemin lizerine tutunarak yasayan, islevlerini siirdiiren ve iireyen hiicrelerdir. Hiicre
kiiltlir malzemesinin yiizeyi, hiicrelerin tutunma ve c¢ogalmalarini kolaylastirmak
amaciyla cesitli makromolekiiller ile kaplanabilir. Bunlar, hiicrelerin yiizeylerinde
eksprese olan integrin proteinleri ile etkileserek dokuda var olan hiicreleraras1 matrikse
benzer etki gosterirler. Stispansiyon halindeki hiicre kiiltiirlerinde ise; hiicreler yasamsal
islev ve liremelerini siispansiyon halinde bulunduklar1 ortamda siirdiirebilir. Kan, dalak,
kemik iligi kiiltiirleri ve olgunlasmamis hiicreler bu sekilde kiiltiire edilir. Bugiin igin
artik tek tabakali ve siispansiyon hiicre kiiltiirlerini ele alarak klinik faydalarini en st
diizeye cikarmak {izere orijinal doku mikro cevre Ozelliklerini yansitan ii¢ boyutlu
kiiltiir metodlar1 da gelistirilmistir. Bunlarin en 6nemli avantajlart arasinda orijinal doku

ozelliklerini yansitmalari sayilabilir (Freshney, 1986).

Hiicre kiiltiirleri; bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, materyaller arasinda
parametrik karsilastirmalara olanak tanimalari, tekrarlanabilme o6zellikleri, calisma
kosullariin standardize edilebilmesi gibi nedenlerden dolay:r da tercih edilmektedir.
Hiicre kiiltiirleri, giiniimiizde sitogenetik, biyokimyasal, molekiiler biyolojik ve
toksikolojik calismalarda tan1 veya arastirma amaciyla yogun olarak kullanilmaktadir.
Ayni zamanda, hiicre kiiltiirleri hayvan deneylerinin yerini almasi yolunda alternatif

uygulamalar olarak da son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir (Ryan, 2008).

Hiicre kiiltiirlerinin dezavantajlar1 olarak; birbirini izleyen pasajlarda hiicreler
farklilagsmakta ve her zaman bir miktar 6liim gerceklesmektedir. Hiicre kiiltiirlerinde
zamana bagli bir kararsizlik s6z konusu olabilir. Ayrica, hiicre kiiltiirii testleri ile sadece
materyallerin akut toksisite reaksiyonlar1 konusunda bilgi edinilebilmekte, materyalin
uzun siireli doku temasinda olusturacag: sitotoksisite diizeyi konusunda ise veri elde
edilememektedir (Schmalz, 1994). Hiicre kiiltiirlerinde hijyen ¢ok onemli oldugundan
primer kiiltlirlerin elde edildigi doku ve bunlarin bulundugu kosullar hiicre kiiltiirlerini
etkilemektedir. In vitro c¢alismalarda sterilizasyon, kiiltiirlerin hazirlanmas1 ve

mikroskobik inceleme uzmanlik gerektirmektedir.

Farkli dokulardan iiretimi saglanan hiicre kiiltiirleri primer, sekonder ve devamli

hiicre kiiltiirleri olmak iizere ii¢ grupta toplanmaktadir.
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Primer hiicre kiiltiirleri

Primer hiicre kiiltiirii, organizmadan dogrudan dogruya alinan organ, doku veya
hiicrelerden iiretilen ve ilk olarak kiiltiir sartlarinda bulunan hiicrelerden olusmaktadir.
Dokunun fizyolojik durumunu yansitan bu hiicreler, genotip ve fenotip olarak orijinal
doku hiicresi ile aynm1 o6zellikleri igerir. Primer hiicre kiiltiirleri ilk pasajdan sonra bir
kiiltlir ortamindan digerine tasinmaktadirlar. Bu isleme subkiiltiir ad1 verilmektedir. Bu
kiiltiirlerde hiicre soyu “sonlu”dur, yani pasajlamalar sonunda hiicreler yaslanarak oliir.
Bu nedenle, primer hiicrelerle belirli sayida pasajlama yapilabildiginden; deneyleri bu
donemde yapmak gereklidir. Primer hiicreler ile ¢alisilabilecek pasaj sayisi hiicre tipine
gore degismektedir. Primer hiicreler pasajlamalar sonunda Oliimsiliz olabilirler; bu
durumda ayni fonksiyonel Ozelliklere sahip hiicre dizileri elde edilmis olur. Primer
hiicre kiiltiirleri genellikle hayvan serumu ve diger bilesenler eklenmis karisik besin
medyumlarina ihtiya¢ duyarlar. Dolayistyla primer hiicre kiiltiir sistemlerini standardize
etmek oldukc¢a zordur. Primer hiicre kiiltiirleri, {iretim asamalarinin zor olmasina, hassas
hiicreler olmalarina, ¢alisma esnasinda ortaya cikabilecek sorunlara ve kontrollerinin
son derece giic olmasina ragmen orijinal fizyolojik durumu ifade etmeleri nedeniyle

deger kazanmislardir (Ozdemir, 2007).
Sekonder Hiicre Kiiltiirleri

Primer kiiltiirlerden sonra hiicreler ortalama 40-50 pasaj siiresince fenotipik ve
genotipik Ozellikleri degismeden sabit bir oranda ¢ogalarak devam ettirilebilir. Bu
donemdeki hiicrelere “diploid hiicre kiiltliri” ya da “sekonder hiicre kiiltiirleri” adi
verilir. Bu kiiltiirlerdeki biitlin hiicreler, alindiklar1 dokunun karyotipini %85 oraninda
korumaktadirlar. Ancak, bu hiicrelerde genellikle 30-40 pasaj arasinda spontan bir

farklilagsma ya da transformasyon gozlenmeye baglar. (Ryan, 2008).
Devaml Hiicre Kiiltiirleri

Hiicre dizileri, primer Kkiiltiirlerden spontan mutasyonlar sonucunda
kendiliginden ya da kimyasal ajanlar ya da viriisler eklenerek olusturulan kiiltiirlerdir.
Primer hiicre kiiltiirleri transformasyona ugradiginda ve siiresiz olarak bdoliinme
yetenegi kazandiginda olusurlar. Transforme hiicreler genellikle daha hizli ve daha
kolay biiyiirler ve genellikle fazladan yani anormal kromozomlara sahiptirler.
Subkiiltiirleri sonsuz olarak yapilabilen ve karyotipleri alindiklar1 dokulardan farkli

olarak gelistirilmis kiiltlirlerdir. Transformasyonlar1 nedeniyle fizyolojik ozelliklerini



19

koruyamamaktadirlar. Tiimoér dokusundan da alinan hiicrelerden de elde edilirler. Ug
giin ara ile en az 70 defa pasaj1 yapilan hiicre dizileri “devamli hiicre dizisi” olarak
kabul edilmektedirler. Hiicre dizilerinin primer kiiltiirlerden farklart; kiiltiirde ytiksek
yogunluga ulasabilmeleri, biiylime faktdrleri ve seruma daha az gereksinim gostermeleri

ve sonsuz ¢ogalma yetenekleri olarak siralanabilir (Freshney, 1994).

2.2.1. Hiicre Kiiltiir Kosullar:

Kiiltlir kosullar1 her hiicre tipi i¢in olduk¢a cesitlidir. Hiicreler, amino asitler,
karbonhidratlar, vitaminler, mineraller gibi Onemli besin maddelerinin, biiylime
faktorlerinin, hormonlarin, O, ve CO, gibi gazlarin, pH, ozmotik basing, sicaklik gibi
diizenleyici fizikokimyasal cevrelerin oldugu uygun bir substrat ya da besiyeri ile
kiiltiire alinir.

Hiicrenin morfolojik durumu: Kiltirdeki hiicreler sekilleri ve goriiniimleri
bakimindan ii¢ ana kategoriye ayrilirlar:

Fibroblastik (veya fibroblast benzeri) hiicreler, bipolar ya da multipolar olup
uzamis sekle sahiptirler ve substrata tutunarak biiytirler (Sekil 2-12).

Sekil 2-2: Fibroblastik (veya fibroblast benzeri) hiicreler (Freshney, 1994).

Epitelyal benzeri hiicreler ¢okgen bicimli olup daha muntazam boyutlara

sahiptir ve substrata tutunarak biiytirler (Sekil 2-13).

Sekil 2-3: Epitelyal benzeri hiicreler (Freshney, 1994).
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Lenfoblast benzeri hiicreler kiire seklinde olup genellikle yiizeye tutunmaksizin

siispansiyonda biiyiitiiliirler (Sekil 2-14).

Sekil 2-4: Lenfoblast benzeri hiicreler (Freshney, 1994).

Besiyeri: Besiyeri, kiiltiir ¢cevresinin en 6nemli bilesenidir. Ciinkii kiiltiir i¢in
diizenleyici pH ve ozmotik basincin yani sira gerekli besin maddelerini, biiyiime
faktorlerini, hiicre biiyiimesi icin gereken hormonlari saglar. Onceleri hiicre kiiltiirii
deneylerinde doku ekstraktlarindan, viicut sivilarindan elde edilen dogal besiyeri
kullanilmasina ragmen, standardizasyona ihtiya¢ duyuldugu icin besiyerlerinin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur. Serum ilavesi ihtiyacina gore siniflandirilmis ¢
temel besiyeri kullanilir. Bunlar; bazal besiyeri, azaltilmig serumlu besiyeri ve serumsuz
besiyeridir.

Serum, bazal besiyerindeki hiicrelerin kiiltlirleri i¢in biiylime ve adhezyon
faktorlerinin, hormonlarin, lipidlerin, ve minerallerin kaynag1 olarak olduk¢a dnemlidir.
Buna ilaveten serum hiicre membraninin gecirgenligini diizenler ve hiicredeki lipidler,
enzimler, mikrobesinler ve iz elementler i¢in tasiyici olarak hizmet eder. Bununla
birlikte, besiyerinde serum kullaniminin maliyet, standardizasyon problemleri,
spesifiklik, ¢esitlilik ve bazi hiicre Kkiiltiirlerinde hiicresel/biiylime fonksiyonlarinin
inhibisyonu veya uyarilmasi gibi istenmeyen etkileri iceren bazi dezavantajlar1 da
vardir.

pH: Normal memeli hiicrelerinin ¢ogunun diizgiin biiyiimesi i¢in en uygun
pH=7,4 olsa da hiicre dizilerinde kiiclik degisiklikler olabilmektedir. Baz1 trasforme
hiicre hatlar1 daha asidik ¢evrelerde daha iyi biliylime gosterirken (pH=7-7,4), bazi
normal fibroblast hiicre hatlar1 daha bazik ¢evreleri tercih eder(pH=7,4-7,7).

Karbondioksit (CO): pH’daki degisikliklere kars1 kiiltiirdeki hiicrelerin bilytime
besiyerinin ve tamponun pH’sini kontrol eder. Genellikle, tampon olarak HEPES veya

karbondioksit/bikarbonat (CO,/HCO5") bazli bir tampon kullanilir. Ciinkii besiyerinin
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pH’s1 ¢oziinen CO,’in ve HCOs’in hassas dengesine baghdir. Ciinkii atmosferik
COy’deki  degisiklikler medyumun pH’sim1 degistirebilir. Bu yiizden, o6zellikle
transforme hiicre hatlar1 yiliksek konsantrasyonlarda kiiltiirleniyorsa kullanilan besiyeri
HCOj;™ bazli ise tamponlamak amaciyla eksojen CO, kullanmak gerekmektedir. Cogu
hiicre kiiltiiri yonteminde CO, havada %5-7 oraninda kullanilmaktadir. CO,/HCO3

konsantrasyonu dogru pH’a ve ozmolaliteye ulasmada etkili olmaktadir.

Sicaklik: Hiicre kiltiirii icin uygun sicaklik genelde hiicrelerin izole edildigi
konagin viicut sicakligina baghdir ve sicakliktaki farklilik anatomik olarak daha az bir
dereceye kadar olabilir (6rn. cilt sicakligr iskelet kaslarindaki sicakliktan daha
diisiiktiir). Fazla sicaklik az sicaklifa gore hiicre kiiltiirii i¢in daha ciddi bir problem
olabilmektedir. Cogu insan ve hayvan hiicre hatti i¢in uygun sicaklik 36-

37°C araligindadir. (Ryan, 2008; ThermoFisher Scientific, 2014).

2.3. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite, hiicresel aktivitenin geri doniisiimsiiz olarak durdurulmasi ve
hiicresel yapinin onarilamaz bozuklugu olarak tanimlanabilir. Sitotoksisite testleri, test
maddesinin uygun hiicre kiiltiirlerindeki hiicre biiylime orani1 ve morfolojik 6zellikleri
tizerine etkisinin negatif ve pozitif kontrol gruplart kullanilarak degerlendirilmesi

amaciyla yapilmaktadir (ISO 7405, ISO 10993).

Sitotoksisite testleri ile genellikle maddelerin; hiicre sayis1 veya biiylimesi, hiicre
membran biitiinliigli, biyosentez veya enzim aktivitesi ve hiicre genetik materyali

tizerindeki etkileri 6l¢iiliir.

Bir materyalin sitotoksik etkisinin belirlenmesinde kullanilan testler;
tekrarlanabilir olmali, test edilen konsantrasyonlari i¢in doz-cevap egrisini vermeli,
hiicre sayis1 ve test cevabi arasinda dogrusal iligki olmali ve test sonucunda elde edilen
veriler in vivo kosullara yorumlanabilmelidir (Schmalz 1997).

In vitro sitotoksisite testlerinin avantajlari:

> Diger metabolik olaylardan farkli olarak hiicre metabolizmasindaki spesifik bir
fonksiyon degerlendirilir.

> (Cok sayida 6rnek kisa zamanda ve ekonomik olarak incelenebilir.

> Kantitatif sonuglara ulasilabilir.

> Test yontemleri standardize edilebilir.
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In vitro sitotoksisite testlerinin dezavantajlari:

> Her test i¢in bir tiir hiicre kullanilmasi,
> Kiiltiir hiicrelerinin konak hiicrelerinden farkli olmasi,

> Kiiltiir ortaminda doku koruyucu mekanizmalarinin olmamasidir (Schmalz

1997).

Sitotoksisite caligmalar1 i¢in genellikle hiicre metabolizmasinda olusan
degisikliklerin tespit edildigi testler kullanilir. Metabolizma testlerinde 96-kuyucuklu
mikroplakalara  yerlestirilmis  hiicrelerin ~ canliliklari  mikroplaka  okuyuculu
spektrofotometre yardimiyla tespit edilir. Bu yontemler ¢ok sayida Ornegin
incelenmesine olanak veren, hizli, besiyeri ortami ve kullanilan plastik malzeme
miktarin1 azalttig1 i¢in ucuz olan ve genellikle tayinleri kolorimetrik olarak yapilan

yontemlerdir.

In vitro hiicre toplulugunda, %50 oraninda hiicre Oliimiine neden olan
konsantrasyon (inhibisyon konsantrasyonu, ICs) olarak ifade edilir ve sitotoksisitenin

gosterilme bigimidir.

2.3.1. Laktat Dehidrojenaz Tayini (LDH Testi)

LDH, tiim hiicrelerde var olan stabil bir sitoplazmik enzimdir ve hiicre lizisi
veya membran hasar1 olustugunda hizlica hiicre kiiltiirii slipernatantina salinir. Bir test
materyeli ile inkiibasyon sonrasi, plazma membranindaki degisimleri belirleyen hizli ve
basit bir testtir. LDH, nikotinamid adenine diniikleotidin (NADH) NAD"ye
oksidasyonu ile piruvati laktata indirger (Formiil 2-1). NADH’ i 340 nm’deki
absorbansi spektrofotometrede Olciilir. NADH tiiketimine bagli olarak absorbansta
meydana gelen diisiis hiicre hasari ile orantilidir. LDH testinde pozitif kontrol olarak
genelde Triton X-100 kullanilmakta olup olusan hasar pozitif kontrol ile inkiibe edilmig
hiicrelerdeki hasarin %100 oldugu kabul edilerek test maddesinin sitotoksisitesi
belirlenir. LDH testi ile maddenin ICsp, membran biitlinliigli ve hiicre canlilif1 lizerine

etkisi hakkinda bilgi edinmek miimkiindiir (Korzeniewski ve Callewaert, 1983).

LDH
Pirtivat + NADH + H* » Laktat+ NAD®

Formiil 2-1
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2.3.2. MTT Testi

Test, canli hiicrelerde MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir] bilesiginin tetrazolyum halkasinin mitokondriyal bir enzim olan siiksinat
dehidrojenaz enzimi ile formazana doniismesi esasina dayanir. Soluk sar1 renkli MTT,
tetrazolyum halkasinin parcalanmasi sonucu suda ¢oziinmeyen koyu mavi-mor renkli
formazan kristallerine doniisiir. Canli ve mitokondriyal fonksiyonlar1 bozulmamis
hiicreler mavi-mor renkli formazan {riiniinii olustururken, 6lii ve mitokondriyal
fonksiyonu bozulmus hiicreler mavi-mor renkli formazan {iriiniinii olusturmaz. Olusan
mavi-mor renkli kristaller isopropil alkol veya dimetilsiilfoksit ile ¢oziindiirtilerek
olusan rengin siddeti spektrofotometrik olarak 590 nm’de Olciiliir. Boylece, hiicre
canliligindaki  degisim formazan miktarinda da degisime neden olur ve
spektrofotometrik olarak elde edilen deger, %100 canlilig1 gosteren deger ile
kiyaslanarak test maddesinin sitoksisitesi belirlenir (Alley ve ark., 1988; Fotakis ve

Timbrell, 2006; Mosmann, 1983; Van Meerloo ve ark., 2011).

2.3.3. XTT Testi

Sar1 renkli bir tetrazolyum tuzu olan XTT (2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5-
sulfofenil]-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid), MTT testinde oldugu gibi metabolik
olarak aktif hiicrelerin mitokondrilerindeki siiksinat tetrazolyum rediiktaz enzim sistemi
araciligiyla suda ¢6ziinebilen turuncu renkli bir formazan boyaya doniisiir ve elde edilen
sonuglar 450-490 nm’de spektrofotometrede Olciiliir. Boylece, hiicre canliligindaki
degisim formazan miktarinda da degisime neden olur ve spektrofotometrik olarak elde
edilen deger, %100 canlilig1 gosteren deger ile kiyaslanarak test maddesinin sitoksisitesi
belirlenir. MTT testindeki gibi ¢oziindliirme agamasini igermeyen bu test giiniimiizde
hiicre ¢ogalmasi ve canliliginin belirlenmesinde ve sitotoksisite analizlerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Smith ve Williams 2001; Wataha 2001). XTT testi ile
maddenin ICsy, metabolik toksisite ve solunum zinciri iizerine etkisi hakkinda bilgi

edinmek miimkiindiir (ISO-10935).

2.3.4. Notral kirmizi alim (NRU) testi

Canli hiicreler lizozomlarinda nétral kirmizi boyasini tutma kapasitesine
sahiptirler. Bdylece, hiicre canliligt nétral kirmizi boyasini tutma kapasitelerinin
inhibisyonu ile ol¢iiliir. Notral kirmizi zayif katyonik bir boya oldugundan kolaylikla

hiicre mebranina penetre olur ve lizozomlarda intraseliiler olarak birikir (lizozomal pH
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< sitoplazmik pH) ve oradaki anyonik boélgelerle lizozomal matrikse baglanir. Hiicre
ylizeyinde ya da duyarli lizozomal membrandaki degisiklikler notral kirmizi boyasinin
alimmasini ve baglanmasin1 azaltir. Boylelikle canli hiicreler boyay: tutarken, zarar
gormiis ya da olii hiicreleri tutmazlar. Boyanin niifuz ettigi hiicrelerde olusan rengin
siddeti spektrofotometrik olarak 540 nm’de o&lgiiliir. Olgiilen deger %100 canlilig
gosteren deger ile kiyaslanarak test maddesinin sitotoksisitesi belirlenir (Fotakis ve

Timbrell, 2006; Repetto ve ark., 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismas, Istanbul Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Toksikoloji

Anabilim Dal1 Hiicre Kiiltiirli ve Arastirma Laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Absolu alkol Sigma-Aldrich 32221
Dimetilsiilfoksid (DMSO) Biomatik A2424
Eagle’in minimum esansiyel besiyeri (EMEM) Wisent 320026CL
Etilendiamin tetra asetik asid (EDTA) Sigma E5134

Fetal sigir serumu (FBS) Wisent 095150
Fosfat tamponu (kalsiyum ve magnezyum i¢ermeyen) Wisent 311012CL
(PBS-CMF)

Fosfat tamponu (PBS) Wisent 311010CL

Dubelco’nun modifiye edilmis eagle besiyeri/F12 besiyeri Wisent 319010CL
(DMEM/F12)

Penisilin (100 U) / Streptomisin (100 pg/mL) ¢dzeltisi Wisent 450201EL
Tripsin (1:250) Biomatic A4027
Sodyum dodesil siilfat Sigma-Aldrich L5750
Tripan mavisi Fluka 93595

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir Biomatik A3338
(MTT)

Notral kirmizi Sigma-Aldrich N7005
Glasiyel Asetik asit Riedel-de Haen 27225
Asetamiprid Fluka 33674
Thiakloprid Fluka 37905
Tiyametoksam Fluka 37924
Klotianidin Fluka 33589
Imidakloprid Fluka 37894

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Ayarlanabilir otomatik pipetler Eppendorf
(0,1-2,5 uL; 0,5-10 pL; 2-20 pL; 20-200 pL; 100-1000 pL)
Ayarlanabilir 8 kanall1 pipetler Eppendorf
(1-10 pL; 30-300 pL)

Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet Eppendorf

(30-300 pL)



Buzdolabi1 (+4°C)
COy’li inkiibator

Derin dondurucu (-20 °C)

Derin dondurucu (-80 °C)

Elektronik hassas terazi

Etiv

Faz-kontrast invert mikroskop

Hassas terazi

Laminar kabin (Biyogiivenlik seviyesi 2)
Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre
Mini orbital ¢alkalayici

Otomatik pipetor

Otomatik Hiicre Sayimi Cihaz1

Otoklav

pH metre
Bidistile su cihazi
Santrifiij

S1v1 azot tanki

Su banyosu

Spin santrifiij

Vorteks

3.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

DNA saklama kutusu

Enjektor (10 mL; 50 mL)

Enjektor ucu steril filtre (0,22 um naylon)
Falkon tiip (15 mL; 50 mL)

Falkon tiipler i¢in uygun portiip

Argelik 5231 NFY

Thermo-Scientific
Heracell 1501

Arcelik 2041 D

Wisecry-Daihan-Scientific

Precisa XB 220 A
Niive

Olympus CKX4
Mettler H20
Tezsan
Biotek-Epoch
Stuart SSMI
Eppendorf

Luna Automated Cell
Counter (Logos model:
L10001)

Hirayama HV-50L
Hanna HI 1131 B
Millipore Gradient
Rotofix II

Cryopal

Memmert WB14
Labnet C1301B
Ika NC 28405

Greiner bio-one
Set inject
Minisart-Sartorius
Citotest

Greiner bio-one
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Filtre kagidi (110 mm) Schleicher&Schvell
Hiicre kiiltiiri flaski (25 cm2; 75 cm?2) Nest

Kryo vial (2 mL) Greiner bio-one
Lateks eldiven Broche
Mikroplaka (6; 24; 96 kuyucuklu) Nest

Mikrotiip (0,5 mL; 1,5 mL) Greiner bio-one
Mikrotiipler i¢in uygun portiip Greiner bio-one
Nitril eldiven Broche
Otoklav Band1 Sussex
Otoklavlanabilir schott sise (250 mL; 500 mL; 1 L) Isolab

Pastor Pipeti (2 mL) Greiner bio-one
Pipet ucu (0,1-10 pL; 30-300 uL) Eppendorf

Pipet ucu (0,5-10 pL; 2-20 pL; 20-200 pL; 100-1000 uL)  Nest

Ultra-0,5 Serolojik pipet (10 mL; 50 mL) Greiner bio-one

3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.4.1. Ortamn ve Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu ve Temizligi

Cam malzemeler musluk altinda 7-8 defa bol su ile calkalandilar ve sodyum
hipoklorit (¢camasir suyu) igeren distile su dolu kovada 1 gece bekletildiler. Ertesi giin
tekrar musluk altinda 7-8 defa yikanarak ¢amasir suyunun malzemelerden tamamen
uzaklastirilmas: saglandi ve 1 gece distile su igeren kovada bekletildi. 40°C’lik etiivde
kurutulan cam malzemeler, 165°C’de 2 saat siire ile kuru-sicak hava sterilizasyonuna
tabi tutuldular. Istya dayanikli pipet uclari, mikrotiipler, schott siselerin kapaklar1 gibi
plastik malzemelerin ve hazirlanan ¢6zeltilerin sterilizasyonu otoklavda 121°C’de 3 atm
basincta 15 dk.’da gergeklestirildi. Besiyeri ve serum gibi 1siya dayaniksiz ¢ozeltiler ise

0,22 um’lik steril filtrelerden gegirilerek steril edildi.

Hiicre kiiltiirii laboratuvar ¢alisma alanlar1 ve laminar kabinin i¢i %70’lik alkol
ile diizenli olarak temizlendi. Calisama Oncesi ve sonrasinda belli siireler ile hiicre
kiiltiirti laboratuvar1 ve laminar kabinin UV lambalar1 agilarak ortamin sterilizasyonu

saglandi. Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda calisirken tek kullanimlik galos ve eldiven
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kullanildi, laboratuvar oOnliiklerinin ise baska ¢alismalarda kullanilmamasina 6zen

gosterildi.

3.4.2. Hiicre Dizilerinin Temini

Insan hepatoseliiler karsinoma (HepG2) ve insan noroblastoma hiicreleri (SH-
SY5Y) Amerika Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (American Type Cell Culture, ATCC)
bankasindan satin alindi. Hiicre dizileri kriyovialler igerisinde -196°C’de s1v1 azot tanki

icerisinde saklandi.

3.4.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler

Tripsin/EDTA ¢ozeltisi (%0,2 / %0,04): 0,2 g tripsin ve 0,04 g EDTA tartilarak
100 mL bidistile suda ¢oziindiiriildii. 0,22 um steril naylon filtreden gegirilerek steril
edildi. Porsiyonlanarak -20°C’de saklandi.

Fetal sigir serumu (FBS): Hazir inaktive edilmis FBS kullanildi. Ancak, FBS
inaktive edilmemis ise; 56°C’ de 30 dk. inkiibe edilerek inaktive edildi. Porsyonlanarak
-20°C’de saklandi. Caligma giinii 37°C’de ¢oziindiiriilerek kullanildi. FBS, besiyerine

eklenmeden 6nce 0,22 pum steril naylon filtreden gecirilerek steril edildi.

Antibiyotik ¢ozeltisi [penisilin (100 U) / streptomisin (100 ug/mL) %10]: 1 mL
penisilin (100U) / streptomisin (100 pg/mL) ana stok ¢ozeltisinden alinir, 10 mL’ye
CMF-PBS ile tamamlanur.

Hiicre dondurma cozeltisi: 10 mL DMSO, 10 mL FBS ve 1 mL %10’lik
antibiyotik ¢o6zeltisi hiicreler i¢in uygun besiyeri ile 100 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

HepG?2 hiicresi icin besiyeri: DMEM/F12 besiyerine 10 mL inaktive edilmis
FBS (%10), 1 mL %]10’lik antibiyotik ¢ozeltisi, eklenerek 100 mL olacak sekilde
hazirlandi. Calismaya baslamadan 6nce besiyeri 37°C’de %5 CO;’li inkiibatorde 15 dk.

inkiibe edilerek pH ve sicaklik ayarlamasi yapildi. Taze olarak hazirlandi.

SH-SYSY hiicresi icin besiyeri: DMEM/F12:EMEM (1:1) besiyerine 10 mL
inaktive edilmis FBS (%10), 1 mL %10’lik antibiyotik ¢ozeltisi eklenerek 100 mL
olacak sekilde hazirlandi. Calismaya baslamadan once besiyeri 37°C’de %5 CO;’li
inkiibatorde 15 dk. inkiibe edilerek pH ve sicaklik ayarlamasi yapildi. Taze olarak

hazirlandi.
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3.4.4. Hiicre Dizisinin A¢ilmasi ve Kiiltiire Alinmasi

S1v1 azot tankindan ¢ikarilan donmus haldeki hiicreler 37°C’lik su banyosunda
1-2 dk. ¢oziilene kadar bekletildi. Vial kapaginin su ile temas etmemesi i¢in dikkat
edildi. Vial %70’lik alkol ile silindi ve laminar kabin i¢ine alindi. Hiicreler, %10 FBS
iceren besiyeri bulunan 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi, besiyerinde siispande edildi ve
1500 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi, hiicre pelleti besiyerinde
tekrar siispande edildi ve DMSO’nun toksik etkisinden kurtulmak amaciyla islem tekrar
edildi. Daha sonra, hiicre pelletine 1 mL besiyeri eklendi, yavasca pipetleme yapilarak
hiicreler siispande edildi ve 7-10 mL besiyeri iceren 25 cm”lik ya da 75 cm®lik

flasklara ekildi. Flasklar 37°C’de %5 CO;’li inkiibatorde inkiibasyona birakildilar.

3.4.5. Hiicre Kiiltiiriiniin Devamhiliginin Saglanmasi (Pasajlama)

Hiicre kiiltiir flasklarinin tiim yiizeyini kaplamis halde bulunan yogunlasmis
hiicreler i¢in ‘konfluent durumda’ ifadesi kullanilir. Hiicreler konfluent duruma
geldiginde pasajlandilar. Pasajlama i¢in flask inkiibatorden alindi, laminar kabinde flask
icerisindeki besiyeri dokiildii. Hiicrelerin ylizeyi 2 mL CMF-PBS c¢ozeltisi ile yikandi.
Bu adim, tripsin aktivitesini azaltacak serum protein kalintilarin1 uzaklagtirmak amacli
yapilir. Yikama isleminden sonra CMF-PBS dokiildii ve 2 mL tripsin/EDTA ¢ozeltisi
ilave edildi, flask 37°C’de %5 CO,’li inkiibatorde 5-10 dk. bekletildi. Tripsin ile
hiicrelerin flaskin yilizeyinden ayrilmasi saglandi. Hiicrelerin tripsin i¢inde gereginden
fazla beklememesi i¢in mikroskop ile yiizeyden ayrilip ayrilmadiklari kontrol
edilmelidir. Tripsin aktivasyonunu durdurmak amaciyla flaska 2-3 mL serumlu besiyeri
eklendi, pipetleme yapild1 ve hiicreler 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi. 1500 rpm’de 3
dk. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirild1 ve hiicre pellet 2 mL besiyeri ile siispande
edildi. Hiicreler hemasitometrede sayilarak, yaklasik 10° hiicre/mL olacak sekilde
icerisinde besiyeri bulunan flasklara ekildi. Flasklar, %90 bagil nem, 37°C’de %S5
COy’li inkiibatorde inkiibe edildiler. Hiicre dizisinin devamlilifinin saglanmasi i¢in

pasajlama islemi ortalama haftada 2-3 kez yapildu.

3.4.6. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicre kiiltiirinde meydana gelebilecek risklere karsi hiicreler belli araliklar ile
dondurularak saklandilar. Bolim 3.4.5.’de elde edilen hiicre pelletinin iizerine 1 mL
hiicre dondurma ¢ozeltisi eklendi ve pastor pipeti ile pipetleme yapilarak karistirildi.

Yaklagik 10° hiicre/mL olacak sekilde hazirlanan hiicre stoklar1 soguga dayanikli kriyo
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viallere aktarildi, sirasiyla -20°C’de 30 dk., -80°C’de 16-24 saat bekletildikten sonra

s1v1 azot tankina kaldirilarak saklandi.

3.4.7. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicrelerin sayimi tripan mavisi testi ile yapildi. Test, canli hiicrelerin tripan
mavisi boyasini hiicre i¢ine almazken, 6lii hiicrelerin bozulmus hiicre membranlarindan
boyay1 hiicre igerisine alabilmeleri esasina dayanir. Isik mikroskobu ile incelendiginde;
canli hiicrelerin sadece membranlart mavi renkli gézlenirken, 6li hiicreler tamamiyla

mavi renge boyanmis halde gozlenirler.

Hiicre sayimi otomatik hiicre sayim cihazi ile gergeklestirildi. Ayrica, kontrol
etme amaciyla hiicre sayimi thoma lamu (hemositometre) adi verilen 1 mm? alana ve 0,1
mm derinlige sahip 4x16 kiigiik kareden olusan 6zel sayim lamlart kullanilarak da 151k
mikroskobunda gergeklestirildi. Hiicre silispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre

sayisin1 hesaplamak i¢in agsagidaki formiil kullanildi (Formtil 3-1):

Toplam hiicre sayisi/mL = Saymm sonucu x Seyreltme faktorii x 10* x Besiyeri
miktar1 (mL) Formiil 3-1

3.4.8. 96 Kuyucuklu Mikroplakalarda Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirlerinin mikroplakalara uygulanmasi esnasinda kuyucuklarda
diizensiz hiicre yogunlugu gerceklesebilir. Hiicre siispansiyonunun homojen
oldugundan emin olunmali ve hiicre topaklarinin olusumu engellenmelidir. Aymn
zamanda, testin uygun hassasiyette olmasi igin test esnasinda hiicrelerin yakin
bitisiklikte olmasi1 gerekir. Hiicrelerin kuyucuklar arasinda diizenli ve esit dagilip
dagilmadiklar1 ve saglikli olup olmadiklar1 mikroskopta incelenmelidir. Hiicre kiiltiirleri

asagida belirtildigi sekilde 96 kuyucuklu mikroplakalarda hazirlandi:

1. Bir rezervuar igerisine steril bidistile su konuldu ve inkiibasyon sirasinda
kiiltiir besiyerinin buharlagmasini azaltmak amaciyla 96 kuyucuklu mikroplakanin A ve
H siralari ile 1. ve 12. siitunlarindaki her bir kuyucuguna 100 pL su dagitildi (Sekil 3-1).

2. Her bir kuyucukta 10* hiicre 100 pL besiyeri icinde olacak sekilde 96
kuyucuklu mikroplakalara hiicreler dagitildi: 6,5 x 10° hiicre 6,5 mL besiyerinde
siispande edildi ve steril rezervuar igerisine hiicre siispansiyonu konuldu. 96 kuyucuklu

mikroplakalara Sekil 3.1°de gosterildigi sekilde 100 puL hiicre siispansiyonu dagitildi.
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3. 96 kuyucuklu mikroplakadaki hiicre siispansiyonu 37°C’de %5 CO’li

inkibatorde 24 saat siire ile inkiibe edildi.

1 234567 8 9101112
Q00000000000 @ :00nsterilsu

200 pl hiicre siispansiyonu

GG Mmoo m >
000000
X X X X X

HO00000000O0O0O

Sekil 3-1: 96 kuyucuklu mikroplakaya hiicre ekimi.

3.4.9. Test Maddelerinin, Negatif ve Pozitif Kontrol Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Asetamiprid: 400 mM konsantrasyonda olacak sekilde 22,27 mg madde 0,25
mL DMSQ’da ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirland.

Imidakloprid: 400 mM konsantrasyonda olacak sekilde 25,57mg madde 0,25
mL DMSQO’da ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlandi.

Klotianidin: 400 mM konsantrasyonda olacak sekilde 24,97 mg madde 0,25 mL
DMSO’da ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlandi.

Thiakloprid: 400 mM konsantrasyonda olacak sekilde 25,27 mg madde 0,25 mL
DMSOQ’da ¢oziilerek stok ¢dzelti hazirlandi.

Thiometoksam: 200 mM konsantrasyonda olacak sekilde 29,171 mg madde 0,5
mL DMSQO’da ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlandi.

%10°luk DMSO c¢ozeltisinin hazirlanigi: 10 mL DMSO besiyeri ile 100 mL’ye
tamamlandi. Maruziyet plakalarina uygulama sirasinda 1/10 oraninda seyreltilerek

maruziyet sirasinda konsantrasyonunun %1 olmas1 saglandi.

%1’lik SDS ana stok ¢ozeltisinin hazirlamisi: 0,1 g SDS, PBS ile 10 mL’ye

tamamlandi.
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%0,1’lik SDS c¢alisma ¢ozeltisinin  hazirlanisi:  %1°’lik SDS ana stok
cOzeltisinden 1 mL almip besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi. Maruziyet plakalarina
uygulama sirasinda 1/10 oraninda seyreltilerek hiicrelere 0,1 mg/mL konsantrasyonunda
SDS (~ICsp) pozitif kontrol olarak uygulandi (ISO-10993-5) ve ¢ozelti i¢indeki PBS

konsantrasyonunun da %1 olmasi saglandi.

Test maddelerinin ¢6ziindiiriildiigii DMSO’nun hiicrelere maruziyet sirasinda
konsantrasyonunun %]1°1 ge¢memesi gerektiginden dolayr test maddeleri 100 kati
konsantrasyonda stok ¢ozeltisi halinde DMSO igerisinde hazirlandi. Daha sonra test
madde c¢ozeltilerinin farkli konsantrasyonlar1 besiyerinde seyreltilerek asagida

belirtildigi sekilde hazirlandi:
Test maddelerinin seyreltilmesi

Stok test maddeleri 96 kuyucuklu mikroplakada 1/10 oraninda besiyeri ile
seyreltildi. Daha sonra hazirlanan bu c¢ozeltiden 1/2 oraninda seyreltme yapilarak
toplam 6 konsantrasyonda standard ¢ozeltileri hazirlandi. Seyreltme islemi igin

uygulanan plaka diizeni Sekil 3-2°de gosterildi:

1. A - E swrasindaki 1. kuyucuga 270 pL besiyeri 2.-6. kuyucuklara 150 uL

besiyeri konuldu.

2. A - E swrasindaki 1. kuyucuga maddelerin DMSO i¢inde hazirlanan
cozeltisinden 30 pL konuldu ve iyice karigtirildi.

3. 1. kuyucuktan 150 pL alinarak 2. kuyucuga aktarildi (1/2 oraninda
seyreltme), iyice karistirildi ve bu kuyucuktan 150 pL alinarak 3. kuyucuga aktarildi.
Bu islem 5. kuyucuk da dahil olmak iizere yapildi. En son 6. kuyucuktaki fazla olan 150
puL atildi. Bu sekilde toplam 6 konsantrasyonda olmak iizere madde seyreltmeleri

hazirlanmis oldu.
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Test maddeleri Besiyeri

1. kuyucuk

Sekil 3-2: Test maddelerinin 1/2 oraninda seyreltilmesi.

3.4.10. Hiicre Kiiltiiriiniin Test Maddelerine Maruz Birakilmasi
1. Bolim 3.4.8’de belirtilen 24 saatlik inkiibasyonun sonunda hiicre kiiltiir
mikroplakasindaki kuyucuklardan (A ve H sirasi hari¢) 8 kanalli pipet kullanilarak

kiiltiir besiyeri uzaklastirilda.

2. Bu kuyucuklara 50 pL PBS ilave edilerek yikama islemi gergeklestirildi
(kuyucuk yiizeyine tutunmus olan hiicrelerin kazinmamasina, zarar gormemesine dikkat

edilmelidir).

3. Vakit kaybetmeden her bir kuyucuga 90 pL taze hiicre kiiltiirii besiyeri
eklendi (hiicre katmaninin kurumasindan dolay1 olusabilecek hiicre 6liimii veya stresini

engellemek i¢in hizli yapilmalidir).

4. Maruziyet mikroplakasi Sekil 3.3°te gosterildigi sekilde diizenlendi:
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A + H siralari:  Steril bidistile su

B: Kiiltiir besiyeri + hiicre yok (blank, negatif kontrol)

GC: Kiiltiir besiyeri + hiicre (hiicre biiyliime kontrolii)

SC: Kiiltiir besiyeri + hiicre + DMSO (%1) (¢oziicii kontrolii)
PC: Kiiltiir besiyeri + hiicre + SDS (0,1 mg/mL) (pozitif kontrol)

Al, A2, ... A6: Kiiltiir besiyeri + hiicre + A bilesiginin 6 farkli konsantrasyonu
B1, B2, ....., B6: Kiiltiir besiyeri + hiicre + B bilesiginin 6 farkli konsantrasyonu
Cl1, C2, ....., C6: Kiiltiir besiyeri + hiicre + C bilesiginin 6 farkli konsantrasyonu

Sekil 3-3: 96 kuyucuklu maruziyet mikroplaka diizeni.

5. 1 ve 12. Situnlarin B-G kuyucuklarma 100 pL besiyeri konuldu (blank,
negatif kontrol).

6. B2, C2 ve D2 kuyucuklarina 10 pL hiicre kiiltiirii besiyeri konuldu (hiicre
biiytimesi kontrolii, GC).

7. E2, F2, G2, B11, C11 ve D11 kuyucuklarma 10 uL %10’luk DMSO ¢dzeltisi
konuldu (¢6ziicii kontrolii, SC).

8. E11, F11 ve GI11 kuyucuklarina 10 pL %0,1’lik SDS ¢o6zeltisi konuldu
(pozitif kontrol, PC).

9. A1-A6, B1-B6, C1-C6 seklinde isaretlenmis kuyucuklara Bolim 3.4.9°da
belirtildigi iizere seyreltmeleri yapilmis test maddelerinden 10’ar pL tatbik edildi (6
konsantrasyon, her konsantrasyon i¢in 3 tekrar yapildi). 5 test maddesi i¢in 4’er
mikroplaka 24 ve 48 saatlik maruziyetler i¢in hazirlandi. Ayni diizende 2. farkli bir
giinde ¢alisilmak {izere toplam her konsantrasyon icin 6 tekrar yapildi.

10. 96 kuyucuklu mikroplakalar 37°C’de %5 CO;’li inkiibatérde 24 veya 48

saat inkube edildi.
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11. MTT testi ve notral kirmizi testleri i¢in yukarda belirtildigi sekilde ayri

maruziyet plakalari olusturuldu.

3.5. Sitotoksisite Testleri
Test maddelerine maruz birakilan hiicrelerin canliliginin tespiti MTT ve NRU

testi uygulanarak gergeklestirildi.

3.5.1. MTT Testi

3.5.1.1. MTT Testinin Esas1

MTT bilesiginin tetrazolyum halkasinin hiicredeki (canli ve mitokondriyal
fonksiyonlar1 bozulmamis) mitokondriyal bir enzim olan siiksinat dehidrojenaz enzimi
ile formazana doniismesi esasina dayanir (Mosmann, 1983; Alley ve ark., 1988). Canli
hiicrede soluk sar1 renkli MTT, tetrazolyum halkasinin parcalanmasi sonucu koyu mavi-
mor renkli ¢dziinmeyen formazan iiriiniine doniisiir. Boylece canli ve mitokondriyal
fonksiyonlart bozulmamis hiicreler mor renkte boyanirken, 6lii ve mitokondriyal
fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmaz. Hiicreler organik ¢oziicii (6rn. isopropanol,
DMSO) ile ¢oziindiiriildiikten sonra formazan ¢ozeltisine ait rengin siddeti
spektrofotometrik olarak 590 nm’de oSlgiiliir. MTT nin rediiksiyonu sadece metabolik
olarak aktif olan hiicrelerde meydana gelir ve bu aktivitenin seviyesi hiicrelerin
canliliklartyla ol¢iiliir (Alley ve ark., 1988; Fotakis ve Timbrell, 2006; Mosmann, 1983;
Van Meerloo ve ark., 2011).

3.5.1.2. MTT Testi Protokolii
MTT ¢ozeltisinin hazirlamisi: 5 mg MTT, 1 mL 1 x CMF-PBS iginde

¢Oziindiirtildi. Cozelti +4°C’de karanlikta saklandi.
Deneyin yapilist

1. Boliim 3.4.10°’da anlatildig1 gibi test maddeleri ile inkiibe edilen hiicre
kiiltiiriinii igeren 96 kuyucuklu mikroplakanin her kuyucuguna 20 pL MTT ¢ozeltisi
eklendi.

2. 150 rpm’de inkiibator disinda 5 dk. orbital ¢alkalayicida bekletildi.
3. 37°C’de %5 CO;’li inkiibatorde 3 saat inkiibe edildi.

4. Kuyucuklardaki tistteki sivi atild1 ve kuyucuklara 100 pL DMSO ilave edildi.
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5. 150 rpm’de inkiibator disinda 5 dk. orbital galkalayicida bekletildi.

6. Olusan rengin siddeti 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna karsi)

mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede dl¢iildii.

3.5.2. Notral kirmzi alm (NRU) testi

3.5.2.1. NRU Testinin Esas1

Canli hiicreler lizozomlarinda nétral kirmizi boyasimi tutma kapasitesine
sahiptirler. Bdylece, hiicre canliligt nétral kirmizi boyasini tutma kapasitelerinin
inhibisyonu ile ol¢iiliir. Notral kirmizi zayif katyonik bir boya oldugundan kolaylikla
hiicre mebranina penetre olur ve lizozomlarda intraseliiler olarak birikir (lizozomal pH
< sitoplazmik pH) ve oradaki anyonik bolgelerle lizozomal matrikse baglanir. Hiicre
yilizeyinde ya da duyarli lizozomal membrandaki degisiklikler notral kirmizi boyasinin
alinmasin1 ve baglanmasini azaltir. Boylelikle canli hiicreler boyay: tutarken, zarar
gérmiis ya da 6lii hiicreleri tutmazlar. Boyanin niifuz ettigi hiicrelerde olusan rengin
siddeti spektrofotometrik olarak 540 nm’de o6lgiiliir (Fotakis ve Timbrell, 2006; Repetto
ve ark., 2008).

3.5.2.2. NRU Testi icin Cozeltilerin Hazirlamisi

Notral kirmizi ana stok ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 mg nétral kirmizisi boyasi
10 mL uygun besiyerinde ¢oziildii. Cozelti steril 0,22 um naylon enjektor ucu filtreden
gecirildi. Porsyonlanarak -20 °C’de saklandi. Boya kristallerinin iyi ¢oziindiiriilmesi i¢in
cozelti calisma giiniinden 6nce 37°C’de 1 gece inkiibe edildi ve 0,22 pm naylon

enjektor ucu filtreden gecirildi.

Notral kirmuzi ¢alisma ¢ozeltisinin hazirlanigi: 100 pL notral kirmizi ana stok

¢Ozeltisinden alinir, hiicre kiiltiirii besiyeri ile 10 mL’ye tamamlanir.

Noétral kirmizi ¢oziindiirme ¢ozeltisinin hazirlanigi: 150 pL glasiyel asetik asit,
7,35 mL distile su ve 7,5 mL absolu alkol karistirilarak hazirlanir. Kullanmadan hemen

once hazirlanmali ve 1 saat i¢erisinde kullanilmalidir.

3.5.2.3. NRU Testi Protokolii

1. Boliim 3.4.10°da anlatildig1 gibi inkiibe edilen hiicre kiiltliriinii iceren 96
kuyucuklu mikroplakanin kuyucuklarindaki besiyeri atild1 ve kuyucuklar 150 pL PBS
ile yikand.
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2. Her kuyucuga 100 pL nétral kirmizi ¢calisma ¢ozeltisi eklendi ve 37°C*de 3
saat inkiibe edildi.

3. Mikroplakanin kuyucuklarindaki boya ¢ozeltisi atildi ve 150 uL PBS ile
dikkatlice yiknadi (nétral kirmizi calisma c¢ozeltisinden kaynaklanabilecek boya
kristallerinin kalmamasina dikkat edildi).

4. Her kuyucuga 150 pL nétral kirmizi ¢oziindiirme ¢ozeltisi eklendi.

5. 150 rpm’de 10 dk. inkiibator disinda orbital calkalayicida bekletildi.

6. Olusan rengin siddeti 540 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede
Olcldii.

3.5.3. Sonug¢larin Degerlendirilmesi
1. Coziicii kontrol grubundan (SC) elde edilen absorbans degeri %100 canliligi
ifade eder. Orneklerde canli hiicre orani, ¢oziicii kontrol grubunun (SC) absorbans

degeri ile kiyaslanarak % cinsinden hesaplandi.

2. Coziicti kontrollerinin (SC) 96 kuyucuklu mikroplakanin sag ve sol kenarinda
bulunmasi sistematik hatalarin belirlenmesini saglar. Testin anlamli olabilmesi i¢in, sag
ve sol taraftaki ¢oziicii kontrollerin ortalamalar ile tiim ¢6ziicii kontrollerin ortalamalari

arasinda %15’ten fazla fark olmamasi gerekir.

3. Hiicre biiylime kontrolleri (GC) ¢0ziicliniin etkisini belirlemeyi saglar. Eger
¢oziicii kontrollerin degerleri hiicre biiylime kontrolleri ile belirgin bir fark gosterirse,
test bilesiklerinin inhibisyon degerleri dikkatle yorumlanmali, miimkiinse farkli bir

¢Oziicl se¢ilmelidir.

4. Testin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla her maruziyet mikroplakasina
SDS ¢ozeltisi (son konsatrasyonu 0,1 mg/mL olacak sekilde) eklenerek pozitif kontrol
grubu (PC) olusturuldu. Calisilan kosullarda, SDS ¢d6zeltisine (0,1 mg/mL) ait hiicre
6liimiiniin yaklasik %50 olmas1 gerekir (ISO-10993-5).

5. Her ¢oziicii kontrol (SC) ve Ornek absorbans degerlerinden, blank (B)
degerlerine ait ortalama absorbans degeri ¢ikarilarak diizeltilmis absorbans degerleri

elde edildi.

6. Diizeltilmis ¢oziicii kontrol (diizeltilmis ODsc) ve 6rnek (diizeltilmis OD¢mek)

absorbans degerlerinin ortalamasi alindi.
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7. % Relatif inhibisyon (% hiicre Oliimii) degeri asagidaki formiile gore

hesaplandi (Formiil 3-2):

% Relatif inhibisyon = 100 - (diizeltilmis ort. OD¢pmex X 100 / diizeltilmis ort. ODgc)
Formiil 3-2

8. X ekseninde maruziyet konsantrasyonu, Y ekseninde % relatif inhibisyon (%
hiicre 6limi) olacak sekilde excel programi kullanilarak konsantrasyona karst %

inhibisyon (% hiicre 6liimii) egrisi ¢izildi.

9. Egriden %50 inhibisyona (hiicre Oliimiine) karsilik gelen konsantrasyon
hesaplanarak calisilan maddelerin 1Csp (%50 oraninda hiicre O6liimiine sebep olan

konsantrasyon) degeri belirlendi.

3.5.4. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler “ortalama + standart sapma” olarak verildi. Veriler istatistiksel olarak
“SPSS 21.0 for Windows” paket programi kullanilarak degerlendirildi. Normal dagilim
gosteren veriler icin ‘Tek Yonlii Varyans’ (ANOVA) analizi ile ¢oklu karsilastirma
Dunnet testi kullanilarak yapildi. p<0,001 ve p<0,05 degerleri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Test maddelerinin SH-SY5Y ve HepG2 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi

hiicre canliliginin kantitatif 6l¢timiine dayanan MTT ve NRU testi ile gergeklestirildi.

4.1. Test Maddelerinin SH-SYSY Hiicrelerinde Sitotoksisitesi

4.1.1. Thiakloprid
SH-SYSY hiicrelerine 24 saat thiakloprid maruziyeti sonrast MTT ve NRU

testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre oliimii grafigi Sekil 4-1’de
gosterilmistir. Thiaklopridin SH-SYSY hiicrelerinde 24 saat maruziyetinde MTT ve
NRU testlerine gore ICsy degerleri sirasi ile 1,28 ve 1,16 mM olarak belirlendi (Tablo
4-1).
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Sekil 4-1: SH-SYS5Y hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 24 saat thiakloprid
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

SH-SYSY hiicrelerine 48 saat thiakloprid maruziyeti sonrast MTT ve NRU
testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre o6liimii grafigi Sekil 4-2’de
gosterilmistir. Thiaklopridin SH-SY5Y hiicrelerinde 48 saat maruziyetinde MTT ve
NRU testlerine gore ICsy degerleri sirast ile 1,20 ve 1,93 mM olarak belirlendi (Tablo

4-1).
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Sekil 4-2: SH-SYS5Y hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 48 saat thiakloprid
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

Tablo 4-1: SH-SYSY hiicrelerine 0,125-4 mM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat
thiakloprid maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim ve

ICs degerleri.
% Hiicre olimii % Hiicre olimii
Thiakloprid (mM) 24 saat 48 saat
MTT NRU MTT NRU
0,125 9,44 £221 14,79 + 4,37 14,64 + 4,94 15,07 + 3,01

0,25 17,43 £ 3,44% 16,30 = 3,75% 12,43 £2,11 20,33 £2,52%*
0,5 26,07 £ 5,20%** 31,05 £4,50** | 24,41 +6,52** | 23,58 +3,26%*
1 42,04 +£3,80** | 47,35+5,60%*% | 31,89 £6,47** | 33,20 £ 3,48%*
2 66,01 £ 6,56** 55,41 £ 3,74%* 73,54 £ 1,73%* 56,67 £ 8,46**
4 70,41 £ 3,35%* 79,32 £ 3,64** 77,48 £ 1,89%* 84,74 £ 6,15%*

ICs 1,28 1,16 1,20 1,93

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Kontrol grubu (¢oziicii kontrolii) = % 0 6lim
* Kontrol grubuna kiyasla p<0,05
** Kontrol grubuna kiyasla p<0,001 (ANOVA-post hoc Dunnet testi)
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4.1.2. Asetamiprid
SH-SYSY hiicrelerine 24 saat asetamiprid maruziyeti sonrast MTT ve NRU

testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre oOliimii grafigi Sekil 4-3’de
gosterilmistir. Asetamipridin SH-SYSY hiicrelerinde 24 saat maruziyetinde MTT ve
NRU testlerine gore ICsy degerleri sirasi ile 2,16 ve 3,09 mM olarak belirlendi (Tablo

4-2).
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Sekil 4-3: SH-SYSY hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 24 saat asetamiprid
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

SH-SYSY hiicrelerine 48 saat asetamiprid maruziyeti sonrast MTT ve NRU
testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre oliimii grafigi Sekil 4-4’de
gosterilmistir. Asetamipridin SH-SYS5Y hiicrelerinde 48 saat maruziyetinde MTT ve
NRU testlerine gore ICsy degerleri sirasi ile 1,83 ve 2,35 mM olarak belirlendi (Tablo

4-2).
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Sekil 4-4: SH-SYSY hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 48 saat asetamiprid
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

Tablo 4-2: SH-SYSY hiicrelerine 0,125-4 mM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat
asetamiprid maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim ve

ICs degerleri.
% Hiicre 6limi % Hiicre 6limi
Asetamiprid 24 saat 48 saat
(mM)
MTT NRU MTT NRU

0,125 6,98 + 5,39 15,62 £2,29 18,64 £2,11* 9,60 + 2,50
0,25 16,31 £2,04* 18,04 £ 5,46* 25,60 £2,25%* 24,37 £ 4,52%*

0,5 19,86 +£3,61* 23,71 £ 3,54%** 33,82 £ 5,39%* 22,29 £+ 6,53**

1

34,07 £ 7,14**

27,31 £2,98**

45,91 + 3,72%*

30,38 + 7,24%*

2 48,52 £ 5,54** | 39,49 +£236%* 51,00 £5,62%*% | 39,79 + [,15%*
4 64,39 + 6,48%* | 63,62 +4,94** 57,93 £0,76*%*% | 69,15 + 8,29**
ICsp 2,16 3,09 1,83 2,35

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Kontrol grubu (¢oziicii kontrolii) = % 0 6lim
* Kontrol grubuna kiyasla p<0,05

** Kontrol grubuna kiyasla p<0,001 (ANOVA-post hoc Dunnet testi)

4.1.3. Klotianidin
SH-SYSY hiicrelerine 24 saat klotianidin maruziyeti sonrast MTT ve NRU

testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre oliimii grafigi Sekil 4-5’de

gosterilmistir. Klotianidinin SH-SYSY hiicrelerinde 24 saat maruziyetinde MTT ve

NRU testlerine gore ICsy degerleri sirasi ile >4 ve 2,29 mM olarak belirlendi (Tablo 4-

3).
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Sekil 4-5: SH-SYS5Y hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 24 saat klotianidin
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

SH-SYSY hiicrelerine 48 saat klotianidin maruziyeti sonrasti MTT ve NRU
testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre oliimii grafigi Sekil 4-6’de
gosterilmigtir. Klotianidinin SH-SYSY hiicrelerinde 48 saat maruziyetinde MTT ve
NRU testlerine gore ICsy degerleri sirast ile 3,73 ve 1,09 mM olarak belirlendi (Tablo 4-

3).
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Sekil 4-6: SH-SYS5Y hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 48 saat klotianidin
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.
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Tablo 4-3: SH-SYSY hiicrelerine 0,125-4 mM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat
klotianidin maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim ve
ICsy degerleri.

% Hiicre olumi

% Hiicre 6lumi

Klotianidin (mM) 24 saat 48 saat
MTT NRU MTT NRU
0,125 7,17 +3,45 25,49 + 4,49** 17,00 £2,11%* 15,45 £ 0,55
0,25 11,39 + 5,39 32,22 £0,21%* 26,58 £2,25%* 29,27 £ 0,49**
0,5 18,69 + 4,60* 37,14 £5,91** 27,34 £ 5,39%* 41,37 +£7,91**
1 23,73 £ 5,26%* 40,17 = 1,82** 26,50 + 3,72%* 44,20 £ 1,35%*
2 34,15 +£5,88%* | 4433 £232%* | 4784 +£5,62*%* | 62,60+ 5,65%*
4 43,79 £5,04** | 66,34 £5,96%* | 53,60=+0,76** | 67,78 &£ 8,52%*
ICso >4 2,29 3,73 1,09

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Kontrol grubu (¢oziicii kontrolii) = % 0 6lim
* Kontrol grubuna kiyasla p<0,05
** Kontrol grubuna kiyasla p<0,001 (ANOVA-post hoc Dunnet testi)

4.1.4. imidakloprid
SH-SYSY hiicrelerine 24 saat imidakloprid maruziyeti sonrast MTT ve NRU

testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre oliimii grafigi Sekil 4-7°de

gosterilmistir. Imidaklopridin SH-SYSY hiicrelerinde 24 saat maruziyetinde MTT ve

NRU testlerine gore ICsy degerleri sirast ile 3,69 ve 2,13 mM olarak belirlendi (Tablo 4-

4).
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Sekil 4-7: SH-SYSY hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 24 saat imidakloprid
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.
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SH-SYSY hiicrelerine 48 saat imidakloprid maruziyeti sonras1t MTT ve NRU
testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre olimii grafigi Sekil 4-8’de
gdsterilmistir. Imidaklopridin SH-SY5Y hiicrelerinde 48 saat maruziyetinde MTT ve
NRU testlerine gore ICsy degerleri sirasi ile >4 ve 2,97 mM olarak belirlendi (Tablo 4-

4).
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Sekil 4-8: SH-SYS5Y hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 48 saat imidakloprid
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

Tablo 4-4: SH-SYSY hiicrelerine 0,125-4 mM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat
imidakloprid maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim ve

ICsy degerleri.
) % Hiicre 6lumi % Hiicre 6luimi
Imidakloprid 24 saat 48 saat
(mM)
MTT NRU MTT NRU
0,125 8,84 £2,54 18,84 £2,01* 7,76 £ 1,24 17,34 £ 1,41*
0,25 14,61 £3,72 21,94 £1,89%* 5,70+ 1,12 30,98 £ 5,42%*
0,5 21,61 £3,72%* 33,02 £3,26%* 16,76 + 4,98* 30,37 £4,75%*
1 25,13 £ 5,54%** 35,33 £3,48%* 18,87 £2,29* 38,73 £6,75%*
2 34,01 + 5,70%* 48,49 + 5,46** 27,87 £1,59%* 46,44 + 4,63**
4 51,76 £ 3,77** 61,69 £6,15%* 48,05 + 4,55** 55,05 £7,51%*
ICs 3,69 2,13 >4 2,97

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Kontrol grubu (¢dziicii kontrolii) = % 0 6lim
* Kontrol grubuna kiyasla p<0,05

** Kontrol grubuna kiyasla p<0,001 (ANOVA-post hoc Dunnet testi)
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4.1.5. Tiyametoksam
SH-SYSY hiicrelerine 24 saat tiyametoksam maruziyeti sonrast MTT ve NRU

testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre olimii grafigi Sekil 4-9°de
gosterilmistir. Tiyametoksamin SH-SYSY hiicrelerinde 24 saat maruziyetinde MTT ve

NRU testlerine gore ICsy degerleri sirasi ile 1,08 ve 0,65 mM olarak belirlendi (Tablo 4-
5).
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Sekil 4-9: SH-SYSY hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 24 saat tiyametoksam
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

SH-SYSY hiicrelerine 48 saat tiyametoksam maruziyeti sonrast MTT ve NRU
testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre oliimii grafigi Sekil 4-10°de
gosterilmistir. Tiyametoksamin SH-SYSY hiicrelerinde 48 saat maruziyetinde MTT ve

NRU testlerine gore ICsy degerleri sirasi ile >4 ve 1,22 mM olarak belirlendi (Tablo 4-
5).
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Sekil 4-10: SH-SYSY hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 48 saat tiyametoksam
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

Tablo 4-5: SH-SYSY hiicrelerine 0,125-4 mM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat

tiyametoksam maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim ve

ICs degerleri.
% Hiicre 6limi % Hiicre 6limi
Tiyametoksam 24 saat 48 saat
(mM)

MTT NRU MTT NRU
0,063 14,94 + 4,96 19,14 + 4,98* 7,13+ 1,26 20,54 +£0,21**
0,125 28,68 £ 5,99%* 26,70 £ 5,58%* 10,76 £ 2,33 22,91 £ 4,41**
0,25 37,42 + 6,18** 35,85+ 3,54 %* 12,01 £+ 5,39 32,22 + 6,47%*
0,5 41,78 = 7,93** 51,66 +4,78** 17,10 £ 7,60* 33,41 £5,70%*
1 51,91 £4,55%* 53,93 £ 1,82%* 20,92 £ 2,54%** 48,90 + 8,63**
2 67,28 £ 8,55%* 64,37 £2,53** 36,89 £+ 3,55%* 65,61 £9,51**

ICs 1,08 0,65 >4 1,22

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Kontrol grubu (¢dziicii kontrolii) = % 0 6lim
* Kontrol grubuna kiyasla p<0,05
** Kontrol grubuna kiyasla p<0,001 (ANOVA-post hoc Dunnet testi)
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4.2. Test Maddelerinin HepG2 Hiicrelerinde Sitotoksisitesi

4.2.1. Thiakloprid

HepG2 hiicrelerine 24 saat thiakloprid maruziyeti sonrast MTT ve NRU testleri
ile konsantrasyona kars1 hazirlanan % hiicre 6liimii grafigi Sekil 4-11°de gosterilmistir.
Thiaklopridin HepG2 hiicrelerinde 24 saat maruziyetinde MTT ve NRU testlerine gore
ICs degerleri sirast ile 1,40 ve 0,40 mM olarak belirlendi (Tablo 4-6).
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Sekil 4-11: HepG2 hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 24 saat thiakloprid maruziyeti
sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % o6liim degerleri.

HepG2 hiicrelerine 48 saat thiakloprid maruziyeti sonrast MTT ve NRU testleri
ile konsantrasyona kars1 hazirlanan % hiicre 6liimii grafigi Sekil 4-12°de gosterilmistir.
Thiaklopridin HepG2 hiicrelerinde 48 saat maruziyetinde MTT ve NRU testlerine gore
ICs degerleri sirast ile 2,38 ve 0,53 mM olarak belirlendi (Tablo 4-6).
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Sekil 4-12: HepG2 hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 48 saat thiakloprid maruziyeti
sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

Tablo 4-6: HepG2 hiicrelerine 0,125-4 mM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat thiakloprid
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % oliim ve ICsy degerleri.

% Hiicre dliimii % Hiicre oliimii
Thiakloprid (mM) 24 saat 48 saat

MTT NRU MTT NRU
0,125 22,25 + 6,46** 33,52 £ 6,97** 5,15+ 3,38 22,00 + 6,50%*
0,25 36,94 £ 4,98** 45,10 + 4,68** 20,89 +2,34%* 44,55 + 4,77**
0,5 39,46 + 7,47** 55,23 £ 8,29%* 26,72 + 3,51** 53,68 + 7,52%*
1 42,64 + 9,44%*%* 61,03 + 8,72%* 36,15 + 6,74%* 55,72 + 8,41 %%
2 54,31 £ 8,52%* 69,49 £ 9,09%** 41,36 £9,95%* 68,81 +4,87**
4 61,65+ 5,28** 79,35 £2,09** 62,48 + 3,80** 81,09 £7,17**

ICso 1,40 0,40 2,38 0,53

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Kontrol grubu (¢oziicii kontrolii) = % 0 6lim
* Kontrol grubuna kiyasla p<0,05

** Kontrol grubuna kiyasla p<0,001 (ANOVA-post hoc Dunnet testi)
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4.2.2. Asetamiprid

HepG2 hiicrelerine 24 saat asetamiprid maruziyeti sonrast MTT ve NRU testleri
ile konsantrasyona kars1 hazirlanan % hiicre 6liimii grafigi Sekil 4-13’de gosterilmistir.
Asetamipridin HepG2 hiicrelerinde 24 saat maruziyetinde MTT ve NRU testlerine gore
ICso degerleri sirasi ile 3,61 ve 0,56 mM olarak belirlendi (Tablo 4-7).
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Sekil 4-13: HepG2 hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 24 saat asetamiprid
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

HepG2 hiicrelerine 48 saat asetamiprid maruziyeti sonrast MTT ve NRU testleri
ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre 6liimii grafigi Sekil 4-14’de gosterilmistir.
Asetamipridin HepG2 hiicrelerinde 48 saat maruziyetinde MTT ve NRU testlerine gore
ICs degerleri sirast ile >4 ve 0,61 mM olarak belirlendi (Tablo 4-7).
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Sekil 4-14: HepG2 hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 48 saat asetamiprid
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

Tablo 4-7: HepG2 hiicrelerine 0,125-4 mM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat asetamiprid
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % oliim ve ICsy degerleri.

% Hiicre olumu

% Hiicre olumu

Asetamiprid 24 saat 48 saat
(mM)
MTT NRU MTT NRU
0,125 17,94 +2,98% 36,15 £ 4,50%** 5,76 + 0,35 26,96 £+ 5,89%*
0,25 21,01 £4,69*%* | 41,91 £6,12%* 10,36 = 0,95 38,32 £ 8,46%*
0,5 26,74 £2,48** | 48,41 £527** 14,34 £ 3,58 52,76 + 8,53%*
1 32,82 + 6,28%* 59,93 +4,72%* 16,12 + 1,47* 57,97 + 4,65%*
2 41,20 + 3,68** 62,13 £ 1,65%* 23,96 +0,78%* 63,42 + 5,63%*
4 50,25 £2,41%% | 64,09 +£8,95%* | 37,19 +3,90%* | 71,32 +3,29%*
ICsy 3,61 0,56 >4 0,61

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Kontrol grubu (¢oziicii kontrolii) = % 0 6lim
* Kontrol grubuna kiyasla p<0,05

** Kontrol grubuna kiyasla p<0,001 (ANOVA-post hoc Dunnet testi)

4.2.3. Klotianidin
HepG2 hiicrelerine 24 saat klotianidin maruziyeti sonrast MTT ve NRU testleri

ile konsantrasyona kars1 hazirlanan % hiicre 6liimii grafigi Sekil 4-15’de gosterilmistir.

Klotianidinin HepG2 hiicrelerinde 24 saat maruziyetinde MTT ve NRU testlerine gore

ICso degerleri sirasi ile 2,78 ve 2,39 mM olarak belirlendi (Tablo 4-8).
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Sekil 4-15: HepG2 hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 24 saat klotianidin maruziyeti
sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % o6liim degerleri.

HepG2 hiicrelerine 48 saat klotianidin maruziyeti sonrast MTT ve NRU testleri
ile konsantrasyona kars1 hazirlanan % hiicre 6liimii grafigi Sekil 4-16’de gosterilmistir.
Klotianidinin HepG2 hiicrelerinde 48 saat maruziyetinde MTT ve NRU testlerine gore
ICs degerleri sirast ile 3,95 ve 2,84 mM olarak belirlendi (Tablo 4-8).
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Sekil 4-16: HepG2 hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 48 saat klotianidin maruziyeti
sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % oliim degerleri.
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Tablo 4-8: HepG2 hiicrelerine 0,125-4 mM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat klotianidin
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % o6liim ve ICsy degerleri.

% Hiicre 6limi

% Hiicre 6limi

Klotianidin (mM) 24 saat 48 saat
MTT NRU MTT NRU
0,125 17,49 £ 4,49% | 30,51 + 6,65%* 2,08 £ 0,45 13,24 + 2,93
0,25 23,01 £521%* | 31,62+ 6,46%* 8,09 + 0,99 19,98 + 4,59+
0,5 28,31+ 730%* | 37,50+ 5,43%* 1324 +3,09 | 30,58 +3,55%*
1 3557 +£7,72%% | 41,05+£7,17%% | 17,32+5,95*% | 38,24 +7,97**
2 4235+ 6,35%F | 44,73 +6,59%*% | 22,92+2,08%* | 42,16+ 3,29%*
4 61,29 £3,51%* | 6324+4,90%* | 51,92+7,77*% | 59,62+ 4,07**
ICso 2,78 2,39 3,95 2,84

Tiim degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Kontrol grubu (¢oziicli kontrolil) = % 0 6liim
* Kontrol grubuna kryasla p<0,05
** Kontrol grubuna kiyasla p<0,001 (ANOV A-post hoc Dunnet testi)

4.2.4. imidakloprid
HepG2 hiicrelerine 24 saat imidakloprid maruziyeti sonrasi MTT ve NRU

testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre oliimii grafigi Sekil 4-17°de

gosterilmistir. Imidaklopridin HepG2 hiicrelerinde 24 saat maruziyetinde MTT ve NRU

testlerine gore 1Csy degerleri sirast ile >4 ve >4 mM olarak belirlendi (Tablo 4-9).
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Sekil 4-17: HepG2 hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 24 saat imidakloprid
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.
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HepG2 hiicrelerine 48 saat imidakloprid maruziyeti sonrasti MTT ve NRU
testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre oliimii grafigi Sekil 4-18’de
gosterilmistir. Imidaklopridin HepG2 hiicrelerinde 48 saat maruziyetinde MTT ve NRU

testlerine gore ICs degerleri sirasi ile >4 ve >4 mM olarak belirlendi (Tablo 4-9).
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Sekil 4-18: HepG2 hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 48 saat imidakloprid
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

Tablo 4-9: HepG2 hiicrelerine 0,125-4 mM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat imidakloprid
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % oliim ve ICsy degerleri.

) % Hiicre 6limi % Hiicre 6limi
Imidakloprid 24 saat 48 saat
(mM)
MTT NRU MTT NRU
0,125 16,10+ 3,11* 28,81 + 4,03** 9,31 £ 0,69 7,09 + 5,34
0,25 17,76 £ 6,93* 35,02 £ 5,16%* 13,24 + 2,68 22,58 £ 7,05%*
0,5 31,50 £0,90** 39,06 £ 7,14%* 16,24 £ 6,50* 33,47 £2,78**
1 36,28 + 4,95%* 44,79 + 6,05%* 18,95+ 3,12* 40,79 + 6,79%**
2 37,50 &+ 2,03%** 46,93 + 3,15%* 22,79 + 4,23%* 43,27 £ 4,31%*
4 46,77 £ 4,99%* 47,78 £ 9,21 %* 45,40 + 6,33** 47,46 £ 7,72%%*
ICs >4 >4 >4 >4

Tiim degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Kontrol grubu (¢dziicli kontrolil) = % 0 6liim
* Kontrol grubuna kryasla p<0,05

** Kontrol grubuna kiyasla p<0,001 (ANOVA-post hoc Dunnet testi)
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4.2.5. Tiyametoksam

HepG2 hiicrelerine 24 saat tiyametoksam maruziyeti sonrast MTT ve NRU
testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre oliimii grafigi Sekil 4-19’de
gosterilmistir. Tiyametoksamin HepG2 hiicrelerinde 24 saat maruziyetinde MTT ve

NRU testlerine gore ICsy degerleri sirasi ile 1,17 ve 0,92 mM olarak belirlendi (Tablo 4-
10).
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Sekil 4-19: HepG2 hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 24 saat tiyametoksam
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

HepG2 hiicrelerine 48 saat tiyametoksam maruziyeti sonrast MTT ve NRU
testleri ile konsantrasyona karsi hazirlanan % hiicre oliimii grafigi Sekil 4-20’de
gosterilmistir. Tiyametoksamin HepG2 hiicrelerinde 48 saat maruziyetinde MTT ve
NRU testlerine gore ICs degerleri sirasi ile 1,53 ve >4 mM olarak belirlendi (Tablo 4-
10).
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Sekil 4-20: HepG2 hiicrelerine 0-4 mM konsantrasyonlarda 48 saat tiyametoksam
maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim degerleri.

Tablo 4-10: HepG2 hiicrelerine 0,125-4 mM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat

tiyametoksam maruziyeti sonucu MTT ve NRU testleri ile elde edilen % 6liim ve

ICsy degerleri.
% Hiicre oliimii % Hiicre 6liimii
Tiyametoksam 24 saat 48 saat
(mM)
MTT NRU MTT NRU
0,063 25,47 £2,70%* 27,57 £3,07** 4,17 +0,87 21,78 + 3,38**
0,125 36,72 + 3,86%* 33,93 + 3,50%** 20,77 £ 0,43** 27,99 +£ 5,51 %*
0,25 38,41 £ 6,11%* 38,88 +£5,86** 25,55+ 3,21%% 31,06 + 3,78**
0,5 42,42 + 7 48%%* 48,24 +9,09** 33,95+ 4,16%* 36,43 + 3,63*%*
1 45,70 + 6,28** 52,88 £ 6,02** 39,34 £4,61%* 38,50 + 6,50**
2 62,77 £ 5,09%* 68,63 £4,01** 57,69 + 8 47** 40,01 £ 7,72%*
ICsg 1,17 0,92 1,53 >4

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Kontrol grubu (¢oziicii kontrolii) = % 0 6lim
* Kontrol grubuna kiyasla p<0,05

** Kontrol grubuna kiyasla p<0,001 (ANOVA-post hoc Dunnet testi)
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5. TARTISMA

Pestisitler tarimdaki verimliligi artirmak amaciyla zararlilar1 uzaklastirmak,
azaltmak, baskilamak ya da bozmak i¢in kullanilan kimyasal madde yada madde
karigimlaridir. Pestisitlerin  yillarca kullanimi sonucu birgok bocek tiiriiniin  bu
kimyasallara direng gostermesi nedeniyle, diisiik konsantrasyonlarda yiiksek aktiviteye
sahip cevre i¢in daha az risk tasiyan yeni nesil pestisitlerin liretimi 6n plana
cikmaktadir. Neonikotinoit grubu pestisitler bu amagla iiretilmis yeni nesil

insektisitlerdendir.

Neonikotinoitler genis spektrumlu, kalici, degme ve mide etkili sistemik
insektisitlerdir. Neonikotinoit grubu insektisitler nikotin tlirevleri olup, N-
nitroguanidinler (imidakloprid, tiyametoksam, dinotefuran, ve klotianidin) ve N-
siyanoaminidler (asetamiprid ve thiakloprid) olarak siniflandirilirlar (Bolboaca ve
Jaentschi, 2005). Neonikotinoit grubu insektisitler, diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de
bir¢ok {iriiniin korunmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu grup insektisitlerin
tohum kaplamada diisik miktarlarda kullanilmasi, tasinmasi, uygulanmasi,
depolanmasi, maliyetinin diisiik olmas1 ve tohum fidelerinde son derece etkili olmasi
bakimindan diger insektisitlere gére daha lstiin oldugu belirtilmektedir (Van Duyn,
2004). Neonikotinoitler, hem memelilerde hem de boceklerde post-sinaptik membranda
nikotinik asetilkolin reseptore (nAChR) baglanirlar ve agonist olarak etki gosterirler
(Tomizawa ve Casida, 2003; 2005). Neonikotinoitler, tiim diinyada hayvan sagligi ve
iirlin korunmasinda kullanilan en yeni insektisit grubu olup (Casida ve Quistad, 1998),
EPA tarafindan 2. ve 3. sinif toksinler grubunda simiflandirilmistir (EPA, 2003; WHO,
2009). Bu insektisitlerin 6zellikle DNA hasar1 (Bull ve ark., 2006), kardes kromatid
degisimi (Rupa ve ark., 1991), mikrogekirdek olusumu (Van Maele-Fabry and ark.,
2007), kromozomal anormalliklere (Rupa ve ark., 1988), DNA kiriklarina ve DNA
adduktlarina (Peluso, ve ark. 1996) neden oldugu belirtilmistir. Cesitli epidemiyolojik
calismalar DNA hasarinin sinir, solunum, lireme ve bagisiklik sistemi bozukluklarina
(Colosio ve ark., 2005), timorlerin gelisimine (Dich ve ark.,1997) sebep oldugunu
gostermistir. Thiakloprid karsinojendir ve farelerde yumurtalik tiimorii olusturdugu
tespit edilmistir. (EPA, 2003; WHO, 2009). Tiyametoksam karsinojendir ve disi erkek

farelerde karaciger tiimdrlerine neden olur (Green ve ark., 2005). Asetamiprid kardes
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kromatid degisimine, kan lenfositlerinde mikro ¢ekirdek olusumuna ve kromozomal

anormalliklere neden olmaktadir (Kocaman ve Topaktas, 2007).

Neonikotinoitlerin tarimsal miicadelede faydalarinin yani sira karsinojenik risk
tasiyabilmesi, karaciger, hormonal ve iireme sistemi iizerine kronik toksik etkiler
olusturmasi (Colosio ve ark.,2005) nedeniyle tez calismasinda siklikla kullanilan
neonikotinoit grubu insektisitlerin  (imidakloprid, tiyametoksam, klotianidin,
asetamiprid ve thiakloprid) SH-SY5Y ve HepG2 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite
potansiyelleri MTT ve noétral kirmizist alimi NRU testleri ile degerlendirilmesi

amaclandi.

Tez caligmasindan elde edilen sonuglarda thiaklopridin SH-SYS5Y hiicrelerine 24
saat maruziyeti sonucu ICsy degeri MTT ve NRU testleri ile 1,28 ve 1,16 mM olarak 48
saat maruziyeti sonucu ise 1,20 ve 1,93 mM olarak belirlenirken, HepG2 hiicrelerine 24
saat maruziyeti sonucu ICsy degeri MTT ve NRU testleri ile 1,40 ve 0,40 olarak 48 saat
maruziyeti sonucu ise 2,38 ve 0,53 olarak belirlendi. Bu sonuglardan 24 saatlik
maruziyette her ikisi hiicrede de MTT testi ile ICsy degerlerinin anlamli derecede farkl
olmadigi ve HepG2 hiicrelerinde ise 24 ve 48 saat maruziyetlerde NRU testi ile
thiaklopridin ICsy degerlerinin daha diisiik oldugu gdosterildi.

Asetamipridin SH-SYS5Y hiicrelerine 24 saat maruziyeti sonucu ICsy degeri
MTT ve NRU testleri ile 2,16 ve 3,09 mM olarak 48 saat maruziyeti sonucu ise 1,83 ve
2,35 mM olarak belirlenirken, HepG2 hiicrelerine 24 saat maruziyeti sonucu ICsy degeri
MTT ve NRU testleri ile 3,61 ve 0,56 mM olarak 48 saat maruziyeti sonucu ise >4 ve
0,61 mM olarak belirlendi. Bu sonuglardan SH-SYS5Y hiicrelerinde 24 ve 48 saat
maruziyetlerde MTT testi ile ICsy degerlerinin anlamli derecede farkli olmadigi, NRU
testi ile 48 saat maruziyette 1Cso degerinin %23,95 oraninda azaldigi gosterilmistir.
HepG2 hiicrelerinde ise MTT testi ile 24 ve 48 saatlik maruziyetlerde ICsy degerinin
>3,61 mM olarak belirlenirken, NRU testi ile ise her iki maruziyet siiresinde de 1Cs

degerlerinin daha diisiik oldugu gosterildi.

Klotianidinin SH-SYSY hiicrelerine 24 saat maruziyeti sonucu ICsy degeri MTT
ve NRU testleri ile >4 ve 2,29 mM olarak 48 saat maruziyeti sonucu ise 3,73 ve 1,09
mM olarak belirlenirken, HepG2 hiicrelerine 24 saat maruziyeti sonucu ICsy degeri
MTT ve NRU testleri ile 2,78 ve 2,39 mM olarak 48 saat maruziyeti sonucu ise 3,91 ve
2,84 mM olarak belirlendi. Bu sonuglardan SH-SYS5Y hiicrelerinde 24 ve 48 saat
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maruziyetlerde MTT testi ile ICsy degerlerinin >3,73 mM oldugu, NRU testi ile 48 saat
maruziyette ICso degerinin %52,40 oraninda azaldig1 gosterilmistir. HepG2 hiicrelerinde
ise MTT testi ile 48 saatlik maruziyette ICso degerinin %40,65 mM oraninda arttig1
belirlenirken, NRU testi ile ise her iki maruziyet siiresinde de ICsy degerlerinin arasinda

anlamli bir degisiklik olmadig1 gosterildi.

Imidaklopridin SH-SY5Y hiicrelerine 24 saat maruziyeti sonucu ICso degeri
MTT ve NRU testleri ile 3,69 ve 2,13 mM olarak 48 saat maruziyeti sonucu ise >4 ve
2,97 mM olarak belirlenirken, HepG2 hiicrelerine 24 ve 48 saat maruziyeti sonucu ICsg
degeri MTT ve NRU testleri ile >4 olarak belirlendi. Bu sonuglardan SH-SYS5Y
hiicrelerinde 24 ve 48 saat maruziyetlerde MTT testi ile ICsy degerlerinin >3,69 mM
oldugu, NRU testi ile 48 saat maruziyette ICsy degerinin %39,44 oraninda arttig1
gosterilmistir. HepG2 hiicrelerinde ise her iki maruziyet siiresinde MTT ve NRU testleri

ile ICsy degerleri hesaplanamamis olup, >4 olarak belirtilmigtir.

Tiyametoksamin ise SH-SYS5Y hiicrelerine 24 saat maruziyeti sonucu ICs
degeri MTT ve NRU testleri ile 1,08 ve 0,65 mM olarak 48 saat maruziyeti sonucu ise
>4 ve 1,22 mM olarak belirlenirken, HepG2 hiicrelerine 24 saat maruziyeti sonucu ICs
degeri MTT ve NRU testleri ile 1,17 ve 0,92 mM olarak 48 saat maruziyeti sonucu ise
1,53 ve >4 mM olarak belirlendi. Bu sonu¢lardan SH-SY5Y ve HepG2 hiicrelerinde 24
ve 48 saat maruziyetlerde MTT ve NRU testi ile ICso degerlerinin arttig1 gdsterilmistir.

Neonikotinoit grubu insektisitlerin ¢esitli hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik etkileri
hakkinda c¢ok fazla ¢aligma bulunmamaktadir. Calderon-Segura ve ark. (2012) insan
lenfositlerine thiakloprid (Calypso 480SC), imidakloprid (Gaucho 70 WS) ve
klotianidinin (Poncho) ticari formlarinin 2 saat boyunca maruziyeti sonucunda tripan
mavisi testi ile sitotoksisitelerini incelemis ve sirastyla 200 mM, 2 mM ve 1,07 M
konsantrasyonlariin {izerinde sitotoksik olduklarint gostermislerdir. Cavas ve ark.
(2012) Caco-2  hiicrelerine 24 saat asetamiprid maruziyetinin 75-350 pM
konsantrasyonlarda anlamli bir sekilde hiicre 6liimiine sebep oldugunu gostermislerdir.
Cavas ve ark. (2014) yaptiklar1 diger bir ¢aligmasinda ise IMR-90 akciger fibroblast
hiicrelerine asetamiprid maruziyetinin 100-1600 uM konsantrasyonlarda anlamli bir
sekilde hiicre Oliimiine sebep oldugunu ve IC50 degerini de 650 uM olarak

gostermislerdir.
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SH-SYS5Y hiicrelerinde 24 ve 48 saat maruziyet sonucu neonikotinoitlerin ICs
degerleri 0,65 - > 4 mM olarak belirlenirken, HepG2 hiicrelerinde ise 1Csy degerleri
0,40 - > 4 mM olarak belirlendi. Neonikotinoitlerin SH-SY5Y hiicrelerine kiyasla
HepG2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin daha fazla oldugu gézlendi. Neonikotinoit
grubu pestisitlerin ¢esitli sistemlerde sitotoksisitelerinin arastirilmasi ile bu grup
maddelerin toksisite caligmalarina katkida bulunulmasi insan ve ¢evre sagligi acisindan
risklerinin degerlendirilmesinde onem arz etmektedir. Tez caligmasindan elde edilen
sonuglarin, sitotoksik etkiye sahip olduklar1 tespit edilen neonikotinoit grubu
insektisitlerin insan ve g¢evre sagligi lizerine toksik etkileri ile ilgili aragtirmalarin
cogaltilmasi ve kullanimlar1 konusunda gerekli tedbirlerin alinmasi hususlarina dikkat

cekecegine inanilmaktadir.
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