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OZET

Giliniimiizde kullanimi garpict bir sekilde artan pestisitler, modern tarimda bocekler, yabani
otlar, mikroorganizmalar gibi zararlilar1 kontrol altina almak ve iiriin verimini arttirmak i¢in
kullanilmaktadir. Bu c¢alismada 7 farkli kisiden alinan kan orneklerinde indoksakarb’in
DNA’da olusturdugu yapisal degisiklikler ve antioksidan enzim aktivitelerinin
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Calismamuzda kullanilan kan 6rnekleri kontrol grubu ve
uygulama grubu olmak iizere iki grup olarak ¢alisilmigtir. Uygulama grubuna artan dozlarda
indoksakarb maddesi uygulandiktan sonra malondialdehit miktari, antioksidan enzim
aktivitesi ve DNA’da olusan hasarlar kontrol grubu ile karsilastiriimigtir. Komet testine gore,
artan dozlarda verilen indoksakarb DNA kuyruk yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk
momenti degerlerinde artisa neden olarak DNA hasar1 belirlenmistir. Antioksidan savunma
sistemi enzimlerinden siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GPx) enzim aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) miktar1 kontrol ve uygulama gruplarinda
spektrofotometrede Olciilmiis karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Antioksidan enzim
aktivitesinde yer alan enzimlerin aktiviteleri istatiksel olarak azalirken MDA miktar1 artig
gostermistir. Bu caligma ile indoksakarb insektisitinin dogada kontrolsiiz kullaniminin
canlilara ve gevreye zararl etkileri olabilecegi gosterilmistir. Ancak mevcut ¢alisma bu
konuda yapilmig bir 6n c¢alisma niteliginde olup literatiire katki saglayacak ve bundan

sonraki kapsamli ¢alismalara da 151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Pestisit, Indoksakarb, Kan dokusu, Antioksidan enzimler, Komet
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ABSTRACT

Pesticides, whose use has increased dramatically, are used in modern agriculture to control
pests such as insects, weeds, microorganisms and to increase crop yields in nowadays. In this
study, it was aimed to evaluate the structural changes caused by indoxacarb in DNA and
antioxidant enzyme activities in blood samples taken from 7 different individuals. Blood
samples used in our study were divided into two groups as control group and application
group. After increasing doses of indoxacarb, the amount of malondialdehyde, antioxidant
enzyme activity and DNA damage were compared with the control group. According to the
comet test, DNA damage was determined with DNA tail percentage, tail length and tail
moment with increasing the doses of indoxacarb. Antioxidant defense system enzymes
which are superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX)
enzyme and malondialdehyde (MDA) were measured and evaluated in spectrophotometer in
control and application groups. The activities of these enzymes involved in antioxidant
enzyme decreased while the level of MDA increased statistically. In this study, uncontrolled
use of indoxacarb insecticide in nature has been shown to have harmful effects on organisms
and the environment. However, the present study has been a preliminary study on this
subject and will contribute to the literature and will shed light on the following

comprehensive studies.

Key words: Pesticide, Indoxacarb, Blood tissue, Antioxidant enzymes, Comet.
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1. GIRIS

Pestisitler, tarimsal tiretimi olumsuz sekilde etkileyen mantarlara, haserelere, yabani
otlara ve kemiricilere karsi kullanilan kimyasal maddelere denir [1]. Pestisitler,
ekonomik zehirler simifina girerler ver kullanildiklar1 yerlere gore adlandirilirlar.
Bunlar; bocek pestisitlerine insektisitler, mantar pestisitlerine fungisitler, kemirici
pestisitlerine rodentisitler, yabanci ot pestisitlerine herbisitler, yumusakca
pestisitlerine molusitler, uyuz bocekleri ve parazit pestisitlerine akarisitler denir.
Saglik ag¢isindan tam bir giivenceye sahip olmayan pestisitlerin bir dereceye kadar
toksisitesi vardir [2].

Pestisitlerin faydalar1 olmasma ragmen dogamizi kirleten zehirli maddeler olup,
canlilarin viicutlarinda biyolojik olarak birikirek yogunlasmakta ve ayni zamanda
giderek biyoderisiklenerek de daha biiyiik orana erismektedir. Pestisitler her ne kadar
tarimsal agidan faydalar1 olsada asir1 kullanimi ¢ok fazla kalint1 birakir ve ¢evreyi de
ciddi anlamda kirletmekterek ¢esitli yollarla besin zincirine katilip insan ve

hayvanlarin sagligini tehdit etmektedir.

Insektisit, giiniimiizde dogal iiriinlerden elde edilen veya yapay kokenli olup
iilkemizde yaygm olarak kullanilmaktadir. Zararli bocekleri etkisiz hale getirmek
icin kullanilmakta olan insektisitlerin canli organizmalardaki etkileri bilim
diinyasmin 6nemli arastirma konularindan birisidir. Son yillarda molekiiler biyoloji,
fizyoloji ve biyokimya alaninda yapilan ¢alismalarin, insektisitlerin canli organizma
tizerinde hangi molekiiler tizerine ekili olduklarina iliskin bilgi birikiminin artmasi

saglanmistr [1].

Oliim olaylari, pesitisitler icinde en ¢ok insektisitlerle olmaktadir [1]. insektisitlerin
tarimsal {iretimi arttirmak amaciyla bilingsizce ve yaygin kullanilmasi, kolay elde
edilmesinden dolay1 zehirlenmeler de sik gorilmektedir [2]. Kimyasal yapilarina
gore insektisitler; klorlu hidrokarbonlar, karbamatlar, organik fosforlular ve diger
insektisitler (alkoloid olanlar, anorganik yapida olanlar) seklinde siniflandirilir [1-4].
Pestisitler icinde en yaygin zehirlenme sebebi organik fosforlu insektisitlerdir [5].

Endiistriyel iilkelerde gelismekte olan iilkelere kiyasla daha fazla pestisit



kullanilmasina ragmen, gelismekte olan iilkelerde daha fazla pestisit zehirlenmesine

rastlanmaktadir [6].

Insektisitler, tarimda ve bircok alanda yaygm olarak kullanilan bocek oldiiriicii
kimyasal maddelerden biridir. Insektisitlerin bocekler iizerine etkileri farkli
mekanizma yollar1 ile olabilmektedir. Iyon kanallari, hiicrede yasamsal dneme sahip
olan iyonlarin hiicreye giris-¢ikislarin1 kontrol eden hiicre zarmna yerlesmis trans-
membran proteinler olup, insektisitlerin bocekler tizerindeki oOldiiriicti etkisi i¢in
spesifik  bolgeleri olusturmaktadirlar. Son yillarda  siirdiiriilen c¢aligmalar
insektisitlerin etkiledigi fizyolojik yollar aracigiliyla insan sagligina tehdit

olusturabilecegini gostermektedir [7].

Ev, toplum saghginda ve tarimsal iiretimin arttirilmasinda insektisitler 6nemli bir
yere sahiptirler. Fakat ambalajlama, tiretim veya kullanim esnasinda yeterli 6zen
gosterilmediginde ciddi zehirlenme ve hatta bazi durumlarda Oliimlere sebep
olabilmektedirler. Ulkemizde de insektisitlerle zehirlenme olgulariyla sik sik
karsilasilmaktadir [8].

1.1. indoksakarb

Indoksakarb (S)-methyl 7-chloro-2,5-dihydro-2-[[(methoxycarbonyl) [4-
(trifluoromethoxy)  phenyl]lamino]carbonyl]  indeno[li2-e][1,3,4] oxadiazine-
4a(3H)carboxylate) domates, findik, elma ve pamuk tiretiminde verimi arttirmak igin
kullanilan oksidiyazin grubundan bir insektisittir. Hedef olmayan organizmalarda
toksik etkisinin disiik diizeyde oldugu fakat bocek 6ldiirme giicliniin yiiksek diizeyde
oldugu bildirilmistir. Etkisini hem memelilerin hem de boceklerin voltaj duyarli
sodyum kanallarmi bloke etmesiyle gosterir [9]. indoksakarbin sodyum kanallarini
etkilemesiyle canlilarda toksik etkisini ortaya ¢ikardigi tespit edilmistir. Bu bilesik,
hiperpolarize membran potansiyelini etkiledigi gibi depolarize membranlarda geri

doniisiimsiiz hasarlara sebep olmaktadir [10-14].

Indoksakarbin hedef olmayan organizmalar iizerinde toksik etkilerini arastrmaya
yonelik calismalar olduk¢a azdrr. Insanlarda en yaygm goriilen etkisi

methemoglobinemidir [15, 16]. Tsurubuchi ve ark. (2003) sicanlarin dorsal kok

2



ganglion hiicreleri lizerinde yapilan ¢alismalarinda, indoksakarbin hiicrelerde voltaj
kapili sodyum kanallarini bloke ettigi goriilmiistiir [17]. Zhao ve ark. (1999) yaptigi
baska bir ¢alismada da indoksakarbin memelilerin sinir hiicrelerinin nikotinik
asetilkolin reseptorlerine etki ettigi goriilmistiir [18]. Ayrica Viswanathan ve ark.
(2013) tarafindan ortaya konulan ¢aligma indoksakarb zehirlenmesinin, solunum
sikintisinin  etkiledigi periferik noropati ve turuncu idrar bulgularin1 ortaya
cikarmistir [19].

Indoksakarb ¢ogunlukla domates, lahana, pathcan, pamuk gibi sebzeler ve armut,
elma, kiraz gibi meyveler igin kullanilir. Insdoksakarb, karbamatlar, organofosfatlar
ve pretreoidlere karsi direng gosteren bocekler igin kullanilan ilk ticari pirazolin tip
insektisittir. Indoksakarbmn cevre icin giivenli, hedefte olmayan organizmalar i¢in
yiiksek bocek oldiiriicii aktivite ve diisiik zehirlilik gibi 6zellikleri oldugu ileri
siiriilmektedir. Insanlar icin indoksakarbm, pestisit veri tabanlarinda toksik etkilerine
yonelik herhangi bir bilgi bulunmadig: halde, laboratuvarda hayvanlar iizerindeki
caligmalar ile indoksakarba ¢esitli yollarla maruz kalmis fare, sigan, kopek ve
tavsanlarin olumsuz etkilendigi goriilmektedir. Hayvanlar iizerinde yapilan
caligmalarda indoksakarbin etkileri olarak gozlerde iltihapli akimnti, uyku hali, burun
akmtis1, hareketsizlik, salya, titreme ve hizli kilo kayb1 goriilmiistiir. Insanlarda ise
yan etki olarak periferik noropati olarak bilinen sinir ucu iltihabi,
methemoglobinemi, rabdomiyoliz adi verilen kas dokularmm hasari, hemolitik
anemi, akut bobrek yetmezligi, akut solunum sikintis1 sendromu, kalp yetmezligi ve
kalp durmasi ve ritim bozuklugu gibi kardiyovaskiiler, hematolojik ve norolojik

bir¢ok vaka goézlemlenmistir [20-22].
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Sekil 1.1. indoksakarb’in Kimyasal Yapisi [23].

1.2. Oksidatif Stres
Metabolizma iiriinii olarak olusan, son derece reaktif kimyasal molekiillere serbest
radikaller denir. Oksijen kaynakli serbest radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROT)

olarak isimlendirilir ve biyolojik sistemlerin en 6nemli serbest radikalleridir [24].

Viicutta dogal metabolik yollar ile meydana gelen serbest radikaller normal sartlarda
radikal pargalayan antioksidan sistemleri ile ortadan kaldirilmaktadir. Fakat gesitli
sebepler ile reaktif oksijen tiirlerinin ¢ogalmasi ve antioksidan mekanizmalarinin
yetersiz kalmasi sonucunda oksidatif stres denilen patolojik olay olusmaktadir.
Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar1 araciligryla DNA’daki zincir kiriklari, DNA-
protein ¢apraz baglanmasi, abazik bolgeler ile baz ve seker modifikasyonlar1 gibi bir

takim anormalliklere sebep olarak hasarlara neden oldugu gériilmiistiir [25, 26].

Oksidatif DNA hasar1 farkli yontemler ile ortaya g¢ikarilabilmektedir. Fakat bu
tekniklerin birgogu yalnizca bir hasar irliniinii 6lgebilmektedir. Bunun yaninda kiitle
spektrometrik teknikler kullanilarak meydana gelen baz hasar {irlinlerinin miktari
analiz edilebilir [27].



Uzun yillardir yapilan birgok ¢alismada, antioksidanlarin beslenme ve saglik
yararlarinin yani sira, kendi aralarinda ve serbest radikallerin arasinda bulunan ters
iliski tizerinde durulmustur. Oksidatif stres yoluyla reaktif tiirlerin ya da serbest
radikallerin, kanser, diyabet, kardiyovaskiiler bozukluklar, nérodejeneratif
bozukluklar ve diger kronik durumlar gibi farkli saglik kosullarmin ilerlemesinde
belirgin bir sekilde etkili olduklar1 goriilmiistiir [28]. Oksidatif stres, oksidanlarin
lehine oksidanlar (serbest radikaller veya reaktif tiirler) ve antioksidanlar arasinda

bulunan fizyolojik dengesizligin sonucu olarak meydana gelen hiicresel bir olaydir.

Bir noktadan sonra, serbest radikallerin iiretimi, viicudun dogal antioksidan savunma
mekanizmalarinin yeterli gelebilecegi seviyeyi astiginda, serbest radikaller DNA,
protein ve lipidler gibi temel biyomolekiillerin okside edilmesini tetikleyerek bir¢ok
hastaliga sebep olan hiicresel bir oksidatif ortam olusturur. Serbest radikaller,
antioksidanlar ve hastaliklar arasinda bulunan etkilesim, saglik, yaslanma ve yasa

bagli hastaliklarin korunmasinda 6nemlidir [29].

1.3. Malondialdehit (MDA)
Serbest oksijen gruplarinin dokuda olusturdugu hasar ve lipit peroksidasyonu
siddetinin belirlenmesi i¢in kullanilan y6ntemlerden biri MDA seviyesinin
belirlenmesidir. MDA, kan plazmasinda kolay tanimlanabilmekte ve oksidatif stres
Olgtimlerinde kullanilmaktadir. MDA’ nin plazmada kolay ¢oziinebilmesi idrarda da
gortilebilir kilmaktadir [30].

Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen MDA, membran bilesiklerinin
parcalanmasina neden olur. Bununla birlikte iyon gegirgenligi, deformasyon, hiicre
ylizey Dbilesenlerinin toplanmasi, enzim aktivitesi gibi membran 6zelliklerini
degistirir. Bu sekilde olusan etkiler MDA’nin neden genotoksik, karsinojenik ve
mutajenik oldugunu agiklamaktadir [31].

1.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Superoksit dismutaz (SOD), hiicrede bulunan ilk detoksifikasyon enzimi olmakla
beraber en kuvvetli antioksidandir. Reaktif oksijen tiirlerine (ROT) kars1 birinci hat

savunma sisteminin bir parcasi olan 6nemli bir endojen antioksidan enzimdir. SOD



dismutasyon reaksiyonu ile siiperoksit radikalini (O,7) daha az zararl olan hidrojen
peroksit (H20,) ve molekiiler oksijene (O2) katalizleyen enzimatik bir antioksidandir.
SOD bir metaloenzim oldugundan dolay1 etki gdstermesi i¢in metal bir kofaktore
ihtiya¢ duyar. SOD tarafindan kofaktor olarak kullanilacak enzimin gesitli formlar1
bulunmaktadir [32, 33]. SOD ile bagli metal iyonlar1 demir (Fe), manganez (Mn),
bakir (Cu) ve ¢inko (Zn)’dur. Bu baglamda, SOD'larin ii¢ formu bulunur ve bunlar;
FeSOD, CuZnSOD, MnSOD’dur.

SOD, hiicresel saglik i¢in vazgecilmez bir antioksidandir. Viicut hiicrelerini
yaslanmaya ve hiicre 0liimiine tesvik eden zararl ajanlardan, serbest radikallerden ve
asir1 oksijen radikallerinden korur. SOD seviyeleri yas ile birlikte diiserken, serbest
radikal olugsumlar1 artar. SOD takviyesinin bagisiklik sistemini korudugu, hastalik
riskini biiyiik oranda azalttigi ve sonu¢ olarak yaslanma siirecini yavaslattigi ileri

stiriilmiistiir [34].

1.5. Katalaz (CAT)

Katalaz, dort protein alt biriminden olusur ve her alt birim, bir NADPH molekiilii ve
bir hem grubu i¢ermektedir [35, 36]. Katalaz da NADPH molekiilii yiizeye sikica
baglanir [37]. CAT olduk¢a 6nemli bir antioksidandir; bir saniyede milyonlarca
hidrojen peroksit molekiiliinii pargalayabilme yetenegindedir [38]. CAT, oksijen
bulunduran tiim canli dokularda yaygm olarak bulunan bir antioksidandir [39].
Katalaz, peroksizomlar gibi hiicre i¢i organellerde bulunur, endoplazmik retikulum
ve mitokondride de az miktarda bulunur ve hidrojen peroksitin, su ve serbest oksijen
molekiillerine doniistiiriilmesini katalize eder [40]. Siiperoksit radikali, SOD enzimi
aracilifiyla daha az zararli olan hidrojen peroksit (H202)’ye doniistiiriilir. H202
serbest radikaller arasinda yer alir baskilanmadiginda hiicreye zarar verir ve biyolojik
Ooneme sahiptir. Fenton reaksiyonu ile tehlikeli oksijen tiirli olan hidroksil radikalinin

(OH-) olusmasinda 6nemli role sahiptir [41, 42].

Katalazmn eksikliginde ve mutasyona ugramasi sonucunda gesitli hastalik kosullar1 ve
anormalliklerin ortaya ¢iktigi goriilmistiir [43]. Zamocky ve Koller (1999), genetik

polimorfizme sahip ve katalazdaki gen ekspresyon seviyesini degistiren bireylerde



oksidatif DNA hasarinin ortaya ¢iktig1 ve ardindan kanser duyarlilig: riskinin arttigi

sonucuna ulasmiglardir [44].

1.6. Glutatyon Peroksidaz (GPx)
GPx, dort alt birimden meydana gelen tetramerik bir enzimdir. 1957 yilinda ilk

olarak Mills tarafindan memeli eritrositlerinden izole edilmistir [32].

Hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan GPx’in, her bir alt birimi bir selenyum atomu
icerir ve HyO7’in sebep oldugu oksidatif hasarlara kars: hiicreleyi korur. Bu sekilde
H20,’den OH’nin olusmasma engel olur [45]. GPx enziminin aktif bolgesinde
selenyum bulunduran ve bulundurmayan olarak iki ana tipi bulunur. Bunlardan biri
selenyum bulunduran selenyuma bagimli glutatyon peroksidaz (Se-GPx)’dir. Se-
GPx, organik hiperoksitlere ve H,O,‘ye kars1 oldukga etkili olan bir antioksidandr.
GST, selenyuma bagimli olmayan glutatyon peroksidazdir ve organik
hidroperoksitlerin parcalanmasinda etkilidir [46-50]. Reaksiyonlar sirasinda GSH,
hidrojen verici oldugundan H,O, ve hidroperoksitler indirgenir ve GSH oksitlenerek
glutatyon disiilfit (GSSG)’te doniisiir [50].

1.7. DNA Hasarn ve Komet Testi

DNA yapisimin korunmasi, kalitsal bilginin saglikli ve giivenilir bir sekilde nesilden
nesile aktarilabilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Genotoksik ajanlar DNA’da yapisal
degisikliklere, sarmalinda kirilmalara ve geri doniisiimsiiz hasarlara sebep olabilirler.
[51]. DNA hasar1 genetik endojen veya ekzojen etkenlerden dolay:

olusabilmektedirler [52]. Bu hasara sebep olan nedenleri siniflandirilmas;
Endojen Etkenler;

- Yanlis eslesmeler, delesyonlar /insersiyon

- Kimyasal degisiklikler: metilasyon, deaminasyon
- Baz kayiplar1: depurinasyon

- Oksidatif Hasar: 100.000 /hiicre/giin

- Replikasyon hatalar1



Ekzojen Etkenler;

- Kimyasal ajanlar: aflotoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, vinil klorid,
alkilleyici ajanlar, mustard gazlar1

- Fiziksel ajanlar: UV radyasyon, iyonize radyasyon seklinde gosterilebilir.

Son yillarda galismalarda yaygin olarak uygulanan Komet testi, ¢esitli ajanlarin
sebep oldugu DNA zincir kiriklarinin tespit edilmesi i¢in kullanilan giivenilir, hizl
ve hassas bir yontemdir. DNA hasar ve onariminin tayininde, genetik toksikoloji ve
biyoizleme ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan bir tekniktir [52, 53]. Tek hiicre
jel elektroforez teknigi olarak da bilinen Komet yontemi, sitotoksik ve genotoksik
hasarlarinin belirlenmesi amaciyla giiniimiizde siklikla kullanilan bir test yontemidir
[54]. DNA kiriklarinin belirlenmesinde kullanilan bu yontem, bir¢ok fiziksel ve
kimyasal ajanlarin insanlarda neden oldugu DNA hasar1 tayininde, kanser
hastalarinda ise DNA hasarinin derecesini ve onarimini belirlemek i¢in kullanilan bir
testtir [55-64]. Bu amagla uygulanan gesitli analiz yontemleri bulunur ve son yillarda

en yaygm kullanilan testlerden biri komet yontemidir [52, 53].

Bu calismada bir insektisit tiirii olan Indoksakarb’m kan hiicreleri iizerine toksik
etkileri arastirilmistir. Bu amagla, bu ¢alismada 7 saglikli insandan heparinli tiiplere
10 mL aliman kanlarda sitotoksik ve genotoksik etki, 151k mikroskobu ve

spektrofometre kullanilarak ortaya konulmustur.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. insan Kam

Bu ¢alisma, Yozgat Kizilay Kan merkezindeki bagis kanlarini kullanmak igin etik
kurul onay1 (14 nolu onay ve 2017-KAEK-189 2019.07.24 07 nolu karar) ile
gerceklestirilmistir. Bu c¢alismada, Indoksakarb’in kan hiicreleri iizerine toksik
etkileri arastirilmistir. Bu amagla 7 saglikli insandan heparinli tiiplere 10 mL alinan
kanlardan sitotoksik ve genotoksik etki 1tk mikroskobu ve spektrofometre ile

incelenmistir.

2.2. Kimyasallar

Deneyde sadece insan kanmna indoksakarb maddesi uygulanmistir. Uygulanan
insektisit Avaunt adli firmadan temin edilmistir. Diger kimyasal maddeler Sigma-
Aldrich’ten alinmistir.

2.3. Kanlara uygulama plam

Kanlar, kontrol grubu ve uygulama grubu olmak iizere ikiye ayrilmistir. Deneyde

olusturulan 1 kontol grubu ve 4 uygulama grubu olmak iizere 5 grupta ¢aligilmistir.

2.3.1. Kontrol Grubu

Kimyasal madde uygulanmamis olan gruptur.

2.3.2. Uygulama Grubu

4 uygulama grubuna artan dozlarda (1uM, 10 uM, 100 uM, 250 uM ) indoksakarb

maddesi verilmemistir.

2.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.4.1. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesinin tayininde Marklund’un (1974) gelistirdigi bu yOntem
kullamilmustir [65]. SOD enziminin aktivitesi icin 10 dk, 4 °C’de 1000 rpm’de
siipernatantlar santrifiij edilmistir. Tris-EDTA tamponu igeren kiivetlere hacimleri
farkli olan siipernatantlar eklenmis ve daha sonra enzim kaynagi uygulanmistir. Elde
edilen karisimlara pyrogallol eklendikten sonra 440 nm spektrofotometrede
absorbans degerleri 6lciilmiistiir. Olciilen degerlerden sonra kan hiicreleri igin enzim

aktiviteleri U/mg Hb olarak belirlenmistir.



2.4.2. Katalaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz enziminin aktivitesi, Aebi metodu (1984) ile tayin edilmistir [66]. Aktivite
tayininde siipernatantlar 4 ‘C’de 10 dakika 1000 rpm de santrifiij edilmistir. Ilk
olarak peroksizomlarda bulunan CAT enzimini belirlemek i¢in siipernatanta Triton
X-100 eklenmistir. Daha sonra H;O, eklenerek 240 nm spektrofotometrede
absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Degerler Ol¢iildiikten sonra kan hiicrelerinin enzim

aktivitesi, U/mg Hb olarak belirlenmistir.

2.4.3. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

GPx enzim aktivitesinin belirlenmesi igin Paglia ve Valentine’nin (1987) yontemi
kullamlmustir [67]. Siipernatantlar 20 dakika 4 °C’de 16.000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Bu yontem, GR’nin 340 nm spektofotometrede nikotinamid-adenin-
diniikleotid hidrojen fosfat’t1 (NADPH) oksitlemesiyle olusan absorbans degerlerini
Olgme prensibine dayalidir. NADPH’mn Nikotinamid-adenin-diniikleotid fosfat
(NADP)’a yiikseltgenmesi 340 nm’de absorbans degerini azaltir. GPx aktivite
tayininde direkt degil, dolayli olarak kullanilmistir. Karisim tizerine H,O, eklenerek
reaksiyon baglatilmis olup 3 dakika 340 nm’de olusan absorbanslar okunmustur.

Enzim aktivite sonuglar1 kan hiicreleri icin U/mg Hb olarak verilmistir.

2.5. Malondialdehit Miktarinin Belirlenmesi

Ohkawa ve ark. (1979) gelistirdigi metot ile MDA miktarmnm belirlenmesi igin [68]
stipernatantlar, 10 dakika 4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Elde edilen karisimin
tizerine tiyobarbitiirik asit (TBA) eklenip olusan reaksiyonun sonucuna gore lipit
peroksidasyonunun son {riinii olan MDA’nin 532 nm’de absorbans degeri

olciilmiistiir. Olgiilen sonuglar kan hiicreleri i¢in nmol/mg Hb olarak verilmistir.

2.6. Komet Testi ile DNA Hasarinin Belirlenmesi

%1’lik yliksek erime noktasma sahip olan agar mikrodalga firinda 1sitilip sivi hale
getirilir. Rodajli lamlar, sivi agara batirillip oda sicakliginda bir gece kurumaya
birakilir. Steril, heparinli ve vakumlu tiiplere alinan kan 6rneklerinden; igerisinde
1000 pl RPMI-1640 besiyeri bulunan ependrof tiipler igerisine 15 pl eklenir. 5 dk
2000 rpm’de santriftij edilmis elde edilen pellet {izerine 80 pl % 0.65’lik agaroz

eklenerek pipetleme yapilir.
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Elde edilen karisimdan 75 pl alinarak, 6nceden hazirlanmig lam {izerine eklenir ve
hiicrelerin agar ile yayilmasi saglanir. Uzeri kapatilarak +4 °C’de 30 dk inkiibasyona
birakilir. Preparatlar 20 dk ¢oziindiirme soliisyonunda bekletilir. Bu asamada agara
gomiilii lamlardaki hiicre zar1 ve proteinler yikilir ve DNA elde edilir. 20 dk dilue
elektroforez igerisinde birakilir ve sonrasinda 200 Volt’ta 4 dk yiiritiiliir. Yiiritme
islemi sirasinda DNA sarmali ayrilarak tek iplik haline getirilir. Elektroforez
isleminden sonra 5’er dk ti¢ kez olmak tizere dH,O’da bekletilip kurumaya birakilir.
Kuruyan preparatlar 80 pl etidyum bromiir ile boyanarak mikroskobik incelemeye

hazir duruma getirilir.

2.7. Verilerin Degerlendirilmesi
Tezde bulunan istatistiksel analizlerin timii Windows SPSS 11.5 bilgisayar
programi kullanilarak Tukey testi ve tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile

yapilmistir. Sonug olarak P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Biyokimyasal Bulgular

3.1.1. Enzim Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Bir saatin sonunda kontrol grubu ve uygulama gruplarinin biyokimyasal sonuglari
karsilastirilmistir.  Kontrol grubu ve 1 puM doz indoksakarb uygulanan grup
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak bir fark olmadigi belirlenmistir. 10 uM, 100
uM, 250 puM uygulanan gruplarda enzim aktivite degerlendirmelerinde anlamli
degisimeler tespit edilmistir (P<0.05). Artan dozlarda indoksakarb uygulanan
gruplarda SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde diisiis oldugu goézlemlenmistir.
Antioksidan enzim aktivite degisim grafikleri sekil 3.1-3’de verilmistir.

SOD (U/mg Hb)

yd
50 | (R
0o | (N
o | (T
s
Kontrol

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Sekil 3.2. Kontrol grubu ve wuygulama gruplarmm SOD aktivitelerinin
karsilagtirilmasi.



CAT (U/mg Hb)
250 u H
o0, | ()
o0, |
|
Kontrol
0 50 100 150 200 250

Sekil 3.3. Kontrol ve wuygulama gruplarmda CAT enzim aktivitelerinin

karsilastirilmasi.
GPx (U/mg Hb)
250 pM
100 uM
10 pM
1uM
Kontrol
0 10 20 30 40 50

Sekil 3.4. Kanda GPx enzim aktivitelerinin kontrol grubu ve uygulama gruplari ile
karsilastirilmasi.
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3.1.2. MDA Miktarinin Degerlendirilmesi

Kan dokusundaki MDA diizeyinin belirlenmesinde elde edilen sonuglar Sekil 3.4°de
gosterilmistir. Kontrol grubu ile indoksakarb uygulanan grup karsilastirildiginda
artan dozlardaki indoksakarb’m MDA seviyesinde anlamli bir artis gdzlemlenmistir.
Ancak 1 uM indoksakarb uygulanan grubun MDA seviyesinin kontrol grubuna daha

yakin oldugu belirlenmistir.

MDA (nmol/mg Hb)

oo | ()
oo | ()
o | ()

1uM

Kontrol

Sekil 3.5. Kanda MDA seviyelerinin kontrol grubu ve uygulama gruplari ile
Karsilastirilmasi.

3.2. Komet analizi

Kan dokusundaki DNA hasarini tespit etmek i¢in kontrol grubu ve uygulama
gruplarma ait olan ortalama kuyruk % DNA, ortalama kuyruk uzunlugu, ortalama
kuyruk momenti degerleri Tablo 3.1’de verilmistir. Yapilan komet testinde kontrol
grubunda DNA hasarinin olmadig1 goriilmiistiir. Her artan doz grubunda DNA hasar1
goriilmiis ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda kuyruk oluisumu belirgin olarak
tespit edilmistir.

14



Sekil 3.7. Kontrol grubu ve uygulama gruplarmm kan dokusunda meydana gelen
DNA hasar1. Kontrol grubu (A), 1 uM Indoksakarb uygulanan grup
(B),10 uM Indoksakarb uygulanan grup (C), 100 puM Indoksakarb
uygulanan grup (D), 250 p M Indoksakarb uygulanan grup (E).
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Tablo 3.1. Kan dokusunda kontrol ve uygulama gruplarinda DNA hasarmin (+SD) % DNA,

kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentinin ortalama degerleri

Kuyruk DNA % Kuyruk Uzunlugu Kuyruk Momenti
Gruplar +SD +SD +SD
Kontrol 18.59+0.42° 19+5.012 3.53+0.02°
1 uM 19.78+3.14° 11.55+0.15° 2.28+0.04%
10 uM 57.16+3.21° 34.67+1.25 19.82:£0.04°
100 uM 74.45+9.02° 60.08+3.20° 44.72+0.28°
250 uM 92.25+13.85" 116+19.20° 107.01+2.65"
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4. TARTISMA VE SONUC

Diinyada tarim alanindaki zararli organizmalari yok etmek ve firiin kalitesini
arttirmak igin pestisitler yaygin olarak kullanilmaktadir. Pestisitler tarimda hedef
organizmalar1 yok ettigi gibi, hedef olmayan organizmalarda da hasara sebep olur
[69, 70]. Pestisitlerin etkiledigi sistemlerden biri de antioksidan sistemdir.
Antioksidan sistem viicutta meydana gelen reaktif oksijen tiirlerini inhibe etmek igin
olusturulmus giiclii bir savunma sistemidir [71]. Zeljezi¢ ve ark. (2007) yaptiklar:
bir caligmada bir karbamat pestisiti olan carbofuran {iretiminde ¢alisan 30 is¢i (en az
4 ay ile ortalama 15 yil ¢alisan) ve 30 kontrol grubu ile genotoksik etki aragtirilmas,
DNA hasar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubuna daha yakin
oldugunu goézlemlemislerdir. Ancak alkol alinmasi ve sigara i¢ilmesinin etkiyi

anlamli hale getirdigi bildirilmistir [72].

SOD enzimi dismutasyon reaksiyonunu katalizleyerek siiperoksit radikalini
molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite cevirir. Serbest radikallere karsi olan
savunma hattmm  birinci  basamagmi  SOD  olusturur [73]. Hiicrenin
peroksizomlarinda bulunan CAT, SOD enziminin olusturdugu hidrojen peroksitin su
ve molekiiler oksijene doniismesini katalizleyen enzimdir [74]. Organik peroksit ya
da hidrojen peroksitin substrati olan GPx bir hidroperoksidazdir. GPx elektron
kaynagi olarak glutatyonu kullanarak, hidrojen peroksit ve diger hidroperoksitlerin
indirgenmesini saglarken glutatyonun okside olmasina neden olarak su ve glutatyon

disiilfit olusturur [32].

Comelekoglu ve ark. (2000) yaptiklari ¢alismada Icel ili Kazanhi beldesinde
pestisitlerin kronik etkisine maruz kaldigi belirlenen 40 tarim is¢isinden alinan kan
orneklerinin eritrositlerinde SOD, CAT antioksidan enzim diizeyleri 6lglilmiistiir.
Kontrol grubuyla karsilastirdiklarinda SOD enzim aktivetesinin arttigi, CAT enzim
aktivitesinde ise azalma oldugunu belirlemislerdir [75]. Bir baska ¢alisma da
Altuntas ve ark. (2003) bir organofosfat insektisit olan Phosalone'un lipit
peroksidasyonuna (LPO) ve antioksidan savunma sistemine in vitro olarak etkilerini
arastrmiglardir. Bu amagla, gesitli phosalon dozlarinin LPO {izerindeki etkileri ve

eritrositlerdeki SOD, GPx, CAT enzim aktiviteleri ve MDA diizeyleri


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0887233302001339#!

incelenmistir. Phosalone MDA olusumunda bir artisa ve SOD, GPx ve CAT
aktivitelerinde ise bir azalmaya sebep oldugu belirlemislerdir [76]. Yaptigimiz
calismada, kan hiicreleri 1 saat indoksakarb ile muamele edilmistir. Muamele
edildikten sonra kontrol grubuyla kiyaslandiginda SOD, CAT, GPx enzim
aktivitesinde diisiis, MDA seviyesinde artis oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte 1
uM indoksakarb uygulanan gruplarda SOD, CAT, GPx ve MDA seviyelerinin
kontrol grubuna daha yakin oldugu belirlenmistir. 10, 100 ve 250 uM indoksakarb’in
SOD, CAT, GPx enzim aktivitelerini diisiirdiigli, MDA seviyesini istatistiksel olarak
yiikselttigi belirlenmistir.

DNA hasari, genetik materyalin molekiiler yapisinda endojen ve ekzojen faktorlerin
etkisi ile meydana gelen degisikliklerdir [77, 78]. DNA {izerindeki polar gruplarda
kimyasal degisiklikler olusur ve eslesme sirasinda mutasyona yol agar [79, 86]. DNA
iizerinde olusan hasarlar1 onaran spesifik onarim sistemleri DNA iizerinde bulunur ve
DNA hasar1 diisiik oranda ise bu onarim mekanizmalar: ile onarilir. Orta dereceli
hasarlar ¢ogunlukla mutasyonlar ile sonuglanirlar. DNA iizerinde agir hasarlar
olusmus ise apoptotik mekanizmalar uyarilarak hiicre 6liimleri gergeklesir [87, 88].
Bazi arastirmacilar, kimyasallarm in vitro sitotoksik etkilerinin DNA ¢ift sarmal

kiriklarmin olusumundan sorumlu oldugunu bildirmislerdir [89, 90].

Dinger ve ark. (2003) yaptiklar1 bir ¢alismada erkeklerde sigara kullaniminm giiglii
bir endojen antioksidan olan indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyi ve DNA hasari
tizerine etkisini arastrmuglardir. Sigara kullanan erkeklerde sigara kullanmayan
erkeklere gore GSH diizeyinin diisiik, DNA zincir kiriklar1 sikligmin ise yiiksek
oldugu belirlemislerdir [91].

Cesitli calismalar, siliperoksit anyonunun ve onun dismutasyonunun olusturdugu
hidrojen peroksitin, dogrudan DNA’ya baglanmasi yoluyla zincir kirilmalarina ve
baz oksidasyonuna yol agmadigini, ancak gegis metal iyonlarinin varliginda Fenton
reaksiyonu, hidroksil radikalinin daha aktif oldugunu gostermistir [92, 93]. Hasar
gérmemis olan DNA'lar komet analizlerinde biitiinliiklerini devam ettirirken, hasar
gormiis DNA pargalari, elektriksel alanda farkli hizlarda hareket etmektedir, ¢ilinkii

ortaya cikan hasar sebebiyle farkli molekiiler agirliktaki DNA pargalar1 kuyruk
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seklinde goriintii olusturmaktadir. Bu ¢calismada DNA hasarin1 belirlemek i¢in sigara
icmeyen 7 erkek bireyden alman kan ornekleri 1 saat indoksakarb uygulanan grup
grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda kuyruk % DNA’s1, kuyruk uzunlugu ve

kuyruk momenti dlgiimlerinde anlamli bir artis oldugu belirlenmistir.

Indoksakarb; cay, sebze, pamuk ve piring tarlalarinm kontroliinde kullanilan oldukga
giiclii bir bdcek ilacidir. Indoksakarb, bdceklerin viicuduna oral yoldan girer.
Sodyum kanallarindaki bir bolgeye baglanir ve sodyum iyonlarmin sinir hiicrelerine
olan akismi engeller. Bu nedenle, sinir sistemi fonksiyonunu bozabilir, felg ve 6liime
neden olabilir. Indoksakarb'in insan toksisitesi ile ilgili smirli sayida ¢alismalar
bulunmaktadir [94].

Park ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢calismada indoksakarb alimindan sonra
methemoglobineminin ortaya ¢iktig1 6ne siiriilmiis, ancak bugiine kadar akut bobrek
yetmezligi gibi indoksakarb kaynakli sistemik toksisite vakasi bildirilmemistir. Bir
kadin indoksakarb zehirlenmesi ile bagvurmustur, methemoglobinemi ve akut bobrek
yetmezligi goriilmiistiir [95]. Literatiirde indoksakarb’in kan doku iizerindeki toksik
etkilerini belirleyen bir ¢alisma yoktur. Bu ¢aligmanin amaci, indoksakarb’in kan
doku iizerindeki toksik, genotoksik etkilerini, SOD, CAT, GPx, MDA
parametrelerini kullanarak belirlemektir. Calismanm sonucunda Indoksakarb’in insan
saglig1 lizerinde genotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Enzim aktivitelerinde
ise onemli degisikliklere neden olmustur. Yapilan bu calismanin literatiire katkida
bulunmasi, bu konuda daha ¢ok arastirma yapilmas: gerektigini ve pestisitlerin
kontrollii kullanilmast gerektigi konusunda sonraki c¢aligmalara 1sik tutumasi

amaclanmustir.
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