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OZET

DELTAMETRIN’IN VAN BALIGI (Alburnus tarichi Giildenstidt, 1814) PRIMER
HEPATOSIT KULTURUNDE SITOTOKSIK, GENOTOKSIK VE OKSIiDATIF
HASARININ BELIRLENMESI

KIRACCAKALI, Ayse Nur
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Ahmet Regaib OGUZ
Temmuz 2019, 39 sayfa

Deltametrin diinya ¢apinda popiiler olan ve yaygin olarak kullanilan bir piretroit
tiriidiir. Kimyasal, boceklerle miicadele igin kullanilsa da hedef olmayan diger canlilar
tizerinde de etkileri vardir. Bu canli gruplarindan biri de baliklardir. Deltametrin, Van
Goli  havzasinda tarim, hayvancilik ve evsel alanlarda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu c¢alismamizda, Deltametrin’in Van balig1 (Alburnus tarichi,
Giildenstddt, 1814) primer hepatosit kiiltiirii iizerinde sitotoksik, genotoksik ve oksidatif
hasarin belirlenmesi amaglanmistir. Calismada, Van balig1 primer hepatosit kiiltiiriinde
deltametrinin farkli konsantrasyonlarinin toksik etkileri karaciger enzimleri (Aspartaz
aminotransferaz (AST) ve Alanin aminotransferaz (ALT), total antioksidan durumu
(TAS), total oksidan durumu (TOS), lipid peroksidasyon (MDA) ve DNA hasar1 (8-
OHAG) parametreleri kullanilarak belirlendi.

Deltametrin, doza ve zamana bagl olarak AST ve ALT seviyelerinde artisa
neden olmustur.TAS ve TOS seviyeleri ise sadece 24. saat sonunda artis gostermis
48.saat sonunda bir fark bulunamamistir. Deltametrinin MDA seviyesi lizerinde bir etki
gostermezken, 8-OHAG seviyesinin arttigr gozlenmistir (p<0.05). Sonug¢ olarak,
deltametrinin yiiksek dozlarinin (Ive 10 uM) Van baligi primer hepatosit kiiltiiriinde

toksik etkiye sahip oldugu sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Deltametrin, Karaciger, Primer hepatosit kiiltiiri, Van

balig1






ABSTRACT

DETERMINATION OF CYTOTOXIC, GENOTOXIC AND OXIDATIVE
DAMAGE IN PRIMARY HEPATOCYTE CULTURE OF DELTAMETHRIN
VAN FISH (Alburnus tarichi)

KIRACCAKALI Ayse Nur
MSec. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet Regaib OGUZ
July 2019, 39 pages

Deltamethrin is a popular and widely used pyrethroits in worldwide. Although
chemical is used to combat insects, it has effects on other non-target organisms. One of
these living groups is fish. Deltamethrin is extensively used in agriculture, animal
husbandry and domestic areas in Lake Van basin. The aim of this study was to
determine the cytotoxic, genotoxic and oxidative damage of deltametrine on primary
hepatocyte culture of Van fish (A/burnus tarichi). In this study, toxic effects of different
concentrations of deltamethrin in primary hepatocyte culture of Van fish were
investigated by liver enzymes Aspartase aminotransferase (AST) and Alanine
aminotransferase (ALT)), total antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS),
lipid peroxidation (MDA) and DNA damage (8-OHdQG).

Deltamethrin caused an increase in AST and ALT levels depending on the dose
and time. TAS and TOS levels increased at the end of the 24th hour and there was no
difference at the end of the 48th hour. Deltamethrin did not show an effect on MDA
level but increased 8-OHAG (p <0.05). In conclusion, it can be said that high doses of
deltamethrin (1 and 10 uM) have toxic effect on primary hepatocyte culture of Van fish.

Keywords: Deltametrin, Liver, Primer hepatocte culture, Van fish
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1. GIRIS

Pestisitler 1950’lerde tarimda ve hastalik tasiyan canlilarin kontroliinde
kullanilmak iizere iiretilmistir. Pestisit terimi pest ad1 verilen zararlilar1 6ldiirmek igin
kullanilan madde anlamina gelir. Cesitli hastalik tasiyan parazitlerin, tarim ve bitki
zararlist boceklerin, insanlarin ve hayvanlarin ¢evrelerindeki ve barinaklarindaki sinek,
bit, pire, kene gibi ugan ve yiiriiyen pestlerin kontroliinde giiniimiizde vazge¢ilmez
kimyasal miicadele aracidir. Pestisitlerin cogunlugu, esas hedefleri olan haserelere karsi
kullanilsada, hedef olmayan diger organizmalar i¢in zehirleyici olabilirler (Tankut,
1997). Bu pestisitlerin kullanimi sonucunda verimliligi artirmak amaclanmistir. Pestisit
olarak ilk kullanilan maddeler arsenik ve kikiirttir (Gilindiiz ve Cukur, 1994).
Deltametrin de bu kimyasallardan biri olup kullanimi1 kolay ve ucuzdur.

Deltametrin  ilk defa krizantem (Chrysanthemum morifolium) ¢igek
ekstrasyonuyla elde edilen bir pestisit olup daha sonra sentetik olarak iiretilen pretroit
grubu bir pestisittir. Genis spektrumlu etkisinden dolay1 diinyada tarim, ziraat ve evsel
alanlarda zararli boceklere karsi yogun olarak kullanilmaktadir.

Deltametrinin su organizmalar iizerinde biiyiik oranda toksik etkisi vardir ve
yapilan ¢alismalarla belirtilmistir. Bu etkilere genotoksitite, oksidatif stres,
histopatolojik etkiler Ornek verebilir. Van Goli Havzasinda ozellikle tarim ve
hayvancilik alanlarinda yogun olarak kullanilan deltametrinin birikimi séz konusu
olabilir.

Van Goli, Tiirkiye’nin Dogu Anadolu Bolgesinde yer alan Van ve Bitlis il
sinirlart i¢cinde bulunan volkanik set goliidiir. Van Goli suyu tuzlu ve sodali olup
Tiirkiye™nin en biiyiik golidiir. Gol yitksek pH (9.8), alkalinite (153 mEql™) ve ac1 su
(%o 22) oOzelligine sahiptir (Danulat ve Selguk, 1992; Elp ve Cetinkaya, 2000). Van
balig1 Van Go6li’nilin bu sartlarina adapte oldugundan dolay1 gélde yasayan tek omurgali
tiir olmustur ve bu bolgede endemiktir. Van Balig1 bolge halki i¢in 6nemli bir gegim
kaynagi olup, gol icerisindeki kirliligin belirlenmesinde de 6nemli bir indikator tiirdiir.

Bu calismada Van Go6li havzasinda yogun olarak kullanilan deltametrinin Van
balig1 primer hepatosit kiiltlirii iizerindeki sitotoksik, genotoksik ve oksidatif hasar

etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.



Calismada kullanilan primer hepatosit kiiltiirii ile in vivo ¢aligmalarda kullanilan
yliksek miktardaki balik sayist minimum seviyeye indirilmistir. Ayn1 zamanda Van
baligindan elde edilen pirimer hepatosit kiiltiirliinlin optimizasyonu gergeklestirilerek
bolgede yaygin olarak kullanilan diger kimyasallarin etkilerinin belirlenmesine de
olanak saglayacaktir.

Bu tez calismasinda Van balig1 hepatosit kiiltliriinde uygulanacak deltametrinin
karaciger hiicreleri iizerindeki toksik etkisi, baliklarda oksidatif hasarin incelenmesi gibi

degisimler uygulanan kimyasalin dozuna ve uygulama siiresine bagl kalinarak aragtirild.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Pestisitler, tarim {irlinlerinin tiretimi, iglenmesi, depolanmasi ya da pazarlanmasi
esnasinda zararli bitki veya hayvan tiirlerini kontrol etmek, besin degerini diisiiren bocek,
kemirici, yabani ot, mantar gibi canli gruplan iizerine yikici etkilerini azaltmak igin
kullanilan kimyasal maddelerdir (Mustapha, 2008; Idris ve ark., 2012). Bu amag icin
diinyada yiizyillardir bir¢ok degisik kimyasal formulasyona sahip madde, yilda yaklasik
1.5-2 milyon ton civarinda iiretilmektedir. Uretilen bu pestisitlerin % 24°ii Amerika’da,
% 45’1 Avrupa’da, % 25 ise diinyanin geri kalan yerlerinde kullanilmaktadir (Meister,
1999; McKenzie, 2001; Uggini, 2010).

Pestisitler; inorganik pestisitler, sentetik organik pestisitler ve dogal yapili olmak
lizere {ice ayrilmaktadir (Sarba ve Mehana, 2015). Inorganik pestisitler; arsenikli, civals,
florlu, bakirl pestisitler olarak 4 alt gruba, sentetik organik pestisitler; klorlu, fosforlu,
karbomatli pestisitler ve sentetik piretroidler olarak dort alt gruba, dogal pestisitler ise
pyrethrum, nikotin ve rotenonlar gibi cesitli alt gruplara ayrilmaktadir (Ozdemir ve
ark.,1999; Naeem, 2010).

Pretroit grubu pestisitlerin, fotostabilitesi, diisiik konsantrasyonlarda etkililigi,
kuslar ve memelilerde daha az toksik etki birakmasi gibi ¢esitli avantajlar1 oldugu i¢in
son donemlerde daha fazla kullanilmaya baslanmistir.

Tiiketilen pestisitlerin, % 47’si herbisit, % 29°u insektisit, % 19’u fungusit, %
5’1 ise diger ¢esitleridir. Pestisitler asil amaclarinin disinda etrafa yayilarak, cevre
kirliligine ve dogal yasamin bozulmasina, icilen suda, yenilen meyve ve sebzelerde
kalintilar birakarak, insan saglig1 iizerinde zararh etkiler gostermektedir (Tiryaki ve ark.,
2010).

Pestisitler, gol ve nehir gibi sucul alanlarin kirlenmesinde, igme sularinda,
sulamada, balik yetistiriciliginde ve hayvan topluluklar1 {izerinde ciddi tehlikeler
yaratmaktadir (Clickman ve ark.,1982).

Pestisitlere maruz kalan baliklarda, iskelet sistemi bozukluklari, hayati
organlarin zarar gérmesi ve davranis degisiklikleri gibi ¢esitli etkileri goriilmektedir

(Singhl, 1997; Omitoyin, 2006; Johal, 2007; Velmurugan, 2007).
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Kullanilan pestisitler sucul ortamlara; direkt olarak suya uygulama, ylizey
sulartyla taginma, tiiketilen pestisit atiklarimin direk dogaya atilmasiyla, kimyasal
kalintilarin oldugu bitki ve topraklarin su kaynaklar ile temasi, kullanilan materyallerin
su kaynaklarinda yikanmasiyla, uygulanan kimyasalin kanalizasyon ve lagim sularia
karismasiyla, pestisit imalat artiklarinin direkt desarji sonucu kirlenmesini, yagmur sulart,
drenaj sular1, ylizey akislar1 ve sulama sularia karigmasi gibi birgok farkli yolla ulasarak
kirletmektedir. Ayrica dogrudan suya yapilan uygulamalar sonucunda pestisitler su
bitkileri veya dipteki ¢amurlar tarafindan tutulabilmektedirler (Tuncer, 1987; Naeem,
2010).

Havadan ¢ok diisiik seviyelerde uygulanan pestisitler buradan su kaynaklarina ve
topraga oradan da bitki ve hayvanlara gecerek besin zincirine ulagabilmektedir. Kalinti
iceren bu besin maddelerinin, sucul organizmalartarafindan tiiketilmesi besin zinciri
yolu ile diger su organizmalar1 ve nihayetinde bu zincirin son halkasi olan insanlara
kadar ulagabilmekte ve kalint1 diizeyi daha yogunlasmis olarak ortaya ¢ikabilmektedir
(Oztiirk, 1997).

v
A

Hava
4 .
< | P

Toz Yagmuru Toz Yagmuru
Uygulama : Uygulama
< { Bitki Koruma Ilaglar ;
/ Besin a
]
Insan
Buharlasm
Digki ve Arkas
A 4

Omurgasizlar Besin
Bitki Artiklari

Digki ve Arkas
Digki \iArkas TapikV

Suda Yasayan
Omurgasizlar

Sekil 2.1. Pestisitlerin ekosistem igerisindeki dongiisii (Sulak ve ark., 2012).
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Kirleticilerin yan etkilerini tanimlamak ve tahminde bulunmak igin ¢esitli
yontemler denenebilir. Pestisitlerin asir1 ve bilingsiz kullaniminin 6nlenmesi ve 6zellikle
canlilardaki subletal dozlarinin ortaya ¢ikarilmasi (LCsyp-LDsg) hedef olmayan canlilar i¢in
tehlikeyi azaltabilecek oOnlemlerdir. Baliklar, su kirliligi i¢in 6nemli biyo-indikatdr
tiirlerdir.Su ekosisteminin ve su kalitesinin korunmasi, gergeklesebilecek uygulamalarla
miimkiindiir (Srivastava ve ark., 2016).

Suda ¢oziintirligii 10 mg/L’den yiliksek olan pestisitler, uygulandigi alandan
siztp dogal sulara kadar ulasir, ¢oziniirligii 10 mg/L den az olanlar ise toprakta
birikebilir. Bu sizma sucul canlilar iizerinde akut veya kronik zehir etkisine neden
olabilmektedir. Bu etki sonucunda canlida; fiziksel ve morfolojik bozukluklar, lireme
bozukluklari, yumurta kabuk bozukluklar1 ve ayni zamanda canlida birikimiyle
ekosistemde, organizmadan organizmaya gecerek miktarinin artmasina ve belli
seviyeden sonra toksik etki yaratmasina yol agmaktadir (Mathew ve ark., 1992; Patel ve
ark., 2006; Sulak ve ark., 2012).

Pestisit kalintilari, ¢esitli yollarla sucul ortama ulastiginda en c¢ok etkilenen
canlilardan biri baliklardir.Bu kimyasallarin baliklar tizerindeki etkileri farkli sekillerde
goriilir (Toros, 1991; Sayeed ve ark., 2003). Direkt olarak 6liimlerine yol agacagi gibi
yumurta birakmalarini ve ¢ogalmalarini durdurarak balik populasyonunun azalmasi gibi
olumsuz etkilere neden olabilmektedir. Ek olarak dokularda olusturdugu zararlarla
baliklarin daha hassas olmasina bundan dolay1 da mevsimsel 1s1 degisimlerinden ve kisa
siireli acliktan olduke¢a yliksek oranda etkilenmelerine neden olabilirler. Bu fizyolojik ve
kimyasal bozukluklar gesitli gelisim dénemlerinde farkli etki gostermektedir. Ornegin
yavru baliklarin ergin baliklara goére daha hassas fizyolojik yapilari nedeniyle daha fazla
etkilenmektedirler (Toros, 1991).

Pestisitlerin  su igerisinde hareketliligi temelde suda eriyebilirli§ine ve
formiilasyonuna baglidir. Suda eriyebilen ya da suda eriyebilecek sekilde formiile edilen
pestisitler su igerisinde kisa siirede dagilirlar. Fakat toz veya graniil formda bulunanlar su
icerisinde askida kalarak uzun siire aktif maddelerinin yayilmasina neden olurlar. Baliklar
solungaglar1 vasitasiyla su ortamindan bu pestisitleri absorbe ederek ya da kirlenmis

materyallerin besin olarak tiiketimi sonucu pestisite maruz kalabilir ya da zehirlenebilirler.
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Pestisitlere maruz kalan baliklarda karaciger, bobrek ve solunga¢ dokulari diger
organlara gore daha fazla etkilenir (Atmaca, 2016; Jabeen ve Chaudhry, 2016 ).

Pretroit grubu pestisitler memelilerde ester hidrolizi, oksidasyon ve konjugasyonla
metabolize oldugunda dokularda birikmezler. Bu nedenle organizmalarda biyolojik
birikimi diistiktlir (Bradbury ve ark., 1989). Fakat baliklarda ve bazi sucul organizmalarda
toksik etkisinin daha yogun oldugu bilinmektedir. Lipofilik o6zelliklerinden dolay1
solungaglardan absorbsiyonlari yiiksek orandadir. Bu da baliklarin pretroitlere duyarliligimi
artirmaktadir (Srivastas ve ark., 1997).

Piretroid tiirii pestisitlerin metabolize edilmeleri kolay oldugu i¢in ¢ogu
hayvanda oldukca kisa bir omre sahip olmasina ragmen baliklarda durum bdyle
degildir. Ciinkii baliklarda piretroid grubu pestisitleri hidrolize eden enzim sistemi
bulunmamaktadir (Haya, 1989; Guardiola ve ark., 2014). Yapilan karsilastirmal1 in vivo
ve in vitro metabolik ¢aligmalar1 da baliklarin pretroit grubu pestisitleri metabolize ederek
yok etme oranlarinin diger canlilara gore daha diisiik oldugunu gostermistir (Glickman ve
Lech, 1981; Glickman, 1982).

Yiiksek dozlarda kullanilan pretroid grubu pestisitlerin genetik materyale etki
etmesi sonucu hiicresel ve yapisal bozukluklar meydana getirmektedir. Sucul canlilarda
blastopor kapanmadan 6nce yumurta gelisimini durdurmaktadir. Yeni birey olusumundaki
bu asamada dollenmis embriyoda 6liim orani olduk¢a fazladir. Nedeni ise embriyonun
erken donemlerinde piretroitlere karst duyarliligin fazla olmasindan kaynaklanmaktadir
(Dhawan ve Kaur, 1996).

Deltametrin, son zamanlarda sik¢a kullanilmaya baglanan, (s)-alfa-siyano-3-fenoksi
benzil cis-(1R,2R)-3-(2,2-di  bromovinil) 2 dimetil siklo propan karboksilat)
formiilasyonuna sahip pretroit grubu bir insektisittir. Krizantem ¢igek ekstrasyonuyla elde
edilen deltametrin, % 98’den fazla safliga sahip dogal insektisit olup, saf halde giines
1s1ginda etkisini daha ¢abuk kaybettigi icin 1980’lerde siyaniir, brom, krom ilave edilerek

ticari amag i¢in satilmaya baglanmstir (Kaya ve ark., 2002).
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Sekil 2.2. Deltametrinin molekiiler yapisi.

Deltametrin, sineklerde 6ldiriicii etkisi yliksek olan bir a-siyano piretroitdir.
Memelilerde metabolizmasi ve atilimi hizli oldugu i¢in zehirliligi olduke¢a diisiiktiir.
(Kan ve ark., 2012; Guardiola ve ark., 2014).

Deltametrinin hedef olmayan farkli canli tiirleri izerindeki toksik etkisine iliskin
caligmalar mevcuttur. Bunlardan bazilar1 s6yledir; Deltametrin uygulamasi amfibilere ait
olan larva, erginlik Oncesi ve ergin bireylerin biliylime ve gelisimi {izerine yapilan
calismalarda biiyiime oranlarimin azalmasi ve metamorfozda gecikme gibi etkiler
olusturdugu (Marchal-Segault ve Ramade 1981; Bouhafs, 2009; Saha ve Gupta, 2011)
hiicresel bazda, kromozomal yap1 anormallikleri, DNA-DNA c¢apraz baglari, DNA-protein
capraz baglari, serbest radikal olusumu, oksidatif DNA baz hasarlari, mikronukleus
olusumu gibi bir ¢ok genotoksik sonug¢lar dogurmaktadir (Arrouijal,1990; Kasprzak, 1991;
Bogdanova, 2002).

Deltametrin Bataklik kurbagalarinin (Pelophylax ridibundus) subadult bireyleri
iizerinde sitotoksik ve genotoksik etkiye sahiptir. Sitotoksik etkisi hiicre membrani {izerinde
morfolojik bozukluklar olustururken, niikleus iizerinde genotoksik etki, DNA da da zincir
kirikligi hasari seklinde gozlemlenmistir (Scassellati, 1994; Avct, 2013).

Yapilan bir calismada, deltametrinin Benekli yilan basi baligi (Channa
punctatus) tizerindeki oksidatif stresinin arastirildigi calismada 96 saatlik LCsy degerini
1.5 pg/L olarak tespit etmislerdir. Ayrica bu c¢alismada LCsy degerinin yaris1 0.75

pg/L’ye baliklar 48 saat siiresince maruz birakilarak bazi enzimlerdeki degisimler
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incelenmistir. 48 saatlik tek maruz kalma bobrek ve karacigerde gesitli antioksidan
enzimlerin ve enzimatik olmayan antioksidanlarin indiiklenmesine neden olmustur.
Baliklarda bulunan glutatyon, tiim dokularda artmistir. Askorbik asit ise karaciger ve
bobrekte artmis, solunga¢ dokusunda azalmistir (Sayeed ve ark., 2003).

Ansari ve arkadaglarinin (2009) Benekli yilan basi baligt (Channa punctata)
eritrositlerinde deltametrinin genotoksik etkisi ve yarattig1 oksidatif stresi inceledikleri
calismada baliklar 48 ve 72 saat siiresince 3 farkli deltametrin konsantrasyonuna (0.4,
0.8, 1.2 ng/L) maruz birakmislardir. Yetmisiki saat sonunda eritrositlerde loblu, ¢entikli
ve ikili niikleus tiplerine rastlanmistir. Antioksidan enzim ve superoksit dismutaz
aktivitesinde 6nemli derecede azalma tespit edilmistir.

Sivrisinek balig1 (Gambusia affinis) na uygulanan deltametrinin sonucunda balik
solungag  epitelyumunda  histopatolojik  degisimlerin  oldugu  belirlenmistir.
Deltametrinin hipertrofi, 6dem ve anevrizmaya sebep oldugunu gosterilmistir (Cengiz
ve Unli, 2005).

Radi (1985)’nin yapmis oldugu calismada deltametrine maruz kalan Benekli
yilan bas1 balig1 (Channa punctatus) nda karaciger ve bobrek dokularinda GPx ve GST
antioksidan enzimlerinin aktivitesinin arttig1 gézlemlenmistir. GPx ve GST enzimlerinin
calismasi yalnizca solungagcta tilkkenmistir. Katalaz enziminin aktivitesi tiim organlarda
azalmistir.

Sharma ve Ansari’nin (2010) deltametrinin Zebra balig1 (Danio rerio) nin ireme
yetenegine etkisini arastirdiklar1 ¢calismada subletal doz olarak 0.016 pg/L kullanilmis
ve 3 ay siiresince baliklar bu doza maruz birakilmistir. Deney sonucunda yumurta
veriminin deltametrin uygulanan grupta % 54.12 oraninda azaldigini tespit etmislerdir.

Viran ve arkadaslarinin (2003) deltametrinin Lepisteslerde (Poecilia reticulata)
akut toksisite ve davranis degisimlerini inceledikleri calismada deltametrinin 48 saatlik
LCsp degerini 5.13 pg/L olarak tespit etmistirlerdir. Deltametrine maruziyet
sonucundaki davranis degisimlerine iliskin su ilizerinde duramama, denge kaybi ve
kuyruk iistiine diisme seklinde farkli davranislar gdzlemlendigi bildirilmistir.

Deltametrine maruz kalan Benekli yilan baliginda (Channa punctatus),
karacigerde ve bobreklerde GPx ve GST seviyelerinin, reaktif oksijen tiirlerinin

olusturabilecegi hasara kars1 koruma saglamak amaciyla yiiksek oldugu bulunmustur.
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GST aktivitesindeki artig, karaciger ve bobreklerde glutatyon igerigindeki artig ile
esdeger oldugu gériilmiistiir (Sayeed ve ark., 2003; Ozok ve ark., 2018).

Yildirnrm ve arkadaslarmin (2006) Nil tilapiast (Oreochromis niloticus)’ nda
deltametrinin akut toksik, davramis degisimleri ve dokularda histopatolojik etkilerini
aragtirdiklar1 ¢aligmada 48 saatlik LCso degeri 4.85 ng/L olarak tespit etmislerdir.
Lavranin gelisimi deltametrin tarafindan etkilenmis ontogenezis bozulmustur.

Deltametrin, Sivrisinek balig1 (Gambusia affinis) karacigerinde hipertrofi, kupfer
hiicrelerinde belirgin artig, nekrozlar ve yag dejenerasyonlar1 ortaya ¢ikarmistir (Cengiz
ve Unli, 2005).

Golow ve Godzi (1994) Nil tilapiasit (Oreochromis nilotucus) nda deltametrin
i¢cin 96 saatlik LCsy degerini 14.5 pg/L olarak bulunmus ve dieldrin pestisiti ile yapilan
calismanin sonucuyla kiyaslandiginda deltametrinin dieldrine goére daha toksik
oldugunu belirtmislerdir.

Kumar ve arkadaslart (1999) deltametrinin  Igneli yaym balig
(Heteropneustesfossilis) lizerine akut toksik etkisini ve hematolojisini inceledikleri
calismada LCsy degerini 0.52 mg/L olarak bulmustur. Deltametrin, eritrosit sayisinda
onemli bir artisa neden olurken, hemoglobinin azalmasina yol agmistir.

Svobodova ve arkadaglar1 (2003) juvenil Sazan baliklarinda (Cyrinus carpio)
hematolojik degisimler {izerinde yaptiklar1 ¢aligmada deltametrinin (96 saatlik) LCs
degerini  0.058 mg/LL olarak tespit etmislerdir. Kan plazmasindaki sayim
sonucundahemotokrit, hemoglobin ve toplam protein igerigi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda 6nemli derecede azalma oldugu tespit edilmistir.

Kan ve arkadaslarinin (2012) deltametrine maruz birakilan Nil tilapiast
(Oreochromis niloticus) nimn eritrositlerindeki mikroniikleus frekanst ve solungac,
karaciger dokusundaki histopatolojik  degisimlerdeki E  vitaminin  roliinii
arastirmiglardir. Calismada E vitamininin, deltametrin tarafindan uyarilan genotoksisite
ve histopatolojik degisiklikleri azalttigin1 belirtmektedirler.

Deltametrinin  Gokkusagir alabligi (Oncorhynchusmykiss)iizerinde etkisini
arastirilldigr calismada LCsy degerini 0.02 mg/L olarak Olgiilmiistiir. Bu degerler,
baliklarda hizli soluk alip verme, hareketlerde yavaslama ve dengesizlik, su ylizeyinden

sigrama gibi fizyolojik etkiler olusturmustur (Velisek ve ark., 2007).
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Pestisitlerin baliklarda ve farkli canli gruplarinda genetik bozukluklara ve
oksidatif hasara yol acgtig1 yapilan c¢esitli calismalarla ortaya konmustur. Pestisitlerin
teratogenez ve mutasyonlara neden olarak biiyiime geriligi olusturdugu goriilmiis ve
ayni zamanda baliklarin ergin donemlerinde hayatta kalma oranlarini diisiirmiistiir.
Viicudun farkli organlarinda deformasyonlar ve gelisim anormallikleri de
gozlemlenmistir (Scassellati, 1994; Akpoilih, 2012; Obiakor ve ark., 2012). Ayrica
pestisitlerin karsinogeneze neden oldugu bulunmustur (Dunn, 1991; Weishburger ve
Williams, 1991; Adlouni, 1995; Erickson ve Larsson, 2000).

Karaciger kimyasal maddelerin detoksifikasyonunda rol alir ve toksik
bilesenlerin metabolizma ile atilmasmi saglar. Toksik maddelere maruz kalan
karacigerdeki histopatolojik ve biyokimyasal degisimler gosterdigi i¢in bu organ iyi bir
biyomarkirdir (Hinton ve Couch, 1984).

Karaciger, sindirim sistemi ve sistemik dolasimla siki bir iliski i¢inde olmasi
nedeniyle disaridan sindirim yoluyla ya da ilaglarda oldugu gibi enjeksiyon sonucu
viicuda giren kimyasallara ¢ok fazla maruz kalmaktadir. Karacigerin temel fonksiyonu
aminoasit, lipit, karbonhidrat ve vitaminleri almak, bunlarin fazlalarimi depolamak,
metabolik donilisiimii saglamak ve bu maddeleri kan ve safra igine yaymaktir. Ayrica
disaridan  alman yabanct maddelerin  biyotransformasyonunda temel gorev

tistlenmektedir (Sendensky ve Dufour, 2011).
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Sekil 2.3. Karacigerin histolojik goriiniimii.

Balik karacigeri diger omurgali canlilardaki gibi ¢ogu hayati fonksiyonu
diizenleyen oOnemli bir organdir. Ayrica hem anabolizma hem de katabolizma
olaylarinda yer aldigi i¢in balik fizyolojisinde onemli bir yere sahiptir (Brusle ve
Anadon, 1996).

Van baliginda karaciger, ii¢ loblu bir yapidan olusur. Bezin anterior kismu;
Ozafagustan sonra bagirsagin g¢evresini kapsayan genis bir yapi1 seklinde olup sonra
loblara ayrilir. Ilk lob (ventral) en uzun ve ince olan lobtur. Bagirsagin ventralinde
birinci kivrima kadar uzar. Ikinci lob (sag lateral lob), bagirsagin sag lateralinde
bulunur. Ve ventral loba oranla daha kisadir. Ugiincii lob (sol lateral lob) ise bagirsagin
sol lateralinde bulunur ve bu da ikinci loba oranla daha kisadir (Oguz, 2002).

Diinyada sadece Van Golii Havzasinda yagsayan Van baliginin boyu yaklasik 19
cm, ortalama agirhigi ise 80 gr civarindadir. Besinlerini planktonlar olusturur. Omiirleri
en fazla 6 ila 7 yil civarindadir ve 3 yasindan itibaren iireme yetenegi kazanir. Ureme
zaman1 Nisan basindan Temmuz sonuna kadardir (Unal ve ark. 1999).

Van balig1 yilin 10 aym1 Van Goliinde kendine uygun sicaklikta gegirirken nisan
basindan itibaren liremek i¢in tatli su agizlarina gelmeye baslar. Su sicakligi 13 dereceyi

gectigi zaman derelere girer. Derelerin su akiminin yavasladigi hafif ¢akilli ve kumlu
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bolgelerine yumurtasini birakir ve tekrar gole doner. Yavrular ise agustos ay1 i¢inde
gble donerler. Goliin besince zengin kiyilarinda siiriiler halinde dolasirlar.

Van baligimin populasyonu, iireme doneminde yapilan yanlis ve asir1 avcilik
yiiziinden tehlikeye girmis olup nesli tiikkenmektedir. Van Goli havzasinda yapilan
tarim sonucunda birgok pestisit kullanildigi bilinmektedir. Her ne kadar balik
populasyonunda ki azalma asir1 avcilik ile iliskilendirilsede, gol ¢evresinde kullanilan
pestisitlerin buradaki canlilara olan etkisine deginilmemistir. Deltametrin, Van Goli
havzasinda tarimda, hayvancilikta, zirai alanlarda, evsel alanlarda kullanilan pretroit
tiirii pestisit olup kullanimi kolay ve maliyeti ucuz oldugu i¢in daha cok tercih
edilmektedir.

Bu caligmada Van Goli havzasinda yogun olarak kullanilan deltametrinin farkli
dozlarimin Van balig1 primer hepatosit kiiltiirtinde olusturdugu etkiler biyokimyasal ve

morfolojik olarak belirlemeye ¢alisildi.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calisma materyali

Van balig, iireme gocii sirasinda Van Goliine dokiilen Karasu Cayindan (Sekil
3.1.) serpme aglar ile yakalandi. Yakalanan baliklar (Sekil 3.2.) oksijen bagli tasima
kaplar ile hiicre kiiltiirii laboratuvarina getirildi. Laboratuvara getirilen baliklar steril su

igerisinde, anastezi (Fenoksi etanol 320 pl/L) edilinceye kadar bekletildi.

Sekil 3.1. Karasu ¢ay1.

Bu c¢aligmada kullanilan baliklar i¢in gerekli olan izinler Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi’ndan (18.04.2018 tarih ve 11057 say1) ve Van Yiiziincii Yil

Universitesi, Hayvan deneyleri yerel etik kurulundan (2019/6) alinmistir.
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1 cm

Sekil 3.2. Van baliginin genel goriiniimii.
3.1.2. Calismada kullanilan kimyasallar

Deltametrin Bayer tarimdan satin alindi.Hiicre kiiltiiriinde kullanilan,antibiyotik-
antimikotik (A5955), kollojenaz (F7524), Leibowitz-15 (L1518), Poly-L-Lysine
(P4707) sigma (Almanya)’dan satin alindi. Total antioksidan (TAS) ve oksidan kit
(TOS)Rel assay medikal (Gaziantep, Tiirkiye)’den 8-Hydroksi deoksiguanosine (8-
OHdG) DNA hasar kiti ise Bioassay teknoloji laboratuvarindan (Cin) satin alindi.

3.1.3. Kullamlan laboratuvar materyalleri

(Calismada asagida belirtilen cihaz ve laboratuar materyalleri kullanilmistir.
-Ependorf tiipii (inoLab, Almanya)
-Falkon tiipii
-Hiicre kiiltiir kab1 (Cin)
-Inkiibatér (Binder, Ingiltere)
-Makas, pens, bistiiri
-Mikropipet (italya)
-Mikroskop (DM 6000 Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya)
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-pH metre (inoLab, Almanya)

-Pipet ucu

-Santrifiij (precise, Amerika )
-Spektrofotometre (Shimadzu, Japonya)
-Vorteks (SciLOGEX, Amerika)

3.2.Yontem
3.2.1. Hiicre kaplarinin poly-L-lysine ile kaplanmasi

Kiiltiir kaplariin (24 kuyucuklu kiiltiir kabi, Greiner, Almanya) kaplanmasi igin
% 0.1°lik poly-L-Lysine (P4707, Sigma) hazirlandi. Bundan 100 pl alinarak her bir
kuyucuga eklendi ve laminar akim kabini igerisinde oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi. Kiiltiir kaplar1 daha sonra 100 pl saf su ile iki defa yikandi ve en az iki saat

kurumaya birakildi.
3.2.2. Hepatosit izolasyonu

Baliklar fenoksi etanol (320 pl/L) ile anestezi edildikten sonra sterilizasyon i¢in
% 70’lik etanole daldirildi. Baliklar, laminar akisli kabin igerisinde disekte edilerek,
karaciger dokusu ¢ikartild1 ve oda sicakliginda bulunan hepatosit tamponu (136.9 mM
NaCl, 5.4 mM KCI, 0.44, mM KH,PO,, 5.0 mM NaHCO3;, 0.33 mM Na,HPO,, 0.81
mM MgSO, pH:7.6.) icerisine alindi. Alinan karaciger dokusu keskin bir bistiiri
yardimiyla petri igerisinde kiigiik parcalara ayrildi ve hepatosit tamponu ile oda
sicakliginda muamele edildi. Bu islem 30 dakikalik siire icerisinde birkag kez
tekrarlandi. Daha sonra doku, % 1 kollejenaz igeren hepatosit tamponu i¢ine alindi ve
20 dakika 200 rpm’de ¢alkalayicida tutuldu. Yumusayan doku, farkli mikropipet
uclarindan gegirilerek ajite edildi ve tek kullanimlik elekten (100 um por capli)
gecirildi. Elek tlizerinde kalan doku tekrar kollojenaz ile muamele edildi ve elekten
gecirildi. Izole edilen hiicreleri igeren siispansiyon 1 defa 90 Xg’de 3 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant atilarak iizerine 0.016 mM CaCl, igeren hepatosit tamponu birakildi
ve 2 defa 3 dakika satrifiij edildi. Ugiincii yikamadan sonra hiicre siispansiyonu

Leibovitz-15 (besi ortami) igerisine alindi, besi ortamina kontaminasyonun énlenmesi
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amaciyla antibiyotik-antimikotik soliisyon (10 ml/Litre) ve 5 ml NaHCOs eklendi ve
siispanse edildi.

Hiicre siispansiyonundan bir miktar alinarak trypanblue (% 4) ile boyandi, canl
ve Olil hiicre ayrimi yapildi. Yapilan kiiltiirde eritrosit sayisinin hi¢bir zaman % 10’u
gecmemesine dikkat edildi. izole edilen hepatositler 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ekim
yapildi. Hiicreler bir giin inkibatdrde bekletildi (18°C). Ertesi giin medium aliarak
uygulanacak olan deltametrinin farkli dozlar1 (0.01 uM, 0.1 uM, 1 uM, 10 uM) uygun
hiicre kiiltiir kaplarina (24 kuyucuklu mikroplakalar) eklendi.

Belirtilen her bir doz ve kontrol grubu icin 6 kuyucuk kullanildi. Hiicre
kiiltiirlerinden 24. ve 48. saatlerde hiicreler alind1 ve ekstrakte edildi. Deltametrinin
4farkli konsantrasyonu (0.01 pM, 0.1 puM, 1 uM ve 10 uM) kiiltiir kaplarina alinan

karaciger hiicre kiiltiirleri tizerine eklendi.
3.2.3. Hiicre kiiltiirii

Hiicre kiiltiirtine baglamadan 6nce % 1’°lik deltametrin stok ¢6zeltisi hazirlandi.
Stok ¢ozeltisi farkli konsantrasyonlar: (0.01 uM, 0.1 uM, 1 uM ve 10 uM) hazirlamak
i¢in kullanildi.

Hepatositler izole edildikten sonra poly-L-lysine ile kaplanmis 24 kuyucuklu
hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Farkli konsantrasyonlardaki deltametrin L-15 i¢inde
¢Oziindii. Her konsantrasyona ait bir kiiltiir olusturuldu. Sonugta her kuyuya 1 mL’lik
medyum eklendi ve daha sonra hiicre kiiltlirleri 24 °C’de nemli ortamda inkiibe edildi.
Morfolojik degisiklikler ve tim degisiklikler invert mikroskopla incelendi (Leica DM
6000), toksisitenin kiiltlir izerindeki etkisi her konsantrasyonda 24. ve 48. saatlerde

kaydedildi ve fotograflandi.
3.2.4. Hiicre ekstraksiyonu

Hepatosit kiiltiirli 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlara maruz birakildi. 24
ve 48 saat sonrasinda hiicreler tripsinize edildi. Daha sonra tiiplere alinan hiicreler 5
dakika 2000 g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda siipernatant atilarak, hiicre pelleti 1
ml hepatosit tamponu (PBS) ile yikandi. Hiicre homojenize edildi ve hiicre pelleti tekrar

2000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant toplandi.
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3.2.5. Malondialdehid (MDA) tayini

Hiicre ekstraktlar1 inkiibe edildikten sonra, numuneden 200 pl alindi ve tiipe
birakildi. Uzerine 800 ul fosfat tamponu, 25 ul Butil hidroksi toluen (BHT) soliisyonu
ve 500 ul % 30 Tiyobarbitiirik asit (TCA) eklendi. Tiipler vorteks ile karistirildi ve 30
dakika boyunca buzdolabinda (-80°C) tutuldu. Daha sonra 15 dakika boyunca 2000
rpm'de santrifiij edildi. Siipernatantdan 1 ml alinarak diger tiiplere aktarildi. Daha
sonrasiipernatantin iizerine 75 pl Etilen daimin tetra asetik asit (EDTA) ve 250 pl
Tiyobarbitiirik asit (TBA) eklendi. Tiipler vorteks ile karistirildi ve 15 dakika boyunca
sicak su banyosunda (90 °C) tutuldu. Daha sonra oda sicakligina getirildi ve absorbansi

532 nmdalga boyunda spektrofotometre ile okundu.
3.2.6. Total oksidan (TOS) tayini

Calisilacak drnekler -80 °C sogutucudan, buz iizerinde disar1 ¢ikartildi. Ornekler
¢Oziindiikten sonra 45 pl alinarak 300 pl ayirag 1 ile karistirildi. 30 sn sonra 530 nm’de
absorbansi 0l¢iildii. Daha sonra ayira¢ 2 den 15 pl alinip iyice kanstirildi. Karisim oda
sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 530 nm dalga boyunda tekrar 6l¢iildii. Elde
edilen degerler asagidaki esitlige (Es. 3.1) gore hesaplanda.

A2-A1=AAbs standart/6rnek absorbansi (3.1

AAbs Ornek
nuc—— X 10
So ug AAbs Standart

3.2.7. Total antioksidan (TAS) tayini

Calisilacak ornek ¢ozlindiikten sonra 18 pl alinip kit igerisindeki ayirag 1’den
300 pl alinarak karistirildi ve 30 sn sonra 530 nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iildii. Bu
karisimin tizerine ayirag 2‘den 45 pl eklenerek vorteks yardimiyla karistirildi. Daha
sonra 37 °C’de su banyosunda 5 dakika inkiibe edildi ve 660 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okundu. Elde edilen degerler kit prosediiriinde yer alan denklemler

ile hesaplandi. Elde edilen degerler asagidaki esitlige (Es. 3.2) gore hesaplandi.



18

A2-A1 = AAbs standart/6rnek/H,O absorbansi

[sonu¢ =20—AAbs 6rnek]
[A—AAbs20—-AAbs standart]

Sonug = (3.2)

3.2.8. 8-Hidroksi deoksiguanosinin belirlenmesi

Calisma sonunda DNA hasarlar1 hazir ticari ELISA kiti ile l¢iildii. 24 ve 48 saat
sonunda alian drnekler ekstrakte edildi ve Ticari Kit Prosediiriine gore degerlendirildi.
Son olarak orneklere ait absorbans degerleri spektrofotometrede 450 nm’de odlgiildii. Kit

igerisindeki standartlardan elde edilen grafik yardimiyla degerler hesaplandi.

3.2.9 istatistiksel analiz

Analizler sonucunda elde edilen degerler ortalama+ortalamanin standart hatasi
olarak ifade edildi. Kontrol ve deltametrinin farkli konsantrasyonlar:1 uygulanan
grublarin ¢oklu karsilagtirmalari i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve arkasindan
Duncan testi yapilarak farkliligin derecesi ortaya konuldu. Degerler arasindaki fark

p<0.05’e gore yapildi.



4. BULGULAR

4.1. Hepatosit Izolasyonu ve Kiiltiirii

Hepatosit izolasyonu sonucunda elde edilen hiicre canlilik seviyesi % 85’den
fazlaydi. Kiiltiirdeki eritrosit seviyesi ise diger hiicrelerle kiyaslandiginda % 10’u
asmadig1 belirlendi. Izolasyondan hemen sonra hiicreler yuvarlak sekilli ve tek tek
goriinmekteydi (Sekil 4.1.). Kuyucuklara birakilan hiicrelerin saatler sonra taban
kismina yapistig1 6li hiicrelerin ve hiicre artiklarinin medium igerisinde askida kaldigi
gozlendi (Sekil 4.2.). 48 saat sonrasinda hiicrelerin hiicre kordonu seklinde bir goriiniim
aldig1 ve daha sonraki zamanlarda ise yassilastigi belirlendi (Sekil 4.3.). Deltametrinin
yliksek konsantrasyonlarinin hiicrelerde Oliimlere neden oldugu ve hiicresel

diizenlenmesini bozdugu mikroskobik incelemeler sonunda belirlendi.

Sekil 4.1. izolasyondan sonra hepatositlerin goriiniimii (20 X).
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Sekil 4.2. izolasyondan 24 saat sonra hepatositlerin goriiniimii (20 X).

Sekil 4.3. izolasyondan 48 saat sonra hepatositlerin goriiniimii (20X).
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Sekil 4.4. Deltametrin (1uM) uygulamasindan 48 saat sonra hepatositlerin gdriiniimii
(20X).

Sekil 4.5. Deltametrin (10 pM) uygulamasindan 48 saat sonra hepatositlerin goriiniimii
(20X).
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4.2. Aspartat Aminotransferaz Seviyeleri (AST)

AST seviyesi deltametrin uygulamasi sonucunda 24 ve 48 saatlerde artis
gosterdi (p<0,05) (Cizelge 4.1, Sekil 4.6). Bu artig deltametrinin 1 uM ve 10 uM de

istatistiksel olarak 6nemliyken diger dozlarda 6nemsiz bulundu.

Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlarda deltametrin uygulanan kiiltirdeki AST

seviyeleri.
N 24 48
Kontrol 6 115.667+2.642° 208.667+7.915%
0.01puM 6 129.833+6.886% 222.500+4.773%
0.1 pM 16 130.600+3.140° 272833+7.956"
1 pM 6 132.800+2.853¢ 289.167+8.807%
10 pM 6 140.200+3.527° 345.500+9.563%

Degerler ortalama+ortalamanin standart hatasi olarak verildi. Farkli harfler istatistiksel farklilig1 gosterir
(p<0.05). n:6rnek sayisi.
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Sekil 4.6. Deltametrin uygulanan Van balig1 primer hepatosit kiiltiiriinde AST
seviyeleri.



23

4.3. Alanin Aminotransferaz Seviyeleri (ALT)

ALT seviyeleri deltametrin uygulanan gruplarda kontrol grubuyla
kiyaslandiginda 24. Saatte sadece 10 uM’lik dozda istatistiksel olarak nemli bir artig
belirlenmemistir. ALT seviyeleri 48. Saatin sonunda deltametrinin 0.1, 1 ve 10 pM’lik

dozlarinda artis oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4,2 Sekil 4,7).

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda deltametrin uygulanan kiiltiirdeki ALT

seviyeleri.
N 24 48
Kontrol 6 511.300+18.331°  385.000+6.218°
0.01pM 6 553.600+£19.590°°  423.317+23.726°
0.1 pM 6 510.520+37.356™  455.550+7.986"
1 uM 6 580.920+28.393"  432.000+5.644
10 pM 6 656.520+14.126"  542.300+10.510°

Degerler ortalama+ortalamanin standart hatast olarak verildi. Farkli harfler istatistiksel farklilig1 gosterir
(p<0,05). n:6rnek sayist.
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Sekil 4.7. Deltametrin uygulanan Van balig1 primer hepatosit kiiltlirlinde ALT
seviyeleri.
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4.4. Total Antioksidan Seviyeleri (TAS)

Van balig1 primer hepatosit kiiltiirlinde uygulanan farkli konsantrasyondaki

deltametrin total antioksidan kapasitesinde artisa neden olmustur. Uygulamanin gerek

24 gerekse 48 saat sonrasinda uygulanan kimyasalin 10 uM ve 1 uM dozlar TAS

seviyesinde artisa neden olmustur (p<0,05) (Sekil 4.8).

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda deltametrin uygulanan kiiltirdeki TAS

seviyeleri.
N 24 48
Kontrol 6 1.85000:£0.071880*  2.99667+0.746622™
0.01pM 6 2.71667+0.642089™  5.21667+0.914847°
0.1 pM 6 2.05800+0.644022%  4.85000+0.799062°**
1 pM 6 5.62400+1.967121°  6.69500+1.008906°
10 pM 6 12.22333+1.573535°  5.13333+0.757041°

Degerler ortalama+ortalamanin standart hatast olarak verildi. Farkli harfler istatistiksel farklilig1 gosterir

(p<0,05).n:6rnek sayisi.
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Sekil 4.8. Deltametrin uygulanan Van balig1 primer hepatosit kiiltiirinde TAS seviyeleri

grafigi.
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4.5. Total Oksidan Seviyeleri (TOS)

TOS seviyelerininde TAS seviyelerinde oldugu gibi 24. saatte deltametrinin

yiiksek dozlarinda artig gosterdigi belirlendi (p<0,05) (Sekil 4.9.). Fakat 48. Saatin

sonunda hem 1 pM hem de 10 uM’lik dozlarda azalma gdzlendi. Fakat bu farkliliklar

istatistiksel olarak 6nemsizdi.

Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda deltametrin uygulanan kiiltiirdeki TOS
seviyeleri.
n 24 48

Kontrol 6 8.59000+1.011259* 11.5000+3.232646™
0.01pM 6 11.6666+0.881917*  11.5000+1.087811%
0.1 pM 6 12.5080+1.571898™  13.0833+1.345713%
1uM 6 9.89000+1.375190*  9.00000+1.788854°
10 pM 6 18.0350+2.774145°  9.08666+1.97493°
Degerler ortalama+ortalamanin standart hatasi olarak verildi. Farkli harfler istatistiksel farklilig1 gosterir
(p<0,05).n:6rnek sayisi.
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Sekil 4.9. Deltametrin uygulanan Van baligi primer hepatosit kiiltiirinde TOS

seviyeleri.
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4.6. Malondialdehit Seviyeleri (MDA)

MDA seviyeleri deltametrin uygulanan dozlarina bagli olarak artig gostermistir.

Fakat bu artislar istatistiksel acidan 6nemli olmadigi belirlendi (Sekil 4.10).

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda deltametrin uygulanan kiiltirdeki MDA
seviyeleri

N 24 48

Kontrol 6 0.10940+0.00165°  0.08288+0.005471%
0.01pM 6 0.10255+0.00935™°  0.09527+0.004974
0.1 pM 6 0.078600.006743  0.08592+0.006610
1 pM 6 0.06986+0.002536™  0.04658+0.002019
10 pM 6 0.09862+0.006917°  0.08022+0.014096

Degerler ortalamaztortalamanin standart hatasi olarak verildi. Farkli harfler istatistiksel farkliligi gosterir
(p<0,05).n:6rnek sayisi.
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Sekil 4.10. Deltametrin uygulanan Van balig1 primer hepatosit kiiltiirinde MDA
seviyeleri grafigi
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4.7. 8-Hidroksideoksiguanozin Seviyelerinin Belirlenmesi (8-OHdG)

DNA hasar seviyeleri incelendiginde 24. saatin sonunda herhangi bir farkliligin

olmadigi, 48. saatin sonunda ise 10 uM ve 0.1 uM dozlarda istatistiksel olarak bir

artisin meydana geldigi belirlendi (Sekil 4.11).

Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlarda deltametrin uygulanan kiiltiirdeki 8-OHdG

seviyeleri.
n 24 48
Kontrol 6 27.4967+0.67943"  25.8627+0.41691%
0.01puM 6 2633 +0.65114° 2623 +1.36621™
0.1 pM 6 25.5359+0.46013"™  28.1503+0.76099°
1 puM 6 27.6438+1.5382"  30.6667+2.78828°
10 pM 6 26.5163+1.4562  30.6046+2.65289¢

Degerler ortalamatortalamanin standart hatasi olarak verildi. Farkli harfler istatistiksel farklilig1 gosterir

(p<0,05). n:6rnek sayisi.
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Sekil 4.11. Deltametrin uygulanan Van balig1 primer hepatosit kiiltiirinde DNA hasar1.






S.TARTISMA VE SONUC

Deltametrin, organoklorinli ve organofosfatli pestisitlerle karsilastirildiginda
cevresel birikimin ve toksik etkilerin az olmasindan dolay1 yogun olarak kullanilan bir
pestisittir. Diinyada oldugu gibi Van Golii havzasinda da hem tarim ve hayvancilik, hem
de evsel alanlardaki zararli boceklerin  kontrol altina alinmasinda, 6zellikle
sivrisineklerle miicadelede kullanilan pretroid grubu bir pestisittir.

Van balig1 primer hepatosit kiiltiirliniin yapildig1 bu ¢alismada, deltametrinin
farkli konsantrasyonlarinin (0.01 pM, 0.1 pM, 1 uM ve 10 uM) toksik etkileri karaciger
enzimleri aspartaz aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT)), total
antioksidan durumu (TAS), total oksidan durumu (TOS), lipid peroksidasyon (MDA) ve
DNA hasari1 (8-OHdG) parametreleri kullanilarak belirlenmeye ¢alisildi.

Yapilan ¢aligmada primer hepatosit kiiltiirii basarili bir sekilde uygulanmustir.
Izolasyon sonucunda elde edilen bulgular daha dnceki calismalara paralellik gosterdi
(Baksi ve Frazier 1990; Pesonen ve Andersson, 1997; Oguz ve Unal, 2015).
Mikroskobik incelemeler sonucunda deltametrinin yiiksek dozlarinda (1-10 pM)
hiicresel diizenlenmenin bozuldugu, hiicrelerin 6ldiigii ve petri tabanindan kalkarak
askida kaldig1 gozlendi. Diger diisiik dozlarda ise hiicresel yapinin korundugu gozlendi.
Benzer olarak Van balig1 primer hepatosit kiiltiiriine uygulanan bazi kimyasallarinda
benzer etkiler yaptig1 belirtilmistir (Oguz ve Unal, 2011).Karsilastirmali in vivo ve in
vitro caligmalari, pretroid grubu pestisitlerin baliklar tarafindan metobolize edilme
oranlarinin ¢ok diisiik oldugunu ortaya koymustur (Glickman ve Lech, 1981; Glickman
ve ark., 1982).

Deltametrinin canlilarda pek ¢ok organ ve sistem iizerine toksik etkilerinin
oldugu yapilan ¢alismalarla belirtilmistir. Bu caligmalarda, genital sistem (Marettova ve
ark., 2017), sinir sistemi (Guo ve ark., 2018), bobrek (Ncir ve ark., 2018) ve karaciger
(Amin ve Hashem, 2012) iizerine etkileri belirlenmistir. Amin ve Hashem (2012),
Yayin baligint kullanilarak yaptiklar1 bir c¢alismada deltametrinin ¢ok diisiik
konsantrasyonlarinda dahi (0.75 pg) yiiksek derecede toksik etkiye neden oldugunu
gostermisglerdir. Buna ek olarak, deltametrinin toksik etkisinin Yaym balig1

karacigerinde, bobrek ve solungaclara oranla daha fazla oldugunu bildirilmistir.
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Onemli karaciger enzimlerinden olan AST ve ALT primer hepatosit kiiltiiriinde
toksititenin belirlenmesinde sik¢a kullanilan parametrelerdendir. Deltametrinin, AST ve
ALT seviyesini arttirdig1 yapilan in vivo ¢alismalarla belirlenmistir (Amin ve Hashem,
2012; Abdelkhalek ve ark., 2015). Yapilan bu ¢aligmalara paralel olarak deltametrin
farkl1 konsantrasyonlarinin uygulandigt bu ¢alismada, aspartat aminotransferaz
seviyesinde 24 ve 48 saatlerde artis gozlemlenmistir. AST seviyesindeki bu artis 1 pM
ve 10 uM dozlarda istatistiksel olarak onemliyken (p<0,05) diger dozlarda 6nemsizdir.
Alanin aminotransferaz (ALT) seviyesi deltametrin uygulanan gruplarda kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 24 saatte sadece 10 uM’lik dozda istatistiksel olarak artis
gostermistir. ALT seviyeleri 48 saatin sonunda deltametrinin 0.1, 1 ve 10 uM’lik
dozlarinda artis gostermistir. Boylece deltametrinin yiiksek konsantrasyonlarinin (1-10
puM) Van baligi hepatositleri i¢in toksik oldugu sdylenebilir.

Van balig1 primer hepatosit kiiltiiriinde uygulanandeltametrininl pM ve 10 uM
dozlar total antioksidan kapasitesinde artisa neden olmustur. Bu artisin kimyasalin
etkisine karsi bir savunma olarak gerceklestirdigi diisiiniilmektedir. Total oksidan
seviyesi de (TOS), TAS seviyelerinde oldugu gibi 24. saatte deltametrinin yiiksek
dozlarinda artis gosterdigi belirlendi. Fakat 48. Saatin sonunda 1 uM ve 10 uM’hik
dozlarda bir azalma gozlendi. Fakat bu farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsizdi. Radi
ve ark, (1985) Deltametrin uygulanan baliklarin karacigerinde antioksidan enzimlerden
olan GPx ve GST aktivitesini artirdiginibildirmislerdir. Gulutatyon peroksidaz (GST)
Gulutatyon S-transferaz (GPx) seviyesinde bir artis gézlenmistir (Sayeed ve ark., 2003).

Oksidatif stres ve DNA hasari, toksisitenin belirlenmesinde kullanilan diger
onemli parametrelerdendir. Van balig1 hepatosit kiiltiiriiniin yapildig1 bu c¢alismada lipid
peroksidasyon {iirinii olan MDA seviyesinde deltametrinin uygulanan dozlarina bagh
olarak artis gdstermis, fakat bu artis istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir. Gerek
24, gerekse 48 saat sonunda deltametrinin, MDA tizerinde 6nemli bir etki gostermedigi
belirlendi. Buna benzer olarak deltametrin kullanilarak yapilan Sazan baligi primer
hepatosit hiicre kiiltiiriinde, MDA seviyesinde sadece uygulanan en yiiksek dozda (0.8
png/L) artis gozlenirken, 4. Giin sonunda ise herhangi bir degisiklik belirlenmemistir
(Ensibi ve ark., 2013). Bu calisma ile kiyaslandiginda deltametrin uygulanarak yapilan
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hiicre kiiltiirinde, MDA seviyesinde herhangi bir etki gdstermemesinin nedeni
uygulama siiresinin kisa, uygulanan dozlarinin diisiik olmasidir.

DNA hasar seviyeleri incelendiginde 24. saatin sonunda herhangi bir fark
bulunamamis yalniz 48. saatin sonunda 10 uM ve 0.1 uM dozlarda istatistiksel bir
artisin meydana geldigi belirlenmistir.

Sonug olarak, deltametrinin Van balig1 primer hepatosit kiiltiiriinde oksidatif
strese neden oldugu, belirlenmistir. Van GoOlii havzasinda birikimi muhtemel bu
kimyasalin in vivo uygulamalar1 yapilarak diger organ ve sistemler hakkinda etkileri de

net olarak ortaya konmalidir.
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