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OZET
SICAN PRIMER KARACIGER HUCRE KULTURU UZERINE
DELTAMETRININ APOPTOTIK VE OKSIDATIF ETKILERININ
INCELENMESI

Amag: Deltametrin, tarim alaninda ve Veteriner Hekimliginde ¢esitli preparatlar
halinde sik olarak kullanilan piretroit insektisittir ve metabolizmasinda karaciger etkin
bir rol oynamaktadir. Bu ¢aligmada deltametrinin in vitro olarak hepatositler tizerinde
apoptotik ve oksidatif etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Calismanin ana materyalini kollejenaz perfiizyon teknigi ile elde
edilen primer karaciger hiicre kiiltiirii olusturmaktadir. Hepatositlere 24, 48 ve 72 saat
boyunca 1, 10, 100 uM konsantrasyonun deltametrin uygulandi. Hiicreler iizerinde
deltametrinin apoptotik etkilerinin incelenmesi amactyla immunositokimyasal metodla
caspase 3, caspase 8 ve caspase 9 aktivitesi ve TUNEL reaksiyonu, oksidatif etkilerinin
incelenmesi amaciyla ise hem immunositokimyasal olarak hem de Gergek Zamanl
Polimeraz Zincir Reaksiyonu kullanilarak ilgili Siiperoksit Dizmutaz 1, Siiperoksit
Dizmutaz 2 ve Glutatyon Peroksidaz 1 aktiviteleri karsilagtirilmigtir.

Bulgular: Deltametrinin primer karaciger hiicre kiiltiirii iizerine hem apoptotik hem de
oksidatif etkilerinin oldugu ortaya konulmustur. Buna karsin farkli zamanlarda ve farkli
dozlarda deltametrine maruz kalan hiicreler arasinda apoptotik mekanizmada rol
oynayan caspase 3, caspase 8, caspase 9 ve oksidatif mekanizmada rol oynayan SOD 1,
SOD 2 ve GPx 1 ekspresyon seviyeleri arasinda doz ve zamanla iligkili istatistiksel
olarak anlamli bulgular elde edilmemistir.

Sonug: Deltametrinin primer karaciger hiicre kiiltiirii izerinde oksidatif ve apoptotik
etkilerinin  oldugu ortaya konulmustur. Karaciger hiicrelerinin deltametrin
toksikasyonunda olas1 oksidatif reaksiyonlar ve meydana gelen apoptotik siireg¢
arasindaki iliski a¢iga ¢ikarilmaya calisilmis olmakla birlikte, s6z konusu mekanizmalar
arasinda gergeklesen etkilesimler iizerine c¢ok sayida caligma yapilmasi gerektigi
distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis; deltametrin; oksidatif stres; primer karaciger hiicre

kiilttirti

Ayhan GACAR, DoktoraTezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2016



ABSTRACT

INVESTIGATION OF APOPTOTIC AND OXIDATIVE EFFECTS OF
DELTAMETHRINE ON PRIMARY CELL CULTURE OF RAT
HEPATOCYTES
Aim: Deltamethrin is a pyrethroid insecticide commonly used in various preparations in

agriculture and Veterinary Medicine and liver plays an active role in its metabolism. In
this in vitro study it was aimed to investigate the apoptotic and oxidative effects of
deltamethrin on hepatocytes.

Material and Method: The main material of the study is primary hepatocyte culture
obtained by the enzyme collagenase perfusion technique. 1, 10, 100 uM concentrations
of deltamethrine was applied for 24, 48 and 72 hours to the hepatocytes. For the
investigation of the apoptotic effects on cells of deltamethrin, caspase 3, caspase 8 and
caspase 9 and TUNEL activity was determined immunocytochemically. To examine the
effects of oxidative effects of deltamethrine on cells, datas of SOD 1, SOD 2 and GPx 1
enzymes obtained from immunocytochemical evaluations and Real Time Polymerase
Chain Reaction analysis were compared.

Results: Oxidative and apoptotic effects of deltamethrine on primary hepatocyte
cultures cells was demonstrated. However statistically dose and time-related significant
findings could not be obtained from the data of apoptotic mechanisms involved in
caspase 3, caspase 8, caspase 9 and oxidative mechanisms involved in SOD 1, SOD 2
and GPx 1 expression levels in primary hepatocyte cultures exposed different doses of
deltamethrin for different time.

Conclusion: The oxidative and apoptotic effects of deltamethrin on primary hepatocyte
culture cells has been demonstrated. Although relationship between potential oxidative
reactions and apoptotic processes occurring in deltamethrin toxications of liver cells
have tried to uncover, many studies must be done to understand the interactions that
occur between these mechanisms.

Keywords: Apoptosis; deltamethrin; oxidative stress; primary hepatocyte cell culture

Ayhan GACAR, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June — 2016



SIMGELER ve KISALTMALAR

ACh
AChE
AEC
ALT
Apaf
AST
BCL
BSA
CAD
Caspase
CAT
cDNA
DAB
DMSO
DNA
dNTP
ER
FADD
FasL
FBS
FRET
GABA
GPx
GSH
GSH-Px
H202
HEPES
HMM
I1APs
ICAD
MDA

Asetilkolin

Asetilkolinesteraz
3-amino-9-etilkarbazol

Alanin aminotransferaz

Apoptotik proteaz aktive edici faktor
Aspartat aminotransferaz

B-hiicre lenfomasi

S1gir serum albiimini

Kaspaz aktiviteli DNAaz

Sistein aspartat proteazlar

Katalaz

Komplementer DNA
3,3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride
Dimetilsiilfoksit
Deoksiriboniikleikasit
Deoksintikleosid trifosfat
Endoplazmik retikulum

Fas ile iligkili 6liim domaini

Fas ligand

Fotal sigir serumu

Floresan Rezonans Enerji Kaynagi
Gamma-aminobiitirik asit
Glutatyon peroksidaz

Glutatyon

Glutatyon peroksidaz

Hidrojen peroksit
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
Hepatosit minimal medyumu
Apoptozun fizyolojik inhibitorleri
Kaspaz aktiviteli DNAaz inhibitori
Malondialdehit

Vi



MDCK Madine Darby Canine Kidney

MgCl2 Magnezyum kloriir

MPTP Mitochondrial permeability transition pores

MRNA Messenger RNA

MSS Merkezi Sinir Sistemi

mtDNA Mitokondriyal DNA

NADH Nikotinamid adenin dintikleotit

NADPH Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat

NuMA Nuclear mitotic apparatus protein

O2 Stiperoksit anyonu

OH Hidroksil radikali

PBA 3-fenoksibenzoik asit

PBS Phosphate buffered saline

RNA Riboniikleik asit

ROS, ROT Reaktif oksijen tiirleri

Rpm Dakikadaki devir sayist

Rt- PZR Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

SABK StreptAvidin Biotin Peroksidaz Kompleks

SOD Stiperoksit dizmutaz

TdT Terminal deoxynucleotidyl transferaz

TNF Timor nekrozis faktor

TNFR Timor nekrozis faktor reseptorii

TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labelling

uM Mikromolar
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1. GIRIS

Chrysanthemum cinerariaefolium ¢iceginden elde edilen pestisitler ozellikle
tarim alaninda ve veteriner hekimliginde yogun olarak kullanilan kimyasal maddelerdir.
Pestisitler cevremizde amagsiz, sinirsiz, nerede ise kontrolsiiz olarak atilan birka¢ toksik
kimyasal madde gruplarindan birisidir. Pestisitler hemen her tiirlii 6gede bulunmaktadir.
Havada, suda, toprakta, yagmurda, karda, buzda, yiizeysel sularda ve siste bile
bulunabilmektedirler. Tip 2 piretroit insektisit olan deltametrin Veteriner Hekimligi
alaninda da cesitli preparatlar halinde yogun sekilde kullanilmaktadir.

Bocekler icin olduk¢a toksik ve Oldiriicii etki gosteren deltametrinin
memelilerdeki toksik etkisi oldukga diistiktiir. Memelilerde 6zellikle sinir sistemi, {iriner
sistem ve genital sistem iizerinde yogunlasilmis ¢alismalar mevcut olmakla birlikte,
ksenobiyotik mekanizmasinda temel rol oynadigi bilinen karaciger {izerinde
deltametrinin etkilerine yonelik ¢alismalar daha kisitli sayida bulunmaktadir.

Yapilacak olan arastirmada ksenobiyotik metabolizmasi lizerinde etkili oldugu
bilinen karaciger hiicreleri iizerinde deltametrinin neden oldugu apoptotik ve oksidatif
mekanizmalar ve bu mekanizmalarin birbirleriyle olan etkilesimleri ortaya c¢ikarilmaya
calisilmustir. Piretroit insektisit toksikasyonunda hiicreler tarafindan birgok reaksiyonun
baslatilmasindan sorumlu tutulan reaktif oksijen tiirlerine karsi hiicrelerin gosterdigi
tepkiler, antioksidant enzimler olan siiperoksit dismutaz enzimleri (SOD 1 ve SOD 2)
ve glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerine bakilarak belirlenmeye calisilmistir.
Oksidatif stresin  neden oldugu apoptotik mekanizmanin uyarilmasinda ve
aktivasyonunda rol oynayan caspase 3, caspase 8, caspase 9 gibi enzimlerle, apoptozisin
varligima isaret eden TUNEL analizi kullanilarak s6z konusu mekanizmanin nasil

uyarildig1 konusunda bilgi elde edilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1.  Pestisitler Tle Tlgili Genel Bilgiler

Pestisit terimi kisaca, pest (hasarat) adi verilen zararlilar1 6ldiirmek amacr ile
kullanilan madde anlamma gelir. Insan, hayvan ve bitki iizerinde, ¢evresinde bulunan
veya yasayan, ayrica besin maddelerinin {iretimi, hazirlanmasi, depolanmasi ve tiiketimi
sirasinda onlarin besin degerini azaltan, hasara ugratan zararlilar1 O6ldiirmek icin
kullanilan kimyasallardir. Bu zararlilar, ¢esitli hastaliklar1 tasiyan parazitler, tarirm ve
bitki zararlis1 bocekler, yabani ot ve mantarlar, insan, hayvan, ¢evre ve barinaklardaki
sinek, bit, pire, kene, uyuz, hamam bdcegi gibi ucan ve yiirliyen canlilardir (Kaya ve

ark., 2002).

Tip | piretiroid pestisit olan allethrin ilk olarak 1949 yilinda bulunmustur.
Insektisit kullaniminin g¢evrede olusturabilecegi risklerle ilgili ilk endiseler ve
arastirmalar sentetik pestisitlerin kesfiyle beraber bu yillarda baglamistir. Daha sonra
diger tip 1 piretiroid pestisitlerden olan tetrametrin (1968) ve permetrinin (1973)
bulunmasiyla birlikte 0Ozellikle tarim alaninda yogun sekilde kullanilmaya
baslanmislardir (Oztiirk, 1990). Bu tarihten itibaren 6zellikle tarimsal alanda pestisit
kullanim1 yildan yila artmaktadir. Pestisitlerin sadece hedef seg¢ilen zararlilara etkili
olmasi arzu edilir. Fakat pestisitler imalat, depolama, pazarlama ve kullanilma sirasinda
hava, su ve topraga karisarak hedef olmayan canlilar1 olumsuz yonde etkilemektedir.
Buna bir de bilingsiz ve dikkatsiz kullanim da eklenirse suda, toprakta, bitkisel ve
hayvansal besinlerde artan oranlarda birikirler (Sanli, 1984). Pestisitler ¢evremizde
amagsiz, sinirsiz, nerede ise kontrolsiiz olarak atilan birkag toksik kimyasal grubundan
birisidir. Pestisitler hemen her tiirlii 6gede bulunmaktadir. Havada, suda, toprakta,
yagmurda, karda, buzda, yiizeysel sularda ve siste bile bulunabilmektedirler. Diinyadaki

biitiin canlilar, bitkiler, hayvanlar pestisitlerden etkilenirler (Last ve Wallace , 1992).

Pestisitler igerdikleri etkili kimyasallara gore gruplandirilabilirler. Pestisitler
kimyasal yapilarina gore inorganik pestisitler, dogal organik pestisitler ve sentetik
organik pestisitler olmak {izere ii¢ grupta incelenirler. Piretroitler, dogal piretrin temel
almarak hazirlanan sentetik maddelerdir. Piretrin insektisitler dogal olarak
Chrysanthemum cinerariaefolium ¢igeginden ekstrakte edilir. Bu ¢igekten elde edilen
piretrinler ilk olarak 1800’li yillarda Cin’de kene, karasinek ve sivrisineklere karsi

miicadelede kullanilmigtir. Elde edilen bu 6z piretrum olarak da adlandirilir. Piretrumda



jasmolin I ve I, sinerin I ve 11, piretrin I ve Il isimli etkin maddeler bulunur. Piretrin ve
piretrum insan ve diger memelilerde hizli bir sekilde metabolize olur ve atilir. Bu
sayede memeliler i¢in son derece giivenli olan bu dogal bilesikler, 151k ve 1s1 karsisinda
dayaniksizdirlar (Williams ve ark., 2000). Piretroidler, piretrin benzeri anlamindadir ve
kimyasal olarak iiretilmis maddelerdir. 1960’1 yillarda piretiroitler iizerinde yapilan
caligmalar sonucu piretrum ekstraklarinin yerini sentetik piretiroidler almistir (Katsuda,
1999). Bu yeni gelistirilmis olan piretiroitler, piretrumla karsilagtirildiginda hem
insektisidal aktivitesi hem de 151k altindaki dayanikliligi arttirilmistir. Piretrinlerle
karsilastirildiginda boceklere ve insanlara karst daha toksiktirler ve dogadaki
yikimlanma siireleri daha uzundur. Piretrinlerin ve piretroitlerin insektisidal
aktivitelerini arttirmak icin genellikle sinerjistik etkili maddeler ile birlestirilirler. Bu
sinerjistik maddeler piretrinlerin veya piretroidlerin yikimlanmasini saglayan enzimleri
baskilayarak toksisitelerini arttirmaktadir (U.S. Department of Health And Human
Services, 2003).

Sentetik piretiroidler birgok farkli formulasyon altinda biiyikk ve kiigiik
hayvanlarda 6nemli hastaliklara neden olan ektoparazitlere karsi miicadelede damla,
sprey, toz, daldirma, sampuan ve aerosol gibi bir¢ok farkli uygulama bi¢iminde
kullanilmaktadir. Bu uygulamalar sirasinda zehirlenme vakalarina rastlansa da,
Veteriner Hekimliginde en ¢ok toksikasyon durumlari dermal maruziyeti takiben
olusmaktadir. Insanlarda ise oral, dermal, inhalasyon yoluyla olusmus toksikasyon

vakalar1 bulunmaktadir (U.S. Department of Health And Human Services, 2003).
2.2.  Deltametrinin Genel Ozellikleri ve Toksikokinetigi

Deltametrin ((S)-a-cyano-3-phenoxybenzyl, (1R)-cis-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate)(sekil 1) diinyada en yaygmn ve ¢ok kullanilan
insektisitlerden biridir ve deltametrin pestisitlerin i¢inde en giivenli olarak bilinen
sentetik piretiroid pestisitler iginde yer alir. Cok uzun siiredir kullanilmalarina ragmen
piretiroit toksikasyonu, 6zellikle deltametrine bagli toksikasyon durumlar1 nadir olarak
meydana gelir. Sentetik piretiroidlerin insektisidal aktivitesini artirmak i¢in yapilarina
cyano grubu eklenir. Olusan bu o cyano grup tip II piretiroidler, lipofilik 6zellikte olup
suda ¢oziinmezler. Bu 6zellik tip II piretiroitlerin hava, 151k vs gibi fiziksel ¢evreden
etkilenmelerini engelleyerek yiiksek miktarda bozulmadan uzun siire dayanmasina

neden olmaktadir. Deltametrin bocekleri sindirim yoluyla ya da temas sonrasi etkileyen
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bir insektisittir. Deltametrinin lipofilik 6zellikte olmasi bdceklerin ve akarlarin
kiitikiilasin1 kolay bir sekilde ge¢gmesine neden olmaktadir. Biitiin bu 6zellikler bu

pestisitlerin insektisidal etkilerini artirmaktadir ( US Department of Health and Human

Services, 2003).

T X Yy TQ 0

Sekil 1. Deltametrinin kimyasal yapisi (Anonim, 2016)

Yapilan hayvan deneylerinde piretiroitlerin deri yoluyla alindiktan sonra
intradermal metabolizmas: sonucunda sistemik dolasima ¢ok az miktarda gectigi
gozlenmistir (Bast ve ark. 1997). Bununla birlikte oral olarak alinan deltametrinin
kandaki ana bilesiklerine ya da metabolitlerine bakilarak yapilan incelemelerde, alinan
dozun %14-70 arasinda plazmaya gectigi saptanmustir. Si¢anlarda oral yolla tek doz
uygulanan deltametrinin 2.1 saat sonra pik plazma konsantrasyonuna ulastigi
gozlenmistir. Dolagimdaki deltametrinin tiim sinir sistemi dokularinda ve beynin
calisilan kisimlarinda varligi tespit edilmistir (PesticideResidues in Food, 2000).
Kandaki yarilanma siiresi 5.5 saattir. Deltametrin lipofilik 6zelliginden dolay1 birkez
emildikten sonra hizli bir sekilde dolasima gegmektedir. Ayrica sahip olduklari lipofilik
Ozellikleri basta merkezi sinir sistemi (MSS) dokular1 olmak iizere bircok dokuya

deltametrinin dagilimini kolaylastirmaktadir (Anadon ve ark., 1996).

Yapisal farklar olmakla birlikte piretrin ve piretiroitlerin bircok memeli tiiriinde
yikimlanmasinda etkili metabolik yolak benzer 6zellik gostermektedir. Ozellikle piretrin
ve piretiroidler gastrointestinal sistemde hizl1 sekilde hidrolize olabilirler ve esas olarak
idrarla atilan metabolitlerin olustugu konjugasyon reaksiyonu, metil gruplart ve
aromatik karbonlarin oksidayonu, ester baglarinin hidrolizini i¢ceren mekanizmalar
sonucunda hizlica metabolize olmaktadirlar. Erkek sicanlar {izerinde yapilan calismada
oral yolla 0.64 — 1.6 mg/kg viicut agirligi dozunda deltametrine maruz kaldiklarinda
yapisinda bulunan asit, alkol ve siyano grubundaki molekiillerin olusturdugu farkl
metabolitlerin agiga ¢iktigi gozlenmistir (Committee for Medicina Products for
Veterinary Use Deltamethrin Summary Report 4). Oral ya da intraperitoneal yolla
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aliman deltametrinin acig1 ¢ikan en belirgin metaboliti tiyosiyanattir. Diger olusan
metabolitler ise PBA (3-fenoksibenzoik asit), 4’-OH-PB acidsulfate (4’-hydroxy-3-
phenoxybenzoic acidsulfate), Br.CA(3-(2,2-dibromoethenyl)-2,2-dimethyl  cyclo
propane carboxylic acid) (PesticideResidues in Food 2000). Metabolizmalarinda bazi
stereospesifite  bulunmaktadir.  Trans-izomer yapida olanlar cis-izomerlerle
karsilastirildiginda daha hizli hidrolize olurlar bu nedenle oksidasyon daha oénemli bir
metabolik yolak olarak goérev alir. Bu metabolik yolaklar sinir dokusunda meydana
gelebildigi gibi karaciger, bobrek ve diger organlarda da gerceklesebilmektedir. Ester
baglariin parcalanmasi toksisitenin Onemli derecede azalmasina neden olur (U.S.

Department of Health And Human Services, 2003).

Deltametrin diger piretiroitlerle karsilastirildiginda degisik klinik semptomlarin
olusmasina neden olabilmektedir. Insanlarda zehirlenme sonrasinda olusan semptomlar;
ataksi, kas titremelerine sebep olan konvulziyonlar ve paralizler, dermatitis, 6dem,
diyare, dispnea, bas agrisi, karaciger mikrozomal enzimlerinin uyarilmasi, irritabilite,
periferal dolasimin ¢okmesi, rinore, serum alkalin fosfataz seviyesinde artis, titremeler,
kusma ve solunum yetmezligine bagli olimdir. Memeliler deltametrine maruz
kaldiklarinda kivranma sendromu olarak nitelendirilen tip 2 motor semptomlar agiga
cikarirlar ve siganlarda bunlara ek olarak asir1 salivasyon dikkat c¢ekicidir. Kronik
piretiroit insektisit toksikasyonuna bagli sekillenmis motor néron hasar1 veya motor
noron hastaliklar: bildirilmemistir. Ancak 2011 yilinda piretiroit ve organoklorin iceren
cok miktarda pestisiti oral yoldan alarak zehirlenen bir Japon kadinda motor néron

oliimii patolojik olarak kanitlanip yaymlanmistir (Doi ve ark., 2000).
2.2.1. Deltametrinin Neden Oldugu Norotoksisite

Piretiroitler uyarilma siiresini uzatan primer sodyum kanali toksinidir ancak
MSS {izerine sitotoksik etkileri ¢ok azdir veya yoktur. Tiim piretiroitlerin etki
olusturdugu temel bolge voltaja bagimli sodyum kanallaridir. Bununla birlikte voltaj
kapili klorid kanali (Farag ve ark., 2007), GABA kapili klorid kanali (Spencer ve
O’Malley, 2006) ve protein fosforilasyonunu (Bradberry ve ark., 2005) iceren diger
potansiyel etkilesim alanlar1 da aciga ¢ikmaktadir. Sodyum kanallarinin uyarilabilirlik
derecesi dozla iliskilidir ancak uyarilabilirligin dogas1 sodyum kanallarinin yapisiyla
iligkilidir (Kulkarni ve Hodgson, 1980). Piretrinler ve piretiroidler sodyum kanallarinin

acilmasini ve kapanmasini yavaslattiklari i¢in hiicrenin siirekli uyar1 halinde kalmasina
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sebep olurlar (Maraban ve ark., 1989). Sodyum kanallarindaki artan sodyum miktar1
hiicrenin stabil ve siirekli uyarilan bir halde kalmasina neden olur. Sodyum aksiyon
potansiyelinin siiresi tip II piretiroit insektisitlerde tip I piretiroitlerle karsilastirildiginda
daha uzundur. Sensorik sinir sonlarinda piretiroitlerin direkt etkisi sonucunda parestezi
olusur. Sinir tellerinde siirekli tekrarlayan uyarilar sekillenir. Sinirsel semptomlarin
aciga ¢ikabilmesi i¢in sodyum kanallarmin en az %1'i etkilenmelidir (Bloomquist ve
ark., 1986). Piretrinler ayrica voltaj bagimli klorid kanallarint da etkilemektedirler. Bu
kanallar beyin, sinir, kas ve tlikriik bezi dokusunda bulunur ve hiicrenin uyarilmasini
kontrol etmektedirler. Sodyum kanallar ile karsilastirildiginda fonksiyonel olarak farkl
cok sayida klorid kanali bulunmaktadir. Bu kanallar iizerinde piretiroitler tarafindan
olusturulan etkiler ¢ok farkli nedenlerden dolayr memeli ve bocekler arasinda farklilik
gostermektedir. Piretiroitlerin diigiik viicut 1s1sinda sodyum kanalarina baglanmasi daha
kuvvetli olmaktadir. Memelilerin viicut 1s1s1 yaklasik 37 C° olmasina ragmen bdceklerin
viicut sicakliklar1 yaklasik 25 C” dir (Gupta, 2007). Memelilerle karsilastirildiginda
bocekler tlizerinde piretiroitlerin 2250 kat daha toksik oldugu bildirilmektedir
(Bradberry ve ark., 2005). Daha yiiksek seviyede sodyum kanal duyarliligi, diistik viicut
1s1s1 ve daha kiigiik viicut Olgiisiine sahip olmasi nedeniyle bdceklerde piretiroid
toksikasyonu daha fazladir (Tang ve ark., 2002). Ayrica memelilerin dermal maruziyete
daha az maruz kalmasi ve piretiroitlerin toksik olmayan metabolitlere doniistiiriilmesi
sonucunda toksikasyondan daha az etkilendikleri bildirilmektedir (Bradberry ve ark.,
2005).

Piretiroitler boceklerde "knock down" olarak nitelendirilen bir fenomene neden
olurlar. Knock down piretiroitlerin oldiiriicii olmayan ancak hiicreyi uyaran etkisi
altinda olusur. Knock down piretiroitlerle maruz kalinmasi sonucunda sodyum
kanallarinin sodyum iyonlart segiciligi ve normal iletimin devami gibi normal
fonksiyonlarini yerine getirmeye ¢alismasi sonucunda meydana gelir (Narahashi, 1985).
Orta seviyedeki bir dozda piretiroitlere maruz kalindiginda hiicreler yeni bir agiri
uyarilabilirlik safhasinda fonksiyon gosterebilirler. Iyon kanallari igindeki sodyum
miktart sodyum pompalarinin atim kapasitesini asmadigi siirece hiicre normal
fonksiyonunu yerine getirebilir. Piretiroitlerin asir1 konsantrasyonda olmasi ve hiicrenin
tolere edebileceginden fazla reaksiyon gdstermesi sonucu depolarizasyon sekillenir ve

iletim tamamen durur. En fazla depolarizasyon dolayisiyla iletimdeki durgunluk en



uzun siire sodyum kanallarini agik tutan piretiroitler tarafindan saglanabilir (Haug ve

Hoffman, 1990).
2.2.2. Deltametrinin Asetilkolinesteraz Uzerine EtKisi

Bir serin proteazi olan Asetilkolinesteraz (AChE) sinaptik aralikta (iki sinir
hiicresi arasindaki bosluk) gorev yapan bir norotransmitter madde olan asetilkolinin
(ACh) parcalanmasindan sorumlu olan bir enzimdir. Boylelikle sinirsel impulslar bir
sonraki sinaptik bosluga gecebilmektedir. AChE yiiksek katalitik aktiviteye sahip olan
bir enzimdir ve her bir molekiill AChE 25000 molekiil asetilkolini bir saniye i¢inde
pargalayabilecek Ozellige sahiptir (Quinn, 1987; Taylor ve Radic, 1990). AChE sinir ve
kas, merkezi ve periferal dokular, motor ve sensorik lifler, kolinerjik ve nonkolinerjik
lifler gibi iletim sistemi dokularin bir¢ok kisminda bulunmaktadir. Norotransmisyon
sirasinda sinir ucundan sinaptik bosluga ACh salinir ve salgilanan ACh postsinaptik
membrandaki ACh reseptorlerine baglanarak iletimin bu sinir lizerine ge¢gmesine neden
olur. Ayrica postsinaptik membranda da bulunan AChE, ACh'i hidrolize ederek sinyal
gecisini sonlandirmaktadir. Serbest hale gegen kolin tekrar presinaptik sinir tarafindan
aliip kolin-asetiltransferaz enzimi aracilig ile asetil CoA ile birlestirilmesi sonucunda
tekrar ACh sentezlenir (Whittaker, 1990). Kolinerjik néronlarin tekrar bir iletim
alabilmesi i¢cin ACh'in ACh reseptorlerinden salinmasi gerekir. Bu ancak sinaptik
bosluktaki ACh'in ¢ok az olmasi durumunda gerceklesebilir. AChE'!n baskilanmasi
sinaptik boslukta ACh'in birikimine neden olur ve nérotransmisyonun engellenmesiyle
sonuclanir. AChE''m geri donilislimsiiz olarak baskilanmasi kas paralizine,
konvulziyonlara, bronsial kontriksiyona ve asfeksiye bagli oliimiin sekillenmesine

neden olabilmektedir.

Hem vertebralilarda hem de vertebrasizlarda norotransmitter bir madde olan
asetilkolini hidrolize eden asetilkolinesterazin, diisiik konsantrasyonlarda organofosfat,
karbamat pestisit ve piretroitler tarafindan inhibe edildigi bildirilmektedir (de la Torre
ve ark., 2002). Bu nedenle bu enzim bu bilesikler i¢in spesifik biyomarkir olarak
kullanilmaktadir (Guilhermino ve ark., 2000). Hossain ve ark., (2004) tarafindan
yapilan mikrodiyaliz c¢alismasinda piretroitlerin serbest halde dolasan siganlarda,
hipocampusta asetinkolin salinimina etki ettigini ve olusan bu etkinin kolinerjik
enzimde ve yiiksek duyarlilikli kolin alimiminda gelisen degisimlere baglh sekillendigi

ileri surmektedirler.



2.2.3. Deltametrinin Neden Oldugu Nefrotoksisite

Deltametrine maruz kalmis hayvanlarin bdbreklerinde siddetli histopatolojik
degisiklikler olusabilmektedir (Shona ve ark., 2010). Deltametrin verilen albino
siganlarda nefrotoksisite ve oksidatif stres sekillendigi gosterilmistir (Sakr ve Al-
Amoudi, 2012). Bu arastirmacilar ¢alismasinda renal oksidatif stresin varligin1 gésteren
lipit peroksidasyondaki artig1 tanimlayan bobrek icerigindeki malondialdehit (MDA)
seviyesindeki artisi tespit etmislerdir. Bununla birlikte deltametrin siiperoksit dizmutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) enzim seviyelerinde belirgin bir azalmaya sebep olmustur.
Baglica iki anti-oksidant enzim olan SOD ve CAT serbest radikallerin uyardigi oksidatif
stresin engellenmesinde ilk basamakta yer alan enzimlerdir. SOD yiiksek derecede
reaktif ve potansiyel olarak toksik Ozellikte olan siiperoksit radikallerinin hidrojen
peroksite Katalitik dismutasyonundan ve CAT ise hidrojen peroksitin Katalitik
dekompozisyonu sonucu molekiiler oksijene ve suya doniisiimiinden sorumlu
enzimlerdir (Lee ve Steinert, 2003). Bobrek dokusunda meydana gelen hasar,
deltametrine maruz kalinmasindan sonra bobrekteki artan lipit peroksidasyona ve azalan
antioksidant enzim seviyesine bagli olarak sekillenebilecegi ortaya atilmistir.
Deltametrin toksikasyonu olusturulmus siganlarin bobreklerinde tubuler dejenerasyon,
glomeriiler atrofi, 16kosit infiltrasyonu, bobrek damarlarinda konjesyon gibi birgok
degisiklik histolojik incelemelerde gozlenmistir. Ayrica siganlarda serum {iire ve
kreatinin seviyelerindeki ylikselme rapor edilmistir (Sakr ve Al-Amoudi, 2012).
Bobrekte olusan diger lezyonlarla birlikte serum iire ve kreatinin miktarlarindaki artis,

olusan toksikasyon sonucunda glomeriiler filtrasyonun da bozuldugunun gostergesidir.
2.2.4. Deltametrinin Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Yetigkin erkek siganlarin 65 giin boyunca 1.0 ve 2.0 mg/kg deltametrine maruz
kalmalar1 sonucunda testis, prostat ve vezikiila seminalisin agirliginda azalma, sperm
say1s1, motilitesi ve canliligi yaninda testesteron miktarinda azalma ve anormal sperm
oraninda belirgin bir artig tespit edilmistir (Abd El-Aziz ve ark., 1994). Testislerin
agirliklart temel olarak farklilagmakta olan spermatogenetik hiicrelerin agirligi ile
iliskilidir, bu nedenle testis agirligindaki azalma germ hiicre sayisindaki azalmaya,
spermatogenezisin baskilanmasina ve sterojenik enzim aktivitesine bagli olarak
degisebilmektedir (Takahashi ve Oishi, 2001). Sperm sayisindaki azalma deltametrine

bagli sekillenen kimyasal toksikasyonun neden oldugu testesteron seviyesindeki
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azalmaya baglh olarak sekillenebilir (Yoshida ve ark., 2002). Testesteron erkek eklenti
bezlerinin yapisini ve fonksiyonunu saglayabilmesi i¢in gerekli bir hormondur ve
testesteron miktarindaki azalma spermatogenezisi bozmaktadir (Broockfor ve Blake,
1997). Lipitperoksit, pestisitlerinde i¢inde bulundugu ¢ok sayida ksenobiyotik
toksikasyonunda olduk¢a O©nemli rol oynayan bir oksidatif hasar belirtecidir.
Malondialdehit (MDA) lipit peroksidin stabil bir son {irliniidiir ve biriken lipit
peroksidasyonun indirekt gosterimi amaciyla kullanilir. Sperm plazma membraninda
oldukca yiiksek miktarda bulunan doymamis yag asitleri ve sitoplazmasindaki
antioksidant maddelerin azlig1 nedeniyle lipit peroksidasyona olduk¢a duyarhidir
(Aitken, 1993). Lipid peroksidasyonu, sperm DNA'sinda oksidatif hasara ve membran
fonksiyonundaki degisime neden olarak, spermotozoan'in gelisiminde muhtemel
belirgin bir etkisi gozlenir (Aitken, 1989). Diger yandan, testiste hiicreleri reaktif
oksijen tiirlerinin hasarlarindan koruyan, ayni zamanda spermatojenik hiicrelerin
proliferasyonu ve farklilasmasinda 6nemli rol oynayan glutatyon da ¢ok yogun miktarda
bulunur (Teaf ve ark., 1985). Histopatolojik incelemeler sonucunda, deltametrinin
testiste dejenerasyon, biiziisme, tamamlanmamis spermatogenezis ile birlikte seminifer
tubullerin organizasyonlarinda bozulma, spermatogonyumlarin ve sertoli hiicrelerinin
vakuolizasyonunu igeren histopatolojik degisikliklere neden oldugu goézlenmistir. Bu
degisiklikler muhtemelen deltametrinin uyardigi lipit peroksidasyon ve testesteron
hormonu seviyesindeki azalmaya bagli olarak sekillenmektedir. Ayrica testis i¢indeki
testesteron hormonunun az miktarda bulunmasi, germ hiicrelerin seminifer tubulus
epitelinden ayrilmasina neden olur ve germ hiicre apoptozisini baglatarak erkeklerde

infertiliteye sebep olabilir (Blanco-Rodriguez ve Martinez-Garcia, 1998).
2.2.5. Deltametrinin Diger Sistemler Uzerindeki Etkileri

Deltametrinin genotoksik etkisi, ozellikle gen mutasyonlari, kromozomal
sapmalar, DNA fizerine etkileri ¢ok sayida in vitro deneyde arastirilmis; elde edilen
sonuglarin negatif oldugu gozlenmistir. Caligmalar sonucunda deltametrinin mutajenik
ozellikte olmadig: tespit edilmesine ragmen, 2012 yilinda Oktay ve Oya tarafindan
yapilan ¢alismada deltametrinin toksik dozlarda farelerin somatik hiicrelerinde genetik
toksisiteye neden oldugu gosterilmistir. Ayrica Swiss albino farelerde erken haftalarda

deltametrinin artan dozlariyla birlikte baskin lethal mutasyon oraninda hafif derecede



bir artis gozlense de, daha sonraki haftalarda bu oranin diistiigii belirlenmistir (Shukla

ve Taneja, 2000).

Deltametrinin uzun stireli toksik calismalar1 siganlar ve fareler iizerinde
yapilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda fareler ve siganlar iizerinde deltametrinin
karsinojenik potansiyeli tespit edilememistir. Her iki tiirde de sinir sistemi hedef organ
olarak gozlenmistir. iki yil boyunca 0, 2, 20 veya 50 mg/kg dozda deltametrin ile

beslenen siganlarda higbir karsinojenik etkiye rastlanmamustir (Shukla ve ark., 2001).

Bir sentetik piretiroit olan deltametrinin immunotoksik ozelligi erkek F344
sicanlar iizerinde aragtirllmigtir. Giinliik olarak 5 ve 10 mg/kg viicut agirligi dozunda
28 giin boyunca deltametrin ile beslenen sicanlarda antikor iireten dalak hiicrelerinin
sayisinda ve dogal katil hiicrelerin aktivitesinde artis oldugu rapor edilmistir (Madsen
ve ark.,, 1996). Siirekli olarak icerisinde imiprotrin ve deltametrin bulunduran
insektisitlerin solunum yoluyla alinmasina bagl olarak akcigerlerin distal kisimlarinda

¢esitli immunotoksik etkilerin olusabilecegi bildirilmistir (Emara ve Draz, 2007).

2.3.  Hepatositlerin Ozellikleri ve Biyotransformasyon

Karaciger dokusunun hiicresel yapisini hepatositler, endotelyal hiicreler, satellite
hiicreleri, Kupffer hiicreleri, karaciger-dogal katil hiicreleri (pitcells) ve safra kanali
hiicreleri olusturmaktadir. Parenkim hiicresi olan hepatositler karaciger kiitlesinin
yaklagik  %80’ini  olusturmaktadir. Diger karaciger hiicrelerininde karaciger
fizyopatolojisi lizerinde belirgin rolleri olmasina ragmen, hepatositler benzersiz,
karmagik ve farkli fonksiyonlar ortaya koymaktadirlar. Hepatositler, proteaz
inhibitorleri (al-antitripsin, antitrombin ve a2-makroglobulin), kan pihtilagsma faktorleri
(fibrinojen, protrombin, faktér V, VII, IX, X, vb), immunkomplekslerin ve yanginin
modiilatorleri (komplement C3, C-reaktif protein) gibi dolasim sistemindeki temel
plazma proteinlerinin iiretiminden sorumludur. Bu hiicreler ayrica kolestrol, safra
asitleri, A ve D vitamini gibi esansiyel maddeler ve enerji liretiminde temel rol oynayan
glikoz/glikojen ve trigliseritleri de igeren yag asitleri lizerinde homeostatik dengeyi
diizenleyici gorevleri vardir. Aminoasitleri, bakir ve demir gibi metalleri ve hem ve
bilirubin gibi endojen bilesikleri metabolize ederler. Ayrica hepatositler, gida, ¢evresel
kirleticiler (bitkisel, hayvansal ve mantar toksinleri, pestisitler, herbisitler, organik

coziiciiler, boyalar ve koruyucu maddeler, vb) ve 6zellikle ilaglar gibi ksenobiyotiklerin
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detoksifikasyonunu ger¢eklestirmektedir. Bu nedenle hepatositlerin fonksiyonlari
ilaglarin farmakokinetik etkileri, yan etileri ve toksik etkilerini belirleyici rol
oynamaktadir (Khan ve ark., 2006, Larson, 2008).

Normal saglikli yetiskin bir bireyde yiiksek seviyede farklilasmis diger
hiicrelerde oldugu gibi, hepatositler de nadiren boliiniirler. Fakat karacigerin parsiyel
hepatektomisi sonucunda belirgin sekilde rejenere olabildigi ¢ok eski zamanlardan beri
bilinmektedir. Laboratuvar hayvanlari iizerinde yapilan ¢ok sayidaki ¢alisma sonucunda
karacigerin kendini yenileme siirecini destekleyen temel hiicre yapisinin hepatositler
oldugu bununla birlikte diger karaciger hiicrelerinin de rollerinin bulundugu
gozlemlenmistir (Mitry ve ark., 2004). Parsiyel hepatektomi bazi siddetli karaciger
hastaliklarinin sagaltiminda kullanilsa da bazen uygulamanin kendisi de karaciger
hasarina neden olabilir. Ancak karaciger hastaliklarinin en 6nemli etiyolojik ajanlari
ksenobiyotikler (amatoksinler, karbon tetrakloriir, siyanidler vb.), ilaglar (asitaminofen,
izoniazid, halothan, 6strojen, vs.), alkol, hepatitis (A,B,C,D,E) viruslari, immun ve

genetik bozukluklar sayilabilir.

Karaciger yabanci bilesiklerin metabolizasyonunda ¢ok etkin rol oynayan bir
organdir ve genellikle bu bilesiklere maruz kalindiginda siklikla etkilenmektedir. Hiicre
membranlariin lipit yapida olmasi nedeniyle, suda ¢6ziinen maddelere kars1 gecirgen
ozellikte degildir. Bu 6zellikteki maddelerin hiicre membranlarini gecebilmeleri i¢in
hiicrenin 6zel tastyici proteinlere sahip olmasi gerekmektedir. Uygun tastyici proteinlere
sahip olan hiicreler boylelikle sadece kendine uygun olan maddeleri hiicre igine almakla
kalmazlar ayrica suda ¢oziinen birgok toksinin girisini de engellemis olur. Bu benzer
paradigma hiicre icinden atilmast gereken suda ¢Ozilinebilen maddelerin
uzaklastirilmasinda ayn1 mekanizma ile etki gostermektedir. Ancak lipit yapili hiicre
membranlar1 yagda ¢oziinebilen bilesiklere karsi suda ¢oziinenlere oldugu gibi bariyer
olusturamamakta ve bu maddeler hiicre igerisine rahatlikla gecebilmektedirler. Bu
nedenle hiicre ilizerinde zararhi etkileri olan yagda ¢dziinen toksik maddelerin hiicre
icine gecisleri cok daha kolay olurken, bu maddelerin uzaklastirilmasi da oldukc¢a gii¢

olmaktadir.

Ksenobiyotiklerin  hepatik  biyotransformasyonlar1  sonucunda dokularda
biriktiklerinde, toksik etki olusturabilecek lipofilik maddelerin uzaklastirilmasi
gerekmektedir (Park ve ark., 2005; Tang, 2007). Bu siire¢ ¢ogunlukla sitokrom p450
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(P450) veya flavin monoksijenaz ( faz I) enzimleri tarafindan katalize edilen redoks
reaksiyon aracili molekiillerin kimyasal doniistimleri ile saglanmaktadir. Bunun
sonucunda daha polar yapida ve dogrudan viicuttan atilabilecek yeni metabolitler olusur
ya da olusan bu metabolitler faz II reaksiyonlari sonucunda diger endojen bilesiklerle
(glutatyon, glukuronat, siilfat) tekrar birlestirilir. Olusan bu bilesikler daha ¢oziilebilir
yapidadir bu nedenle lipofilik maddelerin idrarla ya da safrayla atilimi kolaylasir.
Biyotransformasyon organizma i¢in bir ¢esit kendini savunma mekanizmas1 olsa da
biyoaktivasyon sonucunda ilaglarin toksik metabolitlere doniistiirme siireci hiicre
fonksiyonuyla karistirilabilir ve bazi hiicresel makromolekiillere karsi i¢sel reaktivite
gosterebilir. Metabolik biyoaktivasyonun en sik karsilasilan mekanizmasi, P450 sistemi
vasitasiyla uyarilip birgok kimyasal reaksiyon (kovalent baglanma, oksidatif stres, lipid
peroksidasyon, Ca?*dengesinin bozulmasi ve mitokondrial hasar) tarafindan polar
yapida olmayan maddelerin oksidatif doniisiimiidiir. Bunun sonucunda elektrofilik ara

yapilar, serbest radikallere ve aktif oksijen tiirleri olusur.
2.4. Deltametrinin Neden Oldugu Hepatotoksisite Mekanizmasi

Birgok metabolitin yiiksek konsantrasyonda biriktigi bir organ olmasi
bakimindan, karaciger piretroit metabolizmasinda da temel bir role sahiptir (Richard ve
Brodie, 1985). Deltametrinin metabolik yolaginda sitokrom P450 monoksijenaz enzimi
basta olmak iizere bircok ksenobiyotik metabolize edici enzimin rol aldig1 bilinmektedir
(Catinot ve ark., 1989). Tek doz sipermetrin (25g/kg) ve fenvalerate (4.5g/kg)' e maruz
kalan sicanlarda antioksidant enzim olan siiperoksit dismutazin ve katalazin
aktivitesinin azaldig1 ve lipit peroksidasyonu ile sonug¢landigi; eritrositlerde glutatyon
(GSH) seviyesinin dustiigi gosterilmistir (Kale ve ark., 1999). Deltametrin
intoksikasyonu serbest radikal olusumuna neden olmaktadir (Manna ve ark., 2005).
Deltametrin karacigerde sitokrom P450 ve oksidatif yolla hidrolitik ester baglarinin
ayrilmast sonucu metabolize edilmektedir (Eraslan ve ark., 2007). Deltametrin
karaciger, bobrek ve akcigerde histolojik degisiklikler gézlenmektedir (Manna ve ark.,
2005; Shona ve ark., 2010). Ayrica deltametrin karacigerde cesitli histolojik
degisikliklerle birlikte, serum alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz
(AST) enzimlerinde yiikselmeye ve karaciger enzimatik aktivitesinin olumsuz sekilde

etkilenmesine neden olmaktadir (Lamfon, 2011).
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2.4.1 Deltametrinin Neden Oldugu Oksidatif Stres

Dis orbitallerinde paylasilmamis (tek sayida) elektron tagiyan molekiil veya
atomlara serbest radikal denilmektedir (VValko ve ark., 2004). Serbest radikaller oldukca
kisa omiirlii ve reaktiftirler. Elektriksel olarak; pozitif, negatif ve nétral yliklere
sahiptirler. Yiiksek enerjili olan elektronlar ¢evrelerindeki diger elektronlart ayirip,
yapilarin1 bozmaktadir. Bu durum serbest radikalleri tehlikeli ve ayni zamanda
kullanigli kilar (Uysal, 1998). Oksidatif stres hiicre yapisindaki reaktif tiirlerin
reaksiyonlart sonucunda hiicre fonksiyonunda meydana gelen molekiiler degisim ile
olusmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri siiperoksit anyonu (O?) ve hidroksil radikali (OH)
gibi oksijen bagiml serbest radikallerden ve hidrojen peroksit (H202) gibi oksijenden

koken alan ancak radikal yapida olmayan iiriinlerden olusur.

Tiim hiicrelere herhangi bir zorlukla karsilasmadan giren ve hiicre igerisinde en
cok kullanilan molekiil olma 6zelligine sahip olan madde molekiiler oksijendir. Aerobik
metabolizmaya sahip canlilar i¢in serbest radikallerin en 6nemli kaynaklarindan birisi
oksijendir. Fakat canli organizmasinda oksijen tiirevinin yani sira karbon ve kiikiirt
merkezli radikaller de olusmaktadir. Molekiiler oksijen (O2), paralel spin durumlu iki
ortaklanmamis (eslesmemis) elektrona sahiptir. Serbest radikal tanimina gore molekiiler
oksijen, bir biradikal (diradikal) olarak degerlendirilir. Biradikal oksijen, radikal
olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde diger serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girer. Organizmada gegis metallerini (Fe** ve Cu* gibi metaller) iceren
enzimler vasitasiyla molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi suretiyle oksidasyon
reaksiyonlart meydana gelir. Molekiiler oksijen, biradikal dogasinin bir sonucu olarak
yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturma egilimindedir. Negatif yiikli,
pozitif yiiklii veya notral olabilen serbest radikaller dis orbital konfiglirasyonunun yani
sira termodinamik yapilart ve lokal kinetik aktiviteleri gdz Oniinde bulundurularak

degerlendirilir (Akkus, 1995).

Serbest radikaller baslica 3 yolla olusur (Cheesman ve Slater, 1993; Wu ve
Cederbaum, 2003). 1. Kovalent baglarin homolitik boliinmesiyle; kovalent bagh
molekiiliin boliinme sonrasinda her bir parcasinda ortak elektronlardan biri kalir. 2.
Normal bir molekiilin elektron kaybetmesiyle; radikal O6zelligi bulunmayan bir
molekiilden tek bir elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde ortaklanmamis elektron

kalarak radikal formu olusturur. 3. Normal bir molekiile elektron transferiyle; radikal

13



0zelligi bulunmayan bir molekiil, tek elektron transferi ile dis orbitalinde ortaklanmamis

elektron iceren radikal formuna doniisiir.

Yasadigimiz ¢evre kosullarinda nasil fiziksel ve kimyasal etkiler ile c¢esitli
radikal yapimi var ise, hiicre igerisinde de ciddi ve ¢esitli miktarlarda radikal {iretimi s6z
konusudur. Organizmada serbest radikal olusumun cesitli kaynaklar1 bulunmaktadir.
Aktiflesmis fagositler, antineoplastik ajanlar, radyasyon, aliskanlik yapan maddeler
(alkol, uyusturucu), cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasallar, pestisitler,
sigara dumani, anestezikler), stres (streste artan katekolamin sonucu katekolaminlerin
oksidasyonu) gibi nedenler biyolojik kaynaklari olustururken (Akkus, 1995), kii¢iik
molekiillerin oksidasyonu (tiyoller, hidrokarbonlar, katekolaminler, flavinler), enzimler
ve proteinler (ksantin oksidaz, triptofan dehidrojenaz, hemoglobin), mitokondrial
elektron transport zinciri, endoplazmik retikulum (ER) ve niikleer membran transport
sistemi (sitokrom P450, sitokrom b5), peroksizomlar (oksidazlar, flavoproteinler),
plazma membrani (lipooksijenaz, lipid peroksidasyonu, fagositlerde NADPH oksidaz),
oksidatif stres yapici durumlar (iskemi, travma, intoksikasyon) gibi nedenler serbest
radikallerinin hiicre i¢i kaynaklarin1 olusturmaktadir. Organizmada serbest radikal ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunun ana kaynagi ksenobiyotikler ve
ksenobiyotiklerin biyoaktivasyonu sonucu olusan iirlinlerdir. Bir¢ok maddenin serbest
radikal olusturarak oksidatif hasara neden oldugu bilinmektedir. Ksenobiyotikler
arasinda 6nemli bir grubu olusturan pestisitlerin neden oldugu toksik etkilerin ortaya
cikarilmasinda serbest radikal olusumunun 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir (Mercan,

2004).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 Onlemek icin bir¢ok savunma mekanizmas: vardir. Bu mekanizmalar
"antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler (Akkus
1995). Enzimatik antioksidantlarin iginde siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) yer almaktadir. Enzimatik yapida olmayan
antioksidantlar arasinda ise askorbik asit (C vitamini), o tokoferol (E vitamini),
glutatyon (GSH), karotenoidler, flavonoidler ve diger antioksidantlari i¢ermektedir.
Organizmalarda serbest radikaller ve antioksidan savunma sistemleri arasinda dogal bir
denge bulunmaktadir. Serbest radikaller organizmalarda siirekli olarak olusturulan ve

antioksidan savunma sistemi tarafindan diizenli olarak ortadan kaldirilan molekiillerdir.
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Bu mekanizmada serbest radikallerin olusumu ile bunlarin antioksidan sistem tarafindan
ortadan kaldirilmasi arasinda ki bu dengeye oksidatif denge ad1 verilir. Oksidatif denge
saglandig1 silirece organizma serbest radikallerin olumsuz etkilerinden zarar gormez.
Antioksidan savunma mekanizmasinin yetersiz kalmasi veya serbest radikal
olusumunun artmas1 nedeniyle oksidatif dengenin serbest radikaller yoniine kaymasi
durumunda oksidatif stres meydana gelir (Serafini ve Del Rio, 2004; Hermes-Lima ve
Zenteno-Savin, 2002).

Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif strese karsi olusan savunma
mekanizmalar1 baglica iki grup altinda toplanabilir (Winston, 1991; Hermes-Lima ve
ark., 2001).

1- Serbest radikal olusumunun engellenmesi
a- Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastirarak
b- Oksijeni uzaklastirarak veya konsantrasyonunu azaltarak
c- Katalitik metal iyonlarini uzaklagtirarak

2- Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi

a- Toplayici etki: ROT lerini etkileyerek onlari tutmaya ve daha az reaktif

baska molekiillere cevirmeye yonelik etki (enzimler).

b- Bastirict etki: ROT leri ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek aktivite

kaybina neden olan etki (flavinoidler, vitaminler).
C- Onaric1 etki

d- Zincir kirict etki: ROT lerini ve zincirleme reaksiyon baglatacak olan diger
maddeleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirarak fonksiyonlarini 6nleyici etki

(hemoglobin, seroplazmin, mineraller, vitaminler).

Oksidatif strese karsi ve oksidatif stres sonucunda ¢esitli reaksiyonlar ve

bozukluklar meydana gelebilir. Bu degisiklikler baslica sunlardan olusur;

1) Adaptasyon: Antioksidan savunma sistemleri  kendilerini  tekrar
diizenleyebilirler. Ornek olarak giderek artan miktarda Oz verilen ortamlarda birakilan

sicanlarin antioksidan savunma enzimlerinin ve akcigerlerindeki GSH miktarindaki artig
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nedeniyle  diisiik  oksijen  seviyesindeki  ortamlarda  kontrol  gruplariyla
karsilastinldiginda daha direngli olduklar1 gdzlenmistir. Iskemi sonrast durum
degisikligi ile ilgili bir baska adaptasyon ornegi bulunmaktadir. Iskemi sonucunda
domuz kalbinde kas kontraksiyonlarimin baskilandigi gozlenmistir ve antioksidan
maddelerin bu hayvanlarda koruyucu etki olusturdugu gozlenmistir. Buna ragmen
tekrarlayan iskemiye takiben olusan reperfiizyonda kontraktile fonksiyonlarin daha hizl
dondigli, antioksidan madde sagiltimi uygulanan gruplarda ise bu koruyucu
mekanizmanin ortadan kalktig1 gozlenmistir. Bu nedenle iskemi sonucu olusan serbest
oksijen radikallerinin baslangicta tehlikeli oldugu ancak daha sonraki doénemlerde

koruyucu bir 6zellik gostermektedir (Halliwell, 2001).

2) Doku Hasar1: Oksidatif stres DNA, protein, lipit (lipit peroksidasyon) gibi
bircok molekiiler yapiya zarar vermektedir. Doku hasar mekanizmasi tam olarak
anlasilamadig siirece olusan etkinin tam olarak nereden basladigi siklikla acik bir
sekilde anlagilamamaktadir. Esasen etkilenen dokuya gore oksidatif stresin hedef aldig:
primer hiicresel yapilar farkhilik gosterebilmektedir. Ornek olarak birgok memeli
hiicresine verildiginde belirlenebilen bir lipit peroksidasyon ya da oksidatif protein
hasar1 gozlenmeden once DNA ipliklerinde artan bir kirilma gozlenmektedir. DNA
ipliklerinde meydana gelen bu kopmanin nedeni hiicre ¢ekirdeginde geg¢is metal iyonlar:
ile H202' nin reaksiyona girip OH' ya doniisiimiinden kaynaklandigi gozlenmektedir

(Halliwell, 2001).

3) Hiicre 6liimii: Hiicre olimii genellikle nekroz ve apoptoz olmak iizere iki
temel mekanizma altinda meydana gelmektedir. Her iki 6liim seklide oksidatif stres
sonucunda olusabilmektedir. Nekroz durumunda, nekrotik hiicre sisip patlayarak
sitoplazma igerigini ¢evreye yaymakta ve g¢evresindeki hiicreleri de etkilemektedir.
Sitoplazmik igerikte katalaz veya GSH gibi antioksidan maddeler bulunabilecegi gibi
bakir ve demir iyonlari gibi prooksidan maddelerde bulunabilir. Bu nedenle, bir hiicre
oksidatif stresten baska bir mekanizmayla 6lmiis olsa bile nekrotik hiicre Oliimii
sonucunda ¢evre hiicrelerde oksidatif stres olusabilir. Apoptoziste ise hiicrenin kendi
i¢csel o0limi s6z konusu oldugu i¢in sitoplazmik icerigini disar1 salmaz ve apoptozis
sonucunda genel olarak cevre hiicrelerde bir hasar olugsmaz. Bazi norodejeneratif
hastaliklarda apoptotik hiicre 6liimii ¢ok hizlanabilir ve oksidatif stresin varligi da

gosterilmistir (Halliwell, 2001).
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Sekil 2. Oksidatif stres sonucunda organizmada geligebilecek reaksiyonlar1 6zetleyen sema

(Haddad, 2002' dan uyarlanmustir)
2.4.1.1. Siiperoksit Dizmutaz (SOD)

[k olarak 1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tanimlanan siiperoksit
dizmutazlar (SOD, EC 1.15.1.1) siiperoksit radikallerinin katalitik olarak hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen ve lipit peroksidasyonu inhibe

eden bir metalloenzimdir (McCord, 1988).
202+ 2H" — H202 + 02

Bu reaksiyon kendiliginden gerceklesebildigi gibi, SOD katalizorliiglinde 4000
kat daha hizli ger¢eklesmektedir (Akkus, 1995). Normal metabolizma sirasinda hiicreler
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tarafindan yiiksek oranda siiperoksit radikali {retilmesine ragmen intraselliiler
siiperoksit miktar1 SOD sayesinde diisiik tutulmaktadir. Reaksiyon sonucunda
membrandan gegemeyen siiperoksit radikali membrandan gecebilen hidrojen peroksite
doniismektedir. Hidrojen peroksit, gecis metalleri iyonlarinin varliginda Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlar1 ile son derece reaktif olan hidroksil radikallerine
doniismektedir (Rigo ve ark., 1977, Deaton ve Marlin, 2003). Bu nedenle SOD
aktivitesindeki artigin olusturabilecegi asirt H202 birikmesinin ancak CAT ve GSH-Px

enzimlerinin artan aktiviteleri ile kontrol edilebilecegi ileri siiriilmektedir (Kayis, 2010).

Stiperoksit dismutazlarin ¢ok farkli cesitleri bulunmaktadir. Bu enzimler, aktif
kisimlarinda bakir, ¢inko, manganez, demir ve nikel kullanan proteinlerdir. Siiperoksit
dismutazlar, merkezlerinde bulunan gec¢is metallerine gore, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD ve
Fe-SOD olmak tiizere ii¢ sinifa ayrilir (Fridovich, 2001). Bunlardan Cu/Zn-SOD hem
bakira hemde ¢inkoya baglanirken, Mn-SOD ve Fe-SOD ise ya demire ya da

manganeze baglanan bir 6zellik gostermektedir.

Stiperoksit dizmutaz 1 (SOD1) (Cu-Zn) insanlarda 21. kromozom {izerinde yer
alan SOD1 geni tarafindan kodlanan bir enzimdir (Milani ve ark., 2011). SOD1 bakir ve
cinko 1iyonlarina baglanir ve diger antioksidantlar gibi viicuttaki siiperoksit
radikallerinin pargalanmasindan sorumludur. Mitokondri ve sitoplazmik membran
arasindaki boslukta kodlanmis olan enzim, organizmada dogal olarak olusan ancak
olduk¢a zararli olan serbest radikallerin molekiiler oksijene ve hidrojen peroksite
doniismesine neden olmaktadir. Calismalarda SOD1 geninin silinmesine bagli olarak 2
adet ailesel keratokonus vakasi rapor edilmistir (Udar ve ark., 2006). Ayrica SODI geni
bulunmayan farelerde yasla ilerleyen kas kayiplarinda artis (sarkopeni), erken sekillenen
katarakt, makuler dejenerasyon, timusun involusyonu, hepatoseliiler karsinom ve

kisalan yasam siiresi gibi bulgular elde edilmistir (Muller ve ark., 2007).

Stiperoksit Dizmutaz 2 (SOD2, mitokondriyal) ise, SOD2 geni tarafindan
kodlanan bir enzimdir. Bu gen demir/manganez siiperoksit dizmutaz ailesinin bir
tiyesidir. Bu gen homotetramer yapida mitokondriyal matriks proteinini kodlar ve her
bir alt {initede bir manganeze baglanir. Bu protein mitokondriyal elektron transport
zincirinin bir Uiriinii olan toksik yapidaki siiperoksitleri hidrojen peroksite ve diatomik
oksijene doniistiiriir. Bu gende meydana gelen mutasyonlar idiyopatik kardiyomyopati,

sporadik motor néron hastaligi ve kanserle iliskilendirilmektedir (Muller ve ark., 2007).
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Ekstraseliiler siiperoksit dizmutaz (EC-SOD) ya da SOD3 insanlarda SOD3 geni
tarafindan kodlanan bir proteindir. Agirlikli olarak SODI1 sitoplazmada, SOD2
mitokondride bulunan bir enzim olmasia ragmen, ekstraseliiler boslukta siiperoksit
radikallerini temizleyen tek antioksidan enzim SOD3'tiir. Bu nedenle eckstraseliiler
boslukta meydana gelen redoks dengesinin vazge¢ilmez bir unsurunu olusturur. EC-
SOD viicutta birgok doku tarafindan eksprese edilse de en fazla oksijenden zengin
arterlerde ve akcigerde bulunmaktadir (Zelko ve ark., 2003). Ayrica EC-SOD serum,
serebrospinal sivi, asites ve sinoviyal sivilarin igerisinde de bulunmaktadir (Marklund

ve ark., 1982).
2.4.1.2. Glutatyon Peroksidazlar (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) (EC 1.11.1.9), biyolojik rolii organizmayi
oksidatif stresten korumak olan peroksidaz aktivitesine sahip olan enzim ailesinin genel
bir adidir. Glutatyon peroksidaz, elektron kaynagi olarak glutatyonu kullanarak hidrojen
peroksit ve organik hiperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu bir enzimdir. Mitokondri,
sitozol ve hiicre membranlarinda bulunur (Deaton ve Marlin, 2003). Zar
fosfolipitlerinden, fosfolipaz A2 tarafindan salinan lipit hidroperoksitlere etki eder.
Aktif kisimlarindaki selenosistin igeren dort farkli glutatyon peroksidaz bulunmaktadir.
Ayrica sitosolik GSH-Px'le %40’dan fazla benzer sekansa sahip diger proteinlerde
bulunur ancak bunlar selenosistin igermezler. Ayrica GSH-Px benzeri proteinler bazi

mikroorganizmalarda ve parazitik kurtlarda gézlenmektedir (Gamain ve ark., 1996).

Farkli genler tarafindan kodlanan ve substrat yatkinlig1 ve hiicresel yerlesimi
degiskenlik gosteren ¢esitli izoenzimler bulunmaktadir. Glutatyon peroksidaz 1 (GSH-
Px 1) en sik bulunan izoenzimdir, neredeyse biitlin memeli hiicrelerinde bulunur ve
tercih ettigi substrat hidrojen peroksittir. GSH-Px 4 daha diisiikk seviyelerde memeli
hiicrelerinden salgilanir ve tercih ettigi substrat lipit peroksitlerdir. GSH-Px 2
ekstarseliiler ve intestinal Ozellikte bir enzimdir. GSH-Px 3 ise ekstraseliilerdir ve

ozellikle plazmada yogun sekilde bulunmaktadir (Muller ve ark., 2007).
Glutatyon peroksidazin temel katalitik reaksiyonu;

2GSH + H202 - GS-SG + 2H20 seklinde olup bu reaksiyonda GSH
indirgenmis monomerik glutatyonu simgelerken GS-SG glutatyon disulfiti temsil

etmektedir. Bu mekanizma hidrojen peroksit tarafindan selenosistin kalintilarindaki
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selenoliin oksidayonunu icermektedir. Bu siire¢ sonucunda seleninik asit gruplari
(RSeOH ) tiirer. Okside glutatyon (GSSG) ise GSH-Rd enzimi yardimiyla tekrar GSH’a
indirgenir (Bhabak ve Mugesh, 2010).

GSSG + NADPH + H* — «— 2GSH + NADP*
2.4.2. Hiicre Oliilm Mekanizmalari

Cevresel toksikantlarin etkilerini bir sekilde hiicre Oliimiinii baslatarak
gosterdikleri iyi bilinmektedir. Hiicre 6liimii biyokimyasal ve morfolojik kriterlere gore
siiflandirilabilmektedir. Hiicre 6liimii i¢in morfolojik kriterler géz Oniine alindiginda
nekrozis, apoptozis ve otofaji olmak iizere li¢ farkli mekanizmadan bahsedilmektedir.
Ancak karisik yapida gozlenen bir¢ok hiicre 6liim sekli de gozlenebilmektedir. (Kromer

ve ark., 2009).
2.4.2.1. Nekrotik Hiicre Oliimii

Nekroz hiicre membran hasar1 ve hiicre i¢i iyon dengesinin korunamamasina
bagl olarak gelisen rastlantisal ve kontrol edilemeyen hiicre 6liimiinii tanimlamaktadir.
Nekrotik hiicre O6limii hiicre hacminin artmasi, organellerin sismesi, plazma
membraninin par¢alanmast ve takiben hiicresel icerigin kaybiyla karakterizedir.
Membranda olusan hasar siddetli oldugu zaman lizozomal enzimler sitoplazmaya
gecerek hiicreyi sindirir ve nekroziste tanimlanan morfolojik degisikliklerin ortaya
cikmasina sebep olur. Ayrica hiicresel igerik hasar gérmiis olan plazma membranindan
ekstraseliiler bosluga gecerek konakg¢i reaksiyonuna (yangi) neden olur. Nekroz genel
olarak iskemi, toksinlere maruz kalma, c¢esitli enfeksiyonlar ve travma sonucunda

olusan hasarlara bagl olarak sekillenmektedir (Kumar ve ark., 2014).
2.4.2.2. Apoptotik Hiicre Oliimii

Eski bir yunan terimi olan apoptoz (a-po-toe-sis), kelime anlami olarak
yapraklarin agagtan, petallerin cicekten dogal olarak diismesi anlamina gelmektedir.
Apoptoz terimi ilk olarak 1972 de J.F.K. Kerr tarafindan, membran biitiinliigliniin
bozuldugu, hiicrelerin enzimatik olarak parcalandigi, hiicre igeriginin digartya sizdigi ve
konakg1 reaksiyonuna neden olan nekrozdan farkli olarak gergeklesen diger bir 6liim
sekli i¢in tanimlanmistir ve fizyolojik hiicre Sliimiinii ifade etmektedir (Kerr ve ark.,

1972). Apoptozis hiicrenin aktif intrinksik enzimlerin aracili1 ile kendi ¢ekirdek DNA'

20



sin1, cekirdek ve sitoplazma proteinlerini yikimladigi bir siireci baglatan intihar
programi olarak nitelendirilen birbiriyle siki iliski i¢inde olan bir¢ok mekanizmanin
sonucunda olusan bir hiicre 6liimii seklidir. Apototik siire¢ sonucunda sitoplazma ve
¢ekirdek kisimlarindan olusan apoptotik cisimciklerin agiga ¢iktigi hiicre pargcalanmasi
meydana gelir. Apoptotik hiicrenin plazma membrani ve apoptotik cisimcikler
bozulmadan kalir ancak yapilarinda meydana gelen bazi degisiklikler nedeniyle
fagositoz yapan hiicreler i¢in hedef haline gelebilmektedirler. Olen hiicreler ve
hiicrelere ait yapilar igeriklerini disar1 salamadan hizli bir sekilde fagosite edilir ve bu
nedenle konakcida yangisal reaksiyona neden olamamaktadir. Genetik olarak
diizenlenen bir yolak oldugu igin programlanmis hiicre 6liimii olarak da tanimlanir

(Kumar ve ark., 2014).

Apoptozis normal bir siire¢ olarak gelisim ve yetiskinlik doneminde istenmeyen,
yaslanmis ve potansiyel olarak zararli hiicrelerin uzaklastirilmasinda gézlenebildigi gibi
immun reaksiyonlar gibi koruyucu mekanizmalarda veya hiicrenin hastalik ya da zararli
maddelerle olusan hasarina bagli olarak da meydana gelebilmektedir (Norbury ve
Hickson, 2001).

Fizyolojik kosullarda apoptozis, mitoz ve hiicre ¢ogalmasiyla ters etki
gostererek hiicre popiilasyonlarinin iizerinde diizenleyici rol oynamaktadir. Erigkin bir
insan viicudunda hergiin yaklasik yeni iiretilen 10 milyar hiicrenin diizenlenmesinde
6lim mekanizmalarinin bir ¢esidini uyaran apoptotik siire¢ rol almaktadir (Renehan ve
ark., 2001). Fizyolojik durumda meydana gelen apoptozis dokularda artik ihtiyag
duyulmayan fazla hiicrelerin uzaklastirllmasinda kullanilan  bir ~ fenomendir.
Implantasyon, organogenezis, gelisimsel involusyon ve metamorfoz gibi durumlar
iceren embriyogenezis durumunda hiicrelerin yikimlanmasi (Kumar ve ark., 2014),
menstriiyel siklus sirasinda endometriyal hiicreler gibi hormon uyarimli hiicrelerin
involusyonu, menopozda ovaryum folikiillerinin atreziye ugramasi (Tilly, 1991; Lund
ve ark., 1996), kastrasyon sonrasi prostat bezi atrofisi, akut yangisal yanit sonrasinda
gbrevini tamamlamis olan nétrofillerin uzaklastirilmast (Kumar ve ark., 2014) gibi

olaylar fizyolojik apoptotik 6liime verilebilecek bazi 6rneklerdir.

Apoptozis ayrica konakgi tarafindan reaksiyon olugsmadan hiicrelerde onarimi
saglanamayan hasar durumlarinda hiicrelerin uzaklagtirilmalarinda rol oynar. Birgok

patolojik durumda apoptotik mekanizmalar aktive olabilmektedir. Radyasyon, sitotoksik
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kanser ilaclar1 ve hipoksi gibi durumlar serbest radikal olusumunu tetikleyerek DNA
hasarina neden olabilmektedir. Eger hiicrelerdeki tamir mekanizmalar1 olusan hasari
onaramazsa apoptozis uyarilir. Bu gibi durumlarda hiicre DNA'sinda mutasyon olusup
malign transformasyona ugramasindansa apoptozla uzaklagtirllmasi daha iyi bir
alternatiftir. Serbest radikal olusumu sonucunda meydana gelen hasarlarda oldugu gibi
bazi proteinler kendilerini kodlayan genlerde olusan mutasyon sonucunda uygun
olmayan hatali katlanmis protein yapilarinin olusmasina ve bu proteinlerin birikmesine
neden olurlar. Endoplazmik retikulumda bu proteinlerin birikmesi sonucu endoplazmik
retikulum stresi olarak tanimlanan bir durum meydana gelir ve apoptotik hiicre 6liimiinii
tetikler. Bazi enfeksiyonlarda, Ozellikle viral enfeksiyonlarda ya virus tarafindan
(adenovirus ve HIV) ya da immun yanit sonucunda (viral hepatitis) apoptozis uyarilarak
enfekte olan hiicreler ortadan kaldirilmaktadir. Sitotoksik T lenfositlere 6zel viral
proteinleri igeren viruslara karsi konake1 reaksiyonu sonucunda hastalik i¢in rezervuar
olan hiicreler uzaklastirilmis olur. Bu siire¢ sonucunda belirgin bir doku hasar1 da
meydana gelir. T hiicreler aracilig: ile gelisen bu mekanizma tiimér ve transplantlarin
hiicresel rejeksiyonunda olusan hiicre Oliimlerinde de etkilidir. Parenkim organlarda
kanal obstruksiyonu sonucunda sekillenen patolojik atrofi pankreas, parotis bezi ve

bobrekte meydana gelmektedir (Kumar ve ark., 2014).

Apoptozis ayrica yangisal hiicrelerin uzaklastirilmasi ve graniilasyon dokusunun
skar dokusuna gelisimini igeren yara iyilesmesi agsamalarinda da etkin rol oynamaktadir.
Yara iyilesmesi sirasinda apoptotik mekanizmanin diizgiin ¢alismamasi sonucunda

tagkin graniilasyon ve asir1 fibrozis gozlenebilir (Greenhalgh, 1998).

Apoptozisteki morfolojik degisiklikler: Apoptozis sirasinda meydana gelen
cok sayidaki morfolojik degisiklik 151k ve elektron mikroskobik incelemeler sonucunda
ortaya konulmustur (Hacker, 2000). Apoptozisin erken asamalar1 sirasinda hiicrelerin
biiziismesi ve piknotik degisiklikler 151k mikroskobuyla goriinebilmektedir (Kerr ve
ark., 1972). Hiicrelerin bliziigmesi sonrasinda, hiicreler hacimsel olarak kiictiliirler,
sitoplazma daha koyu bir goriintiiye sahip olur ve organeller daha siki paketlenmis
halde bulunurlar. Hematoksilen ve eozinle boyanmis histolojik kesitlerin
incelenmesinde apoptozisin tek hiicre ya da kiiglik hiicre kiimeleri seklinde olustugu
gozlenir. Apoptotik hiicreler yuvarlak ya da oval koyu renkli eozinofilik sitoplazmali ve

yogun mor renkli ¢ekirdek kromatini kisimlarindan olusur. Subseliiler degisiklikler
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elektron mikroskobik incelemelerde daha iyi tamimlanabilir. Kromatin yogunlagsma
fazinin erken donemlerinde uniform olarak dagilmis koyu c¢ekirdekeik kisimlari
gozlenebilse de karakteristik olarak elektron yogun niikleer materyal periferal olarak
cekirdek zarinin altinda birikir. Plazma membraninda meydana gelen yogun
kabarik¢iklar karyoreksize takiben olusur ve tomurcuklanma adi verilen siireg
sonucunda hiicre kisimlari apoptotik cisimciklere pargalanir. Apoptotik cisimcikler
niikleer fragmentlerin bulundugu ya da bulunmadigi sikica paketlenmis organelleri
iceren sitoplazmadan olugsmustur. Organel yapilar1 hala daha korunmaktadir ve tiim
sitoplazmik yapilar, yapisi bozulmamis bir plazma membrani ile gevrelenmistir. Bu
cisimcikler hemen sonra makrofajlar, parenkim hiicreleri veya neoplastik hiicreler
tarafindan fagosite edilir ve fagolizozomlar ic¢inde pargalanirlar. Apoptotik hiicreleri
yutan ve sindiren makrofajlara "boyanabilir cisimcikli makrofajlar" denir ve siklikla
lenfoid folikiillerin reaktif germinal merkezlerinde ve bazen de timik korteks iginde
bulunabilirler. Boyanabilen cisimcikler apoptotik hiicrelerden kalan ¢ekirdek
kirintilarindan olugmaktadir. Apoptozis siirecinde apoptotik hiicrelerin uzaklastiriimasi
sirasinda su nedenlerden dolay1 yangisal reaksiyon meydana gelmemektedir; 1)
apoptotik hiicreler hiicresel yapilarini ¢evre intersitisyel doku igerisine salmazlar, 2)
cevrelerindeki hiicreler araciligi ile hizli sekilde fagosite edilirler ve olusabilecek
sekonder hiicre 6liimleri engellenmis olur, 3) fagosite eden hiicreler anti-inflamatorik

sitokin iiretmemektedirler (Savill ve Fadok, 2000; Kurosaka ve ark., 2003).

Apoptozis mekanizmalari: Apoptozis sistein aspartat proteazlar (caspase) adi
verilen enzimlerin aktivasyonu sonucu olusmaktadir. Bu enzimler aspartik
kalintilarindan sonra proteinlerin ayrilmasina neden olan sistin proteazlardan olusur.
Bir¢ok proteazda oldugu gibi caspase’lar inaktif proenzimler ya da zimojenler olarak
bulunurlar ve aktif olabilmeleri i¢in enzimatik ayrismaya ugramak zorundadirlar.
Aktiflesmis caspase’larin  bulunmasi apoptozisi gosteren Onemli bir belirtegtir.
Apoptotik siire¢ bazi caspase’larin katalitik olarak aktif oldugu baslangic faz1 ve diger
kaspazlarin 6nemli hiicresel yapilarin pargalanmasinin basladigi 6liim fazi olmak {izere
iki kisma ayrilir. Kaspazlarin aktivasyonu pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin
arasindaki dengeye baghidir (Kumar ve ark., 2014). Apoptozis mekanizmasi enerji
bagimli birgok molekiiler yolaktan olusan olduk¢a karmasik ve sofistike olaylar1 igerir.
Giliniimilizde arastirmacilar dis uyaranlar ya da 6liim reseptdrii yolu ve i¢ uyaranlar ya da

mitokondriyal yol olmak tizere iki ana apoptotik yolakdan s6z etmektedirler. Fakat yine
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de iki yolak birbiriyle iligkilidir ve bir yolakdaki molekiil diger yoldaki molekiilii
etkileyebilmektedir (Igney ve Krammer, 2002). Ayrica T hiicre aracili sitotoksisiteyi
iceren ve hiicrelerin perforin-granzim araciligi ile oldirildiigii ek bir yolak da
bulunmaktadir. Perforin-granzim yolagi apoptozisi ya granzim B ya da granzim A
araciligr ile uyarmaktadir. Bu yolak caspase 3'liin aktiflesmesi ile baslar ve DNA
fragmentasyonu, hiicre iskeleti ve g¢ekirdek proteinlerinin yikimlanmasi, proteinlerin
capraz baglanmasi, apoptotik cisimciklerin olusmasi, fagositik hiicrelerin baglanti
reseptorlerinin olugmasi ve son olarakta fagositik hiicrelerin neden oldugu fagositozla
sonuclanir. Granzim A yolu ise tek iplik DNA'da hasara neden olarak kaspaz bagimsiz

hiicre 6liimiinii aktive etmektedir (Martinvalet ve ark., 2005).

Kaspaz aktivasyonunda iki farkli yolak tanimlanmistir. Bu yollar birbirleriyle
kesisse de genellikle farkli durumlarda uyarilirlar, farkli molekiilleri igerirler ve

fizyoloji ve hastaliklarda farkli roller oynamaktadirlar (Kumar ve ark., 2014).
a. I¢ uyaranlar ile (mitokondri bagh) apoptozis mekanizmasi

Mitokondriyal yol biitin memeli hiicrelerindeki apoptozisin  temel
mekanizmasini olusturmaktadir. Apoptozise neden olan i¢ uyaranh yol, dogrudan hiicre
icindeki hedef noktalar1 etkileyen ve mitokondri aracili bir takim olaylar
baslatabilmektedir. Mitokondri aracili apoptozise neden olan uyarilar pozitif ya da
negatif bicimde rol oynayabilir. Negatif uyarilar icinde Oliim programinin
baskilanmasini durduran ve dolayist ile apoptozisi uyaran bazi biiyiime faktorleri,
hormonlar ve sitokinlerin eksikligine bagli olarak ortaya cikar. Radyasyon, toksinler,
hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest radikaller apoptotik siireci pozitif

olarak uyaran etkenlerdir (EImore, 2007).

I¢ uyaranli apoptozis, mitokondrinin i¢ membran boslugundaki &liim uyarict
molekiillerin (pro-apoptotik) mitokondrinin dis membran gecirgenliginin artmasi
sonucu sitoplazmaya salinmasina takiben olusur. Mitokondri yasam i¢in ¢ok Snemli
olan sitokrom c gibi proteinleri iceren bir organeldir ancak bu proteinlerin bazilarinin
ozellikle sitokrom c'nin sitoplazmaya salinmasiyla apoptotik 6liim siireci tetiklenmis
olur. Mitokondriyal pro-apoptotik proteinlerin salinmasi BCL2 ailesi proteinleri
tarafindan kontrol edilir (Kumar ve ark., 2014). BCL 2 (B-hiicre lenfomasi1) insanlarda

BCL2 geni tarafindan kodlanir ve uyarimla (pro-apoptotik) ya da baskilamayla (anti-
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apoptotik) hiicre dliimiinii (apoptozis) diizenleyen proteinlerden olusur. BCL2 spesifik
olarak anti-apoptotik bir protein olarak da algilanir bu nedenle onkojenler igerisinde
siiflandirilir (Tsujimoto, 1984). Sitoplazmaya salinan sitokrom c gibi proteinler
caspase bagimli mitokondriyal yolu aktive eder. Sitokrom c, Apaf-l'e (Apoptotik
proteaz aktive edici faktor) baglanir ve bu proteini ve caspase 9'u aktive ederek
apoptozom olusumuna neden olur (Chinnaiyan, 1999). Aktive olan caspase 9 bir seri
kaspaz aktivasyon serisinin baglamasina neden olarak pro caspase’lart uyarir ve
apoptozisin 0lim fazinin bagmasina neden olur. Smac/Diablo gibi isimlerinin kaynagi
bilinmeyen diger mitokondriyal proteinler sitoplazmaya girerek apoptozun fizyolojik
inhibitdrleri (IAPs, inhibitor of apoptosis proteins) olan sitoplazmik proteinlere baglanip
notralize ederler. Apoptozun fizyolojik inhibitdrlerinin normal fonksiyonu caspase 3
gibi apoptozun o&liim asamasinda temel rol oynayan caspase’larin aktivasyonunu
baskilayip hiicrenin 6lmesini engellemektir. Bu nedenle apoptozun fizyolojik
inhibitorlerinin noétralizasyonu caspase yolunun tetiklenmesine neden olmaktadir

(Kumar ve ark., 2014).
b. D1s uyaranlar ile (reseptore bagh) apoptozis mekanizmasi

Dis uyaranlt sinyal yolu transmembran reseptorlerinin etkilesimi sonrasinda
apoptozisi uyarmaktadir. Bu transmembran reseptorleri tiimor nekrozis faktor (TNF)
reseptorii geni ailesine ait olan Sliim reseptorleridir (Locksley ve ark., 2001). TNF
reseptor ailesi ekstraseliiler kisimda bulunan sistinden zengin bir yapiya ve 80
aminoasitten olusan ve "death domain" adi verilen sitoplazmik kisma sahiptir
(Ashkenazi ve Dixit, 1998). Bu yapilar 6liim sinyalinin hiicre yiizeyinden hiicre i¢indeki
sinyal yoluna iletilmesinde onemli bir rol oynamaktadir. En iyi bilenen 6liim reseptorii
tip 1 TNF reseptorii (TNFR1) ve bununla iliskili Fas (CD95) proteinidir. Apoptozisi
uyaran Fas ile iligkilendirilen 6liim reseptorleri bir¢ok hiicre tarafindan eksprese
edilmektedir. Fas i¢cin bulunan liganda Fas ligand (FasL) denir. FasL self antijenleri
tantyan T hiicrelerden ve bazi sitotoksik T lenfositlerden eksprese edilirler. FasL Fas'a
baglandigi zaman ii¢ veya daha fazla Fas molekiili bir araya gelir ve bunlarin
sitoplazmik 6liim bolgeleri FADD (Fas ile iliskili 6liim domaini) ad1 verilen ve iizerinde
de kendi 6liim bolgeleri bulunan adaptor proteinler i¢in baglanma noktasi olustururlar.
Oliim reseptodriine baglanan FADD death domainleri araciligi ile aktif olmayan caspase

8'e baglanir. Cok sayidaki pro-caspase 8 molekiilii birbirine yakinlasir ve aktif caspase
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8’leri sekillendirirler (Hsu ve ark., 1995; Wajant, 2002). Gelisen bu zincirleme
reaksiyonlar mitokondriyal yolda da benzer sekilde meydana gelir ve ¢ok sayida 6liim

faz1 kaspazlariin aktivasyonu ile sonuglanir (sekil 3).

Mitokondri Aracili Apoptozis Reseptdér Aracili Apoptozis

Reseptdr-ligand iliskisi

= I’ «Fas

4 il /‘ +TNF reseptdri
Hicre Hasar: g Mitokondri Sitokrom C St
+ Biylme faktord P ve diger $ B

eksikligi / <. proapoptotik Adaptar proteinih
* DNA hasar: g > proteinler .

(Radyasyon, R v N $

toksin, serbest/ B5cl-2 ailesi Nasiobson

radikaller) / efektdrler (sax,Bad) Sselatiar kaspaslarBll, . | o ;o
*Hataly / /’ « ] | \
protein { / Dizenleyiciler Infaz - !
katlanmasy | Bcl-2 {Bel-2, Bel-x) Kagpazlari
(ER stresi) ailesi
sensérleri
\
Endontikleaz Hilcre iskeletinin
aktivasyonu yikimlanmasy

Fagositik
hilcre

Membran Kabarcigi Apoptotik cisim

Sekil 3. i¢ ve dis uyaranlar ile apoptozis mekanizmasi (Kumar ve ark., 2014'dan uyarlanmustir)

Endoplazmik retikulum stresine bagh gelisen apoptozis: Endoplazmik
retikulum bir¢ok hiicresel fonksiyonu yerine getiren bir organeldir. Endoplazmik
retikulumun lumeni Ca*?> ATPazlar vasitasiyla kalsiyum iyonlarini aktif sekilde tasidig
i¢in hiicre i¢indeki kalsiyumun en yogun bulundugu bélgedir. ER lumeni oksidatif bir
ortamdir ve disulfit baglarinin olugsmasinda kritik rol oynadig:1 gibi hiicre ylizeyinde
gbrev yapan ya da salgilanan proteinlerin uygun sekilde katlanmasindan sorumludur.
Protein katlanmasi1 ve taginmasindaki rolii nedeniyle protein katlanmasinda aracilik
yapan Ca*?la iliskili Grp78, Grp 94 ve kalretikulin gibi molekiiler saperonlardan
zengindir (Chunyan ve ark., 2005). ER' da bulunan bu saperonlar yeni sentezlenmis
proteinlerin uygun katlanmasinda ve hatali katlanan polipeptidlerin ubiquitinlesmesinde
ve proteozomlarda proteolizise ugramasinda gorev yapmaktadirlar. Eger bir sekilde

katlanmamis ya da hatali katlanmis proteinler katilimsal mutasyonlar ya da stres gibi
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nedenlerle ER' da birikirlerse "hatali katlanmis protein yanit1" adi verilen bir dizi
hiicresel reaksiyonun olusmasina neden olur. Hatal1 katlanmis protein yaniti sonucunda
saperon Uretimin artar ve bdylelikle anormal proteinlerin proteozomal pargalanmasi
gerceklesir ve protein translasyonu yavaglatilarak hiicrede hatali katlanmig protein
birikiminin 6niine gecilir. Eger hiicre bu koruyucu mekanizmalar araciligi ile hatali
katlanmis protein birikimini 6nleyemez ise hiicre caspase’lar1 aktive ederek apoptotik

stireci baslatir (Kumar ve ark., 2014).

Apoptoziste oliim faz1 (Executioner Pathway): Dis uyarimli ve i¢ uyariml
yollarin ikisininde son asamasi ve apoptozisin son yolagi 6liim fazidir. Apoptozisin bu
asamasini baslatan, 6liim caspase’larinin aktivasyonudur. Oliim caspase’lar1 niiklear
materyali par¢alayan endoniikleazlarla ¢ekirdek ve hiicre iskelet proteinlerini pargalayan
proteazlar1 aktive etmektedir. Caspase 3, caspase 6 ve caspase 7 apoptotik hiicrede
sitokeratin, plazma membrani hiicre iskelet proteini alfa fodrin, NuMA (nuclear mitotic
apparatus protein) ¢ekirdek proteini gibi substratlar1 pargalayarak morfolojik ve
biyokimyasal degisikliklere neden olan efektdr yada 6liim caspase’laridir (Slee ve ark.,
2001). Caspase 3 infaz kaspazlari iginde en Onemli olanidir ve baslatici kaspazlar
(caspase 8, caspase 9 ve caspase 10) tarafindan aktive edilir. Caspase 3 ozel olarak
endoniikleaz CAD' 1n (caspase aktiviteli DNAaz) aktivasyonundan sorumludur.
Boliinebilen hiicrelerde CAD' lar baskilayici proteinleri olan ICAD' larla (inhibitor of
CAD) birlikte bulunurlar. Apoptotik hiicrelerde aktive olmus olan caspase 3 ICAD' 1
parcalayarak CAD salinimina neden olur (Sahira ve ark., 1998). CAD daha sonra
cekirdekteki kromozomal DNA'y1 pargalayarak kromatinin birikimine neden olur.
Ayrica Caspase 3 hiicre iskelet yapisinin tekrar yapilanmasina ve hiicrenin apoptotik

cisimciklere par¢alanmasinda rol oynamaktadir (Elmore, 2007).
2.4.2.3 Otofajik Hiicre Oliimii

Otofaji hiicreninin kendi yapisal unsurlarini sindirdigi bir reaksiyondur.
Okaryotik hiicrelerin hayatta kalabilmek igin makromolekiilleri ve organelleri
indirgedigi ve geri doniisiimlerini sagladigi temel katabolik yoldur. Otofaji cesitli
basamaklari iceren bir siirectir. {1k olarak fagofor ad1 verilen endoplazmik retikulumdan
koken aldig1 diisiiniilen bir izolasyon membrani olusur. Birbiriyle siki iliskili ¢ift
membran yapisindan olusan bu yapiya otofagozom denir. Otofagozomun maturasyonu

sonucu lizozomla birlesir ve asidik lizozomal hidrolazlar araciligi ile hiicresel unsurlar
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indirgenir (Kumar ve ark., 2014). Eger otofaji uzun siirede gergeklesirse hiicre 6liimiine
neden olabilir. Otofajik hiicre 6liimii morfolojik olarak kromatin kiimelenmesi olmadan

sitoplazmada olusan biiyiik otofajik vakuollerin varligi ile tespit edilir (Kroemer ve ark.,
2009).

Otofaji strese kars1 hiicresel reaksiyonda rol aldigi gibi farklilagsma ve gelisim
asamasinda ¢ok Onemli fonksiyonlart bulunmaktadir (Kroemer ve ark., 2009). Hiicre
icin gerekli metabolitlerin dongiisiinii saglayarak ve hiicresel kalintilar1 temizleyerek
hiicre yapisinin korunmasinda etkin rol oynamaktadir. Bu nedenle besin yetersizligine
bagli gelisen siddetli atrofik hiicrelerde yogun sekilde agiga ¢ikmaktadir. Endoplazmik
retikulum, mitokondri ve lizozom gibi ¢esitli organellerin dongiisiinde de fonksiyon
gosteren otofaji yaslanma, stres ve diger hastalik durumlarinda biriken intraseliiler

maddelerin temizlenmesine neden olur (Kumar ve ark., 2014).
2.4.3 Oksidatif Stres ve Apoptozis

Oksidatif stres farkli apoptotik enzimlerin aktivasyonuyla iliskili olmasina
ragmen altinda yatan mekanizma halen daha tam olarak anlagilamamigtir. Oksidatif
stresin neden oldugu apoptozis biiyiilk Olclide mitokondriyal seviyede i¢ uyaranli
apoptotik mekanizma sonucunda olusmaktadir. Elektron transport zinciriyle olan
yakinligi ve koruyucu histon yapilarinin bulunmamasi nedeniyle reaktif oksijen
tiirlerinin 6nemli hedef noktalarindan birisi mitokondriyal DNA'dir (mtDNA). ROT'
larin neden oldugu oksidatif mtDNA hasari elektron transportu, mitokondriyal membran
potansiyeli ve ATP iiretimini bozarak respiratorik disfonksiyonu tetikler ve Sliimciil
hiicre hasarina neden olur. Ayrica mitokondrideki reaktif oksijen tiirleri mitokondriyal
akonitaz ve kompleks | Nikotinamid Adenin Diniikleotit (NADH) gibi proteinleri
okside edip inaktif hale getirdigi i¢in daha sonra olusacak oksijen radikallerinin
birikimini de arttirmaktadir. Mitokondri seviyesinde gerceklesen lipid peroksidasyonu
da ayrica mitokondri metabolizmasini bozmakta ve mitokondriyal gegirgenlik porlarini
(MPTP, mitochondrial permeability transition pores) uyarmaktadir (Ott ve ark., 2007).
Ayrica glutatyonun (GSH) tlikenmesine neden olan oksidatif reaksiyonlar tiyol
oksidasyonu sonucunda mitokondriyal gecirgenlik porlarin agilmasina neden olur
(Marchetti ve ark., 1997). Solunum zincirindeki benzersiz etkisi nedeniyle
mitokondriyal gegirgenlik porlart indirgenmis NADH2/NADPH2 (nikotinamid adenin

diniikleotit fosfat) seviyesinin azalmasina ve glutatyon peroksidaz reaksiyonu
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sonucunda mitokondriyal ve sitosolik GSH'in oksidasyonuna neden olmaktadir (Hoek
ve Rydstrom, 1988). Mitokondriyal gecirgenlik porlari solunum zincirindeki olaylar
sonucunda asir1 siiperoksit anyonu iiretimini tetikleyerek GSH seviyesinde azalmaya
neden olur. Bu GSH seviyesindeki azalma mitokondriyal gegirgenlik porlarinin
fonksiyonunu baskilayan BCL2 tarafindan engellenebilir bu nedenle BCL2 antioksidant
olarak gorev yapmaktadir (Hockenberry ve ark., 1993). Son olarak da apoptotik siire¢
sonucunda aniyonik fosfolipid kardiyolipinin oksidasyonuna bagli olarak sitokrom
C'nin i¢ mitokondriyal membrana baglanmasi sonucunda kardiolipin sitosole salinir (Ott
ve ark., 2007). Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri direkt olarak c-jun N-
terminal kinase (JNK), tlimor nekrozis faktor iliskili sinyal diizenleyici kinaz 1
kompleksi ve kaspaz yolagi gibi c¢esitli sinyal yollarimi tetikleyerek endoplazmik
retikulumu stres altina alip apoptozise neden olur. Endoplazmik retikulumda Redoks
mekanizmasindaki dengesizlik sonucu olusan stres apoptozisin en yaygin gozlenen
nedenidir ve hatali katlanmis ya da katlanmamis protein yapilarinin endoplazmik
retikulumda birikimine neden olur. Glutatyon, askorbat, flavin adenin diniikleotit
(FAD), tokoferol, ve vitamin K gibi antioksidant koruma sistemleri endoplazmik
retikulumda bulunur. Sipermetrin gibi piretiroitlerin oksidatif strese, DNA hasarina ve
mitokondriyal apoptotik mekanizmay1 tetikledigi bildirilmistir (Calviello ve ark., 2006;
Jinve ark., 2011).

2.5. Primer Karaciger Hiicre Kiiltiirii

Canl1 organizmalar binlerce genin, protein molekiillerinin, RNA molekiiliiniin,
kiigiik organik bilesiklerin, inorganik iyonlarin ve ¢evredeki diger yapilarla iliskilerini
uyumlu bir sekilde yoneten fonksiyonel bir yapiya sahiptir (Albert, 2008).
Organizmanin hayatta kalabilmesi i¢in tiim bu unsurlarin uyumlu bir sekilde calisip,
organizmanin beslenmesi, atiklarin uzaklastirilmasi, yapisindaki unsurlari uygun
konumlarda bulundurmasi1 gerekmektedir. Ayrica diger uyarict molekiillere,
organizmalara, 151k, ses, 1s1, tat, dokunma, denge gibi dis uyaranlara yanit vermesi
gerekmektedir. Bu nedenle in vivo calismalarda tim bu kosullarin deney sartlari
lizerinde etkisi oldugu goriilmektedir. Hiicre kiiltiirlerinin tasarlanma amaci deney
sartlarinin olabildigince bu dis sartlardan arindirilip dogrudan istenilen ¢alisma
sonrasinda goriilecek etkilerin incelenmesi amaciyla gelistirilmistir (Wilkening ve ark.,

2003; Edwards ve ark., 2013).
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Karaciger kimyasal maddelerin detoksifikasyonunda temel rol oynayan
organdir. Ayrica sindirim sistemi ve sistemik dolasimla siki bir iliski i¢inde olmasi
nedeniyle disaridan sindirim yoluyla yada ilaglarda oldugu gibi enjeksiyon sonucu
viicuda giren kimyasallara ¢ok sik maruz kalmaktadir. Karacigerin temel fonksiyonu
aminoasit, lipit, karbonhidrat ve vitaminleri almak, bunlarin fazlalarim1 depolamak,
metabolik doniisiimii saglamak ve bu maddeleri kan ve safra igine salmaktir. Ayrica
disaridan alinan yabanci maddelerin biyotransformasyonunda temel rol tistlenmektedir
(Sendensky ve Dufour, 2011). Bununla birlikte binden fazla ksenobiyotik maddenin
potansiyel hepatotoksik 6zellikte oldugu bilinmektedir. In vivo sartlarda karacigerde
olusan hasar potansiyel toksik maddelerin viicuda alinmasi, biyotransformasyonu ve
uzaklastirilmasi sirasinda birbiriyle etkilesim halinde olan ¢ok sayida karmasik hiicresel
reaksiyonun sonucunda olugmaktadir. Karaciger toksinleri temel hiicresel yapilarla
(protein, lipid, RNA, DNA vb) reaksiyona girebilir ve karacigerde en sik
hepatosteatozis olmak iizere her tiirlii lezyonun olugsmasina neden olabilirler. Hasardan
sorumlu olan etken ne olursa olsun, karaciger olusan etkiye dokusal, hiicresel ve
molekiiler diizeyde tespit edilen degisikliklerle reaksiyon verir (Gupta, 2007). Buna
ragmen in Vvivo sartlarda bir maddenin primer etkisi ile sekonder etkilerinin birbirinden
ayrilmasi oldukg¢a gilictiir ¢iinkii karacigerin fonksiyonlari endojen ve eksojen bir¢ok
faktorden etkilenmektedir ve bir¢ok organla da karmasik bir isbirligi i¢indedir. Bununla
birlikte karaciger fonksiyonlari {izerine yapilan birgok c¢alisma hayvan modelleri
tizerinde yapilmaktadir ve elde edilen bilgiler insanlarda yapilan ¢alisma sonuglarindan
farkli sonuglar vermektedir. Ilaglar ya da kimyasallarla olusan hepatotoksisite
calismalarinin  dezavantajlart  nedeniyle potansiyel hepatotoksik  bilesiklerin
gorlintiilenmesinde ve karaciger lezyonlarina neden olan mekanizmalarin
anlasilmasinda in vitro karaciger sistemleri daha iyi deneysel bir yaklagim
saglamaktadir. Izole edilmis karaciger preparatlarinin en yaygin kullanilanlari izole ve
perfiize edilmis organ ya da doku kesitleri, subseliiler fraksiyonlar, izole edilmis ve
kiiltiirlenmis hepatositlerdir. Toksisite calismalarinda izole edilmis ve kiiltiirlenmis

hepatositler en ¢ok kullanilan modellerdir (Guillouzo, 1998).

Hiicre kiiltiirleri ilk olarak yirminci yiizyilin baginda hayvan hiicrelerinin normal
homeostatik veya stres kosullarindayken yapilan in vivo sartlarin olusmadigi ortamlarda
calisilmas1 amaciyla tasarlanmigtir. Primer karaciger hiicre kiiltiirii ¢esitli karaciger

fizyolojisi ve patofizyolojisi tiizerindeki aragtirmalarda in vitro model olarak
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kullanilmaktadir (Gebhardt, 1996). Bu tarz hiicre kiiltiirleri 6zellikle sitokrom P450 gibi
ilag metabolize eden enzimlerin ekspresyonlar1 ve fonksiyonlarinin 6lgiilmesinde, ilag
metabolizmasmin, ilag-ilag etkilesimleri belirlenmesinde ve sitotoksisite ve
genotoksisite mekanizmalarinin anlasilmasinda kullanilmaktadir. Son yillarda primer
karaciger hiicre kiiltiirleri tizerindeki ¢alismalar karacigere 6zel genlerin diizenlenmesi
tizerinde yogunlasmistir. Primer kiiltiirler bu genlerin diizenlenmesinde ¢evrenin roliini
ortaya koymaya ve hiicre fonksiyonlar tizerinde 6zellesmis rollerinin belirlenmesinde

yogun olarak kullanilmaktadir (Boess ve ark., 2003).

Hepatositler tiim karaciger dokusundan ya da karacigerin bir kismindan elde
edilebilmektedir. Glinlimiizde insan hepatositleri genel olarak primer veya sekonder
timorli ya da diger karaciger hastaliklarinin goriildiigii karaciger dokusundan ve daha
az oranda transplantasyona uygun olmayan karacigerden rezeke edilmektedir. in vivo
hepatositlerle karsilastirildiginda izole edilmis olan hepatositler yapisal 6zelliklerini ve
fonksiyonlarmi biiylik oranda korurlar ancak hiicreler arasi baglantilar gibi 6zel hiicre
membrani yapilarini ve safra kanal yapilarin1 kaybederler ve siispansiyonlarda birkag
saatten fazla canli kalamazlar. Daha uzun silire yasayabilmeleri i¢in tutunacak bir
zemine ihtiya¢ duymaktadirlar. Geleneksel hiicre kiiltiirii ortamlara ekildiklerinde
tekrar kiimelenir ve safra kanali yapilar1 gibi olusumlart yeniden sekillendirebilirler
ancak erken fenotipik degisiklikleri agiga ¢ikarirlar ve sadece birka¢ giin boyunca canli

kalabilirler (Waring ve ark., 2003).

Karaciger sitotoksik ozelligi olmayan kollajenaz gibi proteolitik enzimlerle
damarlar ya da kapillarlar araciligi ile uygun bir akis hizinda perfiize edilip ve karaciger
onceden kandan arindirihp kalsiyum icermeyen soliisyonlarla Caz" uzaklastirilirsa
hepatositlerin arasindaki bag doku ag1 15 dk icinde pargalanabilir. Elde edilen karaciger
hiicreleri siispansiyon i¢inden iki ya da {li¢ farkli sayida santrifiij yapilarak ayrilirlar.
Primer hepatositler in vitro sartlarda ¢ogalmazlar bu nedenle her ¢alismada taze olarak
izole edilmelidirler. izolasyon i¢in en ¢ok kullanilan hayvan sigandir ve % 90 {izerinde
canliligimi koruyan ve 100 ile 400 milyon hepatosit rutin sekilde elde edilebilmektedir
(Freshney, 2005).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hepatosit izolasyonu i¢in Kullanilan Siganlar

Calismada kullanilan hepatositlerin elde edilmesi i¢in Spraque Dawley 1irki
(yaklasik agirligi 300 gr) erkek siganlar kullanildi. Calismada kullanilan deney
hayvanlari i¢in Ondokuz May1s Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan
gereken izinler alindi (HAYDEK/49). Tez materyali olarak kullanilan hepatosit kiiltiirii,
Berry ve ark., 1969 tarafindan gelistirilen ve olduk¢a saf ve yiiksek yasama giiciine
sahip hepatositlerin izole edilebildigi iki basamakli enzimatik ayirma metodu yoluyla
elde edildi (Freshney, 2005).

3.2. Primer Karaciger Hiicre Kiiltiiriiniin Elde Edilmesi ve Toksikasyon

Tablo 1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan kimyasallar ve kargilayici firmalar

Kimyasal Maddeler

Firmalar

L-15 Levibovitz Medyum

Sigma-Aldrich, USA

F-12 Ham Medyum

Sigma-Aldrich, USA

Sigir Insulini

Sigma-Aldrich, USA

Minimal Esansiyel Medyum

Sigma-Aldrich, USA

Medyum 199

Sigma-Aldrich, USA

Sodyum Piruvat

Sigma-Aldrich, USA

Penisilin-Streptomisin

Kombinasyonu

Sigma-Aldrich, USA

Fotal Sigir Serumu

Sigma-Aldrich, USA

Hidrokortizon Hemisuksinat

Sodyum Tuzu

Sigma-Aldrich, USA

HEPES Sigma-Aldrich, USA
Kollajenaz Sigma-Aldrich, USA
Heparin Sigma-Aldrich, USA

Deltametrin Analitik Standart1

Sigma-Aldrich, USA




3.2.1. Kullanilan Medyumlar ve Ekipmanlar:

1) L-15 Levibovitz medyumu.

2) %0.2 bovine albumin ve 10ug/ml bovine insulin ile zenginlestirilmis Hams
F12 medyumu.

3) Hepatosit minimal medyumu (HMM): % 67.5 Eagles minimal esansiyel
medyumu, % 22.5 medyum 199, 5 pg/ml sigir insulini, 1 mg/ml sigir serum albumini
(BSA), 20 mM piruvat, 100 U/ml penisilin, 100 mg/ml streptomisin, % 20 fétal sigir
serumu (FBS).

4) Serum icermeyen (SF) hepatosit minimal medyumu (HMM): 1x 10° M
hidrokortizon hemisuksinat i¢eren serum igermeyen HMM.

5) pH1 7.65 olan kalsiyum igermeyen HEPES ((4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid ) soliisyonu: 160.8 mM NaCl, 3.15 mM KCI, 0.7 mM
Naz2HPO4.12H20, 33 mM HEPES

6) Kollajenaz soliisyonu: % 0.025 kollajenaz, % 0.075 CaCl2.2H20

7) Ketamine 100 mg/mL, Ksilazin 20 mg/mL

8) Ekipmanlar: Bisturi, kiint uglu ince forseps, makas, hemostat, pamuk ve 2-3
adet steril 2 x 2 boyutunda tampon.

9) 60-80 um g¢apinda porlara sahip naylon filtre.

10) Peristaltik pompasi, % 70'lik etanol, 3.0 iplik, 20 G katater, 10 cm'lik petri
kab1, 50 ml'lik konik tiipler.

3.2.2. Hepatosit izolasyonu i¢cin Uygulanan Protokol:

1) HEPES soliisyonu ve kollajenaz soliisyonu yaklasik 38-39 °C sicakliga sahip
su banyosu igerisine birakildi.

2) Peristaltik pompas1 dakikada yaklasik 30 ml sivi pompalayacak sekilde
ayarlandi.

3) Ortalama 140-180 gr agirliga sahip olan sigan ketamin (50-80 mg/kg) ve
ksilazinin (5-10mg/kg) sirayla periton i¢ine verilmesiyle genel anestezi altina alinmustir.

4) Sicanin anestezi altina girmesiyle birlikte dorsal pozisyonda tespit edildi.
Pubisten ksifoid ¢ikintisina kadar olan abdominal bolge tiras edilip %70'lik etil alkolle
temizlendi.

5) Abdominal deride mediyan bir ensizyon yapilip, ensizyon hatti linea alba

boyunca karin boslugunun icerisine dogru genisletildi.
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6) Son vertebralar hizas1 boyunca ksifoide yapilan ensizyon omurgaya dogru
genisletildi. Karmn boslugunun orta kismindan yine ayni sekilde lateral yonli iki
ensizyon yapilarak karin duvar1 hemostatlar araciligi ile iki tarafa dogru agildi.

7) Bagirsaklar karin boslugundan ¢ekilerek sicanin soluna yatirildi. Portal vena,
pankreas ve safra kanallari, abdominal aorta ve inferior vena kavanin pozisyonlar: tespit
edildi.

8) Karacigerin ventral ve anterior kismindaki falsiform ligamentler ayrildi.

9) Karacigerden yaklasik 5 mm uzakliga portal vena {izerine siki bir ligatiir
atilip kateter karacigere dogru portal vena igerisinden yonlendirildi.

10) Fazla basing nedeniyle olusabilecek istenmeyen durumlarin engellenmesi
icin hizlica subhepatik damarlar kesildi ve 500 ml kalsiyum icermeyen HEPES
solisyonu 30 ml/dk hizla verilerek perfiizyon islemine baslandi. Karaciger saniyeler
icinde beyazlagmaya baslamasi perfiizyonun basarili oldugu gosterdi.

11) 20 dakika boyunca 300 ml kollajenaz soliisyonu 15 ml/dk hizla perfiize
edilerek enzimatik ayirma islemi baslatildi. Bu islem sonucunda karacigerin sistigi
gozlendi.

12) Karaciger karin boslugundan c¢ikarilarak HEPES soliisyonu icerisinde
yikandi.

13) Karacigerin glison kapsiilii pargalanarak hiicreler L-15 Levibovitz medyumu
igerisine dagitildi.

14) Iki katl 60-80 pum por genislifine sahip naylon filtrelerde siispansiyon
stizlilerek oda 1sisinda yaklasik 20 dk. canli hiicrelerin ¢dkmesi i¢in beklenildi ve
yaklasik 60 ml'lik 611 hiicre ve doku kalintilarini igeren siipernatant uzaklagtirildi.

15) 3 kez 50 g hizinda 40 sn yavas santrifiij yapilarak kollajenaz soliisyonu,
hasarli hiicreler ve parenkimal olmayan hiicreler uzaklastirildi.

16) Suspansiyondaki izole edilmis olan hepatositler HMM (hepatosit minimal
medium) igerisine katildi.

17) 2- 3 saat sonra yasayan hiicreler plastige yapismaya ve dagilmaya basladi ve
siipernatant medyum ile birlikte 6lii hiicreler uzaklastirildi.

18) Hiicre veriminin ve hiicrelerin canliliklar1 Trypan Blue soliisyonu
kullanilarak tespit edildi.

19) Yeterli hiicre yogunlugu ve yasama giicline sahip hiicrelerin elde edildigi

kanaatine varilinca hiicreler yiizeye tek tek diisecek sekilde sikliklari besi yerleri ile
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sulandirmalar1 yapilarak grup sayilarina ve yapilacak ¢alismalara uygun sayida sican
kuyruk kollajeni ile kaplanmis flask ve platelere ekimleri yapildi.

3.2.3. Sican Kuyruk Kollejeni ile Flask ve Plate Yiizeylerinin Kaplanmasi:

Hepatositlerin flask ve plate yiizeylerine tutunmalarini saglayabilmek icin flask
ve platelerin ekim yapilacak yiizeyleri tip 1 sican kuyruk kollajeni (Roche, Cat No. 11
179 179 001) ile kaplanmistir. Hiicre kiiltiirti ekimi i¢in kullanilacak yiizeylerin kollajen
ile kaplanmasinda kullanilan method su sekildedir:

1) Liyofilize kollajen iceren viyaller % 0.2'lik 5 ml asetik asitle ¢ozdiiriiliirek
son konsantrasyon 2 mg/ml olacak sekilde ayarlandi.

2) Kaplanacak her cm?alan igin 2,5 pl bu soliisyondan kullanildi.

3) Steril bir lastik kaziyici araciligr ile soliisyon flasklarin ve platelerin
yiizeylerine dikkatlice dagitildi.

4) Laminar kabin igerisinde 60 dk boyunca yaklasik 20 °C sicaklikta havada
kurumasi saglandi.

5) Kaplanan flask ve plateler steril ortamda ekim yapilincaya kadar saklanda.

3.2.4. Calisma Gruplari ve Toksikasyon

Flask ve plate ylizeyine hepatositler ekildikten sonra 24 saatlik 6n inkubasyonda
tutulan hiicrelere deltametrinin ¢alisma dozlari DMSO (dimetilsiilfoksit) i¢inde
coziilerek verilmeye baslandi. Caligma gruplar ii¢ farkli zamanda (24, 48 ve 72) ve li¢
farkli dozda (1 uM, 10 uM, 100 uM) olacak sekilde deltametrine maruz birakilarak
tablo 2’de belirtilen gruplar olusturuldu.

Tablo 2. Caligma gruplarinda yapilan dozlamalar ve maruziyet siireleri

Gruplar (Deltametrinin Dozu) Deltametrine maruz kalinan saatler
I uM (mikromolar) 24, 48, 72 saat inkiibasyon siiresi
10 uM (mikromolar) 24, 48, 72 saat inkiibasyon sliresi
100 uM (mikromolar) 24, 48, 72 saat inkiibasyon sliresi
DMSO (dimetilstilfoksit) 24, 48, 72 saat inkiibasyon siiresi
HMM (hepatosit minimal medyum) 24, 48, 72 saat inkiibasyon siiresi
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Istenilen dozda ve planlanan siirelerde deltametrine maruz birakilan
hepatositlerden 6 gozlii platelere ekim yapilanlar immunositokimyasal inceleme igin
kullan1lmas1 amaciyla ethanolde fikse edilirken, flasklara ekim yapilan ve ayn1 islemler
uygulanan hepatositler gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonuyla (GZ-PZR, gergek
zamanli PZR) oksidatif streste rol oynayan GPx, Sod 1 ve Sod 2' nin ekspresyonlarinin

incelenebilmesi i¢in mRNA (messenger RNA) izolasyonu yapmak amaciyla kullanildi.

Deltametrinin Primer Karaciger Hiicre Kiiltiirii iizerindeki apoptotik etkileri
capase 3, caspase 8, caspase 9 ve TUNEL immun-reaksiyon sonucu pozitif boyanan
hiicre sayilarinin toplam hiicre sayilariyla yiizdelik olarak oranlanmasi ile elde edildi.
S6z konusu piretiroid insektisidin primer karaciger hiicre kiiltiirii tizerindeki oksidatif

etkileri ise SOD 1, SOD 2, Gpx 1 proteinlerinin ekspresyonlarinin immunositokimyasal

ve Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) sonucunda
degerlendirilmesine bagli olarak ortaya konuldu.
3.3. immunositokimyasal inceleme
Tablo 3. Immunositokimyasal incelemede kullanilan antikorlar
Antikor Antikor Antikor Kullanilan | Inkiibasyon Uretici Katalog
(Klon) Tiirii Konad Dilusyon Siiresi Firma Numarasi
Cu-Zn Poliklonal Tavsan 1/50 21°C'de 1 | Novus LB100-
SOD saat Biological 1973
SOD 2 Poliklonal Tavsan 1/100 219C'de 1 | Abcam Ab13533
saat
GPx-1 Monoklonal | Fare 1/50 219C'de 1 | LifeSpan LS-
saat Biosciences | C192311
Aktif Poliklonal Tavsan 1/200 219C'de 1 | Cell 9661
Caspase 3 saat Signaling
Aktif Poliklonal Tavsan 1/50 219C'de 1 | Novus NB100-
Caspase 8 saat Biological 56116
Aktif Poliklonal Tavsan 1/50 219C'de 1 | LifeSpan LS-
Caspase 9 saat Biosciences | C12574

3.3.1. Immunositokimyasal Teknigin Uygulanmasi

6 gozlii platelere ekimleri yapilan ve ¢alisma plan1 dogrultusunda uygun doz ve
zamanda deltametrine maruz birakilan hepatositler inkiibasyon siireleri dolduktan sonra
3 kez phosphate buffered saline (PBS, pH 7,4) ile yikandiktan sonra %100'liik alkolle

tespit edildi. Tablo 3’de belirtilen proteinlerin varhigmmin degerlendirilebilmesi igin
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StreptAvidin Biotin Peroksidaz Kompleks teknigi (SABK) uygulandi. SABK teknik
i¢in alman hazir kit (Invitrogen, Histostain Plus Kit, California, USA) kullanild1 ve tiim
uygulamalar iretici firmanin talimatlarina gore yapildi. Primer antikorlar galisip
calismadigi iretici firmalarmin 6nerdigi pozitif kontrollerle belirlenip hepatositlerin
stirekli icinde bulundugu yasamlar1 ve fonksiyon gostermeleri icin gerekli maddeleri
iceren HMM (hepatosit minimal medyum) negatif kontrol olarak kullanildi. Ayrica
deltametrinin dozlandirilmasinda kullanilan ve igerisinde deltametrin bulunmayan
DMSO baska bir grup olarak degerlendirildi. Kiiltiire edilmis hepatositlerdeki 6zgiil
olmayan antijen-antikor reaksiyonlarini engellemek i¢in protein bloklama solusyonunda
10 dk tutulan hiicreler daha sonra primer antikorlarla tablo 3 'de belirtilen sulandirma
oranlarinda, sicaklikta ve saatte inkiibe edildi. Platelerinin ylizeyi biotinle isaretli
sekonder antikorla 30 dakika muamele edildikten sonra Streptavidin peroksidaz enzimi
(Histostain-Plus Kits, California, USA) ile 30 dakika inkiibe edildi. Protein bloke edici
serumda inkiibasyon asamasi hari¢ tiim islemlerden sonra hiicre yiizeyleri 3 kez 5dk
boyunca PBS ile yikandi. Son olarakta hiicreler 3-amino-9-etilkarbazol (AEC)
(Invitrogen, AEC red substrat kit, California, USA) ile kontrollii olarak maksimum 3 dk
boyunca boyandi. Lillie-Mayer Hematoksilen ile karsit boyamalar1 yapilip su bazlh
yapistirict (Shandon Immu-mount) ile hiicrelerin yiizeyi kapatilip inceleme islemleri
Nikon Eclipse E600W 151k mikroskobu yardimiyla yapildi ve Nikon DS Camera Head
DS-5M ile mikroskobik fotograflar: ¢ekildi.

3.3.2. Hepatositlerdeki Apoptozisin Belirlenmesi

Hepatositlerdeki apoptozisin varligit TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP nick end labelling) yontemi ile belirlenmistir. Bu amagla
hazir ticari kit kullanilmistir (Roche, In Situ Cell Deatht Detection Kit, POD, katalog
no: 11684817910). Teknik apoptotik siire¢ sirasinda meydana gelen DNA
fragmentasyonunun belirlenmesine dayanmaktadir. Apoptozis sirasinda olusan 200 baz
ciftik DNA kiriklarinda olusan serbest 3'OH uclarina floresans ile isaretli
oligoniikleotidlerin terminal niikleotidil enzimi ile eklenmesi temeline dayanmaktadir.
Kiiltiire edilmis hepatositler belirlenen dozlar ve zamanlar dogrultusunda deltametrine
maruz birakildiktan sonra alkol ile tespit edildi. Hiicreler TdT (terminal
deoxynucleotidyl transferaz) enzimi ile isaretleme soliisyonu karisiminda 37 °C' de 1

saat tutulduktan sonra 6zgiil olmayan antijenik baglanmalar1 engellemek icin protein
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bloklama solusyonunda 10 dakika tutuldu. Peroksidaz ile konjuge anti-flouresein
izotiyosiyanat antikoru ile 37 °C'de 30 dakika bekletildi. Protein bloke edici serumda
inkiibasyon asamas1 hari¢ tiim islemlerden sonra hiicre yiizeyleri 3 kez 5dk boyunca
PBS ile yikandi. Hiicrelerin boyanabilmesi igin ilk énce POD converter daha sonra
kromojen olarak 3,3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) ( Invitrogen, liquid
DAB substrat kit, California, USA) kullanildi. Boyamalar mikroskop altinda kontrollii
olarak yapildi. Lillie-Mayer Hematoksilen ile karsit boyamalar1 yapildiktan sonra
Entellan (Merck) ile yapistirilip kapatildi.

3.4. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR)

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonun gerceklestirilebilmesi igin
flasklara ekilen hiicrelerden ilk dnce total RNA izolasyonu daha sonra da elde edilen
RNA iiriinlerinden komplementer DNA sentezi gercgeklestirildi. Bu DNA iiriinleri
reaktif oksijen tiirlerinin olusumundan sorumlu SOD1, SOD2 ve GPx gibi oksidatif
stres ile iligkili proteinlerin sentezinden sorumlu mRNA ekspresyonlarinin miktarini
Olgmek amaciyla kullanildi. Gergek zamanli PZR’da kullanilacak genlere ait proplar
hazir olarak temin edildi. Kullanilacak primer setleri Roche Universal Probe Library' de

dizayn edildi.
3.4.1. Total RNA izolasyonu

Flasklara ekilen hiicreler iki kez yikandiktan sonra 1 ml PBS eklenip hiicreler bir
kaziyici araciligl ile ylizeyden kazinip transfer pipeti ile santrifiij tiipleri i¢ine alinarak
8000 rpm (revolutions per minute, dakikadaki devir sayis1) hizda 2 dk santrifiij edildi.
Hiicreler ¢oktiiriiliip slipernatant uzaklastirildiktan sonra mRNA izolasyon kiti (Roche,
mRNA isolation kit, version 08) ile ekstraksiyona devam edildi. Hiicre kiiltiiriinden total
RNA izolasyonu i¢in asagidaki basamaklar uygunlands;

1) Coktiiriilen hiicreler tekrar 200 pl PBS iginde siispansiyon haline getirildi.

2) 400 pl lizis buffer eklenerek 15 saniye vortekslendi.

3) Yiiksek saflikta filtre tliplerin i¢ine numunenin transferi i¢in high filter tiip
icine collection tiip konulduktan sonra tiim numune high filter tiipiin iistiindeki toplayici
kisma konuldu.

4) Yiiksek saflikta filtre tiipleri 8000 g (relatif santrifiij kuvveti, g kuvveti) 15 sn
santrifiij edildi.
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5) Santrifiijden sonra filter tiip ile collection tiip birbirinden ayrilip altta ¢oken
stv1 uzaklastirildi ve filter tiip ile kullanilmis collection tiip tekrar birlestirildi.

6) Filter tlip tekrar birlestikten sonra her drnek i¢in 90 pl DNAase incubation
buffer steril reaksiyon tiipli icerisine koyulup 10 pul DNAase 1 eklenip karistirildi ve
soliisyon filtre tlipiin lizerindeki toplayici kisimdaki cam filtre Ortiisii izerine bosaltildi.
21 °C sicaklikta 15 dakika inkiibe edildi.

7) Filtre tiipiin iizerindeki rezervuar kisma 500 ul Wash Buffer 1 eklenip, 15
saniye 8000 g'de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra filter tiip ile collection tiip
birbirinden ayrildi, altta ¢oken sivi uzaklastirildi ve filter tiip ile kullanilmis collection
tiip tekrar birlestirilir.

8) Filtre tiiplin iizerindeki rezervuar kisma 500 pul Wash Buffer 2 eklenip, 15
saniye 8000 g'de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra filter tiip ile collection tiip
birbirinden ayrildi, altta ¢oken sivi uzaklastirildi ve filter tiip ile kullanilmis collection
tiip tekrar birlestirilir.

9) Filtre tiiplin lizerindeki rezervuar kisma 200 ul Wash Buffer 2 eklenip, 2
dakika maksimum hizda (13000 g) santrifiij edildi. Santrifiijden sonra filter tiip ile
collection tiip birbirinden ayrildi, altta ¢bken sivi uzaklastirildi ve filter tiip ile
kullanilmis collection tiip tekrar birlestirilir.

10) Collection tiipii uzaklastirildi ve filter tlipti steril 1.5 ml'lik mikrosantrifiij
tiipii icerisine yerlestirildi.

11) RNA'y1 ayirmak icin filtre tiiplin lizerindeki rezervuar kisma 50 pl Elution
Buffer eklenip, 1 dakika 8000 g'de santrifiij edildi.

12) Mikrosantrifiij icinde kalan ve RNA'y1 iceren soliisyon cDNA
(komplementer DNA) sentezi igin kullanildi.

3.4.2. cDNA (komplementer DNA) Sentezi

1. Elde edilen RNA'lardan ticari olarak hazirlanmis cDNA sentez kiti (Roche,
transcriptor first strand cDNA synthesis kit, version 6.0) kullanilarak komplementer
DNA elde edildi.

Komplementer DNA sentezinde asagidaki prosediir uygulandi;

1) Kullanmadan 6nce kitin i¢inde bulunan biitiin soliisyonlar ¢ozdiiriildi ve
hafifce santrifiij edilerek soguk buz kaliplar1 iizerinde kullanilincaya kadar bekletildi.

2) Biitiin reaksiyonlar steril, DNAaz ve RNAaz igermeyen ince duvarli PZR
tiipleri icerisinde gerceklestirildi.

39



3) PZR tiipleri igine 11 ul total RNA (1 pg), 2 ul random hexamer primer
konularak toplam hacim 13 pl'ye tamamland.

4) RNA ve primer karigimi termol block isitict tizerinde 10 dk 65 °C' de
denatiire edilip buz iizerinde hemen sogutuldu.

5) RNA ve primer karisimi igeren soliisyon igerisine transcriptor reverse
transcriptase reaction buffer (4 ul), protector RNAase inhibitor (0.5 pl), deoxynucleotid
mix (2 pl), transcriptor reverse transcriptase (0.5 pl) eklenerek toplam hacim 20 pl'ye
tamamland.

6) Elde edilen karisim hafifce santrifiij edilerek numunenin PZR tiipii
dibinde toplanmasi saglandi ve termol block iizerinde 10 dk 25 °C' de ve takiben 60 dk
50 °C' de inkiibe edildi.

7) Soliisyon igindeki transcriptor reverse transcriptaz enzimi 85 °C' de 5
dakika tutularak inaktive edildi. Reaksiyon tiipleri buz iizerine alinarak reaksiyon
durduruldu. Numunelerin tekrar kullanilabilmesi i¢in -20 °C' de saklandi.

3.4.3. Referans Gen (Housekeeping Gen):

Calismada referans gen olarak beta aktin (ACTB, Roche, version 03, Ref No:
05583055001, Assay Id: 500152) geni kullanildi. Her numune i¢in mutlaka bir negatif
kontrol ve bir referans gen kullanilarak analiz sonuglarinin anlamli hale getirilmesi

saglandi.
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3.4.4. Primer Problar

Tablo 4. Kullanilacak primer setleri ve ozellikleri

MRNA Primer | Uzunluk | Pozisyon | Erime Sekans
(Gen ad) Sicakhgi
SOD1 Left 18 313-330 59 Ggtccagcggatgaaagag
UPL Probe 5 Right 18 373-390 60 Ggacacattggccacacc
SOD 2 Left 20 387-406 60 tggacaaacctgagccctaa
UPL Probe 67 Right 21 443-463 60 gacccaaagtcacgcttgata
GPx 1 Left 21 618-638 59 cgacatcgaacccgatataga
UPL Probe 56 Right 20 658-677 60 atgccttaggggttgctagg

Gergek Zamanli PZR analizleri i¢in Roche Universal Probe Library’de daha
once dizayn edilmis hazir halde satin alinan SOD1 (version 03, Ref No: 05532957001,
Assay 1d: 503225), SOD2 (version 03, Ref No: 05532957001), GPx1 (version 03, Ref
No: 05532957001, Assay Id: 503806) genlerine ait problar kullanildu.

3.4.5. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Protokolii

Hedef DNA ya da cDNA'nin amplifikasyonu ve tespit edilebilmesi i¢in
Lightcycler Tagman Master Kit (Roche, version 08) kullanildi. Lightcycler Carousel
Based System ile kullanildiginda tanimlanan DNA sekanslarinin yliksek duyarlilikla
tespit edilmesi ve miktarinin belirlenmesinde kullanilirlar. Ger¢ek zamanli PZR analizi
icin mRNA iizerinden sentezlenmis cDNA'lar kullanildi. Negatif kontrol olarak
numunelerle birlikte her zaman cDNA yerine PZR uyumlu su kullanilmigtir. Tagman

Master Kit araciligi ile gerceklestirilen reaksiyonun prosediirii agagida belirtilmistir.
3.4.5.1. Master Mix'in Hazirlanmasi

Bir ependorf reaksiyon karisimi (reaction mix, b ependorfu) ¢ozdiiriildiikten

sonra icgerisinde enzim bulunan a ependorfu hafifce santrifiiz edildi ve b ependorfu
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icerisine a ependorfundan 10 pl konularak pipetasyon yapildi. Boylelikle igerisinde
FastStart Taq DNA polimeraz, reaksiyon buffer, MgCl2 (magnezyum kloriir), dNTP

(deoksiniikleosid trifosfat) bulunan master mix hazirlanmis oldu.
3.4.5.2. PZR Karisimmnin Hazirlanmasi (PZR Mix)

1) Incelenecek numune sayisma bagl olarak ihtiyag duyulan sayida borosilikat
camdan yapilmis kapillarlar (Roche, Lightcycler capillaries, 20 pl) daha once

sogutulmus kapillar sogutma adaptorii igerisine yerlestirildi.

2) LightCycler Tagman Master karisimi (1 nolu ependorf) ¢oziildiikten sonra
hafifce karistirilip buz tizerinde tutuldu.

3) 1.5 ml reaksiyon tiipleri i¢inde her bir 6rnek i¢in 9 ul PZR dereceli su (2 nolu
ependorf), 2 pl primer (0,5 uM konsantrasyonda), ve 4 pl master miks konulup 15 pl'lik
PZR karisimi1 (PCR mix) elde edildi.

4) Her ornek icin 15 pl PZR karisimi ve 5 pl kalip DNA daha 6nceden
sogutulmus kapillarlar icerisine konuldu ve 3000 rpm'de Ssn santrifiij yapilarak tiim

karisimin kapillarlarin dip kisminda birikmesi saglanmis oldu.
3.4.5.3. LightCycler Karosele Dayal Sistemin Protokolii

LightCycler Tagman Master kitin kullanildigi LightCycler Karosele Dayali
Sistem pre-inkiibasyon (FastStart DNA polimerazin aktivasyonu ve DNA'nin
denatiirasyonu), hedef DNA'nin amplifikasyonu, rotorun ve termal odanin sogutulmasi

asamalarini igermektedir.
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Tablo 5. SOD 1, SOD 2 ve GPx 1 primerlerine uygulanan PZR programi

Programlar
Program Ismi Siklus Analiz Modu
Pre-inkiibasyon 1 Hicbiri
Amplifikasyon 45 Miktar belirtme
Sogutma 1 Higbiri
Sicaklik Hedefi
Hedef (°C) Edinme Modu Uygulama Zamani Cikis Orani
(°C/sn)

Preinkiibasyon

95 | Higbiri | 10 dk | 4.4
Amplifikasyon

95 Higbiri 10 sn 4.4

60 Higbiri 30 sn 2.2

72 Tek sefer 1sn 4.4
Sogutma

40 | Higbiri | 30 sn | 2.2

3.4.6. Ger¢ek Zamanh PZR Sonuclarimn Elde Edilmesi

Primer Karaciger Hiicre Kiiltlirii ilizerine deltametrinin oksidatif etkilerinin
incelenmesi amaciyla SOD 1, SOD 2 ve GPx genlerine uygun primerler kullanilarak s6z
konusu gen ekspresyon miktarlar1 ortaya konuldu. Hiicre kiiltiirli ¢aligmas1 sonucunda
primer karaciger hiicrelerinden elde edilen mRNA’lardan sentezlenen cDNA'’lar
tizerinden ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu metodu kullanildi. Gergek
Zamanl1 PZR analizleri sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilebilmesi amaciyla
«28ACT formiilasyonundan yararlanildi. Bu formiil sayesinde orneklerin yiiklenmesi
sirasindaki ortaya ¢ikabilecek miktar farkliliklart nedeniyle sonuglarda olusabilecek
hatalarin 6niine gec¢ilmis oldu. Gruplarda meydana gelen ekspresyon oranlar1 gruplarda
yer alan kontrol grubu verileri ile karsilagtirilarak elde edilen sonuclardir. Kontrol
gruplariyla karsilagtirillan bir metodoloji  kullanildigr i¢in yapilan analiz relatif
kantitasyon olarak tanimlanir. Hem kontrol grubu hem de calisma grubundaki hedef
genlerin Ct (threshold cycle) degerleri uygun bir referans gen ile normalize edildi.
Boylelikle baslangigta Orneklerde bulunan c¢DNA yogunluklar1 farkli olsa dahi
sonuglardaki hata minimize edildi. Ger¢ek zamanli PZR analizlerinde ortaya ¢ikan gen
ekspresyonlarinin tespit edilmesinde birgok metod kullanilmaktadir. Ekspresyon
oranlarmin belirlenmesi amaciyla en yaygin kullanilan formiill AACt’dir. S6z konusu

formiiliin bilesenleri;
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R = Z—AACt

R = 2—[ACt ornek — ACt kontrol]

ACt (6rnek) = Ct hedef gen — Ct referans gen
ACt (kontrol) = Ct hedef gen — Ct referans gen
AACt = ACt (6rnek) — ACt (kontrol)

3.5. Birim Alana Diisen Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Deltametrinin hiicre kiiltiirii izerinde yaptig1 diger bir etki ise hiicreler tizerinde
nekrotik etki olusturmasidir. Olen primer karaciger hiicrelerin vasat degisimi sirasinda
yapilan yikamalar asamasinda plate yiizeyinden koparak vast icerisinde dis ortama
atildigr bilinmektedir. Dolayist ile birim alana diisen hepatosit sayisi dolayli olarak
gruplarin deltametrin maruziyetinden ne derece etkilendiklerini gosteren baska bir
parametre olusturmaktadir. Bir mikroskobik alan diisen hiicre sayilarinin belirlenmesi
amaciyla immunositokimyasal inceleme yapmak amaciyla her plateden 20 x objektifle
goriintiilenip ¢ekilen 10 farkli alandaki toplam hiicre sayisinin hesaplanmasi ve her doz

i¢cin bunlarin ortalamalarinin alinmasi sonucu hesaplandi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen immunositokimyasal bulgular Nikon DS-5M kamera
atagmanli Nikon Eclipse E600W 151k mikroskobu altinda goriintiilendi ve her grup ve
dozlama igin 10 farkli alandan 20x objektif ile mikroskobik fotograflari ¢ekildi. Pozitif
boyanan hiicrelerin toplam hiicre sayis1 i¢indeki oranlar1 kantitatif olarak hesaplandi.
Elde edilen sayisal veriler SPSS v 21 Base lisansl istatistik analiz programi kullanilarak
degerlendirildi. Gruplar arasi farkin istatistik kontrollerinde One-Way ANOVA, grup
ortalamalarinin karsilastirmasinda Duncan testi kullamldi. Istatistiksel degerlendirme

sonuclarinda P<0,05 degeri 6nemli olarak kabul edildi.

44



4. BULGULAR

4.1. Deltamerinin Primer Karaciger Hiicre Kiiltiirii Uzerine Apoptotik

Etkisinin Incelenmesi
4.1.1 Caspase 3 Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Deltametrinin farkli dozlaria maruz birakilan primer karaciger hiicre kiiltiiriinde

24., 48. ve 72. saatlerde caspase 3 ekspresyonu sekil 4’de gosterilmistir.

B 1 pM Deltametrin @ 10uM Deltametrin @ 100 uM Deltametrin = DMSO ™ Kontrol
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Sekil 4. Caspase 3 ekspresyonunun doz ve zamana bagli olarak degisimin yiizdelik (pozitif boyanan hiicre

sayist/toplam hiicre sayist) degerleri

Caspase 3’ilin en yiiksek ekspresyona 1uM dozda 24. saatte ulastigi (%18,7), 48.
saatte 1 uM dozdaki oranin (%5) 72. saat oranindan diigiik oldugu (% 6,73), 10 uM
dozda caspase 3 ekspresyonun 24. saatte en yiiksek orana ulastigi (% 9,37), 100 uM
dozda en yiiksek oranin ise 72. saatte gozlendi (% 9,98). DMSO grubunda 24. ve 72.
saatler arasinda gittik¢e azalan miktarlarda ekspresyon meydana geldi (sirasiyla % 7.23,
% 4.91, % 3.55). Kontrol grubunda ise 24. ve 72. saatler arasinda gittik¢e artan
miktarlarda ekspresyon (sirasiyla % 2.83, % 3.93, % 4.71) tespit edildi (sekil 4). Ancak
yapilan istatistiki degerlendirme sonucu saatler arasinda yalnizca 24. saat 1 uM dozuyla
48. saat 1 uM dozu ve 72. Saat 1 uM dozunda elde edilen yiizdelik veriler arasinda

onem bulundu. Ayrica saatlere gore grup igindeki farklar incelendiginde tablo 6’da



verilen gruplar haricinde uygulama saatleri i¢indeki diger dozlardaki oranlar arasindaki

farkin 6nemsiz oldugu belirlendi (P>0.05).

Tablo 6. Caspase 3 icin saatlere gore grup igindeki farklarim istatistiksel 6nemini gosterir tablo

24. saat verileri 48. saat verileri 72. saat verileri
DMSO-1 uM (P=0.034) 100 pM-Kontrol (P=0.041) DMSO-1 uM (P=0.034)
DMSO-Kontrol (P=0.003) DMSO-10 uM (P=0.016)
1 uM-Kontrol (P=0.001) DMSO-100 uM (P=0.030)
10 uM-Kontrol (P=0.009) DMSO-Kontrol (P=0.028)
100 pM-Kontrol (P=0.015)

Sekil 5. 24. Saat 1 uM dozunda (a), 48. saat 1| uM dozunda (b), 72. saat 1 uM dozunda (c) ve 24. saat

kontrol grubunda (d) caspase 3 immunopozitifligi gosteren (ok) hiicreler. Bu gruplar arasinda

fark istatistiksel olarak énemli bulunmugtur (P < 0,05). X 20 objektif
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4.1.2. Caspase 8 Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Deltametrinin farkli dozlarina maruz birakilan primer karaciger hiicre kiiltlirtinde

24., 48. ve 72. saatlerde caspase 8 ekspresyonu sekil 6’de gdsterilmistir.

H 1M Deltametrin B 10puM Deltametrin B 100 uM Deltametrin @ DMSO ® Kontrol
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Sekil 6. Caspase 8 ekspresyonunun doz ve zamana bagli olarak degisimin yiizdelik (pozitif boyanan hiicre

sayist/toplam hiicre sayist) degerleri

Caspase 8 ekspresyonunun en yiiksek orana 24. Saat 1 pM dozunda ulastigi
gozlemlenmektedir (% 8.18). DMSO ve kontrol grubu haricinde genel olarak 1, 10 ve
100 pM dozlarinda en yiiksek caspase 8 aktivitesinin 24. saatte meydana geldigi
gozlemlenmektedir. 10 ve 100 uM dozlarinda 72. saate dogru giderek azalan oranlarda,
DMSO grubunda ise 72. saate dogru giderek artan oranda ekspresyon meydana geldigi
tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise en yliksek caspase 8 ekspresyonu 48. saatte
meydana gelmistir. 24. saat ekspresyonlar1 degerlendirildiginde en diisiik oranin DMSO
grubunda gorildigi tespit edilmekle birlikte 1 uM dozdan 100 uM doza dogru
ekspresyon oranin azaldigi tespit edilmistir. Benzer sekilde doz artisiyla birlikte
ekspresyon oraninda azalma 72. saat verilerinde de gozlenmektedir. Fakat 48. saat
verilerinde doz artisiyla birlikte ekspresyon miktarinda da artis gézlenmektedir. 24. ve
48. saat verilerinde DMSO ekspresyon oranlarinin kontrol grubundan diisiik oldugu
gozlenmektedir (sekil 6). Ancak yapilan istatistiki incelemede saatler arasinda 1 uM

dozunda 24. ve 48. saat oranlar1 arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlendi (P < 0,05)
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(One Way Anova). Ayrica saatlere gore grup igindeki farklar incelendiginde tablo 7° de
verilen gruplar haricinde uygulama saatleri igindeki diger dozlardaki oranlar arasindaki
farkin 6nemsiz oldugu belirlendi (P>0.05).

Tablo 7. Caspase 8 i¢in saatlere gore grup igindeki farklarin istatistiksel 6nemini gosterir tablo

24. saat verileri 48. saat verileri 72. saat verileri

Caspase 8 igin elde edilen | Caspase 8 igin elde edilen | Caspase 8 igin elde edilen
veriler arasinda fark yok. veriler arasinda fark yok. veriler arasinda fark yok.

b BB
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.

Sekil 7. Caspase 8 antikoruyla pozitif boyanan hiicreler (ok). 24. Saat 1 pM dozunda % 8.18 oraninda
immunopozitiflik gosteren grup (a) ile, 48. Saat 1 uM dozunda % 3.55 oraninda pozitif boyanma
gosteren (b) grup. Bu gruplar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P < 0,05). X
20 objektif
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4.1.3. Caspase 9 Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Deltametrinin farkli dozlarina maruz birakilan primer karaciger hiicre kiiltlirtinde

24., 48. ve 72. saatlerde caspase 9 ekspresyonu sekil 8’de gosterilmistir.

B 1 M Deltametrin B 10puM Deltametrin ® 100 uM Deltametrin m DMSO = Kontrol
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Sekil 8. Caspase 9 ekspresyonunun doz ve zamana bagli olarak degisimin yiizdelik (pozitif boyanan hiicre

sayist/toplam hiicre sayist) degerleri

Yapilan immunositokimyasal ¢caligma sonucunda caspase 9’un en yiiksek oranda
24. saatte 1 pM dozunda eksprese edildigi tespit edilmistir (% 11.51). 10 uM, 100 uM
ve kontrol grubunda ise en yiiksek ekspresyon orani 48. saatte agiga ¢ikarken, DMSO
grubunda 72. saate dogru giderek azalan oranda ifade edildigi belirlenmistir. 24. ve 48.
saat verilerinde doz ve zamanla iligkili olarak anlamli bir artis ya da azalis tespit
edilememistir. Fakat 48. saat verilerinde doz artisiyla birlikte caspase 9 ekspresyon
miktariin arttig1 gézlenmektedir. 48. ve 72. Saat verilerinde DMSO grubunun caspase
9 ekspresyon oranlarinin kontrol grubunda diisiik oldugu saptanmistir (sekil 8). Ancak
yapilan istatistiki incelemede saatler arasinda 1 uM dozunda 24. ve 48. saat oranlari
arasindaki farkin ve 10 uM dozunda 24., 48. ve 72. saatteki oranlar1 arasindaki farkin
anlamli oldugu belirlendi (P < 0,05) (One-Way Anova). Ayrica saatlere gore grup
icindeki farklar incelendiginde tablo 8’ de verilen gruplar haricinde uygulama saatleri

icindeki diger dozlardaki oranlar arasindaki farkin 6nemsiz oldugu belirlendi (P>0.05).
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Tablo 8. Caspase 9 i¢in saatlere gore grup igindeki farklarin istatistiksel 6nemini gosterir tablo

24. saat verileri 48. saat verileri 72. saat verileri
DMSO - 1 uM (P=0.034) DMSO - 10 uM (P=0.019) Caspase 9 icin elde edilen
veriler arasinda fark yok.
DMSO - 10 uM (P=0.042) DMSO - 100 uM (P=0.021)
1 uM - 10 uM (P=0.034) DMSO - Kontrol (P=0.035)

1 uM - 10 uM (P=0.006)
1 uM - 100 uM (P=0.013)
1 uM — Kontrol (P=0.023)

Sekil 9. Caspase 9 antikoruyla pozitif boyanan hiicreler (ok). 24. Saat 1 pM dozunda % 11.51 oraninda

immunopozitiflik gosteren grup (a) ile, 48. Saat 1 uM dozunda % 3.33 oraninda pozitif boyanma
gosteren (b) grup. Bu gruplar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P < 0,05). X
20 objektif

4.1.4. TUNEL Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Apoptozisin son asamalarinda meydana gelen DNA fragmentasyonunun
gosterilmesi prensibine dayanan TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick end labelling) metodu kullanilarak apoptotik siirecin gerceklestigi
hiicreler tespit edildi. Deltametrinin farkli dozlarina maruz birakilan primer karaciger
hiicre kiiltiirtinde 24., 48. ve 72. saatlerde TUNEL reaksiyonu oranlar1 sekil 10’de

gosterilmistir.

50



B 1 pM Deltametrin @ 10uM Deltametrin B 100 uM Deltametrin ®m DMSO = Kontrol
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Sekil 10. TUNEL reaksiyonunun doz ve zamana bagl olarak degisimin yiizdelik (pozitif boyanan hiicre
sayisi/toplam hiicre sayisi) degerleri

TUNEL pozitif hiicre sayisinin en fazla oranda 24. Saat 1 uM dozunda oldugu
gozlendi (% 12.99). 10 uM dozunda en yiiksek reaksiyonun 48. saatte gerceklestigi, 100
uM, DMSO ve Kontrol gruplarinda ise 72. saate dogru gittikge azalan oranlarda
ekspresyon gerceklestigi gozlemlendi. Tiim uygulama saatleri i¢in yapilan doz ve
ekspresyon miktarlarinda arasinda anlamli veriler elde edilememistir. 48. saat
verilerinde 1 uM dozunda meydana gelen TUNEL reaksiyonun ayni saat kontrol grubu
oranindan diisiik olmasi dikkati gekmektedir. 48. saat ve 72. saat DMSO grubu TUNEL
reaksiyonu oranlarinin kontrol grubu oranlarindan diisiik oldugu saptanmustir (sekil 10).
Yapilan istatistiki degerlendirme sonucunda saatler arasinda, 1 puM dozunda 24 saat
verilerinin 48 ve 72. saatte elde edilen veriler arasinda 6nem oldugu, 10 uM dozunda ise
24. saat ve 48. saat arasindaki oranlarin ve 48. saat ve 72. saat arasindaki oranlarin
onemli oldugu, ayrica DMSO grubunda 24. saat verileri ile 48. saat ve 72. saat verileri
arasinda anlamli bir iligki oldugu belirlendi (P< 0,05). Ayrica saatlere gore grup i¢indeki
farklar incelendiginde tablo 9’ de verilen gruplar haricinde uygulama saatleri i¢cindeki

diger dozlardaki oranlar arasindaki farkin 6nemsiz oldugu tespit edildi (P>0.05).

51



Tablo 9. TUNEL reaksiyonunda saatlere gére grup i¢indeki farklarin istatistiksel dnemini gosterir tablo

24. saat verileri 48. saat verileri 72. saat verileri
DMSO - 1 pM (P=0.013) DMSO - 10 uM (P=0.003) DMSO - 1 pM (P=0.044)
DMSO - 10 uM (P=0.003) DMSO - 100 uM (P=0.004) DMSO - Kontrol (P=0.029)
DMSO - 100 uM (P=0.014) DMSO - Kontrol (P=0.013) 10 uM - 100 uM (P=0.038)

DMSO - Kontrol (P=0.012)
1 uM - 10 uM (P=0.001)

1 uM - 100 uM (P=0.009)
1 uM — Kontrol (P=0.006)

Sekil 11. TUNEL metoduyla pozitif boyanan hiicreler (ok). 24. Saat 10 uM dozunda % 5.2 oraninda
immunopozitiflik gdsteren grup (a) ile, 24. Saat 100 uM dozunda % 7.91 oraninda pozitif
boyanma gosteren (b) grup. TUNEL ile pozitif boyanan hiicrenin ¢ekirdeginde morfolojik
degisiklik (mitotik figiire ?) (ok basi). Bu gruplar arasinda fark istatistiksel olarak onemsiz
bulunmustur (P>0.05). X 20 objektif

4.2. Deltamerinin Primer Karaciger Hiicre Kiiltiirii Uzerine Oksidatif

Etkilerinin incelenmesi

Deltametrinin Primer Karaciger Hiicre Kiiltiirii iizerinde meydana getirdigi
oksidatif etkilerinin incelenmesi amaciyla Siiperoksit Dismutaz 1 (SOD 1), Siiperoksit
Dismutaz 2 ve Glutatyon peroksidaz 1 ekspresyonlart immunositokimyasal boyama
metodu ve konusu enzimlerin sentezlenmesine neden olan mRNA miktarlarinin tespit
edilmesine yonelik olarak Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Rt-PZR)

kullanildi.
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4.2.1. Siiperoksit Dismutaz 1 (SOD 1) Aktivitesinin Degerlendirilmesi

SOD1 ekspresyonun doz ve zamana bagli olarak ekspresyon oranlari sekil 12°de
gosterilmistir. Deltametrinin Primer Karaciger Hiicre Kiiltiirii tizerindeki olusturdugu
oksidatif streste rol oynayan SOD 1’in 24., 48. ve 72. saatlerdeki ekspresyonu

incelendiginde pozitif hiicre sayisinin en fazla oranda 24. saatte 1 pM doz uygulanan

grupta oldugu (14,79) gozlendi.
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Sekil 12. SOD 1 ekspresyonunun doz ve zamana baglh olarak degisimin yiizdelik (pozitif boyanan hiicre

sayisi/toplam hiicre sayis1) degerleri

24. saat ve 72. Saat SODI ekspreyon oranlarinda doz ve ekspresyon miktarlari
arasinda anlamli bir iligki gozlenememesine ragmen 48. saat verilerinde doz artisiyla
birlikte SODI1 ekspresyon oranlarin arttigi saptanmustir. 48. saat kontrol grubu
oranlarmin 48. saat 1 uM ve 10 uM dozunda elde edilen oranlardan ve 72. saat kontrol
grubu oranin 72. saat 10 uM dozunda elde edilen orandan yiiksek olmasi dikkati
cekmektedir. 24. Saat ve 48. Saat DMSO grubu ekspresyon oranlarinin ayni1 saatlerdeki
kontrol grubu oranlarindan diisiik oldugu gézlenmektedir. 100 uM ve Kontrol grubunda
en yiiksek reaksiyonun 48. saatte gerceklestigi, 10 uM grubunda ise 72. saate dogru
gittikge azalan oranlarda ekspresyon gerceklestigi gozlemlendi (sekil 12). Yapilan
istatistiki degerlendirme sonucunda saatler arasinda, 1 pM dozunda 24. saat verilerinin
48. ve 72. saatte elde edilen veriler arasinda anlam oldugu, 100 uM dozunda ise 24. saat

ve 48. oranlarin 72. saat arasindaki oranlarin, ayrica kontrol grubundaki 24., 48. ve 72.

53



saat verileri arasinda verilerin anlamli oldugu tespit edildi (P < 0,05). Ayrica saatlere
gore grup i¢indeki farklar incelendiginde tablo 10’ de verilen gruplar haricinde

uygulama saatleri i¢indeki diger dozlardaki oranlar arasindaki farkin 6nemsiz oldugu

tespit edildi (P>0.05).

Tablo 10. SOD 1 ekspresyonunda saatlere gore grup i¢indeki farklarin istatistiksel 6nemini gosterir tablo

24. saat verileri

48, saat verileri

72. saat verileri

DMSO - 1 uM (P=0.000)
DMSO - 10 uM (P=0.001)
DMSO - 100 uM (P=0.001)
DMSO - Kontrol (P=0.001)
1 uM - 10 pM (P=0.010)

1 uM - 100 uM (P=0.022)

1 uM — Kontrol (P=0.006)
100 uM — Kontrol (P=0.038)

DMSO - 100 uM (P=0.000)
DMSO - Kontrol (P=0.000)
1 uM - 100 pM (P=0.001)

1 uM — Kontrol (P=0.002)
10 uM - 100 uM (P=0.000)
10 uM - Kontrol (P=0.001)
100 uM - Kontrol (P=0.096)

DMSO - 10 pM (P=0.031)
1 uM - 10 uM (P=0.012)

1 uM - 100 pM (P=0.024)
1 uM — Kontrol (P=0.037)

- < *
@ ﬂ‘ e

< °y
@ o
0 V’ kﬂ P i &'
, B %
; &V
- *38
o \\%‘ Ja7
A S ) &
® e 1
R b
g

Sekil 13. SOD 1 antikoruyla pozitif boyanan hiicreler (ok). Grup i¢inde en yiiksek oranda ekspresyon

gosteren 24. Saat 1 uM grubu (a) ile 72. saat kontrol grubuna ait fotolar. Bu gruplar arasinda

fark istatistiksel olarak énemli bulunmugtur (P < 0,05). X 20 objektif

4.2.2. Siiperoksit Dismutaz 2 (SOD 2) Aktivitesinin Degerlendirilmesi

SOD2 ekspresyonun doz ve zaman bagl olarak degisen ekspresyon oranlari

sekil 14’te gosterilmistir. Deltametrinin Primer Karaciger Hiicre Kiiltiirii iizerindeki

olusturdugu oksidatif streste rol oynayan SOD 2’nin 24., 48. ve 72. saatlerdeki

ekspresyonlarina bakildiginda SOD2 pozitif hiicre sayisinin en fazla oranda 24. saatte 1

uM doz uygulanan grupta oldugu (%12,36) dikkati ¢ekti.
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1 uM Deltametrin = 10uM Deltametrin © 100 uM Deltametrin m DMSO = Kontrol

24, SAAT 48.5AAT 72.5AAT

Sekil 14. SOD 2 ekspresyonunun doz ve zamana baglh olarak degisimin yiizdelik (pozitif boyanan hiicre

say1st/toplam hiicre sayis1) degerleri

24. saat 1 pM dozu haricinde diger tiim dozlamalarda 48. saat verilerin daha
yiiksek oldugu, 24. ve 72. saat verilerin genel olarak birbirine yakin veriler ortaya
cikardigr goriilmekle birlikte uygulanan dozlar ve meydana gelen ekspresyon oranlari
arasinda anlamli bir iliski gozlenemedi. 48. saat verilerinde ise doz artist ile birlikte
SOD2 ekspresyon oranlarinin arttigi belirlendi. Kontrol grubu oranlarmin 24. ve 72.
saatte 10 uM dozundan, 48. saatte ise hem 1 uM hem de 10 uM dozundan yiiksek
ekspresyon oranlarina sahip olmasi dikkati ¢ekti. DMSO grubu SOD2 ekspresyon
oranlarinin tim uygulama saatlerinde kontrol grubundan diisiik oldugu gozlendi (sekil
14). Yapilan istatistiki degerlendirme sonucunda 1 uM dozunda 24 saat verilerinin 48
ve 72. saatte elde edilen veriler arasinda ve kontrol grubunun 24. ve 48. saat verileri
arasinda 6nem oldugu belirlendi (P < 0,05). Ayrica saatlere gore grup igindeki farklar
incelendiginde tablo 11’ de verilen gruplar haricinde uygulama saatleri icindeki diger

dozlardaki oranlar arasindaki farkin 6nemsiz oldugu tespit edildi (P>0.05).
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Tablo 11. SOD 2 ekspresyonunda saatlere gére grup i¢indeki farklarin istatistiksel onemini gosterir tablo

24. saat verileri 48. saat verileri 72. saat verileri
DMSO - 1 uM (P=0.000) 1 uM - 100 pM (P=0.046) 1 uM - 100 pM (P=0.048)
DMSO - 10 uM (P=0.000) 1 uM — Kontrol (P=0.044) 10 uM - 100 uM (P=0.016)
DMSO - 100 uM (P=0.000) 10 uM - Kontrol (P=0.029)

DMSO - Kontrol (P=0.000)
1 uM - 10 pM (P=0.001)

1 uM - 100 pM (P=0.002)
1 uM — Kontrol (P=0.004)

Sekil 15. SOD 2 antikoruyla pozitif boyanan hiicreler (ok). 24. Saat 100 uM grubu 10x objektif (a) ve 40x
objektif (b)

4.2.3. Glutatyon Peroksidaz 1 (GPx 1) Aktivitesinin Degerlendirilmesi

GPx ekspresyonunun doz ve zamana bagl degisim degerleri sekil 16’da
gosterilmistir. Deltametrinin Primer Karaciger Hiicre Kiiltiirii iizerindeki olusturdugu
oksidatif streste rol oynayan GPx’in 24., 48. ve 72. saatlerdeki ekspresyonu
incelendiginde; GPx pozitif hiicre sayisinin en fazla oranda 48. Saatte 100 uM doz

uygulanan grupta oldugu dikkati ¢ekti.
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Sekil 16. GPx 1 ekspresyonunun doz ve zamana bagli olarak degisimin yiizdelik (pozitif boyanan hiicre

say1st/toplam hiicre sayis1) degerleri

24. saat verilerinde doz artis1 ile birlikte ekspresyon oranlarinin azaldig:
gozlendi. 48. Saat verilerinde ise tam tersi olarak doz artis1 ile birlikte GPx 1
ekspresyon oranlarinin arttigi tespit edildi. 48. saat 10 uM, 100 uM ve DMSO grubuna
ait verilerin diger saatlerdeki oranlardan daha yiiksek oldugu, 1 uM dozunda en yliksek
ekspresyonun 24. saatte meydana geldigi, kontrol grubu verilerinin ise 72. saatte en
yiiksek seviyede oldugu dikkati ¢ekti. Tiim uygulama saat verilerinde DMSO grubu
ekspresyon oranlarinin kontrol gruplarindan diisiik seviyede oldugu saptand: (sekil 16).
Istatistiki inceleme sonucu saatler arasinda, 1 pM dozunda 24., 48. ve 72. saat
verilerinin anlamli bulundugu, 10 uM dozunda 24. saat ve 48. saat verilerinin 72. Saat
verileri anlamli oldugu, 100 uM dozuyla ilgili 24. saat verileriyle 48. saat ve 72. saat
verileri arasinda anlam oldugu ve kontrol grubunda 48. Saat ve 72. Saat verilerinin
birbiriyle anlaml: oldugu belirlendi (P < 0,05). Ayrica saatlere gore grup i¢indeki farklar
incelendiginde tablo 12° de verilen gruplar haricinde uygulama saatleri icindeki diger

dozlardaki oranlar arasindaki farkin 6nemsiz oldugu tespit edildi (P>0.05).
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Tablo 12. GPx 1 ekspresyonunda saatlere gore grup icindeki farklarin istatistiksel 6nemini gosterir tablo

24. saat verileri

48. saat verileri

72. saat verileri

DMSO - 1 M (P=0.021)
DMSO - 10 M (P=0.009)

DMSO - 100 M
(P=0.016)DMSO -  Kontrol
(P=0.023)

DMSO - 10 uM (P=0.001)
DMSO - 100 uM (P=0.000)
DMSO - Kontrol (P=0.000)
1 uM - 10 uM (P=0.001)

1 uM - 100 1M (P=0.002)

1 uM — Kontrol (P=0.001)
10 uM - Kontrol (P=0.006)
100 uM - Kontrol (P=0.007)

DMSO - 1 pM (P=0.005)
DMSO - 10 pM (P=0.013)
DMSO - 100 uM (P=0.002)
DMSO - Kontrol (P=0.001)
1 uM - 10 pM (P=0.041)

1 uM - 100 uM (P=0.037)
10 uM - 100 1M (P=0.021)
10 uM - Kontrol (P=0.045)

Sekil 17. GPx antikoruyla pozitif boyanan hiicreler (ok). Grup i¢inde en yiiksek seviyede ekspresyon

gbzlenen 48. Saat 100 uM grubu ile grup i¢inde en diisiik ekspresyonun gozlendigi 72. Saat
DMSO grubu. Gruplar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (P < 0,05). 20x
objektif.

58



Tablo 13. Apoptotik ve oksidatif etkilerin incelenmesi sonucunda elde edilen veriler

Uygulama Sonrasi incelenen Saat

Grup Doz 24. saat 48. saat 72. saat
1 uM 18,7 5 6,73
10uM 9,37 4,88 6,8
Caspase 3 100 uM 8,44 6,99 9,98
DMSO 7,23 491 3,55
Kontrol 2,83 3,93 4,71
1 uM 8,18 3,55 5,78
10uM 7,81 6,37 5,43
100 uM 7,63 7,03 4,33
Caspase 8 DMSO 3,96 4,56 5,41
Kontrol 5,96 6,14 3,88
1 uM 11,51 3,33 6,57
10uM 3,18 1,77 4,86
100 uM 8,9 9,54 6,12
Caspase 9 DMSO 4,95 4,74 4,28
Kontrol 4,61 5,6 491
1 uM 12,99 3,74 4,25
10uM 52 6 2,57
100 uM 7,91 5,8 4,24
TUNEL DMSO 6,41 2,01 1,8
Kontrol 5,64 4,68 4,06
1 uM 14,79 3,96 6,59
10uM 4,06 4,01 2,38
100 uM 6,76 8,59 3,52
SOD 1 DMSO 3,68 1,99 3,47
Kontrol 3,97 571 3,06
1 uM 12,36 3,88 5,19
10uM 4,22 5,94 3,77
100 uM 5,75 9,63 7,18
SOD 2 DMSO 2,34 5,24 4,28
Kontrol 5,28 6,71 5,16
1 uM 8,98 3,35 5,84
10uM 8,07 8,79 3,71
GPx 1 100 uM 5,76 10,6 6,74
DMSO 2,46 3,95 2,43
Kontrol 6,69 4,42 7,88

Deltametrin uygulamasina bagli olarak karaciger hiicre kiiltiirii {izerinde
olusmas1 beklenen apoptotik ve oksidatif siireclere iliskin olarak incelenen proteinlerin
ekspresyonlarinin saatlere gore gruplar arasindaki farklarin belirlenmesine yoOnelik
olarak yapilan istatistiki calisma sonucunda Tablo13’ de gosterilen gruplar arasindaki
verilerin anlamli oldugu (P < 0,05), ancak Tablo 13’ de verilen gruplar haricinde

uygulama saatlerine gore gruplar arasindaki farkin 6nemsiz oldugu belirlendi (P>0.05).
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Tablo 14. Saatlere gore gruplar arasi farklarin istatistiksel dnemini gosterir tablo

Doz 24. saat 48. saat 72. saat
1 uM Elde edilen veriler arasinda | Elde edilen veriler arasinda | Elde edilen veriler arasinda
Onem yok. O6nem yok. Onem yok.
Cas 3 - Cas 9 (P=0.007) Cas 3 - GPx 1 (P=0.052)
Cas 3 - GPx 1 (P=0.010) Cas 3-Sod 1 (P=0.001)
Cas 3-Sod 1 (P=0.012) Cas 3 - Sod 2 (P=0.001)
Cas 3 - Sod 2 (P=0.002) Cas 3 - TUNEL (P=0.002)
Cas 3 - TUNEL (P=0.003) Cas 8 - SOD 1 (P=0.001)
Cas 8 - Cas 9 (P=0.005) Cas 8 - SOD 2 (P=0.002)
Cas 8 - GPx 1 (P=0.006) Cas 8 - TUNEL (P=0.003) | Elde edilen veriler arasinda
10 uM | Cas8-SOD 1 (P=0.011) Cas 9 - SOD 1 (P=0.000) onem yok.
Cas 8 - SOD 2 (P=0.003) Cas 9 - SOD 2 (P=0.000)
Cas 8 - TUNEL (P=0.004) Cas 9 - TUNEL (P=0.001)
Cas 9 - GPx 1 (P=0.008) GPx 1 - SOD 1 (P=0.000)
Cas 9 - SOD 1 (P=0.026) GPx 1 - SOD 2 (P=0.001)
Cas 9 - SOD 2 (P=0.026) GPx 1 - TUNEL (P=0.001)
Cas 9 - TUNEL (P=0.014) SOD 1 - SOD 2 (P=0.017)
GPx 1 - SOD 1 (P=0.049) SOD 1 - TUNEL
GPx 1 - SOD 2 (P=0.049) (P=0.014)
GPx 1 - TUNEL (P=0.025)
Cas 3 - Cas 8 (P=0.049)
Cas 3-Sod 1 (P=0.017)
Cas 3 - Sod 2 (P=0.012)
Cas 3 - TUNEL (P=0.007)
Cas 8 - SOD 1 (P=0.023)
Cas 8 - SOD 2 (P=0.011)
Cas 8 - TUNEL (P=0.008)
100 Elde edilen veriler arasinda | Elde edilen veriler arasinda | Cas 9 - SOD 1 (P=0.015)
uM onem yok. 6nem yok. Cas 9 - SOD 2 (P=0.013)
Cas 9 - TUNEL (P=0.006)
GPx 1-S0OD 1 (P=0.005)
GPx 1 - SOD 2 (P=0.005)
GPx 1 - TUNEL (P=0.003)
SOD 1 - SOD 2 (P=0.007)
SOD 1 - TUNEL (P=0.015)
SOD 2 - TUNEL (P=0.038)
DMSO | GPx 1 - TUNEL (P=0.025) Elde edilen veriler arasinda | Elde edilen veriler arasinda
SOD 2 - TUNEL (P=0.023) | dnem yok. Onem yok.
Kontrol | Cas 3 - Cas 8 (P=0.049) Elde edilen veriler arasinda | Cas 3 - Sod 1 (P=0.021)

Cas 3 - GPx 1 (P=0.034)
Cas 3—SOD 1 (P=0.043)
Cas 3 — SOD 2 (P=0.046)

6nem yok.

Cas 3 - Sod 2 (P=0.028)
Cas 3 - TUNEL (P=0.022)
Cas 8 — GPx 1 (P=0.039)
Cas 8 - SOD 1 (P=0.010)
Cas 8 - SOD 2 (P=0.014)
Cas 8 - TUNEL (P=0.011)
Cas 9 - SOD 1 (P=0.008)
Cas 9 - SOD 2 (P=0.012)
Cas 9 - TUNEL (P=0.008)
GPx 1 - SOD 1 (P=0.006)
GPx 1 - SOD 2 (P=0.007)
GPx 1 - TUNEL (P=0.005)
SOD 1 - SOD 2 (P=0.041)
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4.3. Birim Alana Diisen Hiicre Sayilar:

Tablo 15. Bir mikroskobik alana diigen hiicre sayilari (20x objektif igin)

Doz Uygulama Saatleri Dozlarin

24. Saat 48. Saat 72. Saat ort sayl

1 uM 132,37 107,8 100,82 113,66
10 pM 97,37 97,57 102,47 99,13
100 pM 87,82 81,85 91,91 87,19
DMSO 94,27 111,44 98,2 101,3
Kontrol 90,02 108,27 98,21 98,83

Grup Ort. 100,37 101,38 98,32

Genel olarak 48. Saat grup ortalamasinin (101,38) 24. (100,37) ve 72. (98,32)
saat ortalamalarindan fazla oldugu gozlendi. 24. Saat 1 uM dozunda bir mikroskobik
alana diisen hiicre sayisinin (132,37) diger doz ve saatlerdeki hiicre yogunluklarindan
fazla oldugu tespit edildi. Ayrica 1 uM, 10 uM ve 100 uM dozlarindaki ortalama hiicre
sayilar1 incelendiginde (sirastyla 113.66, 99.13, 87.19) deltametrinin dozundaki artigla
birlikte hiicre sayilarinda azalma meydana geldigi belirlendi. Yine hiicre kiiltiirlerinin
dondurulmas1 asamasinda kryoprotektif ozelliginden dolay1 sik sekilde kullanilan
DMSO verilen grubun ortalama hiicre sayisinin kontrol grubundan fazla oldugu tespit

edildi.
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4.4. Gercek Zamanh PZR Analiz Sonuglari

Gergek Zamanli PZR Analizleri sonucunda gruplar arasinda oksidatif streste rol

oynayan SOD1, SOD2 ve GPx 1 enzimlerinin ekspresyon miktarlar1 belirlendi. S6z

konusu enzimlere ait ekspresyon oranlar1 Tablo 16’da gdsterilmistir.

Tablo 16. SOD 1, SOD 2 ve GPx 1 Genlerinin ifade oranlarim1 gosterir tablo

Zaman Doz SOD 1 Ekspresyon | SOD 2 Ekspresyon | GPx 1 Ekspresyon
Oranlari Oranlan Oranlan
24.saat | 1uM 88,03 veri yok 72,5
24.saat | 10 uM 5,85 veri yok 24,59
24.saat | 100 uM 10,55 veri yok 4,85
24.saat | DMSO 1,89 1,69 3,97
24. saat | Kontrol 1 1 1
48.saat | 1 uM 4 veri yok 0,08
48.saat | 10 uM 5,65 19,29 1,6
48. saat | 100 uM veri yok veri yok 4,22
48. saat | DMSO 7,78 5,97 4,78
48. saat | Kontrol 1 1 1
72.saat | 1uM 5,02 veri yok veri yok
72.saat | 10 uM 12,81 veri yok veri yok
72.saat | 100 uM 6,49 veri yok veri yok
72.saat | DMSO veri yok veri yok veri yok
72. saat | Kontrol 1 veri yok veri yok
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SOD 1 geninin en yiiksek oranda 24. Saat 1 uM dozunda ortaya ¢iktigi, 100 uM
dozunda da 24. Saat verilerinin yiiksek oldugu, ancak 10 puM dozunda 72. saat
verilerinin daha yiiksek oldugu tespit edildi. Genel olarak 24. Saat gen ekspresyon
oraninin 48. Ve 72. Saatten daha yliksek oldugu goriildii. 48. Saat 100 uM dozunda ve
72. Saat DMSO uygulanan grupta herhangi bir veri alinamadi.

SOD 2 gen ifadesinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalar sonucunda genel
olarak veri alinamamistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 48. Saatteki 19,29 ve
DMSO grubundaki 5,97 kat fazla gen ekspresyonun oldugu dikkat ¢ekicidir (tablo 16).

GPx 1 geninin en yiiksek miktarda 24. saat 1 pM dozunda eksprese edildigi
tespit edildi.24. saat grup verilerinin 48. Saat verilerin fazla oldugu ayrica 72. Saatte
verilen hicbir dozdan veri alinamadigi belirlendi. 24. Saat verilerinde 1 uM dozdan 100

uM doza dogru gittikce azalan bir ekspresyon gozlendi.
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4. TARTISMA

“Chrysanthemum cinerariifolium” bitkisinin c¢i¢eklerinin bas kismindan elde
edilen deltametrinik asit olduk¢a yiiksek insektisidal aktivite (DDTx35.000) ve
memeliler i¢in oldukca diisiik toksisiteye sahiptir (Krief ve ark., 2009). Anadon ve ark.,
(1996) deltametrinin lipofilik 6zellikte oldugu, bu nedenle bir kez emildikten sonra hizli
bir sekilde dolasima gectigi ve sahip olduklar lipofilik 6zelliginin basta merkezi sinir
sistemi (MSS) dokular1 olmak iizere bircok dokuya deltametrinin dagilimini
kolaylastirdig1 belirtilmektedir. Biyolojik katalizor olarak gorev yapan enzimlerin
viicuttaki tiim enzimatik reaksiyonlari kontrol ettigi, bu nedenle ¢esitli enzim
seviyelerindeki nitel ve nicel degisikliklerin saglik ve hastalik belirtisi olabilecegi

belirtilmektedir (Mongi ve ark., 2011).

Diinya Saglhk Orgiitii tarafindan (WHO, 2001) yapilan calismada disi sicanlara
ortalama 2.4 mg/kg dozda tek sefer intravendz yolla deltametrin verilmistir. Radyolojik
olarak isaretlenmis idrar, digk1 ve secilmis organ ve dokulardaki konsantrasyonlar1 1, 4,
24, 120. Saatlerde dl¢iilmiistiir. Intravendz uygulamadan bir saat sonra kanda 3.0 pg/g
konsantrasyonda; daha yiiksek konsantrasyonlarda karacigerde (6.0 ug/g), bobrekte
(3.1 pg/g) ve ovaryumda (4.0 pg/g) bulundugu, daha diisiik konsantrasyonlarda ise
(0.22 - 0.33 pg/g. araliginda degisen degerlerde) beyin, spinal kordun servikal, torasik

ve lumbar bolgelerinde bulundugu bildirilmistir.

Deltametrin ve diger piretroit insektisitler iizerine yapilan ¢aligmalarin biiyiik
kismu1 in vivo ¢alismalar1 icermektedir. Karaciger piretiroit metabolizmasinda temel rol
oynayan bir organ oldugu i¢in bircok metabolitin yiiksek konsantrasyonda biriktigi bir
yerdir ( Richard ve Brodie, 1985). Disi siganlarda yapilan ¢alismalarda da intravendz
olarak uygulanan deltametrinin en yiiksek konsantrasyona karacigerde ulastigi
bildirilmisgtir (WHO, 2001). Sunulan ¢alisma in vivo sartlarda en ¢ok etkilenen organ
olan karacigerin parenkim hiicreleri olan hepatositlerin gostermis oldugu oksidatif strese

kars1 reaksiyonu ve apoptotik siirecte yer alan mekanizmalar iizerinde yogunlasilmstir.

Deltametrinin metabolik yolaginda sitokrom P450 monoksijenaz enzimi basta
olmak {izere bir¢ok ksenobiyotik metabolize edici enzimin rol aldigi bilinmektedir

(Catinot ve ark., 1989). Tek doz sipermetrin (25g/kg) ve fenvalerate (4.5g/kg)' e maruz



kalan si¢anlarda antioksidant enzim olan siiperoksit dismutazin ve katalazin
aktivitesinin azaldig1 ve lipit peroksidasyon ile sonuglandigi ve eritrositlerde glutatyon
(GSH) seviyesinde diismeye sebep oldugu gosterilmistir (Kale ve ark., 1999). Bir¢ok

maddenin serbest radikal olusturarak oksidatif hasara neden oldugu bilinmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasi (ROT) ya da hiicre i¢i antioksidant savunma
mekanizmalar arasindaki uyumsuzluk ya da hiicrenin oksidatif hasar1 onarma
yeteneginin  kaybi1 sonucunda hiicrelerde  oksidatif hasar olusabilmektedir.
Ksenobiyotikler arasinda énemli bir grubu olusturan pestisitlerin neden oldugu toksik
etkilerin ortaya ¢ikarilmasinda serbest radikal olusumunun o©nemli rol oynadigi
bilinmektedir (Mercan, 2004). Deltametrin intoksikasyonun serbest radikal olusumuna

neden oldugu belirtilmektedir (Manna ve ark., 2005).

Verimeddi (2004) tarafindan yapilan ¢alismada fare dalak hiicreleri permetrin ve
endosulfana tek basma ve kombinasyon halinde maruz birakilmistir. S6z konusu
calismada piretiroit insektisitlerin tek baslarina verildikleri gruplarda H202 ve O
seviyelerinde artis meydana getirdigi tespit edilmistir. Permetrin ve endosulfani
kombinasyon halinde verdiklerinde (25 pM endosulfan + 50 uM permethrin) ise sadece
25 uM dozunda endosulfan verilen gruba gore belirgin bir degisikligin olmadig1 ancak
permetrinin (50 veya 100 puM) ve endosulfan’mn (150 pM) birlikte uygulandig
gruplarda belirgin bir O? {iretiminin artt11 belirtilmektedir. Buna ragmen yiiksek dozda
permetrin (150 uM) ve ek olarak endosulfan verilen (50 ve ya 150 pM) gruplarda O
tiretiminde belirgin bir degisikligin meydana gelmedigi, bu durumun ise daha farkl

sayida pestisit ilavesinin sonucu degistirmeyecegine kanaat getirilmistir.

Sunulan ¢alismada, deltametrine maruz birakilan primer karaciger hiicre
kiiltiirlinde olusmas1 beklenen oksidatif stresin belirtisi olarak en sik iizerinde ¢alisma
yapilan antioksidant enzimler olan SOD1, SOD2 ve GPx 1’in doz ve zamana bagl
ekspresyonlar1 immunositokimyasal olarak incelendi. Organizmada dogal olarak
sekillenen, ancak oldukca zararli serbest radikallerin molekiiler oksijene ve hidrojen
peroksite doniismesine neden olan siiperoksit dizmutaz 1 enzimi igin doz veya zaman
bagiml bir iliski kurulamamistir. Erken dénem ve diisiik dozda yiiksek ekspresyon
oldugu gozlemlenmistir (24. Saat 1 uM) (P < 0,05). 48. saat bulgularinda ise doz
artisiyla birlikte SOD 1 ekspresyonunun arttii goriilmiistiir. Genel olarak grup i¢inde

en diisiik ekspresyon seviyelerinin 72. saatte sekillendigi saptanmustir.
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SOD 2 enzim seviyelerinin SOD 1 ile uyumlu oldugu ve en yiksek
ekspresyonun 24. saatte ve 1 uM dozda gerceklestigi gézlenmistir (%12,36). Diger tiim
dozlarda (10 puM, 100 uM, DMSO, kontrol) 48. saat verilerinin 24. ve 72. saat
verilerinden yiiksek oldugu belirlenmistir. Kontrol gruplarinin ekspresyon seviyelerinin

DMSO ‘den yiiksek olmasi dikkati ¢ekici bulgulardir.

GPx 1 ekspresyonunda ise 48. saat verilerinde belirgin bir artis oldugu
belirlendi. 24. Saat, 1 uM ve 72. saat kontrol grubu boyanma oranlar1 haricinde en
yuksek pozitif boyanma oranlarinin 48. Saatte gergeklestigi belirlendi. 24. Saat
verilerinde doz artisiyla birlikte GPx1 ekspresyonunda artis gozlenmekle birlikte 48.
Saatte tam tersi bir durumun meydana geldigi, doz artis1 ile birlikte enzimin
expresyonunda artis gozlendigi tespit edildi. Yine kontrol gruplari ile DMSO uygulanan
gruplar karsilagtirildiklarinda DMSO grubu verilerinin daha diisiik oldugu gozlendi.

Calismada yer alan antioksidant enzimlerin ekspresyon miktarlart birlikte
degerlendirildiginde SOD 1 i¢in 24. saat seviyelerinin; SOD 2 ve GPx 1 verileri igin ise
48. Saat oranlarinin daha yiiksek oldugu gozlenmektedir. Ger¢ek zamanl PZR ile elde
edilen verilerde SOD 1 igin 24. saat verileri arasinda immunositokimyasal bulgular ile
uyumlu oldugu belirlenmistir. Ancak SODI i¢in yapilan immunositokimyasal
analizlerde 48. saat verilerinin 72. saat verilerinden daha yiiksek olmasina ragmen, PZR
analizleri 72. saat verilerinin daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Yine GPx 1
immunopozitifligi 48. saatte en yiiksek seviyede iken, PZR analizlerinde 24. saat
bulgularinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu bakimdan immunositokimyasal
veriler ile PZR analiz sonuglarinin 48. saat ve 72. saat gruplarinda birbiriyle uyusmadigi

tespit edilmistir.

Carolina ve ark., (2011) ¢alismasinda hiicre i¢i kristal olusumunu 6nledigi igin
hiicre kiiltiirlerinin dondurulmasi asamasinda yogun sekilde kullanilan DMSO’nun iki
onemli etkisinden bahsetmislerdir. Karbonil olusumu vasitasiyla lipit peroksidasyonu ve
protein oksidasyonu ile iligkili hidroksil ve hidroperoksil radikallerin biyolojik
sistemlerden uzaklastirilmasinda rol oynadigini belirtmektedirler. Ayrica DMSO pro-
oksidant 6zellikte olmasina ragmen, oksidasyon i¢in siilfidril gruplar ile reaksiyona
girmektedir. Bu 6nemli bir durumdur, ¢linki serbest tiyol gruplari siklikla proteinlerin
yapisinda bulunur ve protein fonksiyonunda gorev alirlar. Sunulan c¢alisma kapsaminda

her saat grubu kendi igerisinde incelendiginde SOD 1 72. saat grubu haricinde, DMSO
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gruplarinin en diisiik oranda pozitif boyanma gosterdikleri saptanmistir. Bu bakimdan
DMSO’nun hiicre kiiltiirlerinin dondurulmasi sirasinda hiicre i¢i kristal olusumunu
engellemesi ve hiicrenin patlamasina engel olmasi gibi etkileri yaninda hiicrede
olusacak oksidatif stres etkisinin de azaltilmasi bakimindan 6nemli bir kryoprotektan

oldugu bu ¢alisma ile ortaya konmustur.

Frances ve ark., (2007)’ de yaptiklar1 calismada hiicre kiiltiirlerinin elde
edilmesinde kullanilan hiicrelerin izolasyon asamasinda (tekrarlayan santrifiij asamalari
ve mekanik maniplasyonlar) ve ekimleri asamasinda zarar gordiiklerini ve son olarak da
karaciger hayvandan ¢ikarildigi asamada olusan anoksik fazda hiicrelerin hasar
gordiiklerini belirtmislerdir. S6z konusu c¢alismada hiicre ekiminin yapildig1 asamadan
sonraki ilk 24 saat icerisinde meydana gelen oksidatif olaylar incelenmistir. Calisma
sonucunda simiilasyonla yapilan cerrahi girisim sonucunda almman karacigerden
kollejenaz perfiizyon yontemi ile izole edilen hiicrelerin bulundugu vasat i¢inde reaktif
oksijen tiirlerinin ilk 18 saat igerisinde arttifi daha sonraki saatlerde ise azalmaya
basladig1 bildirilmistir. Reaktif oksijen tiirlerinin azalmasi ile antioksidant enzimler olan
SOD ve GPx artisinin meydana geldigi belirtilmistir. Bu durumun nedeni olarak izole
edilen hepatositlerin ekim Oncesi asamalardan etkilenmesi ve olusan reaktif oksijen
tirlerine kars1 ancak 18. saatten sonra reaksiyon vermeye basladigi, sonu¢ olarak
ortamdaki ROT’larin hiicreler tarafindan antioksidant enzimlerle baslatilan reaksiyonlar
sonucunda elimine edilmesi olarak gériilmiistiir. Yani ¢evre sartlarina adapte olabilmek
icin hiicrelerin zamana ihtiyaci oldugu belirtilmektedir. Sunulan calismada oksiadtif
stresle iligkili olarak incelenen enzimleden SOD 1 haricinde diger gruplarda 48 saat
verilerin daha yliksek oldugunun tespit edilmesi Frances ve ark., (2007) tarafindan
yapilan ¢alismayla uyum gdostermektedir. Serbest radikal olusumu sonrasinda hiicre
tarafindan iiretilen antioksidant enzimler tarafindan hiicre koruma altina alinabildigi
gibi, ac¢i8a cikan serbest oksijen radikalleri hiicreyi nekroza ya da apoptoza

gotlirebilmektedir.

Deltametrinin mitokondriyal membran gegirgenligini uyardigi sigan beyninde
sitokrom c¢’nin ekspresyonunda degisiklige neden oldugu belirtilmektedir (Chen ve ark.,
2007). Ayrica Wu ve arkadaglar1 (2003) tarafindan deltametrinin kiiltiire edilmis
serebral kortikal noronlarda ve sican beyninde apoptozisi uyardigir gostermislerdir.

Testikiiler apoptozisinde deltametrin tarafindan uyarildigi belirtilmistir. Piretiroit
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metabolizmasinda temel rol oynayan karaciger hiicre kiiltiirii lizerinde deltametrinin
apoptotik siirecte rol oynayan mekanizmalari {izerine yapilmig literatiir ¢calismalarina
rastlanmamustir. Yapilan ¢caligmalar genellikle piretiroit maruziyeti ile ndrodejenerasyon
arasindaki iliskinin agiga c¢ikarilmasi ilizerinde yogunlagmistir (Bloomquist ve ark.,

2002).

Hossain ve Richardson (2011) tarafindan yapilan hem in vivo hem de in vitro
caligmalar deltametrinin apoptotik etkilerinin agiga ¢ikarildig1 ancak deltametrin
tarafindan baslatilan bu siliregte yer alan mekanizmalarin anlasilmasina yonelik olarak
SK-N-AS noroblastoma hiicrelerini 10 nM-5 pM dozunda ve 24-48 saat inkiibe edildigi
belirtilmektedir. Deltametrin maruziyetinin doz ve zamana bagli olarak caspase 3
aktivitesinde 1limli bir artig goriildiigi bildirilmektedir. 24 saatte 5 pM dozunda
deltametrine maruz kalan gruplarda %17 oraninda caspase 3 aktivitesinde artig
gbzlendigi, 48. saatte 1 uM ve 5 uM dozlarinda ise sirastyla %21 ve %26 seviyelerinde
tlimli bir artis gézlendigi belirtilmektedir.

Wu ve ark., (2003) sinyal iiretim seviyesinde deltametrine maruz kalan sigan
astrositlerinin yasam oranlarinin diistiigiinii ve intraseliiler serbest Ca*? seviyesinin
artigini, Li ve ark., (2002) Ca*? seviyesindeki bu artisin sigan ndronlarindaki apoptozisi
arttirdigin1  belirtmislerdir. Permetrinle yapilan in vitro maruziyet sonucunda dalak
hiicrelerinin proliferasyonun 25 pM dozda %72 oraninda, 100 uM dozda %86 azalttig1
bildirilmistir (Prater ve ark., 2002). Wu ve ark., (2003) yapmis olduklar1 ¢aligmada
deltametrine maruz birakilmis kiiltiire edilmis kortikal noronlardaki apoptotik hiicre
Olimiinii arastirmislardir. Arastiricilar tarafindan 7 glin boyunca kiiltiire edilmis
noronlar 10, 100 ve 1000 nM dozda deltametrine maruz birakilmiglar. 100 ve 1000 nM
dozlarda doz ve zamanla orantili olarak ndronlarin yasam gii¢lerinin azaldigini tespit
etmiglerdir. Ayrica TUNEL boyamada 24, 48, 72. saatlerde kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda 100 nM dozda ¢ok sayida apoptotik hiicrenin goriildiigiini,
apoptotik hiicre sayilarinin zamanla iliskili olarak arttigin1 belirlemiglerdir. Ayni
arastiricilar bu calismada deltametrinin nitrik oksit sentetaz inhibitori olan NG-nitro-L-
arginin sentezini uyararak noronal apotozise engel oldugunu, ve bunu p53, Bax ve Bcl-2

gibi genlerin ekspresyonlarinda degisiklik olusturarak yaptigini1 géstermislerdir.

Liu ve ark., (2015) deltametrinin Madine Darby Canine Kidney (MDCK, kopek

renal tubul hiicreleri) hiicre kiiltiiriinde serbest Ca*? konsantrasyonu, yasama giicii ve
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apoptozis tizerine etkilerinin belirlenmesine yonelik caligmalarinda, 10 uM ve 40 uM
konsantrasyonda deltametrinin dozla iliskili olarak serbest Ca*? seviyesini artirdigini ve

30-60 uM konsantrasyonda dozla paralel olarak hiicreleri 6ldiirdiigiinii saptamislardir.

Literatiir verilerinde daha ¢ok merkezi sinir sistemi hiicreleri ve genital sistem
lizerinde yogunlagsmis calismalar mevcuttur. Ancak piretroit mekanizmasinda temel rol
oynayan karaciger epitel hiicreleri ve bunlardan elde edilen hiicre kiiltiirleri iizerinde
deltametrinin neden oldugu muhtemel mekanizmalarin incelendigi arastirmalara
rastlanmamustir. Literatiirlerde genel olarak deltametrine veya diger piretroitlere maruz
birakilan hiice kiiltiirlerinde doz ve zamana bagli olarak paralel sekilde caspase 3 ve
caspase 9 aktivitelerinde artis gozlenmektedir. Sunulan c¢alismada apoptotik
mekanizmalarin ¢esitli agamalarinda rol oynayan caspase 3, caspase 8 ve caspase 9
molekiillerinin belirlenmesi iizerinde yogunlasilmistir. Dis uyarimli ve i¢ uyarimli
yollarin her ikisininde de son asamasinda, yani apoptozisin son yolagi 6lim fazidir.
Apoptozisin bu asamasini baslatan, infaz kaspazlarnin aktivasyonudur. Oliim
kaspazlar1 niiklear materyali pargalayan endoniikleazlarla, c¢ekirdek ve hiicre iskelet
proteinlerini parcalayan proteazlari aktive etmektedirler (Kumar ve ark., 2014). Caspase
3’de noéronlarda ve noéron haricinde diger hiicrelerde apoptozisin 6liim fazinda 6nemli

rol oynadig1 bildirilmektedir (Cohen, 1997).

Pestisit maruziyetine bagli gelisen apoptotik mekanizmanin infaz fazindaki
caspase 3 aktivasyonunun bu siireg i¢in Kritik bir saftha oldugu belirtilmektedir (Choi ve
ark., 2010). Literatiirlerde detayli olarak c¢alisilmamis olmakla birlikte Das ve ark.,
(2008) yaptig1 bir calismada deltametrinin HepG2 hiicrelerinde caspase 3 aktivitesini
arttirdig bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismada ise deltametrinin 1, 10, 100 uM dozlarinda
caspase 3 aktivitesinin kontrol gruplarina gore fazla oldugu ancak gruplar ve uygulama
saatleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde doz ve zamanla uyumlu veriler elde

edilememistir.

Caspase 8 bir¢ok mekanizmayla aktive olmaktadir ve apoptotik mekanizmanin
dis uyarim yoluyla baglamasinda ve bu siirecin mitokondriyal yolla sonuglanmasinda rol
almaktadir (Zhao ve ark., 2010). Bu ¢alismada deltametrine maruz kalmis gruplarda en
yiiksek oranda ekspresyona 24. saatte rastlanildigi, ancak 24. saatte deltametrin
konsantrasyonun artmasiyla birlikte caspase 8 aktivitesinin azaldig: tespit edilmistir.

Yine 72. saatte de dozla birlikte ters orantili sekilde caspase 8 aktivitesinin azaldigi

69



gozlenmektedir. 48. saat bulgular1 dozla paralellik gostermekte ve literatiir bilgileriyle
uyum saglamaktadir. Genel olarak doz ve zaman bakimindan gruplar birlikte
degerlendirildiginde caspase 8 tarafindan dis uyarimli apoptotik siirecin 24. saatte ve
ozellikle 1 uM dozunda yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir. Ancak istatistiksel
olarak da doz ve saatler karsilastirildiginda 6nemli bir farklihik gézlenmemistir (P <
0,05) (One-Way Anova, Duncan Testi). Deltametrine maruz kalan gruplarda caspase 8
ekspresyonu hakkinda doz ve zamana bagli olarak litertiir verileriyle anlaml bir iliski
kurulamamasina ragmen kontrol gruplariyla dozlama yapilan gruplar karsilastrildiginda

deltametrinin apoptotik mekanizmayi dis uyaranl yolla da aktive ettigi anlasilmistir.

Caspase 9, apoptotik siirecte caspase 3’lin ayrilmast ve aktive olmasini
saglayarak DNA’nin parg¢alanmasina yol agan hiicre i¢i sistin proteazlarindan biridir
(Cohen, 1997; Kitazawa ve ark., 2003). Hossain ve Richardson (2011) caspase 9’un
deltametrin tarafindan insan noroblastoma hiicreleri lizerindeki etkilerini arastirmislar
ve 24 ve 48 saat siireyle deltametrine maruz kalan hiicrelerde zaman ve dozla orantili
sekilde caspase 9 aktivitesinin arttigini belirlemislerdir. Sunulan bu ¢alismada primer
karaciger hiicrelerinde caspase 9 aktivitesinin en yiiksek seviyede 24. saat ve 1 uM
dozunda oldugu tespit edilmistir. Ancak ¢alisma gruplari arasinda doz ve zamana bagh
olarak caspase 9 ekspresyon oranlar1 arasinda anlamli bir iliski kurulamamistir. DMSO
ve kontrol gruplar1 arasinda yapilan incelemede 24. saat verilerinde her iki grubun
birbirine yakin veriler sundugu, 48. ve 72. saattlerde ise DMSO grubunda kontrol

gruplariyla karsilastirildiginda caspase 9 aktivitesinde azalma tespit edilmistir.

Banic ve ark., (2011) primer hepatositlerin izolasyonu asamasinda caspase 9’un
preapoptotik hiicre stres yaniti denen tarzda hiicre c¢ekirdegine dogru hareket ettigini
belirtmektedirler. Hiicre kiiltiirine DMSO uygulanmasinin caspase 9 ‘un ¢ekirdege
hareket etmesini engellemedigi, ancak izolasyondan hemen sonra primer hepatositlere
DMSO uygulanmasinin caspase 9’un tam tersi olarak cekirdekten sitosol igerisine
hareket etmesini sagladigi belirtilmektedir. Sonug olarak hiicrelerin DMSO ile muamele
edilmesi sonucunda caspase 9 yoluyla apoptotik mekanizmanin aktive olmasinin
geciktirildigi ve DMSO uygulanan hepatositlerin bu sayede yasam giicii ve siirelerinin

daha ytiiksek oldugu ifade edilmektedir.

Sunulan ¢alismada TUNEL reaksiyonu ile caspase 9 ekspresyonu agisindan

DMSO ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir iliski gdézlenmistir. Hem TUNEL
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metodu sonuglarinda hem de caspase 9 ekspresyonlarinda 48. saat ve 72. saat verilerinin
birbirlerine paralel olarak kontrol gruplarindan diisiik oldugu belirlenmistir. Bu
durumun caspase 9 tlizerinde DMSO’nun i¢ uyaranli apoptotik yolu baskiladig
bilgilerini de desteklemektedir. TUNEL metodu ile yapilan incelemede diger caspase
serileriyle uyumlu olarak 24. saat 1 uM dozda en yiiksek boyanma oranina rastlanmis,
saatler arasindaki iliski incelendiginde ise en yiiksek TUNEL reaksiyonunun 24. saatte
gozlendigi, 72. saate dogru bu oranin distiigii tespit edilmistir. Bu durum verilen
literatlir bilgileriyle uyumlu bulunmus ancak gruplar igerisinde dozla iligkili olarak

boyanma yogunluklar1 arasinda anlaml bir iligki kurulamamastir.

Hossain ve Richardson (2011) galigmalarinda elde ettikler verilerle deltametrinin
apoptozisi endoplazmik retikulum stresine bagli olarak da uyardigini gostermislerdir.
Klasik olarak bilinen digsal ve i¢sel yollarla uyarilan apoptotik mekanizmalarda oldugu
gibi, endoplazmik retikulum stresine bagli olarak da apoptotik siire¢ baslayabilmektedir
(Verkhratsky, 2005). Endoplazmik retikulum Ca?* depolanmasindan ve Ca?
homeostazisinde igsel bir rol oynar ve endoplazmik retikulumdaki kalsiyum
depolarindan kalsiyumun salinmasi caspase 12’nin aktive olmasini ve sonugta caspase 3
ve caspase 9’u aktive olmasiyla birlikte apoptozisin gergeklesmesine neden olan
stiregler baglatilmig olur. Deltametrine maruz kalan ndroblastoma hiicrelerinde caspase
12 aktivasyonunda doz bagimli iligkisi ortaya konulmustur (Hossain ve Richardson,
2011). Deltametrinin neden oldugu apoptotik mekanzimalarda igsel yolda etkili olan
caspase 3, caspase 9 ve dis uyarimli yolda etkili olan caspase 8’in etkili oldugu sunulan
bu calismada ortaya konulmakla birlikte, endoplazmik retikulum stresi nedeniye bir
baska yol iizerinden de apoptotik mekanizmanin aktive olup olmadig1 belirlenmemistir.
Bu mekanizmalar iizerinde yeterli literatiir ¢alismasinin olmadig1 goz 6niine alindiginda,
s0z konusu deltametrin ve diger piretroit toksikasyonlarinda gergeklesen hiicre
Olimlerinde diger apoptotik mekanizmalar iizerinde daha fazla sayida arastirma

yapilmasi gerektigi kanaatine varilmistir.

Sunulan calismada 20x objektif altinda birim alana diisen hepatosit sayilar
belirlenmistir. 48. saatteki hiicre sayisinin 24. Saate gore daha fazla oldugu; 72. saatte
birim alana diisen hiicre sayilarinin ise azaldigi tespit edilmistir. Ayrica gruplara
uygulanan deltametrinin dozlar1 arasinda yapilan sayimlara gére 1 uM dozdan 100 pM

doza dogru gittik¢e azalan hiicre yogunlugunun olmasit Wu ve ark., (2003) sundugu
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verilerle uyumluluk géstermektedir. Literatiir verilerine deltametrinin hiicre canliligini
artirdigina ve hiicre proliferasyonunu uyardigima dair bilgiye rastlanilmamistir. Tiim
uygulama saatlerinde 1 pM, 10 uM dozlarindaki hiicre sayilarinin genel olarak DMSO
ve kontrol gruplarindan daha yiiksek hiicre yogunluguna sahip oldugu anlasiimakla

birlikte hiicre yogunluklarina iliskin bu verilere yonelik aciklama getirilememektedir.

Sunulan ¢alismada oksidatif stres belirtegleri SOD 1, SOD 2 ve GPx 1
aktiviteleri ile caspase 3, caspase 8 ve caspase 9 aktiviteleri ile gruplar arasinda bir
uyum oldugu gozlenmektedir. Deltametrin toksikasyonunda muhtemelen meydana
gelen oksidatif stresin 24. saatte yiliksek oldugu ve buna bagli olarak apoptotik siirecinde
24. saatte yiiksek olmasi arasinda bir korelasyon bulundu. Bu durumun muhtemelen
Primer karaciger hiicre kiiltiiriiniin eldesi asamasinda uygulanan prosediir geregi oldugu
diistintilmektedir. Zira normal kan dolasimi ile beslenen ve oksijenlenen hepatositler,
perfiizyon ve enzimatik ayirma islemleri sirasinda en az 1 saat boyunca dis ortamda
tutulmakta ve bu da hiicreleri belirgin bir strese sokmaktadir. Ayrica Rauckman (1987)
yetigkin sican hepatositlerinden elde edilen primer hiicre kiiltiirlerinin metabolizma ve
toksisite ¢alismalar1 i¢in ideal model olarak goriildiigiinii belirtmektedir. Ancak s6z
konusu yetiskin siganlardan elde edilen primer karaciger hiicrelerindeki temel sorun,
yagsam siirelerinin 7-10 giin gibi kisa olmas1 ve kiiltiir icinde gecirdikleri zamanin
artmasiyla birlikte enzimatik aktivitelerinde hizli bir diisiis meydana gelmesine
baglanmaktadir. Bu nedenle hiicre kiiltliri iizerinde birka¢ giin boyunca siirecek
toksisite ¢aligmalarinda metabolik olarak dejenere olmus hiicre sistemleri iizerinde
yapilan ¢alismalarda ¢eligki sonuglarin elde edilebilecegini bildirmistir (Bonney, 1974;
Laishes ve Williams, 1976).

Sunulan ¢alisma sonucunda gerek apoptotik mekanizmalarin agiga ¢ikarilmasi
amaciyla ekspresyonlarina bakilan caspase 3, caspase 8 ve caspase 9 ile TUNEL
reaksiyonlari, gerekse oksidatif streste rol oynayan SOD1, SOD2 ve GPx 1 enzimlerin
ekspresyonlar1 birlikte degerlendirildiginde; deltametrine maruz kalmis hepatositlerin
metabolik ve enzimatik olarak 24. ve 48. saatlerde daha aktif olduklar1 yorumu
yapilabilir. S6z konusu tablo PZR bulgulariyla da uyumlu olup, 72. saate ait oksidatif
streste rol oynadigr bilinen SOD 1, SOD 2 ve GPx 1 miktarlarina ait Olglim
yapilamamistir. Bu durumla ilgili olarak Hossain ve Richardson (2011) tarafindan

yapilan bir ¢alismada deltametrinin yiiksek dozlarina (10 uM ve iistii) 48 saatte siireyle
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maruz kalan SK-N-AS dopaminerjik hiicrelerde agik sekilde hiicre oliimiiniin
tetiklendigi, deltametrinin daha diisiik konsantrasyonlarin da (100 nM-5 uM) ve 24.
saatte ise diger literatiir verileri ile uyumlu olarak DNA fragmentasyonu ve apoptozisin
tiim ozellikleri gézlenmistir. Bu bilgiler 1s1¢1nda 24. saatte meydana gelmis olan ytiksek
orandaki ekspresyonlarin, hiicrelerin kiiltlirlerinin elde edilme asamasinda, meydana
gelen dis kosullardaki degisikliklerin erken oksidatif stresi ve siire¢ sonunda da
apoptotik mekanizmalarin uyarilmasiyla iliskisi oldugu diisiiniilmektedir. Doz iliskili
olarak ekspresyon miktarlarindaki anlamli artiglar genellikle 48. saat verilerinde
goriilmiis, bunun nedeninin hiicrelerin erken olusan stres etkilerinden kurtulup daha
anlamli verileri bu saatten sonra vermesine baglanmustir. Hiicre kiiltiirlerinde 72. saat
verilerinin en diisiik seviyede olmasi; hiicrelerin yasam giicii ve siirelerinin zamanla
azalmas1 ve buna paralel olarak enzimatik aktivite ve metabolizmalarinin yavaglamasi

ile aciklanabilir.

Dornetshuber ve ark., (2008) yaptig1 calismada permetrinin insan hepatoma
hiicreleri (HCC-1.2) ve primer karaciger hiicreleri iizerindeki biyolojik etkileri ve
apoptozisin uyarilmasiin incelenmesi amaciyla, permetrin 2 uM ve 50 uM arasinda
konsantrasyonlarda dozlama yapilmistir. Sunulan ¢alisma ve Dornetshuber ve ark.,
(2008)’e ait sonuglara gore, primer karaciger hiicre kiiltiirleri {izerinde metabolik ya da
enzimatik aktivitelerin Olglilmesine yonelik yapilacak calismalarda, uygulanacak
dozlamalar arasindaki farkin daha diisiik seviyede tutulmasi gerektigi (100 nM, 1 uM, 5
uM, 10 uM, 25 uM ve 50 uM gibi) ve analiz zamanlarinin daha sik tutulmasi gerektigi
(12. Saat, 18. Saat, 24. Saat, 30. Saat) kanaatine varilmistir. Primer karaciger hiicre
kiiltiirleri lizerinde deltametrinin etkilerinin incelendigi literatiir verisine rastlanmamig
olmasma ragmen, diger hiicreler ilizerinde yapilan dozlamalarla karsilastirildiginda
ozellikle 100 uM deltametrin dozunun bu hiicrelerde ani Gliimlere neden oldugu

distiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Genel olarak deltametrin ve diger piretroit insektisitler iistiine yapilan
caligmalarin sinir sistemi ve genital sistem lizerine yogunlastig1 tespit edilmistir. Ayrica
primer karaciger hiicre kiiltliri iizerine deltametrinin uyardig1 oksidatif ve apoptotik
mekanizmalarin  agiga c¢ikarilmasina yonelik caligmalara literatiir  verilerinde
rastlanmamistir. Bu aragtirmada, oldukca yiiksek insektisidal aktiviteli ve memeliler i¢in
diisiik derecede toksik 6zellik gosteren deltametrinin primer karaciger hiicre kiltiirii
tizerindeki oksidatif ve apoptotik etkileri incelenmistir. Organizmada oksidatif strese
neden olan reaktif oksijen tiirlerinin doku ve hiicreler iizerindeki zararli etkilerini
ortadan kaldirmada etkili enzimler olan siiperoksit dizmutazlarin (1 ve 2) ve glutatyon
peroksidazin aktivitelerin deltametrin uygulamasina bagh olarak arttig1 tespit edilmistir.
Ancak uygulama saatleri (24, 48, 72) ve uygulama dozlar1 (1 uM, 10 uM, 100 uM,
DMSO, Kontrol) arasinda zaman-doz iliskisine dayali anlamli bir artis ya da azalig
tespit edilememis, bu enzimler agisindan 72. saat grubunda ve kontrol gruplarinda
diisiik oranda ekspresyon gozlenmistir. DMSO gruplarinda kontrol gruplarina oranla
genel olarak daha diisiik ekspresyon meydana geldigi belirlenmis olup, dnceki literatiir
bilgileri ile uyumlu olarak hiicre kiiltiirlerinin dondurulmasi ve ¢6ziicii olarak siklikla

DMSO kullanilmasinin oksidatif stresi baskiladigi sonucuna varilmstir.

Piretroit insektisitler nedeniyle olusan toksikasyonlarda meydana gelen oksidatif
stresin olas1 bir apoptotik hiicre 6liimiinii tetikledigi diisiiniilerek, apoptotik siiregte yer
caspase 3, caspase 8 ve caspase 9 gibi enzimlerin aktivasyonu ile TUNEL
reaksiyonlarinin deltametrin tarafindan tetiklendigi ortaya konulmus olup, bu sayede
apoptotik mekanizmanin hem i¢ uyarim hem de dis uyaran yol ile aktive oldugu
belirlenmistir. Apoptotik siirecte yer alan enzimlerin aktivitesi ile oksidatif streste yer
alan enzimlerin aktivasyonlariyla iliskili olarak paralel veriler elde edilmesine ragmen,
apoptotik enzimlerin ekspresyonlarinda zaman ve doz iliskili anlamli bir artis ya da
azalis tespit edilememistir. Bazi aragtirmacilar deltametrinin baska yollar iizerinden de
(endoplazmik retikulum stresi) apoptozisin tetiklendigini belirtmislerdir. Tim bu
verilerden elde edilen sonuglara gore, deltametrin ve metabolik yolda en ¢ok etki
gbsteren organ olan karaciger iizerine yapilmis ¢aligmalarin bu mekanizmalarin agiga
¢ikarilmasi icin yeterli olmadigi, baska calismalarla da bu bulgularin desteklenmesi

gerektigi sonucuna varilmstir.



Yetiskin si¢an hepatositlerinden elde edilen primer kiiltiirler metabolizma ve
toksisite ¢alismalar1 i¢in ideal model olarak goriilmektedir. Ancak primer karaciger
hiicrelerindeki temel sorun yasam siirelerin kisa olmas1 ve kiiltiir igerisinde zaman bagh
olarak enzimatik aktivitelerinde hizli bir diisiis meydana gelmesidir. Bu nedenle hiicre
kiltiirii izerinde birkag giin boyunca siirecek toksisite ¢alismalarinda metabolik olarak
dejenere olmus hiicre sistemlerinde yapilan c¢alismalarda celiskili sonuglar elde
edilebilecegi unutulmamalidir. Primer karaciger hiicre kiiltiirleri lizerinde metabolik ya
da enzimatik aktivitelerin Olgiilmesine yonelik yapilacak caligmalarda, uygulanacak
dozlar arasindaki farkin daha diisiik seviyede tutularak analiz zamanlarinin daha sik

yapilmasi gerektigi (12. Saat, 18. Saat, 24. Saat, 30. Saat) kanaatine varilmistir.

Sunulan calisma sonucunda, tarim ve veteriner hekimliginde yaygin sekilde
kullanilan tip 2 piretroit insektisit olan deltametrinin, in vitro karaciger epitel hiicreleri
tizerinde oksidatif strese neden oldugu ve cesitli mekanizmalar araciligi ile apoptotik
stireci uyardig belirlenmistir. Deltametrinin kullanim alanin yayginligi, dogada yogun
sekilde bulunabilmesi ve canli organizmada gergeklestirdigi reaksiyonlar g6z Oniine
alindiginda, s6z konusu insektisitin kullaniminin daha dikkatli bir sekilde yapilmasi ve
bu insektisitlerle temasa gegebilecek olan canlilarin da bu etkilerden uzak tutulmasi

amaciyla gerekli 6nlemlerin alinmasi gerektigi sonucuna vartlmistir.
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