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TESEKKUR

Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji
Anabilim Dali’nda yapmis oldugum doktora egitimimin her asamasinda bana yol
gosteren, bilgi ve deneyimlerini paylasan, titiz ve disiplinli ¢alismay1 6greten, degerli
danigsman hocam sayin Prof.Dr. Abdurrahman AKSOY’a en icten dileklerimle tesekkiir
ederim.

Doktora egitimim boyunca gerek aldigim derslerle gerekse laboratuvar
calismalarinda bilgi ve yardimlarini esirgemeyen Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali 6gretim iiyeleri, hocalarim sayin
Do¢.Dr. Oguzhan YAVUZ ve sayin Yrd.Do¢.Dr. Yavuz Kiirsad DAS’a, bilgi ve
deneyimleri ile her zaman yanimda olan, c¢alisma arkadasim sayin Dr. Dilek
GUVENC’e ve PYO.VET.1904.10.002 no’lu proje ile doktora tez calismamizi
destekleyen Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyon
Baskanligi’na tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her agamasinda bana destek olan ve varliklariyla gliven veren ¢ok
kiymetli sevgili ailem’e ve sabr1 ve hosgoriisii igin sevgili esim’e ayrica tesekkiir

ederim.



OZET

D-FENOTRIN’E MARUZ BIRAKILAN RATLARIN CESITLIi DOKULARINDA
OKSIiDATIF DNA HASARININ ARASTIRILMASI

Amag: Piretroid insektisitler veteriner hekimligi, tarimsal miicadele ve halk
sagligr alanlarinda yaygin olarak kullanilmakta ve hedef canlilarda ¢ok zehirli ancak
memeliler tizerinde diisik zehirlilik derecesine sahip olmalart ve c¢abuk
yikimlanmalarindan &tiiri tercih edilmektedirler. Oral biyoyararlanimlar1 bilesiklere
gore degismekle birlikte yaklasik olarak % 40-60 oranindadir. Piretroidlerin yapilan
caligmalarla baz1 memeli sistemlerinde oksidatif stresin olugsmasinda potansiyel teskil
ettikleri bildirilmistir. 8-0kso-2’-deoksiguanozin (8-oksodG), oksidatif stres ve DNA
hasarinin belirlenmesinde 6nemli ve hassas bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir.
Calisma ile d-fenotrin maruziyeti sonucu rat karaciger ve bobreginde oksidatif strese
bagli olarak sekillenebilecek genotoksisite riskinin degerlendirilmesi amaglandi.

Materyal ve Metot: 8-oksodG/10° 2’-deoksiguanozin (dG) diizeyleri yiiksek
performanshi sivi  kromatografisi (HPLC) - diode array detektor (DAD) ve
elektrokimyasal detektor (ECD) teknigi ile olgiildii. Calismada erkek Wistar albino
ratlardan rastgele (~ 6 haftalik, 150-200 g) her grupta on adet rat olmak {izere bes deney
ve bir kontrol grubu olusturuldu. Deney hayvanlarina 25 mg/kg (grup I), 50 mg/kg
(grup 1), 66,7 mg/kg (grup 111), 100 mg/kg (grup 1V) ve 200 mg/kg (grup V) dozlarinda
d-fenotrin ve kontrol grubuna sadece tasit madde (dimetil siilfoksit, DMSO) periton i¢i
(PI) yolla 14 giin boyunca uygulandi. Calismanin sonunda servikal dislokasyon
yontemiyle 6tenazi edilen hayvanlardan elde edilen karaciger ve bobrekler soguk serum
fizyolojik soliisyonu (% 0,9 sodyum kloriir) ile yikandiktan sonra hizli bir sekilde sivi
azot ile donduruldu. DNA izolasyon Kkiti (Roche Diagnostics GmbH Mannheim,
Germany; cat.no. 11 814 770 001) kullanilarak izole edilen DNA’lar niikleaz P1 ve
alkalin fosfataz (ALP) enzimleri ile hidrolize ugratildiktan sonra analizleri yapilmak
tizere HPLC cihazina enjekte edildi. dG diizeyleri DAD ve 8-oksodG diizeyleri ECD ile
analiz edildi.

Bulgular: Deney gruplarindaki ortalama 8-0ksodG/10° dG diizeyleri grup I, 11,
Ill, IV ve V icin swrastyla karacigerde 48,15+£7,43, 68,92+20,66, 82,07£14,15,
85,08+28,50, 89,14+21,73 ve bdbrekte 39,06+7,63, 59,69+14,22, 61,13+17,46,



65,13+23,40, 72,66+19,04, kontrol grubu ortalama 8-oksodG/10° dG diizeyleri
karacigerde 44,96+12,66 ve bobrekte 39,07+4,80 olarak tespit edildi. Elde edilen
bulgulara gore, kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda d-fenotrine maruz kalan
hayvanlarin her iki organinda da doza bagimli sekilde oksidatif DNA hasarinda
Istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) artis gozlendi. Karacigerde meydana gelen DNA
hasar1 bobrege gore daha yiliksek diizeyde bulunmus olup aralarinda ¢ok anlamli (p <
0,01) korelasyon tespit edildi.

Sonug: Sonug olarak, d-fenotrine 14 giin boyunca PI yolla maruz kalan ratlarin
karaciger ve bobreklerinde doza bagimli olarak serbest radikal iiretimi ve bunun
sonucunda oksidatif DNA hasar1 sekillendigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Bobrek; d-fenotrin; HPLC-ECD/DAD; karaciger;
oksidatif DNA hasari

Enes ATMACA, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Aralik - 2012



ABSTRACT

OXIDATIVE DNA DAMAGE IN SEVERAL TISSUES OF RATS EXPOSED TO
D-PHENOTHRIN

Objective: Pyrethroid insecticides are widely used in veterinary medicine and
public health for agricultural and domestic purposes because they show high toxicity to
a wide range of insects and low toxicity to mammals and rapid biodegradability.
Although their oral bioavailability varies with regard to the compound, approximately
40-60 % of an orally ingested dose is absorbed. Several studies have indicated that
certain pyrethroids have the potential to induce oxidative stress in organs of some
mammalian systems. One of the oxidized products of nucleic acids, 8-oxo-2’-
deoxyguanosine (8-oxodG), is a sensitive biomarker of oxidative stress and DNA
damage. The objective of this study was to assess the risk of genotoxicity of d-
phenothrin in rat liver and kidney caused by oxidative stress.

Material and Method: The level of 8-0x0dG/10° 2’-deoxyguanosine (dG) was
measured by using high performance liquid chromatography (HPLC) with a diode array
(DAD) and an electrochemical detector (ECD). Sixty male Wistar albino rats (~6-week-
old, 150-200 g body weight) were randomly divided into five experimental groups and
one control group of ten rats/group. D-phenothrin was administered intraperitoneally
(P) to the animals at 25 mg/kg (group 1), 50 mg/kg (group 1), 66.7 mg/kg (group I11),
100 mg/kg (group 1V) and 200 mg/kg (group V) for 14 consecutive days and the control
group received only the vehicle, dimethyl sulfoxide (DMSO). At the end of the
experiment, rats were euthanized by cervical dislocation. The livers and kidneys were
excised and after rinsing with ice-cold physiological saline solution (0.9 % sodium
chloride), samples were frozen immediately in liquid nitrogen. DNA from frozen
samples was isolated by using a DNA isolation kit (Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Germany; cat.no. 11 814 770 001). Following digestion with nuclease P1
and alkaline phosphatase, hydrolysed DNA was subjected to HPLC. The dG level was
analyzed by DAD and 8-oxodG by ECD.

Results: In the experimental groups, mean 8-oxodG/10° dG levels were
48.15+7.43, 68.92+20.66, 82.07+14.15, 85.08+28.50, 89.14+21.73 in livers and
39.06+7.63, 59.69+£14.22, 61.13+17.46, 65.134+23.40, 72.66+19.04 in kidneys of groups
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I, 11, 111, 1V and V, respectively. The mean 8-0xodG/10° dG levels in the control group
were 44.96+12.66 in liver and 39.07+4.80 in kidney. A statistically significant (p <
0.05), dose-dependent increase in oxidative DNA damage was observed in both organs
of animals exposed to d-phenothrin, when compared to controls. The liver showed
significantly higher oxidative DNA damage than the kidney (p < 0.01).

Conclusion: In conclusion, d-phenothrin administered to rats intraperitoneally
for 14 consecutive days generated free radical species in a dose-dependent manner and
caused oxidative DNA damage in rat liver and kidney.

Key Words: d-phenothrin; HPLC-ECD/DAD; kidney; liver; oxidative DNA
damage

Enes ATMACA, PhD Thesis

Ondokuz Mayis University - Samsun, December - 2012
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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Epsilon
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Oksidatif DNA Hasarinda Avrupa Standartlar1 Komitesi
Idrar DNA Lezyonlarinda Avrupa Standartlari Komitesi
2,6-diamino-4-okso-5-formamidopirimidin
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GSH
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Oksitlenmis glutatyon

Glutatyon S-transferaz

Hidrojen peroksit

Hidroklorik asit
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nm Nanometre

nmol Nanomol

NMWL Nominal molekiiler agirlik limiti
NO Nitrik oksit

NO; Azot dioksit

NOS Nitrik oksit sentaz

‘OH Hidroksil radikali
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ODS Oktadodesilsilil silika
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PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
pPg Pikogram
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1. GIRIS

Pestisitler pest (bocek, kemirici, yabani ot, mikroorganizmalar) denilen
zararlilardan korunmak, onlar1 yok etmek, uzaklastirmak veya sayilarini azaltmak
amaciyla kullanilan kimyasal maddelerdir (Costa, 2008). Bu kimyasallar dogrudan
cevreye, Dbitkilere, hayvan barinaklari, insan ve hayvanlarin  viicuduna
uygulandiklarindan; canlilarda bir¢ok istenmeyen etkilere yol acabilirler (Kaya ve
Bilgili, 2002). Viicudun antioksidan savunma mekanizmasi ile hiicrelerin lipit
tabakasiin peroksidasyonuna neden olan serbest radikal iiretimi arasindaki dengesizlik
olarak tanimlanan oksidatif stres, pestisitlerin neden oldugu toksisitenin olasi bir
mekanizmasi olarak son 20 yildir toksikolojik arastirmalarin odagi haline gelmistir
(Agrawal ve Sharma, 2010). Pestisitler, serbest radikal tiretimi yoluyla oksidatif stresin
olugmasina neden olabilirler. Béylece agiga ¢ikan reaktif oksijen tiirleri hiicre zarlari,
deoksiriboniikleik asit (DNA), riboniikleik asit (RNA) gibi yapilarda oksidatif hasarin
olugmasina yol agabilir. Oksidatif stresin, farklit mekanizmalar ile DNA {izerinde baz ve
seker modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir kirilmalari, abazik boélgeler, DNA-protein
capraz baglanmasi gibi bir takim lezyonlara neden olarak hasara yol actig1 bilinmektedir
(Cooke ve ark., 2003). Bu durum, pestisitlerin karaciger, bobrek, sinir, kas ve benzeri
yerlerde yol actiklar1 hasarin baglica nedenleri arasindadir (Kaya ve Bilgili, 2002).

Genetik materyalin molekiiler biitiinliiglinde endojen veya ekzojen faktorlerin
etkisiyle meydana gelen tiim degisiklikler DNA hasar1 olarak adlandirilir (Kulaksiz ve
Sancar, 2007). DNA hasari, hiicrenin yasami boyunca yaygin olarak goriilen ve
mutasyon, kanser, yaslanma ve sonugcta hiicre Sliimiine yol agabilen bir olaydir. DNA,
yasam boyunca hiicresel metabolitler (Reaktif oksijen tiirleri, ROS) ve ekzojen ajanlar
tarafindan siirekli olarak degisimlere maruz kalir. Bu degisimler sonugta tek hiicreli
organizmalarda 6liime; c¢ok hiicreli organizmalarda ise dejenerasyon ve yaslanmaya
sebep olabilir (Sancar ve ark., 2004).

Reaktif oksijen tiirleri DNA’da 25’den fazla oksidatif baz hasar iirliniiniin
olusmasina yol acar (Cadet ve ark., 2011). Hasara ugrayan bazlar arasinda 8-oksodG
mutajenitesi en iyi bilinen ve en sik karsilagilan oksidatif DNA hasar1 biyobelirtecidir.
Bu nedenle 8-0ksodG o6l¢iimii, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak
kabul edilmekte ve oksidatif DNA hasarini belirlemede en sik kullanilan yontem olarak

uygulanmaktadir (De Martinis ve Bianchi, 2002).



Gliniimiizde veteriner hekimligi, halk sagligi ve tarimsal miicadelede diger
pestisitlere oranla ¢evrede ¢abuk yikimlanip kalinti sorununa yol agmamalari, hedef
canlilarda yliksek zehirlilige sahip olmalar1 ve memelilerde oldukca giivenli olmalari
gibi nedenlerden otiirii sentetik piretroid grubu insektisitler tercih edilmektedir. Bu
grupta bulunan d-fenotrin 1977°den bu yana ticari olarak iiretilmekte olup; depolanmis
tiriinleri ve tahil tanelerini korumak, ciftlik hayvanlarinda i¢ ve dis parazitleri kontrol
altina almak, ev, igsyeri ve dis ortamlardaki haserelerle miicadele etmek ve insanlarda bit
miicadelesi amaciyla diinya c¢apinda yogun olarak kullanilmaktadir. D-fenotrin
memeliler i¢in olduke¢a giivenli bir madde olarak kabul edilir ve Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan zehirliligi agisindan Tablo 5 (Normal Kullanim Sartlar1 Altinda
Giivenli) gruba dahil edilmektedir (WHO, 1990). Ancak, d-fenotrinin DNA hasari
yapict etkisi ile ilgili yapilan ¢alisma bulunmamakta ve hangi dozlarda DNA hasarina
yol agtig1 bilinmemektedir.

Son yillarda pestisitlerin neden oldugu oksidatif stres mekanizmasina 11k
tutmak acisindan c¢esitli organlarda meydana gelebilecek biyokimyasal ve molekiiler
diizeydeki degisimleri izlemek amaciyla akut ve subakut dozlarda pestisit maruziyeti
uygulamalarina dayanan hayvan deneyleri calismalari yapilmaktadir (Agrawal ve
Sharma, 2010).

Tez calismasi ile insektisit aktivitesi Tip Il piretroidlere gore diisiik ancak
memeliler igin daha giivenli Tip I piretroid grubu insektisit olan d-fenotrine PI yolla 14
giin siire ile maruz birakilan ratlarin, viicutta biyotransformasyon ve detoksifikasyondan
sorumlu, enzimatik tepkimelerin biiyiik bolimiiniin gerceklestigi organ olan karaciger
ve atilimdan sorumlu organ olan bébreklerinde 8-oksodG/10° dG diizeylerinin son
derece hassas bir yontem olan HPLC ECD/DAD sistemi ile dlgiilerek DNA hasarinin
varliginin arastirillmast ve boylece oksidatif strese bagli olarak sekillenebilecek
genotoksisite riskinin degerlendirilmesi amaglandi. D-fenotrinin potansiyel tehlikeleri
arasinda olan genotoksik etkisinin belirlenmesinin, insan ve hayvan sagligi acisindan

risk degerlendirmesi amaciyla Onemli bir veri olmasi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Pestisitlerin Kisa Tarihgesi ve Gelisimi

Pestisitler tarih Oncesi donemlerden bugiine kadar kullanilan kimyasal
maddelerdir. Ebers Papiriisii’nde milattan énce 1500’li yillarda evlerden pire kagiran
formiillerden bahsedilmektedir. Milattan sonra 900 yilinda Cin’de bahge hasereleri i¢in
arsenigin kullanildig1r kaydedilmistir. Arsenik ve kiikiirt 1800’14 yillarin baglarinda
insektisit ve herbisit olarak kullanilmislardir. Ondokuzuncu yiizyil siilfiir bilesiklerinin
kesfi ve bu bilesiklerin fungusit olarak kullanilmaya baslamasiyla pestisit ¢agi olarak
kabul edilmistir. Yine bu donemde arsenik bilesikleri sebze ve meyve zararlilarina karsi
yaygin olarak kullanilmiglardir. Paul Miiller 1939 yilinda DDT’nin pestisit olarak
kullanilabilecegini kesfetmistir. DDT, 1942 yilinda ticari olarak {iretimi yapildiktan
sonra, tarimsal alanda, sitma ve diger hasere kaynakli hastaliklarin kontrol edilmesinde
genis kullanim alan1 bulmustur. Ancak organik klorlu (OK) pestisitlerin 1970’1i yillarda
kullanimlarinin 6nce sinirlandirilmasi sonralart da tiimiiyle yasaklanmasi ile organik
fosforlu (OF), karbamat ve sentetik piretroidler zararlilarla miicadelede daha 6n plana
cikmistir (Costa, 2008).

Ikinci diinya savasindan sonra sentetik pestisitler ABD’nde genis olciide
kullanilmistir. Giintimiizde bazi pestisit formulasyonlarini olusturan etken maddeler
aslinda birer savas silah1 amaciyla gelistirilmiglerdir. Sentetik pestisitlerin
gelistirilmesinden Once tarimsal alanda zararlilarla miicadelede dogal bilesikler olan
arsenik ve piretrum kullanilmakta iken 1950°li yillardan itibaren zamanla tarimsal
tiretimin artisina bagli olarak dogal tehditleri onlemek amaciyla sentetik pestisit
kullanimi da tarim uygulamalarinda yerini almistir (Levine, 2007).

Bugiin diinyada yillik pestisit kullaniminin 4.6 milyon ton civarinda oldugu ve
cevreye uygulanan pestisitlerin sadece % 1’inin etki gosterdigi, geri kalan % 99’luk
kisminin hedef olmayan arazilere, su kaynaklarina ve atmosfere yayildig1 ve bdylece
hedef olmayan organizmalara ulastig1 bildirilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve
Birlesmis Milletler Cevre Programi (UNEP) raporuna goére diinya capinda yilda
220.000’1 6liimle sonuglanan 26 milyonun iizerinde pestisit zehirlenmesi goriilmektedir.
Pestisit kullanimi bakimindan Avrupa’da su anda Almanya en biyiik {iretici ve

Fransa’dan sonra en biiyiik ikinci tiiketici konumunda olup; Italya, Ispanya ve Ingiltere



diger biiyiik Olgiide pestisit kullanan {ilkeler arasindadir (Zhang ve ark., 2011).
Ulkemizde ise yilda yaklasik 20 bin tonun iizerinde pestisit tiiketilmektedir (Delen ve
ark., 2010). Almanya ve Fransa’da yillara gore pestisit tiikketimi Tablo 1’de, iilkemiz
genelinde yillara gore tiiketilen pestisit miktar1 Tablo 2°de gosterilmistir.

Gelismis iilkelerle, ornegin Almanya ve Fransa ile karsilastirildiginda,
Tiirkiye’de daha az pestisit kullanildig1 anlasilmaktadir. Ancak iilkemizde bilingsiz ve
kontrolstiz bi¢imde uygulanan bu kimyasal maddeler, zararli organizmalarda pestisitlere
duyarliigin azalmasi, ¢evre Kkirliligi, insan ve hayvanlarda saglik sorunlar1 ve

zehirlenmelere neden olabilmektedir (Delen ve ark., 2010).

Tablo 1. Almanya ve Fransa’da yillara gore pestisit tiiketimi (ton) (Zhang ve ark., 2011)

Pestisit Ulke 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Grubu

Almanya 13804  1308.7 1412.3 1038.1 1201.7 963.31 776.24 13704
Insektisitler
Fransa 3103 2488 2308 2224 2460 2506 2140 2101

Almanya  16610.8 149422 14327.9 15349.5 159229 15610.3 17062.8 17163.7
Herbisitler

Fransa 30845 32122 28779 24508 26102 29209 23068 26808
Fungisit ve Almanya 9375.9 80219 99158 98274 78584 95432 95234 10311.7

Bakterisitler  Franga 52834 54130 43351 39317 37175 35921 35957 36919




Tablo 2. Tiirkiye’de yillara gore pestisit tiikketimi (L veya kg) (Delen ve ark., 2010)

Fumigantlar ve

Yillar Insektisitler ~ Fungisitler Herbisitler Nematisitler
1979 2.287.658 1.537.315 2.451.977 315.665
1980 2.245.811 1.426.073 1.934.663 157.765
1981 3.163.475 1.327.622 1.585.610 85.587
1982 3.318.890 1.465.511 2.020.078 117.980
1983 3.403.763 2.659.381 3.279.882 166.231
1984 3.769.758 2.843.420 3.620.887 205.543
1985 3.532.222 2.607.081 2.074.688 116.168
1986 3.793.371 2.561.065 2.813.537 217.594
1987 3.303.446 2.611.960 3.495.044 322.227
1988 2.989.532 2.589.368 3.736.481 395.967
1989 3.215.342 2.344.142 2.938.088 479.626
1990 3.170.726 2.643.612 2.973.950 895.355
1991 2.471.761 2.311.907 3.375.567 720.315
1992 2.997.669 2.300.802 2.772.023 577.841
1993 2.230.688 2.571.864 4.652.495 920.141
1994 2.064.991 2.201.406 3.902.588 530.738
1995 2.463.072 2.179.747 3.590.738 758.711
1996 3.027.380 2.951.192 3.643.971 1.072.662
1997 3.174.388 3.207.444 3.833.527 1.236.418
1998 3.908.537 2.625.626 2.499.205 1.244.698
1999 2.534.194 2.623.435 3.357.903 1.548.964
2000 2.694.080 2.692.457 3.197.078 994.445
2001 2.607.229 2.044.440 3.097.483 741.070
2002 2.250.898 1.964.292 3.697.397 1.554.489
2004 3.295.758 3.060.219 3.267.168 1.583.448
2006 3.406.403 4.431.597 5.400.034 2.650.016
2007 3.567.866 4.945.056 4.637.684 3.031.224
2008 3.219.216 4.901.205 5.581.447 4.146.398




2.1.1. Sentetik Piretroid Pestisitler

Piretroidler, dogal piretrinlerden hazirlanan sentetik maddelerdir. Piretrin
insektisitler krizantem ¢igeginden (Chrysanthemum cinerariaefolium, Pyrethrum
cinerariaefolium, Tanacetum cinerariaefolium) elde edilir. Dogal piretrinler, piretrin |
ve II, sinerin I ve II, jasmolin I ve II olmak {iizere alt1 ¢esit bilesikten olusur. Bu
maddeler 1518a maruz kaldiklarinda hizli bir sekilde yikimlandiklarindan, bu sartlarda
daha stabil ve etkili sentetik analoglar1 olan piretroidler gelistirilmistir (Anadon ve ark.,
2009).

Sentetik  piretroidler memeli ve kanathilar i¢in  giivenli, ancak
biyotransformasyon hizlarinin yavas ve viicuttaki yar1 Omiirlerinin uzun olmasi
(genellikle 48 saat) nedeniyle su iiriinleri ve arilar i¢in oldukg¢a zehirli maddelerdir.
Sentetik piretroidler etki hizlarina gore yere serici (bioalletrin, tetrametrin, siflutrin gibi)
ve Oldiiriicii (d-fenotrin, permetrin, resmetrin gibi) etkililer diye iki gruba ayrilirlar.
Ayrica yapilarinda a-siyano grubu icermeyenler tip I (d-fenotrin, alletrin, permetrin
gibi) ve yapilarina a-siyano grubu eklenerek insektisit etkinin artirildigr tip Il
(sifenotrin, deltametrin, sipermetrin, gibi) bilesikler olarak siniflandirilabilirler. Cevrede
uzun stire kalici degillerdir (Kaya ve Bilgili, 2002).

Sentetik piretroidler etkilerini sinir hiicrelerinde voltaja bagimli sodyum
kanallar1 iizerinden gosterirler. Ozellikle merkezi sinir sistemindeki aksonlar olmak
tizere sinir hiicrelerinde negatif art potansiyel artar ve siiresi uzar. Bu etki daha ¢ok
presinaptik sinir uglarinda meydana gelerek sinaptik iletim etkilenir ve norotransmitter
madde salinimi artar. Piretroidlerin bu sekilde gosterdikleri etki mekanizmasi DDT’ye
benzer. Fakat Tip II maddeler sodyum kanallarin1 daha uzun siire agik tutarak tip I
bilesiklerden farkli bir sekilde etki gosterirler. Ayrica piretroidler sinirlerde Ca,Mg-
ATPaz ve Ca- ATPaz’in etkinligini de engellerler (Ecobichon, 1996; Williams ve ark.,
2000). Tip I bilesiklere yiliksek diizeyde maruz kalan hayvanlarda dis uyarilara
hassasiyet, titreme, viicut 1sisinda artis ve ardindan 6liim sekillenir. Tip II piretroidlere
maruziyette ise, davranislarda bozukluk, tiikriik salgisinda artis, pupillada daralma, kalp
hizinda yavaslama, titreme nobetleri, seslere karsi korkuyla tepki verme ve kaslarda
koordinasyon bozuklugu goriiliir (Williams ve ark., 2000).

Oral biyoyararlanimlar1 bilesiklere gore degismekle birlikte yaklasik olarak

% 40-60 oranindadir. Piretroid esterleri, bircok tiirde nonspesifik karboksilesterazlar



tarafindan hidrolize ugratilirlar. Mikrozomal monooksijenaz sistemi (sitokrom P450 ve
NADPH P450 rediiktaz) memelilerde, baliklarda ve hagerelerde bu bilesiklerin
zehirsizlestirilmesinde rol almaktadir (Ecobichon, 1996).

Veteriner hekimliginde piretroidler daha ¢ok hayvanlarda dis parazitlere karsi
miicadelede ¢esitli formulasyonlar halinde kullanilmaktadirlar. Kedi ve kopeklerde
cesitli piretrin ve piretroid kullanimlar1 Tablo 3’te, ciftlik hayvanlarinda ¢esitli piretrin

ve piretroid kullanimlar1 Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 3. Veteriner hekimliginde kedi ve kopeklerde piretrin ve bazi piretroidlerin kullanimi (Anadon

ve ark., 2009)

Etken Madde Formulasyon Konsantrasyon (%o) Hayvan Tiirii
Piretrinler Sampuan 0.2 Kopek
Siflutrin Tasma 2.5 Kopek ve kedi
Sipermetrin Cozelti 5 Kopek ve kedi
Deltametrin Tasma 4 Kopek
Fenvalerat Cozelti (Suda Cozdiiriilen) 6 Kedi
Flumetrin Tasma 0.225 Kopek
Permetrin Cozelti 40-71.5 Kopek ve kedi
Cozelti (Suda Cozdiiriilen) 94 Kopek ve kedi
Tasma 0.8-1.5 Kopek
Aerosol 0.2-1 Kopek
Sampuan 1 Kopek
Fenotrin Sampuan 0.25 Kopek ve kedi
Tetrametrin Cozelti 0.6 Kopek
Sampuan 0.2 Kopek




Tablo 4. Veteriner hekimliginde ¢iftlik hayvanlarinda piretroidlerin kullanimi (Anadon ve ark., 2009)

Etken Madde/izomer Oram Kullanim Sekli Doz/Hayvan
Siflutrin (8 enantiomeri) Dokme 100 mg/s181r
Sihalotrin Dokme 0.2 mg/s1gir, 0.1 mg/koyun ve domuz
(A ve B cis izomeri 60:40)
Sprey 250 mg’a kadar
Daldirma 50 g’a kadar/1000 L su
Deltametrin (% 98 cis) Daldirma, Sprey, 0.25-1.5 mg/kg, her 3-6 haftada (sigwr),

Dokme 0.94-45 mg/kg (koyun), 0.08 mg/kg
(kanatlilar)

Banyo 2 ng/L 30 dk. siireyle (kapali konteynirda)
veya 3 pg/L 30 dk. siireyle (kapali
konteynirda) (balik)

Permetrin Sprey(meme spreyi 4 mg/kg (sigir),~ 6 mg/kg (koyun,
(cis:trans 80:20, 40:60, 25:75) dahil), toz, dokme,  kanatlilar)

kulak kiipesi

2.1.2. D-Fenotrin

D-fenotrin, sari-soluk kahve renkte, 1s18a duyarli sentetik piretroid bir
insektisittir. Kimyasal yap1 olarak 4:1 (1R-trans:1R-cis) oraninda iki stereoizomerden
olusur (WHO, 2004). Ik olarak 1969 yilinda sentezlenmis, 1976’da ABD Cevre
Koruma Ajanst (USA-EPA) tarafindan kayit altina alinmigtir (WHO, 1990). Ticari
olarak 1977°den bu yana iiretilmekte ve diinya ¢apinda kullanilmaktadir. Halk sagligi ve
veteriner hekimlikte genis bir kullanim alani vardir. Genel olarak, depolanmusg iriinleri
ve tahil tanelerini korumak; pet ve ¢iftlik hayvanlarinda i¢ ve dis parazitleri kontrol
altina almak; ev, igyeri ve dis ortamlardaki haserelerle miicadele etmek ve insanlarda bit
miicadelesi amaciyla kullanilir. Diinya ¢apinda iiretimi yaklasik yilda 70-80 ton
civarindadir (Cox, 2003). D-fenotrinin kimyasal yapist Sekil 1, fizikokimyasal
ozellikleri Tablo 5°de gosterilmistir.

D-fenotrin memeliler i¢in oldukga giivenli bir madde olarak kabul edilir. Kabul
edilebilir giinliik alim miktar1 (KGA) 0.07 mg/kg, ratlar icin oral, dermal ve PI LDsg
degeri 5000 mg/kg olup WHO tarafindan zehirliligi agisindan Tablo 5 (Normal



Kullanim Sartlar1 Altinda Giivenli) gruba dahil edilmektedir. Balik ve arilara karsi
zehirlidir (WHO, 1990; 2004).

Genellikle 0.5-2 g/kg konsantrasyonlarinda su ve yag bazli aerosol, sivi
konsantre, emiilsifiye olabilen konsantre, toz, sampuan ve losyon formulasyonlar
halinde hazirlanir. Lepidoptera (kelebekler), Hemiptera (tahtakurusu), Diptera
(sivrisinek, karasinek, tatarcik), hamambdcekleri ve bitleri kontrol altina almak
amaciyla kullanilir. Boceklere temas ve mide zehiri olarak etkir. Tip | piretroid
insektisit olan d-fenotrin bir noérotoksin olup, sinir hiicre zarindaki voltaja duyarh
sodyum kanallarma dontigiimlii olarak baglanip uzun siire acik kalmasini saglayarak
titreme ve eksitasyona neden olur. Ratlarda viicutta hidroliz, oksidasyon ve
konjugasyon yoluyla metabolize olduktan sonra idrar (%96) ve diski yoluyla atilir.
Damar i¢i uygulanmasini takiben ilk 0.5-1 saat i¢inde kalp carpintisi, titreme, yavas
solunum, salya artis1i, gozyasi, kaslarda koordinasyon bozuklugu ve felg gelisir
(WHO/FAO, 1994).

D-fenotrinin karaciger ve bobrekte hasara neden oldugu, karacigerde kanser
riskini artirdig1 ve anemiye yol agtigi bildirilmistir (Cox, 2003).

Kediler d-fenotrine duyarli hayvanlardir. Pire ve kene miicadelesinde
kullanilan preparatlarin kedilerde titreme, nobet ve salyada artisa neden oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle ABD’nde 2005 yilinda eriskin ve yavru kedilerde kullanimi
yasaklanmistir (Jackson ve ark., 2011).

Sekil 1. D-fenotrinin kimyasal yapis1 (WHO’dan, 2004)



Tablo 5. D-fenotrinin fizikokimyasal 6zellikleri (WHO, 2004)

Parametre Degerler

Kimyasal Isim CAS: (3-phenoxyphenyl)methyl (1R)-cis-trans-2,2-dimethyl3-(2-methyl-1-
propenyl) cyclopropanecarboxylate
IUPAC: 3-phenoxybenzyl (1R)-cis, trans-chrysanthemate

Es Isim Sumitrin, S-2539F, S-2539 Forte
Fiziksel Goriiniim Sivi

Renk Sari-soluk kahve renk

Kimyasal Formiil Cy3H204

Molekiil Agirhigt 350.46 g/mol

Buhar Basinci 0.16 MPa( 20°C’de)

Suda Coziinebilirlik 2 mg/L (25°C’de)

2.2. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Yapilarinda bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren atom veya
molekiiller serbest radikaller olarak tanimlanmaktadir (Halliwell, 2011).

Serbest radikallerin kimyasal olarak mevcudiyeti konusunda, yaklasik 100 yil
once bir sonuca ulagilmakla birlikte, varliklar: ilk 30-40 yil boyunca diinya ¢apinda
kabul gormemistir. Serbest radikallerin biyolojik sistemlerdeki varligi ve Onemi
1950’lerin ortalarina kadar kabul gérmese de, reaktif oksijen biyokimyasini kuran bir
grup bilim adamiin katkilar1 ile varliklar1 ve dnemleri aydmnlatilmistir (Cakatay ve
Kayali, 2006).

Daniel Gilbert ve Rebecca Gerscheman 1956 yilinda serbest radikallerin toksik
ajanlar oldugunu ileri siirmiisler ve iyonize radyasyonun aerobik organizmalarda serbest
radikal olusumuna neden olarak oksijen diizeylerini yiikselttigini ve boylece toksisiteye
yol actigint bildirmislerdir (Gutteridge ve Halliwell, 2006). Cagin bilim adamlari
tarafindan serbest radikallerin ¢ok fazla reaktif olmasindan &tiirii  biyolojik
materyallerde bulunamayacagimi savunarak elestirilen hipotez, bu molekiillerin
biyolojik doku ve yasayan organizmalarda elektron spin rezonans teknigi ile 6l¢iilmesi

ile birlikte literatiirde yerini almistir. Harman 1954 yilinda yaslanma ile ilgili olarak
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gelistirdigi serbest radikal teorisi ile organizmadaki onemli makromolekiillerde geri
doniisiimsiiz olarak biriken hasarin zamanla hastalia ve yaslanmaya yol actigin1 one
stirmistiir (Acworth, 2003).

Joe McCord ve Irwin Fridovich 1968 yilinda siiperoksit anyonunun (O,")
oksijenin major toksik formu oldugu teorisini gelistirmisler ve organizmayi bu
radikalden koruyan SOD enzimini kesfetmislerdir. Bu asamadan sonra SOD enzimi,
yasayan organizmalarda serbest radikal varliginin ve reaksiyon mekanizmalarinin
ortaya c¢ikarilmasinda degerli bir biyolojik parametre olarak kullanilmistir (Acworth,
2003; Davies ve Pryor, 2005).

DNA’daki in vivo oksidatif hasarin varligit 1980°li yillara kadar
saptanamamistir. Frenkel ve ark. 1981 yilinda ince tabaka kromatografisi (ITK)
teknigini kullanarak fare karacigerinin DNA’sinda oksidatif hasar sonucu timidin glikol
olustugunu gostermislerdir. Floyd ve ark. ise 1986 yilinda diger bir oksidatif DNA
hasar1 parametresi olan, 8-0ksodG, HPLC-ECD yontemi ile analiz ederek, bu alandaki
caligmalarin ivme kazanmasini saglamislardir. Bruce Ames’in Kaliforniya’daki
laboratuvar1 1990 yilinda, yaslanmanin DNA oksidasyonu iizerine olan etkisiyle ilgili
ilk verileri yayimlamistir (Cakatay ve Kayali, 2006).

Aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak reaktif
oksijen tiirleri meydana gelmektedir. Basta mitokondriyal elektron transportu olmak
tizere ksenobiyotik (pestisitler vb.) metabolizmasi, fagositik aktivasyon, ¢esitli sentez ve
degradasyon reaksiyonlarinda ROS olusmakta ve prooksidan/antioksidan dengenin
prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda gelisen oksidatif stres, ¢esitli mekanizmalar ile
biyomolekiillere hasar vermektedir. Stabil bir molekiil olan DNA, lipitler,
karbonhidratlar ve proteinler gibi spontan kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir.
ROS olusumundaki artma, antioksidan enzim diizeylerindeki azalma ve/veya DNA
onaritm mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarmin artmasina yol

acmaktadir (Sekil 2) (Burcak ve Andican, 2004).
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Etkenler: Radyasyon, ksenobiyotik metabolizmasi,
elektron transportu, enzimler, [T TTTT===s===7= 1

Sonuglar: Mutasyon, sitotoksisite (apoptoz/nekroz),

sitostaz, proliferasyon.

Onarim e

Antioksidanlar Hedefler ve Uriinler: DNA, RNA, dal kiriklari,
baz lezyonlari, gapraz baglanmalar.
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Sekil 2. Serbest radikal aracili oksidatif DNA hasar1 (Cooke ve ark.’dan, 2006)

ROS, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etkenlere bagli olarak olusurlar.
Endojen etkenler organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlari ile olusurlar. Organizmadaki baslica kaynaklar1 fagositler (makrofajlar),
graniilositler, mitokondriyal elektron tasima sistemi ve prostaglandinlerdir. Bu yapilarda
prostaglandin-H-sentetaz (PHS) gibi peroksidazlar, ksantin oksidaz, monoamin oksidaz,
NADPH oksidaz, nitrik oksit sentaz (NOS), miyelinperoksidaz gibi enzimlerin
araciligindaki tepkimeler sirasinda O,", nitrik oksit (NO), azotdioksit (NO;), hidroksil
radikali ('OH) ve hipokloroz asit (HOCI) gibi etkin gruplar agiga ¢ikar. Solunum
patlamalar1 esnasinda makrofajlar ve graniilositler tarafindan hiicre zarina bagli bir
enzim olan NADPH oksidaz etkinlestirilir, bu enzim molekiiler oksijenden siiperoksit
anyonunu olusturur (Sekil 3a). Birbirini izleyen iki tepkime ile siiperoksit anyonundan
hidroksil radikalini sekillendirir (Sekil 3b) ve ilk tepkimeye siiperoksit dismutaz (SOD)
ikincisine ise gegis metalleri (Fenton tepkimesi) aracilik eder (Kaya ve Bilgili, 2002).
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a. NAD(P)H + 20,—> NAD(P)" + H" + 20,
b.2 0, + 2H" —> 0, + H,0,

H,0, + Fe'> —> Fe*® + ‘OH + "OH
¢. HOp + H" + CI'—> H,0 + HOCI

HOCI + O,” —> O, + Cl'+ 'OH

Sekil 3. Siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali olusumu tepkimeleri (Kaya ve Bilgili’den, 2002)

Grantilositlerden ayrica hiicreler arasmma lizozomal enzimler olan
miyeloperoksidazlar saliverilir; bu enzim klor ve hidrojen peroksite etkiyerek son
derece giiglii yiikseltgen bir madde olan HOCI olusturur (Sekil 3c). Hidrojen peroksite
benzer sekilde HOCI, Fe* veya O, ’ndan elektron aktararak 'OH radikalini
sekillendirir. Grantilositlerdeki bu tepkimeler makrofajlarda olugsmaz (Kaya ve Bilgili,
2002).

ROS olusumuna neden olan ekzojen kaynakli etkenler arasinda stres;
pestisitler, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ila¢ toksikasyonlari; iyonize ve
ultraviyole radyasyon; hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler; sigara dumani,
solventler gibi ¢evresel faktorler; sisplatin, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve
adriamisin gibi antineoplastik ajanlar; hiperbarik oksijen; trisiklik antidepresanlar,
demir, bakir, kadmiyum, nikel, krom, civa, arsenik gibi metal iyonlari; asbest lifleri,
mineral tozlar, ozon, karbon monoksit, silika, aflatoksin B; sayilabilir (Williams ve
Jeffrey, 2000; Mercan, 2004).

Organizmada dogal metabolik yollarla olusan serbest radikaller normalde
radikal pargalayan antioksidan sistemlerle ortadan kaldirilmaktadir. Ancak, c¢esitli
nedenlerle ROS’nin artmasi ve antioksidan mekanizmalarin yetersiz kalmasi sonucu
oksidatif stres adi verilen bir dizi patolojik olay meydana gelmektedir. Oksidatif stresin,
farkli mekanizmalar ile DNA iizerinde baz ve seker modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir
kirilmalari, abazik bolgeler, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir takim lezyonlara

neden olarak hasara yol agtig1 bilinmektedir (Cooke ve ark., 2006).
2.3. Oksidatif DNA Hasari ve Olusum Mekanizmasi

Genetik materyalin molekiiler biitiinliiglinde endojen veya ekzojen faktorlerin

etkisiyle meydana gelen tiim degisiklikler DNA hasar1 olarak adlandirilir. Genomik
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DNA’nin biitiinligii cevresel faktorlerin etkisiyle siirekli olarak tehdit altindadir. DNA
replikasyonu ve DNA rekombinasyonu gibi hiicresel olaylar sirasinda da endojen olarak
DNA’nin yapisinda degisiklikler olusabilir (Kulaksiz ve Sancar, 2007).

DNA hasari, hiicrenin yasami boyunca yaygin olarak goériilen ve mutasyon,
kanser, yaslanma ve sonugta hiicre Oliimiine yol agabilen bir olaydir. DNA, yasam
boyunca hiicresel metabolitler (ROS) ve ekzojen ajanlar tarafindan siirekli olarak
degisimlere maruz kalir. Bu degisimler, sonugta tek hiicreli organizmalarda 6liime veya
¢ok hiicreli organizmalarda dejenerasyon ve yaslanmaya sebep olabilir (Sancar ve ark.,
2004).

DNA’da oksidatif hasarin olusumu iki hipotez ile agiklanmigtir. Bunlardan
Fenton kimyasi hipotezinde ‘OH radikalleri DNAya saldirarak hasar olusturur. O, gibi
H,O, de dogrudan DNA’da hasar yapmaz. ‘OH radikalinin DNA {izerine -etkili
olabilmesi i¢in DNA’da veya ¢ok yakininda olugmasi gerekmektedir. Reaktivitesi ¢ok
yliksek olan "OH radikalinin hiicre igine diffiize olarak ¢ekirdege gegme olasiligi azdir.
Olas1 mekanizma, membrani kolayca gecebilen H,O;’in ¢ekirdekte demir ve bakir (Cu)
iyonlari ile tepkimeye girerek (Haber-Weiss ve Fenton tepkimeleri) ‘OH radikallerini

olusturmasidir (Van Remmen ve ark., 2003).

H,0, + Fe? — "OH + "OH + Fe*®....... Haber-Weiss tepkimesi (demir katalizli)
H,0, + Cu** — "OH + "OH + Cu™.....Haber-Weiss tepkimesi (bakir katalizli)
H,0, + Fe*® — HO, + H* + Fe*?........Fenton Tepkimesi

H,0, + Fe*? — "OH + "OH + Fe*®........Fenton Tepkimesi

DNA c¢ok sayida negatif ytiklii fosfat gruplar icerdiginden, ¢esitli katyonlari

+2/+3 ve Cu+1/+2

baglama yetenegine sahip biiylik bir anyondur. Fe iyonlar1 negatif ytiklii
DNA’ya siirekli bagl bulunabildikleri gibi oksidatif stres altinda hiicre i¢inde bulunan
demirli ve bakirli proteinlerden ayrilarak da DNA’ya baglanabilmektedirler. Redoks
aktif transisyon metal iyonlarinin baglanmalar1 DNA molekiiliinii H,O’in hedefi haline
getirmektedir. DNA’ya bagli metal iyonlar1 ile H2O2’in DNA iizerinde tepkimeye
girmesi sonucu olusan ‘OH radikalleri, 'OH radikal temizleyicileri tarafindan
uzaklastirilamamaktadir. Ayrica, ‘OH radikal temizleyicilerinin olusturdugu radikaller

de DNA’ya hasar verebilmektedir. Doku kiiltiir ortaminin Fe? ve Cu™ iyon
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konsantrasyonunun arttirilmasi ile oksidatif DNA baz hasarinin arttig1 ve H,O,’e maruz
birakilan hiicrelerde bakir veya demir selatorlerinin (desferoksamin mesilat vb.)
kulaniminin DNA’daki oksidatif hasar1 onledigi gosterilmistir (Bur¢ak ve Andican,
2004).

DNA’nin oksidatif hasardan korunmasi i¢in demir selatorleri ve radikal
temizleyicilerinin birlikte kullanilmalarinin 6nemli fayda sagladigi one siirtilmiistiir.
'OH radikali dért DNA bazina da saldir1 yapabilirken singlet oksijen (102) cok daha
secicidir. *O, dal kirigindan daha ¢ok, guanin tiirevli iiriinler olan 8-oksodG ve FAPy-
Guanin (FAPyG) olusturmaktadir (Cadet ve ark., 2003). Hiicrede DNA ile birlikte
bulunan Cu*? iyonlarmm bazi fenollerle tepkimeye girmesi ile ROS olusmakta ve
sonucta baz modifikasyonlari, dal kiriklar1 ve DNA baz-fenol katilma {iriinleri gibi
cesitli DNA lezyonlar1 meydana gelmektedir. ‘OH radikali piirin ve pirimidin bazlarinda
modifikasyonlar meydana getirmektedir. Ornegin bir piirin olan guaninin 4, 5 veya 8
pozisyonlarindaki karbon (C) atomlarmna veya adeninin 4, 5, 6 pozisyonlarindaki C
atomlarma ‘OH radikali katilarak gesitli {iriinler olusmaktadir (Dizdaroglu ve ark.,

2002).
2.3.1. 8-0kso-2-deoksiguanozin ve Olusum Mekanizmasi

8-0ksodG, ROS’nin DNA’da yaptigi 25°den fazla oksidatif baz hasar
irtiniinden en sik karsilagilan ve mutajenitesi en iyi bilinenidir. Guanin, DNA bazlari
icerisinde en diisiik rediiksiyon potansiyeline (1.29 V) sahip bilesiktir. Bu sebeple de
ROS’nin baslica hedefidir (DeMott ve Dedon, 2010). Insan viicudunun her bir
hiicresinde giinde yaklagik 2.000 guanin kaynakli oksidatif modifikasyonun olustugu
bildirilmistir. Olusan 8-oksodG lezyonlari, organizma tarafindan onarilmadikga DNA
replikasyonu sirasinda G-C’den A-T’e doniisiime neden olarak mutasyona egilimi
arttirir. Bu nedenle 8-oksodG 6l¢iimii, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi
olarak kabul edilmekte ve oksidatif DNA hasarini belirlemede en sik kullanilan yontem
olarak uygulanmaktadir. 8-oksodG, 8-hidroksiguanin (8-OHGua)’in deoksiriboz’a
baglanmis hali olan bir modifiye niikleozit ve ekzonukleazlar olarak adlandirilan
enzimlerin  okside olmus DNA’yr onardiginda ekstrakte edilen bir baz
modifikasyonudur (Loft ve ark., 2008).
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8-0ksodG, normal oksidatif metabolizma sirasinda iretilen endojen veya
eksojen kaynakli ROS tarafindan DNA’da sekillenen bir mutajendir. "OH radikali,
guanin’in 4, 5 ve 8. pozisyonlarindaki C atomlar1 ile reaksiyona girer ve DNA {iriin

radikallerini olustururlar (Sekil 4) (Dizdaroglu ve ark., 2002).

o
halka acilir HN)ENH'QH0 redilksiyon
> HZNKN N ]
H o]
HN)‘INH-CHO
2 . i H HZNL\N NH,
N iiksi HN H
HN OH rediiksiyon . -
J:I ><H — J% I ><OH ] ;,(fi dlamlr!gt‘.'hlvdr.c:fm
HoN" Sy N HN™ SNy ﬁ halka agilir -formamidopirimidin
H
Guanin'in C8-OH iiriin radikali 7-hidro-8-hidroksiguanin
oksidasyon o
— - N
[ D-on
HZNKN N
H
8-hidroksiguanin

Sekil 4. C8-"OH iiriin radikalinden guanin son tiriinlerinin olusum mekanizmasi (Dizdaroglu ve ark.,’dan,
2002)

2.4. Pestisitler ve Oksidatif DNA Hasar1

Serbest radikaller pestisit zehirlenmelerinde 6nemli rol oynamaktadirlar.
Pestisitler organizmada serbest radikal ve lipit peroksidasyon olusumuna veya
antioksidan enzim sistemlerinde degisimlere yol agarak oksidatif strese neden olabilirler
(Abdollahi ve ark., 2004).

Pestisit zehirlenmelerinin olas1 bir mekanizmasi olarak diistiniilen oksidatif
stres son 20 yilda toksikolojik arastirmalarin odagi haline gelmistir. Serbest radikallerin
insan ve hayvanlarin viicudunda siirekli olarak birikimi sonucu hayati éneme sahip
cesitli doku ve organlarda bazi patofizyolojik etkilere yol agtig1 gosterilmistir (Agrawal
ve Sharma, 2010). Bugiine degin yapilan ¢aligmalarla pestisitlerin organizmada
norolojik ve immunolojik fonksiyonlarda degisikliklere yol agtigi ve bunun sonucu

olarak kanser ve norodejeneratif hastaliklara yatkinliga neden oldugu kanitlanmistir.
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Pestisitlerin genel olarak ii¢ mekanizma ile hiicresel redoks (oksidasyon ve rediiksiyon
olaylar1) dengesini degistirdigi bilinmektedir (Sekil 5). Bunlardan ilki pestisitlerin
enzimatik olarak sekonder reaktif iriinlere doniismesi ve ROS olusumu, ikincisi
antioksidan savunma mekanizmalarinin yok edilmesi ve igilinciisii antioksidan
enzimlerin bozulmasina yol agmasidir. Bu islevlerin sonucu olarak hiicrelerde ROS ve
lipit peroksidasyon sonucu gelisen oksidatif stres DNA’ya ve diger makromolekiillere

hasar vermektedir (Franco ve ark., 2009).

Oksidasyon ve rediiksiyon tepkimeleri

Metabolizma
Oksidatif stres

(3)

Pestisitler

‘ GSH/GSSG
(2)

Sekil 5. Pestisitlerin redoks dengesini degistirme mekanizmasi (Franco ve ark.,’dan, 2009)

Yapilan c¢esitli deneysel maruziyet calismalarinda piretroid grubu bazi
insektisitlerin eritrosit hiicrelerinde, beyin, bobrek, karaciger gibi organlarda oksidatif
strese yol actig1 bildirilmistir (Abdollahi ve ark., 2004). Fetoui ve ark. (2008)’n1 yaptigi
caligmada Tip |1 piretroid olan lamda sihalotrinin erkek Wistar ratlarin kan hiicreleri ve
beyin dokusunda oksidatif hasara yol a¢tig1 bildirilmistir. Yine Tip Il piretroidlerden
deltametrinin antioksidan ve nérotransmitter enzimlerin etkinligini engelleyerek ve lipit
peroksidasyona yol agarak viicutta oksidatif stres olusturdugu, aymi grupta bulunan
sipermetrinin rat beyin ve karaciger dokusunda oksidatif hasar sekillendirdigi
bildirilmistir (Giray ve ark., 2001; Yousef ve ark., 2007). Yarsan ve Cakir (2006)’1n
yaptig1 calismada OF bir insektisit olan diklorvosun lipit peroksidasyon yapici etkisini

arastirilmig, bu amacgla 10, 20 ve 40 mg/kg dozlarda diklorvos igme suyu ile erkek
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Swiss Albino farelere verilmistir. Lipid peroksidasyon olusumu plazma MDA ve
eritrositlerde SOD ve CAT diizeyleri olgiilerek belirlenmistir. Calismanin sonucunda
diklorvos uygulanan tiim gruplarda kontrol grubuna gére MDA diizeyleri artis
gosterirken, subakut ve subkronik donemde CAT etkinligi azalmis, SOD etkinligi ise
subakut donemde artmis subkronik donemde azalmistir. Benzer bir ¢aligmada Yarsan ve
ark. (1999) karbamat grubu insektisitlerden aldikarb ve OF insektisit malatiyonun
plazma MDA diizeylerini yiikselttigini bildirmislerdir.

Yapilan c¢alismalarda goriildiigii gibi genelde a-siyano grubu igerdiginden
zehirlilik derecesi Tip I piretiroidlere nazaran daha yiiksek olan Tip II piretroidlerle
ilgili deneysel zehirlilik modelleri uygulanmis ve bu maddelerin oksidatif stres iizerinde
rolii arastirilmis olmakla birlikte Tip | piretroid olan d-fenotrinin bu etkisiyle ilgili

arastirmalar mevcut degildir.
2.5. DNA Hasar Tespit Yontemleri

Organizmada oksidatif stres sonucu gelisen DNA hasar1  olusum
mekanizmasint  ve bu durumun biyolojik sistemdeki sonuglarini  agikliga
kavusturabilmek icin hasara ugrayan bazlarin cesitli analitik tekniklerle dl¢iilmesi ve
diizeylerinin belirlenmesi gerekmektedir (Guetens ve ark., 2002).

Son 20 yilda hiicre DNA’larinda gergeklesen oksidatif baz hasarini tanimlamak
amaciyla ¢ok sayida analitik yontem gelistirilmistir. Cesitli DNA lezyonlarinin
Olgimiinde kullanilan bu analitik teknikler genel olarak kromatografik yontemler
(HPLC-ECD, GC-MS, LC-MS, LC-MS-MS), enzimatik testler (alkalin elusyon teknigi,
tek hiicre jel elektroforezi - Comet testi) ve diger yontemler (immunokimyasal testler -
ELISA, %P-postlabeling él¢iim teknikleri) olmak iizere ii¢ ana grupta smiflandirilir
(Cadet ve ark., 2011). Bu yontemler arasinda HPLC-ECD ve GC-MS en ¢ok kullanilan
iki Ol¢lim yontemidir (Guetens ve ark., 2002). Ancak GC-MS ve LC-MS gibi kiitle
spektrometrik yontemlerin kullanildigi analizlerde yapay oksidasyondan dolayi
beklenenden daha fazla DNA hasar diizeylerinin tespit edilmesi bu tekniklerin bir
dezavantaji olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bunun yaninda, c¢esitli dezavantajlarindan
otiirii immunokimyasal ve *2P-postlabeling yontemlerinin uygulanmasi tavsiye
edilmemektedir (Cadet ve ark., 2011).
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Gliniimiizde oksidatif DNA hasarinin tespitinde HPLC-ECD yontemi ile
8-oksodG olciimii, diisik miktarda DNA’da (100 pg) 1-2 (1-2 8-oksodG/10° dG)
lezyonun bile tespit edilebildigi, en hassas ve laboratuvarlarda en sik kullanilan
yontemlerden biridir. Bu yontem, DNA’nin izolasyonunu takiben enzimatik hidrolizinin
gerceklestirilmesi ve boylece guanin bazindan ayrilan 8-0ksodG niikleozidinin dl¢iimii
esasina dayanir (Cadet ve ark., 2011).

Oksidatif DNA hasarinin tespitinde ortaya c¢ikabilecek hatalarin en aza
indirgenmesi, analizi yapan kisilerden kaynaklanan hatalarin tespit edilmesi, laboratuvar
sonuglar1 arasindaki farkliligin elimine edilmesi ve herkes tarafindan kabul edilen
protokollerin hazirlanmasin1 gerektirmektedir. Bu amacgla 1997 yilinda Avrupa’da 27
laboratuvarin katilimiyla kurulan Oksidatif DNA Hasarinda Avrupa Standartlari
Komitesi (European Standarts Comittee on Oxidative DNA Damage- ESCODD)
tarafindan Glgtimlere bir standardizasyon getirmek amaciyla buzagi timus DNA’s1 stok
olarak kullanilmis ve bu materyal 8-oksodG seviyesinin belirlenmesi igin farkli
laboratuvarlara gonderilmistir. Gelen sonuglarin birbirlerinden olduk¢a farkli oldugu
gbzlemlenmis ve bunun nedeninin farkli laboratuvarlarin ve farkli analiz tekniklerinin
kullanilmis olmasi sonucuna varilmigtir. Standardizasyonla ilgili diger bir kurum olan
Idrar DNA Lezyonlarinda Avrupa Standartlari Komitesinin (European Standarts
Comittee of Urinary DNA Lesion Analysis - ESCULA) ise idrarda 8-oksodG ve
kreatinin konsantrasyonu 6l¢iimlerinde farkli yontemleri ve idrardaki diger lezyonlarla
8-oksodG diizeylerini karsilagtirmak ve boylece laboratuvarlar arasi bir fikir birligi

saglamak gibi amaglar1 vardir (Collins, 2002).
2.5.1. immunokimyasal Testler

Immunokimyasal yontemler, hasarli DNA lezyonlarina ilgi gdsteren spesifik
monoklonal veya poliklonal antikorlarin kullanildig1r tekniklerdir. Bu yontemle
8-0ksodG ol¢iimlerinde, bu hasarli baza yiiksek ilgi gésteren N45.1 ve 1F7 olarak
adlandirilan monoklonal antikorlar kullanilir. Bu antikorlar genellikle ELISA
yonteminde kullanilarak ol¢iimler gerceklestirilir (Guetens ve ark., 2002). Genellikle
hazir kitlerin kullanildigi, uygulama prosediirii basit, az zaman alic1 ve fazla sayida
numunenin birarada ¢alisilmasina imkan saglayan bir yontemdir. Ancak bu yontemin en

biiyliik dezavantaji spesifik antikorlarin benzer yapiya sahip baska bir hasarli bazla
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capraz reaksiyona girerek dogru ve giivenilir Ol¢limlerin yapilmasina imkan
tanimamasidir (Cadet ve ark., 2011). Laboratuvarlar arast yapilan yontem karsilagtirma
calismalarinda ELISA yontemi ile yapilan 8-oksodG olglimleri arasindaki farkin

beklenenden ¢ok daha fazla diizeylerde saptandigi bildirilmistir (Cooke ve ark., 2008).
2.5.2. %P-Post Labeling Ol¢iim Teknikleri

Bu yontemde radyoaktif fosfor (**P) isaretleme i¢in kullanilir. DNA, 6nce
niikleaz ve fosfodiesterazlar ile niikleotid monofosfatlara hidroliz edilir. Niikleotid
monofosfatlar, poliniikleotid kinaz ve radyoaktif isaretli adenozin trifosfat (ATP) ile
inkiibe edilip 5' pozisyonunda fosforillenerek isaretlenirler. 5' pozisyonunda P ile

isaretli deoksiniikleotidler, ITK ile birbirinden ayrilir (Guetens ve ark., 2002).
2.5.3. Alkalin Eliisyon ve Comet Testi

Alkalin eliisyon testi, DNA’ya [*H]-timidin dahil edilmesi ve sonrasinda kiiciik
ve biiyiik captaki DNA fragmanlarinin filtre sisteminden eliie edilmesine dayanan bir
analiz yontemidir. Formamidopirimidin glikozilaz (Fpg) proteini, endoniikleaz III (endo
I11), ekzoniikleaz I1I (ekzo I11), T4 endoniikleaz V gibi ¢esitli onarim endoniikleazlari ile
birlikte oksidatif baz modifikasyonlarinin kararli durum diizeylerini belirlemek igin
kullanilir. Spesifik enzimler, DNA'y1 modifiye bazlarin bulundugu noktalardan kirarak
yeni tek dal kiriklar1 olusturur. Enzimatik islemden Once ve sonra saptanan dal
kiriklarinin karsilagtirilmasi ile modifiye piirin bazlari, okside pirimidin bazlar ve
abazik bolgeler 6l¢iilebilir (Epe, 1996).

Comet yonteminde, jel tizerine yerlestirilen hiicreler lizise ugratilarak
elektroforetik alanda yiritilir. Hasarsiz DNA jel iizerinde hareketsiz kalir ancak dal
kirigr veya DNA sarmaliin kivrilmasi gibi ¢esitli nedenlerle hasar gérmiis DNA hiicre
cekirdeginden cikip jel lizerinde hareket ederek normalden daha uzun bir goriiniime
sahip olur. Elektroforez sonucu cesitli kimyasallarla (YOYO1-floresan DNA boyast)
boyanan DNA “kuyrukluyildiz (comet)” goriiniimiinii alir ve kuyruk uzunlugu
hesaplanarak hasar tespiti yapilir (Collins ve ark., 1995) (Sekil 6).

Her iki yontem DNA dal kiriklariin Sl¢iimii ig¢in hassasiyeti yiiksek ancak
seciciligi diisiik tekniklerdir. Ancak cesitli DNA modifikasyonlarma 6zgii spesifik

enzimler kullanilarak segicilik saglanabilir. Bu iki yOntemin avantajlari, daha az
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miktarlarda hiicre gerektirmesi ve DNA saflastirilmasinin gerekmemesidir (Guetens ve
ark., 2002).

Elektroforez sonras: boyanip goriniir hale
getirilen 6rnekler floresan mikroskopi ile

sarmal acilir, DNA
( o degerlendirilir.

denatiire olur)

Sekil 6. Comet test prosediirii (Anon.’dan, 2012a)

2.5.4. Gaz Kromatografisi - Kiitle Spektrometresi (GC-MS)

Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi yontemi ile oksidatif DNA hasari
analizleri 1980’11 yillarin basinda Miral Dizdaroglu tarafindan gelistirilmis ve kisa
stirede referans yontem haline gelmistir (Cadet ve ark., 2011).

Simdiye kadar kullanilan teknikler igerisinde GC-MS, hasara ugramis DNA’da
ve dogrudan kromatinin kendisinde, dort bazda da olusan hasar iiriinlerinin
belirlenmesine olanak saglayan tek tekniktir. Ayrica GC-MS, DNA onarim enzimlerinin
eksizyon (kesip ¢ikarma) kinetigini ve hiicresel DNA onarim diizeyini 6l¢mek icin de
kullanilabilir. GC-MS ile analizde oncelikle DNA, saglam ve modifiye bazlari elde
etmek i¢in asitle hidrolize edilir veya saglam ve modifiye niikleozidleri elde etmek i¢in
endo ve ekzoniikleazlarla muamele edilir. Asidik hidroliz yerine Escherichia coli Fpg
proteini ve Escherichia coli Nth proteini gibi onarim enzimleri kullanilabilir. Hidroliz
asamasinda DNA onarim enzimlerinin kullanilmasinin avantaji ise asidik hidrolize

nazaran ortama hi¢bir saglam bazin salinmamasidir. Elde edilen hidrolizatlar
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trimetilsilil ¢ozeltisiyle tiirevlendirilip ugucu formlarina doniistiiriilerek analiz edilirler.
GC-MS’in dezavantaji ise tirevlendirme islemi sirasinda guaninin de aralarinda
bulundugu bazlardan bir béliimiinde yapay oksidasyonlarin (308 lezyon/10° G vb.)
olusmasidir. GC-MS ile Secili Iyon Goériintiileme (Selected lon Monitoring-SIM)
modunda DNA hasar iirlinlerinin diisiik konsantrasyonlarini 6lgmek miimkiindiir. Bu
yontem ile 5 fmol’dan daha diisitk miktarlarda 8-oksoG diizeyi belirlenebilmektedir
(Dizdaroglu ve ark., 2002). GC-MS ile olgiilebilen hasarli baz iriinleri Sekil 7’de
gosterilmektedir.

ESCODD’un son 10 y1l raporlarina gére oksidatif DNA hasar1 tespitinde GC-
MS yontemi kullaniminin artik uygun goriilmedigi bildirilmektedir (Cadet ve ark.,

2011).
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Sekil 7. GC-MS ile 6lgiilebilen serbest radikal ataklari sonucu olugan hasarli baz iriinleri (Dizdaroglu ve

ark.’dan, 2002)
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2.5.5. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi - Elektrokimyasal
Detektor (HPLC-ECD)

[k olarak Floyd ve ark. (1986) tarafindan gelistirilen 8-0ksodG niikleozidinin
Olctimiiniin oktadodesilsilil silika (ODS) jel kolon kullanilarak gerceklestirildigi HPLC-
ECD yontemi oksidatif DNA hasar1 6l¢iimlerinde son derecede duyarli, segici ve
laboratuvarlarda en sik kullanilan ve glinimiizde gesitli c¢alismalarda izole hiicre
DNA’sinda, hayvansal dokularda, idrarda ve g¢esitli kan hiicrelerinde c¢ok disiik
miktarlarda (50 fmol - 2 lezyon / 10° normal baz) 8-oksodG diizeylerinin 6l¢iilmesine

imkan saglayan ¢ok hassas bir yontemdir (Guetens ve ark., 2002).
Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Sivi kromatografi, Rus botanik¢i Tswett tarafindan, sivi-kati kromatografi
seklinde ilk kesfedilen kromatografi modeli olarak bilinir. Tswett, 1890’11 yillarda siv1
bir ¢oziicii icerisindeki bitkisel pigmentleri absorban (tutucu) bir yatakta ilerleterek
ayirmis ve buldugu bu ayirma yontemine kromatografi adini vermistir. Sivi
kromatografide hareketli fazda ¢oziinmiis bilesikler, kolon icerisinde sabit faz ile farkli
etkilesimlere girerek, kolon iginde degisik hizlarda ilerler. Kolonu degisik zamanlarda
terk ederler ve boylece birbirlerinden ayrilirlar. Burada tastyici faz olan sivi, pompalarla
kolona basildigindan yiiksek akis hizindadir. Bu nedenle ayirma daha kisa siirede ve
tam olarak gerceklesmektedir. Ayrilan bilesik, kolon ¢ikisina baglanan uygun bir
detektorle tespit edilip miktariyla orantili olarak kaydedilir. Yiiksek hizda
gerceklestirilen ayirmalarin yapildigi  sivi kromatografi  sistemlerine, yliksek
performansli sivi kromatografisi denir. HPLC giinlimiizde biitiin analitik ayirma
teknikleri igerisinde en yaygin olarak kullanilanidir. Ugucu olmayan ve sicaklikla
kolayca bozulabilen maddelerin analizi i¢in son derece duyarlidir ve bu sayede gok
genis bir analiz spektrumuna sahiptir. HPLC analizlerine uygun binlerce maddeye 6rnek
olarak amino asitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar
(antibiyotikler, steroidler vb.), terpenoidler, pestisitler, metal-organik tiirler ve cesitli
inorganik bilesikler verilebilir (Yavuz, 2010).

Bir HPLC sistemini temel tiniteleri sunlardir:
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e Hareketli faz deposu
e Pompa(lar)
e Enjektor (6rnek ylikleme birimi)
e Kolon(lar) (ayirma birimi)
e Detektor(ler) (6l¢lim birimi)
¢ Bilgi islem birimi (Bilgisayar veya integrator), yazim birimi
e Atik deposu
Tez ¢alismasinda kullanilan HPLC sistemi Sekil 8’de gosterilmektedir.

Sekil 8. HPLC- ECD/DAD sistemi

Elektrokimyasal Detektor (ECD)

Oksidasyon, bir molekiiliin oksijen kazanmasi, hidrojen, proton veya elektron
kaybetmesi, rediiksiyon ise bu durumun tersine molekiiliin oksijen kaybetmesi, hidrojen
veya elektron kazanmasi olarak tanimlanabilir. Her iki tepkime birbirini tamamlayici
durumda olup oksidasyon islemi sonrasinda mutlaka rediiksiyon islemi de gerceklesir.

Organizmada da sekillenen bu tepkimeler REDiiksiyon-OKSidasyon veya REDOKS
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tepkimeleri olarak adlandirilir. Redoks biyokimyasi prensibi ile c¢alisan farkli
detektorler arasinda en iyi olani elektrokimyasal detektordiir (Acworth, 2003).

HPLC sistemi ile kullanilan elektrokimyasal detektorlerde “working”
(calisma), “counter” (karsit) ve “reference” (referans) elektrod olarak adlandirilan tig
farkli elektrod bulunur. Farkli potansiyeller uygulanan working ve reference elektrodlar
arasinda olusan elektrokimyasal akim sonucu working elektrodun {izerinde
elektrokimyasal bir tepkime meydana gelir. Meydana gelen bu tepkime Kkarsi
konumdaki counter elektrod tarafindan dengelenir. Sonugta working elektrod iizerindeki
elektrokimyasal tepkime yiikseltilerek (amplifikasyon) kaydedici cihazda pik olarak
elde edilir (Wolfender, 2009).

Elektrokimyasal detektorler genellikle geometrik yapisina gore kolometrik ve
amperometrik olmak iizere iki tiirliidiir. Kolometrik dl¢limde analit, working elektrodun
arasindan gegerek, amperometrik 6lglimde ise elektrodun yiizeyinde 6l¢iiliir. Bunlardan
ilk olarak gelistirilen amperometrik teknikte segicilik ve hassasiyet diisiik olup analitin
ancak % 5-10’u olgiilebilmekte iken yiiksek hassasiyette olan kolometrik teknikte
analitin % 100’1 olgiilebilmekte, pmol ve fmol diizeylerinde 6lglimler yapilabilmektedir
(Anon., 2012b). Sekil 9’da kolometrik elektroda ait sema, Sekil 10°da ECD detektorle

tespit edilebilen elektrokimyasal olarak aktif bazi hasarli bazlar gosterilmektedir.
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Sekil 10. HPLC-ECD ile dl¢ilimii yapilabilen bazi hasarli baz iirtinleri (Acworth’den, 2003)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYAL

3.1.1. Deney Hayvanlari

Calismada, Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve

Uygulama Merkezi’nden saglanan yaklasik 6 haftalik ortalama 150-200 g agirligindaki
erkek Wistar Albino ratlar kullanildu.

Arastirma amaciyla deney hayvanlarina uygulanan islemler ve c¢alisma

protokolii Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Etik Kurulu’'nca onayland:

(Say1: HADYEK/82, Tarih: 23.09.2009).

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

¢ Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) Cihaz1 (Shimadzu LC-
20AT Prominence, 228-45001-38)

o

o

o

o

O

Rezervuar Tablas1 (Shimadzu, 228-45041-91)

Degaz Unitesi (Shimadzu DGU-20A5, 228-45019-32)
Otomatik Ornekleyici (Shimadzu SIL-20ACHT, 228-45120-38)
Kolon Firmi (Shimadzu CTO-10ASVP, 228-45059-38)
Arabirim Modiilii (Shimadzu CBM-20A, 228-45012-38)
Diode Array Detektor (Shimadzu SPD-M20A, 228-45005-38)
Elektrokimyasal Detektor (ESA, Coulochem I11)

Koruyucu Cell (ESA, Model 5020)

Analitik Cell (ESA, Model 5010A)

Bilgisayar (HP Compag, dx7500 Microtower)

Lazerjet Yazic1 (HP, P1505)

e HPLC Koruyucu Kolon (GL Science, Inertsil ODS-3, 5um x 20 x 4.0 mm)
e HPLC Analiz Kolonu (GL Science, Inertsil ODS-3V, Sum x 250 x 4.6mm)
e Spektrofotometre (Shimadzu, UVmini-1240)

e Kuvars Mikrokiivet (Helma, 500 ul)

e Homojenizator (Daihan Scientific, WiseTis HG-15D)

e Calkalayicili Su Banyosu (Niive, ST 402)



e Hassas Terazi (Shimadzu, AUW 220 D)

e pH Metre (Thermo, Orion 710A+)

e Manyetik Karistiricr (Labart, SH-5)

« VVorteks (Velp Scientifica, Zx%)

e Sogutmali Santrifiij (Niive, NF 800R)

e Ultrasaf Su Cihazi (Millipore, Milli-Di Simplicity 185)

e Ultrasonik Banyo (Daihan Scientific, WiseClean WUC-AO03H)
e Dijital Otomatik Pipet (Eppendorf, 20-300 pl ve 50-1000 pl)
¢ Derin Dondurucu (-85 °C) (Niive, DF 490)

e Santrifiijlii Filtre Aparati (Millipore, UFC500396)

e Ependorf Tiip (DNase, RNase Free, 0.5-2 ml)

e PVDF Membran Filtre (Filtration Membranes, 0.22 pm x 47 mm)
e Septum Kapakh Vial ve Vial Inserti (AIM, 2-5 ml)

e Falkon Tiip (DNase, RNase Free, 15-50 ml)

e PVDF Disk Filtre (13 mm x 0.22 pm)

e Sivi Azot Tanki

e Vakumlu Mobil Faz Siizme Sistemi

e Enjektor

e Bistiiri

e Aluminyum Folyo
3.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

e Doku DNA izolasyon Kiti (Roche, 11 814 770 001)
e Standart Maddeler
o 8-0ksodG (Sigma, H 5653)
o dG (Sigma, D 7145)
o D-Fenotrin (Sumitomo Chemical (UK) Plc, Batch No. 060604)
e Sodyum Asetat Trihidrat (Sigma, 236500)
e Sodyum Sitrat Tribazik Dihidrat (Sigma, C3434)
e Desferoksamin Mesilat (Sigma, D 9533)
e Niikleaz P1 (Sigma, N8630)
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e ALP (Sigma, P5931)

e Tris HCI Tamponu (Invitrogen, Gibco 15568-025)
e Magnezyum Kloriir (Merck, 105833)

¢ Cinko Kloriir (Sigma, 14422)

e Metanol (Sigma, 34885)

e Etanol (Sigma, 34870)

e Izopropanol (Merck, 100995)

e DMSO (Merck, 116743)

¢ Glasiyel Asetik Asit (Merck, 100056)

e Serum Fizyolojik (Biosel)
3.2. METOT
3.2.1. Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi ve Uygulamalar

Deney hayvanlari, alismalar1 acisindan denemeye baslamadan 1 hafta once
gruplandirilarak kafeslerine yerlestirildi ve ¢alisma boyunca 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik fotoperiyodu, 22 °C £ 2 °C sicaklik ve % 60 £ % 5 bagil nem kosullarinda
barindirildi. Yem ve sulart ad libitum olarak verildi. Calismada, sentetik piretroid
insektisitlerden d-fenotrin etken maddesi DMSO i¢inde ¢oziilerek erkek Wistar albino
ratlara 14 giin boyunca farkli dozlarda PI yolla enjekte edildi.

Aragtirmada, d-fenotrinin 5 farkli dozu denendi ve verilen dozlarda 14 giin
stiresince mortalite ve klinik semptomlar gozlemlendi. Deneme protokoliinde her grupta
10 hayvan olmak iizere 5 deneme grubu ve kontrol i¢in toplam 60 adet erkek Wistar
albino rat kullanildi. Hayvanlar 14 giiniin sonunda servikal dislokasyon yontemiyle
Otenazi edilerek karaciger ve bobrekleri alindi. Elde edilen organlar soguk serum
fizyolojik soliisyonu (% 0.9 sodyum klorid) ile yikandiktan sonra hizli bir sekilde sivi

azotta dondurularak DNA izolasyonlar1 yapilmak tizere - 85 °C’de muhafaza edildi.
3.2.2. Doz

Calismada kullanilan dozlar Tablo 6°da verilmistir. Uygulanan giinliik dozlar
d-fenotrinin ratlar icin PI LDsy degeri (5000 mg/kg) baz alinarak belirlendi (WHO,
1990).
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Buna gore hayvanlara PI LDsy degerinin 1/200 (25 mg/kg), 1/100 (50 mg/kg),
1/75 (66.7 mg/kg), 1/50 (100 mg/kg) ve 1/25 (200 mg/kg)’i oraninda d-fenotrin
uygulandi.

Tablo 6. Calismada uygulanan dozlar ve hayvan sayilart

Gruplar  Uygulanacak Madde  Uygulama Hayvan Sayis1  Uygulama
Dozu (mg/kQ) Yolu
Grup 1 d-fenotrin 25 10 erkek Pi
Grup 2 d-fenotrin 50 10 erkek Pi
Grup 3 d-fenotrin 66.7 10 erkek Pi
Grup 4 d-fenotrin 100 10 erkek Pi
Grup 5 d-fenotrin 200 10 erkek Pi
Kontrol ~ DMSO (Tasit) - 10 erkek Pi

3.2.3. Deneme Siiresi

Calismanin esasi kisa siireli tekrarlanan diisiik doz maruziyeti sonucu olusacak
oksidatif DNA hasarinin tespit edilmesine dayandigindan, denemeler 14 giin boyunca

strdaruldi.
3.2.4. Test Metodunun Prensibi

Test metodu, deneme hayvanlarinin farkli doz gruplarina ayrilip d-fenotrinin Pi
yolla uygulanmasi, 14 giin boyunca hayvanlardaki klinik bulgular ve mortalitenin
gozlenmesi ve deneme sonunda karaciger ve bobrekten izole edilen DNA’nin
spektrofotometre ile konsantrasyonunun 6l¢iimii sonrast HPLC-DAD ile dG ve HPLC-
ECD yontemiyle oksidatif DNA hasarinin biyobelirteci olan 8-oksodG diizeylerinin

Olclilmesi esasina dayanmaktadir.
3.2.5. Reaktifler, Tamponlar ve Soliisyonlar

e Hiicresel lizis tamponu
e Protein ¢oktiirme soliisyonu

e Proteinaz K
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e RNAse A

e Izopropanol (HPLC safliginda)
e Etanol (HPLC safliginda)

e Desferoksamin mesilat (DFAM)
e Niikleaz P1

e Niikleaz P1 tamponu

e Tris-HCI tamponu

e Alkalin fosfataz (Penicillium citrinum)
e Alkalin fosfataz soliisyonu

e Ultrasaf su

e Metanol (HPLC safliginda)

3.2.6. Tampon ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi
Niikleaz P1 Tamponu

40 mM sodyum asetat ve 0.1 mM ¢inko kloriir, pH: 5.1°e ayarlanarak

hazirlandi. Niikleaz P1 enzimi bu tamponda ¢ozdiiriilerek kullanildu.
Alkalin Fosfataz Soliisyonu

1 mM magnezyum kloriir olarak hazirlandi. ALP enzimi bu soliisyonda (-20

°C) ¢ozdiiriilerek hazirlandi.
% 70 Etanol Soliisyonu

HPLC safligindaki (% 99.9) etanol, ultrasaf su ile seyreltilerek % 70 etanol

soliisyonu hazirland.
3.2.7. Karaciger ve Bobrek Dokusundan DNA izolasyonu

Calismada Roche®™ doku DNA izolasyon kiti kullamldi (Roche, 2010).
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Prensip

DNA izolasyon kiti, organik ekstraksiyon, anyon degistirme kolonlar1 veya
kaotropik ajanlar gerektirmeden hiicre ve dokulardan hizli bir sekilde DNA elde
edilmesine olanak saglar. Elde edilen genomik DNA, 50-150 kb boyutundadir.

Bu izolasyon teknigi ile yaklasitk 1 gram’a kadar doku ile galisilip fazla
miktarda DNA elde edilebilir. 400 mg rat bobrek dokusundan ortalama 1647 ug, ayni
miktarda rat karaciger dokusundan ortalama 1276 pug DNA elde edilebilir.

Oksidatif DNA hasar1 caligmalarinda en az 100 pg DNA’ya ihtiyag vardir
(Taghizadeh ve ark., 2008).

Izolasyonda kullanilan prosediir ile DNA’y1 kontamine eden RNA ve diger
proteinler uzaklastirilarak yiiksek kalitede DNA elde edilir. Elde edilen izolat Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR), sekanslama ve Southern Blot gibi uygulamalara uygundur.

Izolasyon DNA’da yapay oksidasyona neden olabilecek fenol-kloroform

coktiirmesi gerektirmemektedir.
Yontem

Izolasyon asamalari, kullanilan ticari kitte belirtildigi sekilde yapildi (Roche,
2010). Kullanilan reaktifler ve soliisyonlarin miktarlart 100 mg doku (40 adet
1zolasyon)’ya gore hesaplandi.

Izolasyona baslamadan 6nce hiicresel lizis tamponu ve protein ¢oktiirme
soliisyonu 2-8 °C’den ¢ikarilip oda sicakliginda bekletildi. Hiicresel lizis tamponu
37 °C’de 5 dk. bekletilip tekrar siispansiyon haline gelmesi saglandi. Calkalayicili su
banyosu 65 °C, santrifiij 24 °C’ye ayarlandu.

Islem siiresince ilave oksidasyonu dnlemek amaciyla hiicresel lizis tamponu ve
protein ¢Oktliirme soliisyonuna 100 uM olacak sekilde metal selatorii desferoksamin
mesilat eklendi.

DNA izolasyonu; lizis ve RNA’nin uzaklastirilmasi, proteinlerin ¢oktiiriilmesi
ve DNA’nin ¢oktiiriilmesi olmak iizere ii¢c asamada uygulandi.

Tiim asamalar 24 °C’de laboratuvar ortaminda gerceklestirildi.
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Lizis ve RNA’nin Uzaklastirilmasi

100 mg doku hassas terazide tartildi.

50 mI’lik DNase-RNase free falkon tiipe aktarilip lizerine 2.5 ml hiicresel
lizis tamponu eklendi.

13500 rpm’de siispanse olana kadar (yaklasik 1 dk.) homojenize edildi.
Uzerine 2.5 ul Proteinaz K soliisyonu eklendi.

Tiipilin agz1 kapatilip 2-3 sn hafifce vorteks cihaziyla karistirildu.

65 °C’de calkalayicili su banyosunda 1 saat bekletildi (Bu basamak 2
saatten fazla uygulandiginda diger basamaklar ve DNA eldesi olumsuz
yonde etkilenir).

Tiip su banyosundan ¢ikartilip kapagi gevsetilerek havalandirildi.

Uzerine hizli bir sekilde 10 mg/ml RNase stok soliisyonundan 125 ul
eklenip 2-3 sn vorteks cihaziyla karigtirildi.

Tiipin tamamen sogumasina izin verilmeden 37 °C’de calkalayicili su

banyosunda 1 saat bekletildi.

Proteinlerin Coktiiriilmesi

Su banyosundan ¢ikarilan numunenin iizerine 1.5 ml protein ¢oktiirme
sollisyonu eklenip 5-10 sn kuvvetli sekilde vorteks cihaziyla karistirildi.
Proteinlerin ¢okmesini kolaylagtirmak amaciyla numune buz iizerinde 5
dk. bekletildi.

2 ml’lik ependorf tiiplere aktarilan numune 14000 g’de 24 °C’de 20 dk.
santrifiyj edildi.

Siipernatant, alttaki protein peletine temas etmeden dikkatli bir sekilde 15

ml’lik falkon tiipe aktarildu.

DNA’min Coktiiriilmesi

Stipernatantin  lizerine 0.7 kati hacimde izopropanol (-20 °C’de
sogutulmus) eklenip hafifce alt iist edildi. DNA iplikleri goriiniir hale
geldi.

1370 g’de 10 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi.
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e DNA peletinin iizerine 2.5 ml % 70 soguk etanol (-20 °C) eklendikten
sonra tiip hafifce tiklatilarak peletin tiipiin dibinden ayrilmasini saglanda.
Bu islem tiim peletin % 70 etanolle yitkanmasini sagladi.

e 1370 g’de 5 dk. santrifiij edildikten sonra slipernatant uzaklagtirildi.

e Tiip kurutma kagidinin iizerine ters gevirilerek havayla temas etmeden
cekerocak altinda 20 dk. boyunca kurumaya birakildi.

e Kuruma islemi sonunda etanolii tamamen uzaklastirilan DNA peleti 50 ul
ultrasaf su ile ¢oziildii.

e 2-8°C’de 1 gece bekletilerek DNA’nin suda ¢6ziinmesi saglandi.
3.2.8. DNA Konsantrasyonu Ol¢iimii

DNA, RNA, oligoniikleotidler ve mononiikleotidler seyreltilmis veya
seyreltilmemis sivi soliisyonlar i¢inde, ultraviyole 15181 altinda sahip olduklari
absorbsiyon A (optik yogunluk, OD) iizerinden direkt olarak 0l¢iilebilir.

Niikleik asitlerin konsantrasyonlari genellikle Ao nm dalga boyunda 6Slgiilerek
belirlenir. Kontaminantlarin varlig1 oran hesaplamasi ile ayirt edilebilir. Proteinler Assgg
nm dalga boyunda absorbans verdigi igin Ajgo/Aggy orani niikleik asidin safligini
hesaplamak i¢in kullanilir (Somma, 2011).

Bu oran >1.6 ise DNA saf olarak kabul edilir (Hu ve ark., 2010; Fazeli ve ark.,
2010; Lee ve ark., 2010).

Ayrica kullanilan kuvars kiivetin iizerinde olas1 kirlilikten gelebilecek
absorbansi belirlemek amaciyla Az nm dalga boyunda dl¢tim yapilarak bu deger Azgo
ve Aggo Olglimlerinden ¢ikarilarak oranlama yapilmasi daha dogru bir yontemdir. Buna
gore oranlama (Azgo- Aszo) / (Azso- Aszo) seklinde yapilir.

Beer-Lambert kuralina gore absorbsiyon (emilim) A (optik yogunluk, OD
olarak da adlandirilir) ile makromolekiiliin konsantrasyonu (c) arasinda asagidaki

denklemde verilen dogrusal bir iliski vardir.

A=0OD=¢.l.c

€. molar soniim katsayis1 (molar extinction coefficient), ¢: konsantrasyon ve I: kiivetin
151k yolu uzunlugudur. 10 mm’lik bir 151k yolu ve 260 nm dalga boyu i¢in A=l
absorbsiyon, yaklasik 50 pg/ml (<50 cm™M™) cift zincirli DNA (dsDNA)’ya denk
gelmektedir (Somma, 2011).
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Calismada 10 mm 151k yollu kuvars mikrokiivet kullanildi ve konsantrasyon

yukaridaki esitlige gore hesaplandi.

DNA ultrasaf su i¢inde coziildiigiinden ilk olarak suyun verdigi absorbans

Olgiilerek A260=0 olarak ayarlandi. Daha sonra Ornek okutularak Azgp’da verdigi

absorbansa gore hesaplama yapildu.

3.2.9. Hidroliz

Hidroliz asamas1 Siomek ve ark. (2007) yontemine goére yapildi. Bu asamanin

amaci DNA izolasyonunu takiben enzimler araciligiyla (niikleaz P1 ve alkalin fosfataz)

8-0ksodG niikleozidinin guanin bazindan serbest kalmasini saglayarak HPLC-ECD’de

analiz edilebilir hale getirmektir. Bu amacla;

Spektrofotometrik olarak dl¢iillen DNA nin 100 pg’1 kullanildi.

0.5 mI’lik ependorf tiipe aktarilan 100 pg DNA’nin {izerine 1.1 pl niikleaz
P1 (1U/ul) ve 55 ul Niikleaz P1 tamponu eklenip vorteks cihaziyla
karigtirildu.

37 °C’de ¢alkalayicili su banyosunda 1 saat inkubasyona birakildi.

Su banyosundan ¢ikarilan numunenin iizerine 30 pl 1M Tris-HCI tamponu
(pH 8.5) ve ardindan 5 ul (0.26 U/ ul) ALP eklenip vorteks cihaziyla
karistirildi.

37 °C’de galkalayicili su banyosunda 1 saat inkubasyona birakildi.
Inkubasyonu tamamlanan numune filtre {initesine (rejenere seliiloz
membran, 3000 NMWL) aktarilip 20 °C’de 14000 g’de 40 dk. santrifiij
edildi. (Filtre initesine numune aktarilmadan 6nce 300 pl ultrasaf su
eklenip 20 °C’de 14000 g’de 40 dk. santrifiij edilerek 6n yikama yapildi).
Santrifiij sonrasi numune insertli viale alinarak HPLC- ECD/DAD

sistemine enjeksiyona hazir hale getirildi.

3.2.10. HPLC-ECD ile 8-0ksodG ve HPLC-DAD ile dG’in Analizi

Analiz Siomek ve ark. (2007) ve Acworth (2011) yontemine gore yapildi.
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HPLC-ECD/DAD Cihaz Kosullar

e Koruyucu Kolon: Cyg, Sum x 20 x 4.0 mm

e Analiz Kolonu: Cyg, Sum x 250 x 4.6 mm

e Mobil Faz: 25 mM sodyum asetat, 12.5 mM sodyum sitrat, % 12 metanol,
% 88 su (v/v), pH: 5

e Akis Hizi: 1 ml/ dk. (izokratik)

e Enjeksiyon Hacmi: 20 ul

e Kolon Firim Sicakhgr: 31 °C

e ECD: ESA, Coulochem IlI

e Guard Cell: E = +850 mV

e Analitik Cell: E1 = +400 mV, E2 = +800 mV

e DAD Dalga Boyu: 254 nm

e Oda Sicakhgr: 24 °C

e Analiz Siiresi: 30 dk.

Mobil Fazin Hazirlanmasi ve Sistemin Sartlandirilmasi

Mobil faz 25 mM sodyum asetat, 12.5 mM sodyum sitrat, % 88 ultrasaf su ile
hazirlandiktan sonra glasiyel asetik asit ile pH 5’e ayarlandi. Daha sonra % 12 metanol
ilave edildi. Hazirlanan mobil faz 0.22 pym PVDF membran filtreden siiziildiikten sonra
icerisindeki mikrobalonlart elimine etmek amaciyla 10 dk. ultrasonik banyoda tutuldu.

Son olarak fazlarin birbirine iyice karismasi i¢in 10 dk. manyetik karistiricida

karistirtlip HPLC-ECD/DAD sistemine hazir hale getirildi.
8-0ksodG ve dG Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi
8-oksodG Standart Cozeltisi

8-0ksodG standardindan ultrasaf su (pH 5.2) ile 0.1 mM (10° fmol/ul) stok
¢Ozelti hazirland1 (ESCODD, 1999). Stok standart ¢ozelti 0.22 um PVDF disk filtreden
stiziildiikten sonra seyreltmeler ile 31.25 fmol/ul, 35 fmol/ul, 50 fmol/ul, 62.5 fmol/ul,
100 fmol/ul, 125 fmol/ul, 250 fmol/pl konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanda.

Hazirlanan standart ¢ozeltileri 20 pl enjeksiyon hacminde cihaza enjekte edildi. Analiz
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sonucunda 625, 700, 1000, 1250, 2000, 2500 ve 5000 fmol 8-oksodG’e karsilik gelen

alanlar kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izdirildi.
dG Standart Cozeltisi

dG standardindan ultrasaf su ile (pH 5.2) 1 mM (1 nmol/ul) stok ¢ozelti
hazirlandi.  Stok standart c¢ozelti 0.22 um PVDF disk filtreden siiziildiikten sonra
seyreltmeler ile 0.05 nmol/ul, 0.15 nmol/ul, 0.2 nmol/ul, 0.25 nmol/ul, 0.3 nmol/ul,
0.35 nmol/ul, 0.5 nmol/ul konsantrasyonlarda ¢6zeltiler hazirlandi. Hazirlanan standart
cozeltileri 20 ul enjeksiyon hacminde cihaza enjekte edildi. Analiz sonucunda 1, 3, 4, 5,

6, 7 ve 10 nmol dG’e karsilik gelen alanlar kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izdirildi.
3.2.11. HPLC Analiz Sonuclarinin Hesaplanmasi

ESCODD, oksidatif DNA hasar1 calismalarinda analiz sonuglarinin
hesaplanmasini  8-0ksodG/10° dG; yani hiicresel DNA’daki her 10° normal
deoksiguanozinde bulunan 8-oksodG sayisi olarak tanimlamaktadir (Collins ve ark.,
2004). Bu oran fmol (10™ mol) diizeyinde 6lgiilen 8-oksodG lezyonunun nmol (10°°

mol) diizeyinde 6l¢iilen dG miktarina boliinmesi ile elde edilmektedir.
3.2.12. istatistiksel Degerlendirme

Veriler oncelikle Shapiro-Wilk testi ile normal dagilisa uygunluk testine tabi
tutuldu ve normal dagilim gosterdikleri saptandi. Gruplar arasi farkliliklart belirlemek
amaciyla tek yonlii varyans analizi (one way- ANOVA) uygulandi, gruplardan en az biri
farkli goriildiigii takdirde, Tukey’s HSD c¢oklu karsilastirma testi ile ikiserli grup
karsilagtirmalar1 yapildi. Oksidatif DNA hasar1 bakimindan karaciger ve bdbrek
arasindaki iligki basit korelasyon testi (Pearson correlation test) ile analiz edildi.

Gruplar aras1 farkin 6nem derecesi p < 0.05 olan degerler istatistiksel olarak

anlamli, p <0.01 olan degerler ¢ok anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. DNA’nin Spektrofotometrik Ol¢iimii Sonuclar

Karaciger ve bobrek DNA Orneklerinde ortalama Aggo/Azgo oranlari
degerlendirilerek niikleik asit safliginin kabul edilebilir diizeylerde (> 1.6) oldugu
belirlendi.

Izolasyonlar1 yapilan DNA 6rneklerine ait spektrofotometrik &lgiim sonuglari

Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 7. DNA 6rneklerinin spektrofotometrik 6lgtimii sonuglari

Karaciger Bobrek
A260 A280 A320 *DNA A260 A280 A320 *DNA
Konsantrasyonu Konsantrasyonu
Kontrol Grubu 0.341 0.216 0.003 1.59+0.01 0.435 0.273 0.002  1.60+0.003

Grup 1 (25 mg/kg) ~ 0.457 0.289 0.013  1.6040.02  0.448 0.282 0.003  1.59+0.01
Grup Il (50 mg/kg) ~ 0.417 0.266 0.012  1.59+0.01  0.454 0.289 0.004  1.58+0.005
Grup I11 (66.7 mg/kg) 0.295 0.188 0.009  1.59+0.01  0.361 0.228 0.002  1.58+0.01
Grup IV (100 mg/kg) 0.309 0.200 0.011  1.58+0.01  0.436 0.278 0.002  1.57+0.005

Grup V (200 mg/kg)  0.502 0.316 0.015  1.62+0.01  0.439 0.277 0.003  1.59+0.01

* (A260-A320)/(A280-A320), Ortalama + Standart Sapma



4.2. 8-0ksodG ve dG Standart Kalibrasyonlari
4.2.1. 8-oksodG Standart Kalibrasyonu

Alikonma zamani belirlenen 8-0ksodG standardinin 625, 700, 1000, 1250,
2000, 2500 ve 5000 fmol konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri analiz edilerek kalibrasyon
egrisi ¢izdirildi. Kalibrasyon egrisi Sekil 11, en yiiksek konsantrasyondaki 8-oksodG
standartina ait kromatogram Sekil 12, en diisiik konsantrasyondaki 8-oksodG
standartina ait kromatogram Sekil 13’de gosterilmistir.

Kalibrasyon egrisi ¢izdirilen bilesigin metodun kesinlik (precision) ve
gercekligiyle (accuracy) ilgili parametrelerden olan Tespit Alt Limiti (Limit of
Detection, LOD) ve Hesaplama Alt Limiti (Limit of Quantification, LOQ) degerleri
hesaplandi. Niikleozide ait alikonma zamani, LOD ve LOQ degerleri Tablo 8’de

gosterilmistir.
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Sekil 11. 8-0ksodG standardina ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 12. 5000 fmol 8-oksodG standardina ait HPLC-ECD kromatogrami
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Sekil 13. 625 fmol 8-oksodG standardina ait HPLC-ECD kromatogrami
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4.2.2. dG Standart Kalibrasyonu

Alikonma zamani belirlenen dG standardinin 1, 3, 4, 5, 6, 7 ve 10 nmol
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri analiz edilerek kalibrasyon egrisi ¢izdirildi.
Kalibrasyon egrisi Sekil 14, en yiiksek konsantrasyondaki dG standartina ait
kromatogram Sekil 15, en diisilk konsantrasyondaki dG standartina ait kromatogram
Sekil 16°da gosterilmistir.

Kalibrasyon egrisi ¢izdirilen bilesigin metodun kesinlik (precision) ve
gercekligiyle (accuracy) ilgili parametrelerden olan Tespit Alt Limiti (Limit of
Detection, LOD) ve Hesaplama Alt Limiti (Limit of Quantification, LOQ) degerleri
hesaplandi. Niikleozide ait alikonma zamani, LOD ve LOQ degerleri Tablo 8’de

gosterilmistir.
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Sekil 14. dG standardina ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 15. 10 nmol dG standardina ait HPLC-DAD kromatogrami
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Sekil 16. 1 nmol dG standardina ait HPLC-DAD kromatogrami
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Tablo 8. Standartlara ait, alikonma zamanlari, LOD ve LOQ degerleri

Alikonma

Standart Zamam (dk.) LOD LOQ
8-oksodG 13.4 37.27 fmol 112.93 fmol
dG 9.7 0.15 pmol 0.45 pmol

4.3. Karaciger ve Bobrek Dokularinda 8-oksodG/10° dG Diizeyleri ve
Klinik Bulgular

Calismanin sonunda yiiksek doz grubu olan grup 5’te (200 mg/kg) bulunan 1
numarali hayvanda tortikollis (egri boyun) durumu gozlemlendi, grup 2 (50 mg/kg) ve
grup 4’te (100 mg/kg) bulunan birer adet deneme hayvaninda mortalite gergeklesti.
Diger deneme grubu hayvanlarinda herhangi bir anormal klinik bulgu gozlemlenmedi.

Deneme sonunda analizleri yapilan karaciger ve bobrek dokularinda ortalama

8-0ksodG/10° dG diizeyleri Tablo 9°da gosterilmistir.

Tablo 9. Karaciger ve bobrek dokularinda ortalama 8-0ksodG/10°dG diizeyleri

Karaciger Minimum, Bobrek Minimum,
Grup n 8-0ksodG/10°dG Maksimum 8-0ksodG/10°dG Maksimum
OrtalamazStandart Sapma Ortalama+Standart Sapma
Kontrol 10 44.96 + 12.66° 32.93-73.00 39.07 + 4.80° 32.38-44.64
Grupl 10 48.15 + 7.43° 38.39-60.57 39.06 + 7.63° 32.55-58.43
Grup2 9 68.92 + 20.66™ 40.34-101.82 59.69 + 14.22% 45.03-84.73
Grup3 10 82.07 + 14.15 58.33-107.93 61.13 + 17.46" 43.62-95.87
Grup4d 9 85.08 + 28.50" 61.78-155.32 65.13 + 23.40° 38.08-120.55
Grup5 10 89.14 + 21.73" 56.68-136.33 72.66 + 19.04° 52.19-117.39

*Her siitunda yer alan farkli harfler istatistiksel olarak gruplar arasindaki anlamh farklilig:

gostermektedir (p<0.05)
Analiz sonuglarindan elde edilen karaciger ve bobrek dokularindaki ortalama

8-0ksodG/10° dG degerlerine gore gruplar arasinda karsilagtirma yapildi. Buna gore

karacigerdeki DNA hasar1 bakimindan; kontrol grubu ile grup 1 arasinda istatistiksel
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olarak anlamli diizeyde farklilik bulunmazken grup 3, grup 4 ve grup 5 ile arasinda ¢ok
anlaml farklilik bulundu (p < 0.01). Grup 2’de ortalama 8-0ksodG/10° dG diizeyi hem
kontrol grubu hem de 8-oksodG/10° dG diizeylerinin yiiksek bulundugu grup 3, grup 4
ve grup 5’e yakinlik gosterdi. Karaciger dokusunda DNA hasarinin bu gruptan itibaren
grup 3, grup 4 ve grup 5 ile karsilastirildiginda anlamli sekilde yiikseldigi gézlemlendi
(p < 0.05). Grup 3, grup 4 ve grup 5 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde
fark bulunmadi (p > 0.05). Kontrol grubu karaciger numunesine ait ornek
kromatogramlar Sekil 17 ve 18, 200 mg/kg d-fenotrin uygulanan grubun karaciger

numunesine ait 6rnek kromatogramlar ise Sekil 19 ve 20’de gosterilmistir.

44



mV

D2
500 F
230
©
8
0 L
o
©
-250
: : == — = e —— :
00 25 50 75 10.0 125 15.0 175 min
Sekil 17. Kontrol grubu karaciger numunesine ait 6rnek HPLC-ECD kromatogrami
ol nménm(1.00) dG
30+
IR
10
l
B o o A B e
0 10 20 Bl 40 i 60 1] Ll 90 100 10 120 130 min

Sekil 18. Kontrol grubu karaciger numunesine ait drnek HPLC-DAD kromatogrami
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Sekil 20. 200 mg/kg d-fenotrin uygulanan grubun karaciger numunesine ait 6rnek HPLC-DAD
kromatogrami
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Bobrekteki DNA hasar1 bakimindan; kontrol grubu ve grup 1’de ortalama 8-
0ksodG/10° dG diizeyi aym miktarda 6lgiildii. Grup 2’de ortalama 8-oksodG/10° dG
diizeyi hem kontrol grubu hem de 8-0ksodG/10° dG diizeylerinin yiiksek bulundugu
grup 3, grup 4 ve grup 5’e yakinlik gosterdi. Karacigerde oldugu gibi bobrekteki DNA
hasarimin da bu gruptan itibaren grup 3, grup 4 ve grup 5 ile karsilastirildiginda anlaml
sekilde yiikseldigi gozlemlendi (p < 0.05). Grup 3, grup 4 ve grup 5 arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulunmad: (p > 0.05). Kontrol grubu bébrek
numunesine ait kromatogramlar Sekil 21 ve 22°de, 200 mg/kg d-fenotrin uygulanan

grubun bobrek numunesine ait kromatogramlar Sekil 23 ve 24°de gosterilmistir.
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Sekil 21. Kontrol grubu bobrek numunesine ait 6rnek HPLC-ECD kromatogrami
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Sekil 22. Kontrol grubu bobrek numunesine ait 6rnek HPLC-DAD kromatogrami
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Bobrekte meydana gelen DNA hasar1 karacigere gore daha diisiik diizeyde
gerceklesmis olup istatistiksel olarak aralarinda ¢ok anlamli pozitif korelasyon bulundu
(p <0.01) (Sekil 25).
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Sekil 25. Oksidatif DNA hasar1 bakimindan karaciger ve bobrek arasindaki korelasyon grafigi
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5. TARTISMA

ROS (hidroksil, siiperoksit, lipit peroksitler vb.) aerobik organizmalarda
hiicresel metabolizma sonucu veya ekzojen kaynakli sekillenen normal metabolizma
tirtinleridir (Pilger ve Riidiger, 2006). Bu metabolitler organizmada genellikle endojen
enzimatik (stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz ve diger peroksidazlar) ve
enzimatik olmayan (glutatyon, arjinin, sitriilin, taurin, selenyum vitamin E, C ve A vb.)
savunma mekanizmalari tarafindan etkisiz hale getirilip hiicre zarindaki lipitler ve diger
molekiillerle (proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler, DNA, RNA) etkilesimlere
girmeleri ve bu yapilarda hasara yol agmalari dnlenmis olur (Falcioni ve ark., 2010).
Ancak cesitli nedenlerle ROS iiretiminin artmasi ve antioksidan savunma sistemlerinin
bu metabolitlerle bas edememesi sonucu organizmada oksidan/antioksidan denge
bozulur ve oksidatif stres meydana gelir. Oksidatif stresin DNA’da tek ve ¢ift zincir
kirilmalari, baz modifikasyonlari, abazik boélgelerin olusumu ile DNA-protein ¢apraz
baglanmalarina neden oldugu ve sonu¢ olarak Parkinson, Alzheimer, diyabet,
ateroskleroz, neoplastik olusumlar, norodejeneratif hastaliklar, yaslanma ve kanser gibi
cesitli hastaliklarin  patofizyolojisinde rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica ROS
temizleyici enzim diizeylerindeki degismelerin lipit peroksidasyona neden olarak
toksikolojik olaylar1 siddetlendirdigi bildirilmistir (Tope ve Panemangalore, 2007).

Hiicresel diizeyde pestisitlerin lipit peroksidasyonunu katalizledigi, ROS
olusumuna neden oldugu, antioksidan enzim diizeylerinin degistirerek oksidatif strese
yol actig1 bildirilmektedir (Abdollahi ve ark., 2004; Tope ve Panemangalore, 2007).

Pestisitlere akut veya diisiik dozlarda uzun siireli kronik maruziyet sonucu
sekillenen oksidatif stres, organizmada sitogenetik hasara yol agmakta ve sonugta astim,
solunum sistemi hastaliklari, alerjik dermatit gibi ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina
neden olabilmektedir. Bunun yaninda pestisitlere uzun siireli diisiik dozlarda maruziyet
kan kanseri, mesane kanseri, pankreas kanserleriyle iliskilendirilmistir (Daniels ve ark.,
1997; Ji ve ark., 2001).

Karaciger ve bobrek viicutta ksenobiyotik metabolizmasindan sorumlu iki
onemli organdir. Bu organ hiicrelerinde yerlesim gdsteren enzimler, 6zellikle sitokrom
P450 ve flavin monooksijenazlar ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda onemli rol
oynarlar ve genis c¢apta substrat segicilikleriyle beraber inaktif bilesikleri yiiksek

derecede reaktif ve potansiyel kanserojenik ara ftriinlere dontstiirebilirler. Yiiklii



elektrofiller (elektron alma egiliminde olan atom veya molekiiller) hiicresel proteinler
ve niikleik asitlerle etkilesime girerek DNA hasarina ve bunun sonucunda
genotoksisiteye yol agarlar.

Niikleik asitlerin oksidasyon iiriinlerinden biri olan 8-0ksodG, oksidatif DNA hasarinin
duyarli bir biyobelirtecidir. ROS ve DNA molekiilii arasindaki tepkimenin sonucu
olarak sekillenen 8-oksodG hiicre i¢i ROS birikimi ve genotoksisite arasindaki iligkiyi
gostermektedir. Mutajenik 6zelligi olan bu hasarli {iriin guanin bazinin yerini alarak
DNA replikasyonunu siirdiirebilmekte ve ileriki asamalarda DNA  onarim
mekanizmasini yavaglatabilmektedir (Tope ve Panemangalore, 2007).

[k defa Floyd ve ark. (1986) 8-oksodG lezyonunun HPLC ile etkin bir bigimde
deoksiguanozinden ayrildigini ve elektrokimyasal detektor ile ¢ok hassas bir sekilde
tespit edilebildigini gostermislerdir. Bu teknik giiniimiizde de dokuda gesitli
kimyasallarin ve kanserojenik maddelerin yol agtigt DNA hasari tespitinde ¢ok hassas
ve giivenilir bir yontem olarak kullanilmaktadir (Valavanidis ve ark., 2009).

Piretroidlerin memelilerde yol actig1 oksidatif stres ile ilgili az sayida calisma
bulunmakla beraber bazi piretiroidlerin viicutta 6énemli doku ve organlarda reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunda potansiyel teskil ettigi bildirilmistir (Agrawal ve Sharma,
2010). Tip 11 piretroid grubunda olan lamda-sihalotrinin erkek Wistar ratlarin kan ve
beyin dokusunda oksidatif strese yol actigi ve vitamin C ile bu etkinin azaltildigi
gosterilmistir. S6z konusu ¢alismada eritrositler ve beyin hiicrelerinde malondialdehit
(MDA) diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek diizeyde 6l¢iilmiis, her iki dokuda da
antioksidan enzim etkinligi degismistir (Fetoui ve ark., 2008). Yine Tip Il
piretroidlerden sipermetrinin rat beyin ve karaciger dokularinda oksidatif hasara yol
actig1, vitamin E ve allopurinol uygulamasiyla iyilesmenin saglandigi gosterilmistir
(Giray ve ark., 2001).

Tez ¢alismasinda d-fenotrinin ratlarda PI LDsy degeri baz aliarak hesaplanan
doz uygulamalar1 sonucu karaciger ve bobrekteki oksidatif DNA hasarinin gostergesi
olan 8-0ksodG/10° dG diizeyleri HPLC-ECD/DAD yéntemiyle dlgiildii. Elde edilen
sonuglara gore karacigerdeki 8-0ksodG/10° dG diizeylerinde, kontrol grubu ile en diisiik
dozun uygulandigr grup 1 arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik
bulunmazken grup 3, grup 4 ve grup 5 ile arasinda ¢ok anlamli farklilik bulundu (p <
0.01). Grup 2’deki ortalama 8-oksodG/10° dG diizeyi hem kontrol grubu hem de 8-
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0ksodG/10° dG diizeylerinin yiiksek bulundugu grup 3, grup 4 ve grup 5’ yakinhk
gosterdi. Karaciger dokusunda DNA hasarmin bu gruptan itibaren grup 3, grup 4 ve
grup 5 ile karsilastirildiginda anlamli sekilde yiikseldi. Grup 3, grup 4 ve grup 5
arasinda ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulunmad: (p > 0.05).

Bobrekte, kontrol grubu ve en diisiik dozun uygulandigi grup 1’de ortalama 8-
0ksodG/10° dG diizeyi aym miktarda 6lgiildii. Grup 2’de ortalama 8-oksodG/10° dG
diizeyi hem kontrol grubu hem de 8-0ksodG/10° dG diizeylerinin yiiksek bulundugu
grup 3, grup 4 ve grup 5’e yakinlik gosterdi. Karacigerde oldugu gibi bobrekteki DNA
hasar1 da bu gruptan itibaren grup 3, grup 4 ve grup 5 ile karsilastirildiginda anlaml
sekilde yiikseldi (p < 0.05). Grup 3, grup 4 ve grup 5 arasinda ise istatistiksel olarak
anlaml1 fark bulunmadi. Bu sonuglar Tip I piretroid olan d-fenotrine Pi yolla 50 mg/kg
ve lizerindeki dozlarda 14 giin siire ile maruz kalindiginda karaciger ve bdobrekte
oksidatif DNA hasar1 sekillendigini gostermektedir.

Piretiroidlerin organizmada metabolize olarak yikimlanmasi ¢ogu memeli
tirlerinde benzer yolu izlemektedir. Genel olarak piretroidler gastrointestinal sistemde
hidrolize olup emildikten sonra hizli bir sekilde metabolize olurlar. Bu islem metil
gruplar1 ve aromatik halkalarin oksidasyonu, ester baginin hidrolizi ve konjugasyon
tepkimeleri (glukuronid, glisin, taurin, siilfat ve/veya glutamat ile konjuge edilmis
metabolitler) sonucu bilesigin metabolitlerine doniistiiriilmesi seklinde olmakta ve bu
tepkimeler karaciger, bobrek ve diger organlarda gergeklesmektedir. Piretiroidlerin
karaciger mikrozomal ila¢ metabolizasyon fonksiyonu iizerindeki etkisi hakkinda
literatiirde kisith bilgi bulunmaktadir (Anadon ve ark., 2009). Carlson ve Shoening
(1980), ratlarda farkli dozlarda permetrin uygulamasi sonrasinda Kkaracigerde
mikrozomal sitokrom P450 ve NADPH-sitokrom c¢ rediiktaz enzimlerinin saliniminin
gerceklestigini gostermislerdir. Benzer sekilde deltametrinin beyin ve karacigerde
CYP1Al1/2 ve CYP2B1, siflutrin ve lamda sihalotrinin CYP1Al/2 ve CYP4Al
enzimlerini etkinlestirdigi bildirilmistir (Dayal ve ark., 1999; Martinez-Larranaga ve
ark., 2002). Ayrica pestisitlerin de dahil oldugu bir¢ok kimyasal maddenin
metabolizmasinda rol alan CYP2E1 enziminin ROS firetimi ile iliskili oldugu ve bu
enzimin saliniminin serbest radikal olusumunu arttirdigir bildirilmistir (Bolognesi,
2003). In vitro olarak insan ve ratlarin karaciger mikrozomlarinda yapilan ¢alismada in

vivo mekanizmaya benzer sekilde piretroidlerin ester bagi hidrolizine ve oksidasyona
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ugradigr bildirilmistir. Ayrica trans-fenotrinin metabolizmasinda oksidasyondan
sorumlu sitokrom P450 enzimlerinden insanda CYP2B6, 2C19, 2C9 ve 2D6, ratta
CYPIAI, 2C6, 2C11 ve 3A2 izoformlarinin etkinlestirildigi gosterilmistir (Kaneko,
2011). Ksenobiyotiklerin metabolizmasit sonucu mikrozomal sitokrom P450 enzim
sistemi aktivasyonunun ROS firetimine neden oldugu bilgisi 1s1ginda d-fenotrinin bu
mekanizma ile karaciger hiicrelerinde ROS {iretimine ve bundan kaynakli DNA
hasarina yol agmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ratlarda bobrekler karacigerdekinin %
13’1 kadar sitokrom P450 enzim igerigine sahiptir (Gad ve Johnson, 2007). Bobrekteki
DNA hasar diizeyinin de karacigere gore daha diisiik diizeyde olmasimin d-fenotrinin
bobreklerde metabolizmas: esnasinda daha az miktarda enzim salinimi ve ROS
tiretimine neden olabilecegi diisiniilmiistiir. Tez ¢alismasinda elde edilen sonuglara
paralel olarak Patel ve ark. (2006) yaptigi ¢alismada sipermetrin erkek Swiss albino
farelere Pi yolla 5 giin boyunca 12.5, 25, 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda uygulanmis ve
beyin, bobrek, karaciger, dalakta gelisen DNA hasarinin doza bagimli olarak artig
gosterdigini ve organlar arasindaki DNA hasar1 diizeyi farkliliginin dokulardaki onarim
genleri bazal diizeylerinin ve sitokrom P450 enzim diizeylerinin farklilik
gostermesinden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Yapilan ¢alismalarda bazi piretroid insektisitlerin ve diger gruplardaki
pestisitlerin ¢esitli dokularda farkli mekanizmalarla lipit peroksidasyona yol actigi
gosterilmistir. Kale ve ark. (1999) erkek Wistar ratlara sipermetrin ve fenvaleratin oral
LDso degerinin % 0.001 oraninda tek doz olarak uygulamislar ve uygulama sonrasi
hayvanlar 0, 1, 3, 7 ve 14. giinlerde Gtenazi edilerek ve karaciger, bobrek ve kalp
dokusunda bu bilesiklerin lipit peroksidasyon yapici etkisi ve antioksidan sistem
tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Elde edilen bulgulara gore 14. giiniin sonunda
karaciger, bobrek ve kalpte lipit peroksidasyonda artisa bagli olarak oksidatif stres
gelistigini gostermislerdir. Bu durumun olasi nedenini dokulardaki SOD ve CAT
aktivitesindeki artisa baglamislar ve bu artisin piretroid toksisitesi sonucunda olusan
ROS iiretimine bir cevap olarak sekillendigini bildirmislerdir. Sonug¢ olarak piretroid
toksisitesinde hiicrelerde iiretilen ROS’nin lipit peroksidasyona neden oldugu ve
antioksidan sistemde degisimlere yol actigi ve bu bilgiler 1s18inda oksidatif stresin
piretiroid toksisitesinin patogenezinde rol oynadigini bildirmislerdir. Yine benzer baska

bir ¢aligmada lamda sihalotrin ve fenitrotiyon kombinasyonunun antioksidan savunma
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sistemi ve rat karaciger fonksiyonu enzimleri {izerindeki etkisi arastirilmis ve bu
insektisitlerin doza bagimli olarak glutatyon S-transferaz (GST), SOD ve CAT enzim
aktivitelerinin 6nemli derecede inhibisyonuna ve GSH’un indirgenmesine neden oldugu
bildirilmistir. Buna ilave olarak transaminazlar (AST, ALT) ve fosfatazlarin (AcP,
ALP) aktivitesinde azalma gézlemlenmistir (El-Demerdash, 2011).

Serbest radikal temizleyici enzimlerden CAT H,0, ile SOD ise O, ile
tepkimeye girip bu bilesikleri etkinsizlestirerek oOrganizmayi zararli etkilerinden
korurlar. EI-Demerdash (2011) yaptigi calismada piretroid insektisit olan lamda
sihalotrinin rat karaciger hiicrelerinde GST, SOD, CAT diizeylerinde 6nemli derecede
azalmaya yol acarak antioksidan enzim sistemi yetmezligine ve bunun sonucu olarak
ROS iiretimine sebep oldugunu bildirmistir. Serbest radikallerin uzaklastirilmasindan
sorumlu olan bu enzimlerin yetersizligi, lipit peroksidasyon, DNA hasari ve hiicre
oliimiinden sorumlu ‘OH radikalinin kaynagi olan H,O’in ortamda birikmesine neden
olur (EI-Demerdash, 2011). DNA’da 8-oksodG olusumunda ROS, ozellikle de "OH
radikalleri, O," ve H,0;’in sorumlu oldugu bilgisi dogrultusunda (Mouret ve ark.,
1991) ratlarda d-fenotrine maruziyet sonucu karaciger ve bobrek DNA’sinda meydana
gelen 8-oksodG olusumunun olasi bir diger mekanizmasinin antioksidan enzim sistemi
etkinliginin zayiflatilmas1 sonucu ortama salinan ROS’nin DNA’da hasar olusturdugu
goriisiini destekler niteliktedir.

Cesitli yontemlerle yapilmis hiicre ve dokularda oksidatif DNA hasarinin
6nemli gostergesi olan 8-oksodG/10° dG diizeylerinin dlgiimlerine dayali pestisitlerin
neden oldugu DNA hasari1 ¢aligmalar1 bulunmaktadir.

De Zwart ve ark. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada karbon tetrakloriir (CCly)
erkek Wistar rartlara PI yolla 0.25, 0.50 ve 1.00 ml/kg dozlarda tek seferde uygulanmus
ve idrar ve karaciger 8-oksodG/10° dG diizeyleri HPLC-ECD yéntemiyle analiz
edilmistir. Karbon tetraklortiiriin en yiiksek dozunun (1.00 ml/kg) uygulandig1 gruptaki
hayvanlarin karacigerinde 6lgiilen 8-0ksodG/10° dG diizeyi ile (129+39) kontrol grubu
8-0ksodG/10° dG diizeyi (106+39) karsilastinldiginda aralarinda istatistiksel olarak
onemli fark bulunmamustir.

Lin ve ark. (2002) herbisit olarak kullanilan ve farelerde kansere yol agtigi
bilinen pentaklorofenol (PCP) bilesiginin karsinojenik etkisinin ilag metabolizmasi

sirasinda olugsan ROS ile iliskili olabilecegini diisiinmiisler ve ayn1 zamanda bu bilesigin
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tirler arasindaki kanser yapici etkisini arastirmak amaciyla ratlara tek doz 30, 60, 120
mg/kg ve bes giin boyunca 30, 60 mg/kg dozda PCP uygulamiglardir. Bu hayvanlardan
elde edilen karaciger dokulari ve gilinliik 60 mg/kg PCP ile beslenen iki yil siireli
karsinojenite testine tabi tutulmus ratlarin karaciger dokularindaki 8-oksodG/10° dG
diizeyleri HPLC-ECD yontemiyle karsilagtirilmistir. Elde edilen sonuglara gore tek
seferde ve bes giin siireyle PCP’e maruz kalmis ratlarin karaciger 8-oksodG/10° dG
diizeyinde artis gozlemlenmezken karsinojenite testine tabi tutulmus ratlarda kontrol
grubuna gore iki kat artis belirlenmistir. Sonu¢ olarak PCP’e kronik maruziyet
sonucunda 8-oksodG/10° dG diizeyinin yiikseldigini ancak bu artisin rat karacigerinde
kanser olusumuna yol agmadigini gostermislerdir.

Bir baska calismada yine herbisit olarak kullanilan parakuatin rat karaciger ve
akcigerinde HPLC-ECD yontemiyle oksidatif DNA hasar1 yapict etkisi aragtirilmis; bu
amacla erkek Wistar ratlara 20 mg/kg dozunda PI yolla parakuat uygulamasini takiben
hayvanlar bir ve besinci giliniin sonunda Otenazi edilerek karaciger ve akciger
dokularinda 8-oksodG diizeyleri analiz edilmistir. Calismadan saglanan verilerle
parakuatin belirtilen organlarda 6nemli sayilabilecek oksidatif DNA hasarima yol
acmadigi sonucuna varilmistir (Sorensen ve Loft, 2000).

Lodovici ve ark. (1997) HPLC-ECD yontemini kullanarak yaptiklari caligmada
difenilamin (0.09-1.4 mg/kg) ve klorotalonilin (0.13-1 mg/kg) erkek Wistar ratlarin
karacigerinde doza bagimli olarak 8-0ksodG diizeyini artirdigi ve oksidatif hasara yol
actigini tespit etmislerdir.

Yaygin olarak tiitsii formunda kullanilan bir diger pestisit fosfinin rat bobrek
ve kalp dokusunda oksidatif DNA hasarina yol agtig1 bildirilmistir. Hsu ve ark. (2002)
tarafindan yapilan calismada erkek Wistar ratlara PI yolla 4 mg/kg dozunda fosfin
maruziyetinde sekillenen oksidatif DNA hasarinda endojen GSH’un koruyucu etkisi ve
bobrek ve kalp dokusundaki zehirliligi arastirilmis, bu pestisitin GSH, GSH peroksidaz
ve CAT enzim diizeylerini 6nemli derecede azalttigi, lipit peroksidasyon (MDA) ve
DNA oksidasyonunu (8-oksodG) artirdigini gostermislerdir.

Comet yontemi kullanilarak yapilan bir ¢alismada sipermetrinin fare beyin,
bobrek, karaciger, dalak, kemik iligi ve lenfosit hiicrelerinde genotoksik etkisi
arastirilmig, deney planinda erkek Swiss albino farelere 12.5, 25, 50, 100, 200 mg/kg

dozlarda bes giin boyunca PI yolla sipermetrin uygulamasi sonucunda tiim organlarda
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doza bagimli olarak DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli (p < 0.05) derecede artis
meydana geldigi gosterilmistir (Patel ve ark., 2006).

Organik fosforlu pestisitlerden malatiyonun rat beyin dokusu ve periferal kan
hiicrelerindeki DNA hasar1 yapici etkisinin Comet yontemi kullanilarak analiz edildigi
calismada 100 ve 150 mg/kg dozlarda Pi yolla akut ve kronik olarak malatiyona maruz
kalan ratlarin hipokampus ve periferal kaninda DNA hasarinda artis meydana geldigi
bildirilmistir (Reus ve ark., 2008).

Saquib ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada sistemik bir fungisit olan
metil tiyofanatin oksidatif DNA hasar1 yapici etkisi *2P- post labeling yontemi ile analiz
edilmis, 37° C’de 60 dk. boyunca 50 ve 100 uM yogunluklarda metil tiyofanat ile
muamele edilen buzagi timus DNA’sinda 8-oksodG diizeylerinin herhangi bir uygulama
yapilmamis 6rnege gore artis gosterdigi (p < 0.05) bildirilmistir.

Organizmada oksijen metabolizmasinin sonucunda normal kosullarda da
stirekli olarak ROS iiretilmekte ve bu metabolitlerin DNA ile etkilesime girmesi
sonucunda hiicrelerde bazal diizeyde DNA baz lezyonlar1 (8-oksodG) olugmaktadir
(Valavanidis ve ark., 2009). ESCODD’un ger¢eklestirdigi denemelere gore farkli
laboratuvarlarda farkli kromatografik tekniklerle analiz edilen buzagi timus bazal
hiicresel 8-oksoGua / 8-oksodG diizeyleri de farklilik gostermektedir (Dizdaroglu ve
ark., 2002). Ayrica laboratuvarlarda kullanilan g¢esitli DNA izolasyon yontemleri de bu
diizeylerin 6lgiim sonuglarini etkilemektedir. Ornegin, fare karaciger mitokondrial DNA
(mtDNA)’sinda HPLC-ECD yéntemi ile 8-oksodG/dG diizeyi 25 / 10° l¢iilmiisken bu
oran GC-MS yéntemi ile 700 / 10° olarak bulunmustur. GC-MS yéntemi ile yapilan
analizde belirtilen oranin yiiksek dl¢iilmesinin nedeninin formik asit ile tiirevlendirme
asamasinda DNA’da meydana gelen yapay oksidasyonlardan kaynaklandig:
bildirilmistir (Kasai, 1997).

Schmerold ve Niedermiiller (2001) tarafindan yapilan ¢alismada geng ve yash
Sprague-Dawley ratlarin 12 farkli organ hiicresel DNA’larinda bazal 8-oksodG
diizeyleri arastirilmistir. Calismada DNA izolasyonunda Qiagen hazir DNA izolasyon
kiti kullanilmis, enzimatik hidrolizleri niikleaz P1 ve alkalin fosfataz enzimleriyle
yapilan DNA oOrnekleri HPLC-ECD yontemiyle analiz edilmistir. Geng¢ ratlarin
organlarindaki 8-oksodG diizeyleri 10-90 pmol / mol dG (10-90 8-oksodG/10° dG)
olarak Ol¢iilmiis en yiliksek oranlar sirasiyla yemek borusu (90.3), kas (61.6), beyin
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(65.5), karaciger (59), bobrek (34.5), dalak (57.4) ve testislerde (63.4) tespit edilmistir.
Akciger, kalp, ince ve kalin bagirsaklardaki degerler 28-38 pmol 8-oksodG / mol dG
arasinda bulunmustur. Yaslh rat organlarinda bu degerler yemek borusu (100), kas (80),
beyin (51.5), karaciger (168.8), bobrek (163), dalak (51.2) ve testislerde (43.1) tespit
edilmistir. Akciger, kalp, ince ve kalin bagirsaklardaki degerler 33-64 umol 8-oksodG /
mol dG arasinda bulunmustur. Tez ¢alismasinda sézkonusu ¢alisma ile benzer sekilde
hazir kit kullanilarak izole edilen organ DNA’larinin enzimatik hidrolizleri niikleaz P1
ve alkalin fosfataz enzimleri ile yapilip HPLC-ECD/DAD yontemi ile analiz edildi.
Calismanin sonucunda bazal 8-oksodG/10° dG diizeyleri karacigerde 44.96+12.66 ve
bobrekte 39.07+4.80 degerlerinde dlgiildii. Tespit edilen bu degerler hemen hemen ayni
sartlarin kullanildigit Schmerold ve Niedermiiller (2001)’in Olgim sonuglart ile
paralellik gdsterdi.

Bagka bir calismada gen¢ ve yash (1-24 aylik) Fischer 344 ratlarin gesitli
organlarinda (karaciger, bobrek, beyin, bagirsak ve testis) 8-oksodG diizeyleri 8 ila 73 /
10° dG araliginda bulunmustur (Fraga ve ark., 1990).

Anson ve ark.’nin (1999) yaptigi calismada geng¢ ve yashh Wistar ratlarin
karacigerinde GC-MS yéntemi ile 8-oksoGua/10® Gua diizeyleri dl¢iilmiis ve diizeyler
geng ratlarda 263+67, yash olanlarda ise 149434 lezyon olarak tespit edilmistir. Bu
calismada DNA izolasyonunda yapay oksidasyona yol agtig1 bilinen fenol/kloroform
karisimi kullanilmis ve yine yapay oksidasyonun kaynagi olabilecegi bildirilen formik
asit tiirevlendirmesi yapilmigtir. Caligmada oldukca yiiksek bulunan bu diizeylerin
muhtemelen yapay oksidasyondan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Tez calismasinda yapay oksidasyonlart minimize etmek amaciyla dokularin
DNA izolasyonunda fenol/kloroform yontemi yerine hazir kit kullanildi ve 6rnek isleme
esnasinda demirin (Fe*?) katalizledigi oksidasyon tepkimelerini énlemek igin kitin
ihtiva ettigi tiim tampon ¢ozeltilere metal selatorii olan desferoksamin mesilat eklendi.
Ayrica disiik miktarlarda (<100 pg) DNA ile calismak bir diger yapay oksidasyon
nedeni oldugundan (Guetens ve ark., 2002) herbir 6rnek i¢cin 100 ng DNA kullanildi.
Elde edilen 6l¢iim sonuglart benzer izolasyon ve analiz yontemlerinin (HPLC-ECD)
kullanildig1 ¢alismalarla paralellik gosterdi.

DNA hasar1 ¢alismalarinda 6l¢iimlerinin en sik yapildigi, DNA diziliminde G-C

A-T doniisiimiine neden olarak mutasyona yol actigi kanitlanmis biyobelirteg olan
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8-0ksodG’in diisiik diizeylerde (pmol/fmol) tespit edilebilmesi esastir. HPLC-ECD
yontemi oldukc¢a hassas, fmol diizeylerinde 8-0ksodG ol¢iimlerine olanak saglayan ve
laboratuvarlarda en sik kullanilan analitik tekniklerden biridir (Valavanidis ve ark.,
2009). Bu teknik, en az 100 pg DNA analiz edildiginde yaklasik olarak 50 fmol veya 2
lezyon / 10° dG miktarinda tespit limitlerine kadar imkan saglar (Powell ve ark., 2005).
Tez ¢alismasinda yontemin hassasiyetini gosteren tespit alt limiti (LOD)
8-0ksodG i¢in 37 fmol (10.5 pg) olarak hesaplandi ve bu deger yontemin oldukga

hassas oldugunu gosterdi.
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6. SONUC VE ONERILER

Glinlimiizde insan ve hayvanlarin daha kaliteli bir yasam siirdiirebilmelerine
olanak saglamak amaciyla veteriner hekimligi, tarim uygulamalar1 ve gesitli vektorel
hastaliklarin 6niine ge¢mede kullanilan geleneksel pestisitlerin (OF, OK vb.) yerini
hedef canlilarda olduk¢a zehirli ancak memelilerde son derece giivenli olan sentetik
piretroid grubu insektisitler devralmistir. Bu maddelerin dogru ve amacina yonelik
kullanimlarinin ¢ok 6nemli faydalar1 yaninda bilingsiz kullanimlarinin sonucu olarak
insan, hayvan ve ¢evre saglig1 agisindan 6nemli riskler ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle
cesitli sartlarda farkli yollarla ve farkli dozlarda bu kimyasallara maruz kalan insan ve
hayvanlarda organizmadaki zararl etkilerinin arastirilmasi 6nem arz etmektedir.

Son yillarda genetik toksikoloji, bircok kimyasal maddenin DNA iizerinde
meydana getirdigi etkilerin, hangi mekanizmalarla hasara yol ac¢tiginin, mutajenik ve
kanserojenik etkilerinin arastirilmasinda gerekli hale gelmistir.

Tez calismasinda erkek Wistar Albino ratlara tekrarlanan maruziyette (14 giin)
Pi yolla farkl1 dozlarda tip I piretroid insektisitler grubundan olan d-fenotrin uygulandi
ve bu bilesigin ksenobiyotik metabolizmasindan sorumlu 6nciil organlar olan karaciger
ve bobrekteki oksidatif DNA hasart yapici etkisi HPLC-ECD/DAD yontemiyle analiz
edildi. Calismanin sonucunda d-fenotrinin belirli dozlarda bobrekte daha diisiik olmak
tizere her iki organda da oksidatif DNA hasarina yol agtigi belirlendi. Yapilan
caligmalarda norotoksik oldugu bilinen sentetik piretroidlerin genellikle beyin dokusu
ve sinir sisteminde DNA hasart yapict etkileri arastirilmig olup d-fenotrinin
biyotransformasyon, detoksifikasyon ve atilimdan sorumlu organlar olan karaciger ve
bobrek dokularinda DNA hasar1 yapict etkisi arastirilmamigtir. D-fenotrinin HPLC-
ECD/DAD yontemiyle karaciger ve bobrekteki DNA hasar1 yapict etkisi ilk defa tez
calismasiyla arastirildi ve yontem laboratuvara kazandirildi.

Normal kullanim kosullart altinda oldukg¢a giivenli oldugu bilinen bu bilesigin,
bilingsiz kullanimindan kaynaklanabilecek genotoksik etkilerinin insan ve hayvan
saglig1 agisindan farkli genotoksisite testleri ile ortaya konulmasi risk degerlendirmesi

agisindan dnem arz etmektedir.
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