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OZET

FLUMETRIN’IN MCF-7 HUCRE SOYU UZERINE ETKILERI

DOKTORA TEZI

Simge KARA ERTEKIN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Danisman : Prof. Dr. Melike ERKAN

Bu calisma, pestisitlerden piretroid grubuna ait olan flumetrinin MCF-7 hiicre soyu iizerinde
sitotoksik, apoptotik, genotoksik ve Ostrojenik etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir

Pestisitler tiim diinyada tarim ve hayvancilikta oldugu kadar giinliik hayatta da oldukg¢a sik
kullanilan kimyasal maddelerdir. Pestisitler, fizikokimyasal 6zelliklerine gore riizgar, yagmur
gibi etkenlerle baska yerlere siiriiklenmekte ve birgok canliya ulasmaktadir. Pestisit
gruplarindan piretroid insektisitler, diger grup pestisitlerle karsilastirildiginda insanlar ve
cevre i¢in daha gilivenilir olarak belirtildiginden en yaygin kullanilan grubu olusturmaktadir.
Ancak yapilan ¢alismalarda piretroidlerin bir¢ogunun toksik etkileri oldugu gosterilmistir.
Flumetrin, tip II piretroidlerden olup, sigir, kuzu, keci, at ve kopek gibi bir¢ok hayvanda
ektoparazitlere kars1 kullanilmaktadir. Ayrica aricilikta akarlara karst da uzun zamandir
kullanilmaktadir.

Flumetrinin 0,1uM ve 2000 pM arasinda sekiz farkli dozunun hiicre canliligt ve
sitotoksisiteye etkisi arastirilmistir. Bu dozlar arasindan secilen dort farkli doz (1, 10, 100 ve
1000 uM) flumetrinin apoptoz/nekroz oranina etkisi ve apoptotik yolakta anahtar rol oynayan
genlerin ekspresyon oranlar1 ve genotoksik etkisi arastirilmistir. Ayrica flumetrinin 6 farkl
dozunun (10- 0,0001 uM) Ostrojenle karsilagtirmali  olarak  proliferatif — etkisi
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degerlendirilmistir. Bu dozlar arasindan segilen 10 uM, 1 uM, 0,1uM dozunda, Ostrojenle
ekspresyonlar1 arttig1 bilinen genlerin (ps2, ERa, ERP ve PGR) ekspresyon oranlari
arastirilmistir. Elde edilen veriler flumetrinin doz artisina bagli olarak olusan sitotoksik
etkileri oldugu, apoptozu arttigt ve genotoksik etkilerin olustugu gosterilmistir. Ayrica
flumetrinin toksik etkilerinin olusmadigi diisiik dozlarda oOstrojenik etkiler goriildiigi
belirlenmistir.

Haziran 2019, 108 sayfa.
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This study was performed to determine the cytotoxic, apoptotic, genotoxic and estrogenic
effects of flumethrin belonging to the pyrethroid group from the pesticides on MCF-7 cell
line.

Pesticides are used frequently in daily life as well as in agriculture and livestock all over the
world. Pesticides according to their physicochemical properties, are dragged to other places
by factors such as wind and rain and it reaches many living things. Pyrethroid insecticides
from pesticide groups are the most commonly used group because they are more reliable for
humans and the environment compared to other group pesticides. However, many studies
have shown that most of the pyrethroids have toxic effects. Flumethrin is a type Il pyrethroid
and is used against ectoparasites in many animals such as cattle, lambs, goats, horses and
dogs. It has also been used in bee keeping against mites for a long time.

The effect of 8 different doses of flumethrin between 0.1 uM and 2000 uM on cell viability
and cytotoxicity was investigated. The effects of 4 different doses (1, 10, 100 and 1000 uM)
selected from these doses on the apoptosis/necrosis rate and the effect of the genes involved
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in the apoptotic pathway on expression rates and genotoxic effects were investigated. In
addition, 6 different doses of flumethrin (10- 0,0001 uM) were evaluated for the proliferative
effect compared to estrogen. Expression rates of genes known to increase with estrogen (pS2,
ERo, ERB and PGR) 10 uM, 1 uM and 0,1 uM selected among these doses were investigated.
The obtained data showed that flumethrin had cytotoxic effects due to dose increase,
increased apoptosis and genotoxic effects occurred. In addition, toxic effects of flumethrin did
not occur at low doses were found to have estrogenic effects.

June 2019, 108. pages.

Keywords: Flumethrin, Pyrethroids, pesticide, apoptosis, estrogenic effect
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1. GIRIS

Pestisitler bir¢ok tarimsal alanda, yerlesim yerlerinde, ticari ve endiistriyel sektdrde pest
denilen kemirgenler, mantarlar, bocekler ve yabani otlar gibi zararli canlilarin kontrolii ve
oldiirtilmesi i¢in uygulanmaktadir. Ancak, pestisitler uygulandiklar1 alanlarda havaya, suya ve
biyokiitleye karistigindan ekosistem ve insan sagliginda risk yaratmaktadir. Insan sagh@
acisindan pestisit kalintilarina maruziyet evrensel bir problem halini almistir. Pestisit
maruziyetleri kontamine sularin ve yiyeceklerin yenilmesi; kontamine hava, toprak ya da
endiistriyel buharlarin solunmasi; ve kontamine sularla (yiizme, banyo, yagmur), hava ya da

toprakla dermal temas yoluyla olmaktadir (Li ve Jennings, 2017).

Pestisitlerin en 6nemli ve en biiylik grubunu olusturan insektisitler kimyasal gruplarindaki
farkliliklara gore; organofosforlular, karbamatlar, organoklorlular ve piretroidler olarak
gruplandirilmaktadirlar.  Bu  gruplarin  arasindan  piretroidler, organoklorlular ve
organofosfatlilara gore memelilerde daha diisiik toksisiteye ve ¢evrede daha az kalintiya
neden olmaktadir (Costa, 2008; Kojima ve dig., 2004; Mnif ve dig., 2011). Bundan dolay1
piretroidler, tarim, medikal, veterinerlik, aquatik sistem ve evde pest kontroliinii de igeren
genis capli insektisit uygulamalariyla yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu yaygin kullanimlar
insanlarda maruziyetin artmasina neden olmaktadir (Romero ve dig., 2017; Radovanovi¢ ve
dig., 2017). Piretroidlere uzun siireli diisiik doz maruziyet sinir sistemi, immiin sistem,
kardiyovaskiiler sistemde kronik hastaliklara neden olabilir ve teratojenite, karsinojenite ve
mutajeniteyi igeren toksik etkiler olusturabilmektedir (Tang ve dig., 2018). Ayrica erkek ve
disi iireme sisteminde istenmeyen etkilere neden olabilmektedir (Tang ve dig., 2018;

Marettova ve dig., 2017).

Flumetrin, sigir, kuzu, ke¢i, at ve kdpek gibi bircok hayvanda ve aricilikta ektoparazitlere
kars1 kullanilmakta olan bir piretroid pestisittir (Mishra ve dig., 2012a; Elias, 2013; Bas¢i ve
Eraslan, 2015). Flumetrinin toksisitesi ile yapilan in vivo ¢alismalar incelendiginde, flumetrin
maruziyetinin hepatik enzim seviyelerinin ve monooksijenaz sistem faaliyetlerinin yani sira
antipirin metabolizmasin1 da azalttigt gosterilmistir (Anadon ve dig., 1995). Ayrica
flumetrinin, MDA (malondialdehit), ALT, AST seviyelerini arttirdigi; katalaz, SOD

(stiperoksit dismutaz) seviyelerini ise azalttigt bu sebeple oksidatif strese neden oldugu ve



hepatotoksik etkileri oldugu ifade edilmistir (Mishra ve dig., 2012a). Flumetrinin in vivo
olarak genotoksik etkilerinin gosterildigi ¢aligmada, farelerde dermal ve intraperitonal
flumetrin uygulanmasi sonrasinda kemik iligi hiicrelerinde mitotik indeks, kromozom
aberasyonu ve mikroniikleus olusumunda anlamli sonuglar elde edilmistir (Nakano ve dig.,
1996). Ancak in vitro olarak toksik etkilerini gosteren c¢aligma olduk¢a az sayidadir
(Yurdakok-Dikmen ve dig., 2017; Blomberg, 2017).

Bu ¢alismada, flumetrinin MCF-7 hiicreleri tizerine etkileri arastirilmistir. Tezin “Genel
Kisimlar” boliimiinde pestisitler, piretroidler, flumetrin ve apoptoz konular1 ayrintili olarak

anlatilmigtir.

Tezin “Malzeme ve Yontem” boliimiinde laboratuvarda uygulanan islemler ayrintili sekilde
anlatilmistir. Yapilan bu islemler sonucunda elde edilen veriler tezin “Bulgular” boliimde

belirtilmistir.

Tezin “Tartisma ve Sonug” boliimiinde ise, elde edilen veriler degerlendirilmis ve bu veriler

mevcut literatiir bilgisi ile yorumlanarak sonuca varilmistir.

Bu caligma, akarisit olarak yaygin sekilde kullanilan flumetrinin toksik etkilerinin; hiicre
canlilig1, sitotoksisitesi apoptotik indeksi ve apoptoz yolaginda gorevli proteinlerin gen
ekspresyonu belirlenerek, Ostrojenik etkilerinin; Ostrojene bagli hiicre proliferasyonu ve
ostrojenik genlerin ekspresyonu belirlenerek ve genotoksik etkilerinin; mikroniikleus ve

Komet olusumlari belirlenerek ortaya ¢ikarilmasi amaciyla yapilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1.PESTISITLER

Pestisitler, modern tarim metodlarin1 kolaylastirmak ve yiyecek iiretimini arttirmak igin
iretilmis olan; pest de denilen zararli canlilar1 6nlemek, oldiirmek, uzak tutmak veya
azaltmak i¢in kullanilan madde veya madde karigimlaridir (Klaassen ve Watkins III, 2015;
Mailman ve dig., 2015). Pestisitler diinyada ve iilkemizde tarim ve hayvancilikta oldugu
kadar giinliik hayatta da oldukc¢a sik kullanilan kimyasal maddelerdir (Anand ve dig., 2006;
Vural, 2005; Delen ve dig., 2005; Chen ve dig., 2002).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) pestisit tanimini; “insan veya hayvanlarda
olusabilecek hastaliklar1 tasiyici; gidalarin, tarimsal {riinlerin, ahsap ve ahsap {irlinlerinin
veya hayvan yemlerinin iiretimi, islenmesi, tasinmasi, depolanmasi ve/veya pazarlanmasi
sirasinda bu uygulamalar olumsuz etkileyecek her tiirlii zararlinin 6nlenmesi, yok edilmesi
veya kontrol altina alinmasi amaciyla veya hayvanlar iizerinde veya viicutlarinda
bulunabilecek zararlilarin kontrol altina alinmasi amaciyla kullanilan maddelerdir” seklinde

yapmustir (FAO, 2002).

Diinyadaki pestisit tiikketiminde 2014 yili verileri incelendiginde yillik yaklasik 2 milyon
oldugu ve bunun %45 inin sadece Avrupa, %25’inin ise Amerika’ya ait oldugu goriilmektedir
(De ve dig., 2014). Ulkemizde ise 30 bin tona yakin pestisit tiiketimi oldugu belirtilmektedir
(Faostat, 2016; Durmusoglu ve dig., 2010).

2.1.1. Simiflandirmasi

Pestisitler, etkili olduklar1 canlilara, kimyasal yapilarina ve toksisite derecelerine gore farkli

sekillerde siniflandirilmaktadir.

Pestisitler, etkili olduklari canlilara gére Diinya Saghk Orgiiti (WHO, World Health
Organization) tarafindan su sekilde simiflandirilmiglardir: “AC: akarisitler (akarlar), A:
apisitler (yaprak biti), B: bakteriyostatikler (topraktaki bakteriler), FM: fumigantlar, F:
fungusitler (mantarlar ve kiifler), herbisitler (yabani otlar), insektisitler (bocekler), IGR:

Insekt biiyiime diizenleyiciler, Ix: Iksodisitler (kene kontrolii), L: larvasitler (larvalar), M:



mollusitler (salyangoz ve diger yumusakcalar), MT: mitisidler (kene/parazitler), N:
nematositler (nematodlar), PGR: Bitki biiylime diizenleyiciler, R: repellentler

(uzaklastiricilar), rodentisitler (kemirgenler), S: sinerjistler” (Costa, 2008; WHO 2010).

WHO, ayrica hastanelere bagvurulan zehirlenme olaylar1 ve dliimler nedeniyle, pestisitleri
sicanlardaki akut oral veya dermal toksisiteleri goz Oniine alinarak, Kiiresel Uyum Sistemine
gore (GHS- Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals)
siniflandirmistir. Bu  sistem, Birlesmis Milletler tarafindan, tehlikeli kimyasallarin
siniflandirilmasi igin gelistirilmistir, 2009 yilinda diizenlenen kilavuza gore siniflandirma

tablo 2. 1°de gosterilmistir (Hayo ve Werf 1996; WHO, 2010).

Tablo 2. 1: Pestisitlerin Kiiresel Uyum Sistemine (GHS) gore siniflandirilmas: (WHO, 2010)

GHS. : Siniflandirma Kriterleri
kategorileri
Oral Dermal
a b
LDS0" (mg/kg Zararhhik ifadesi LDS0" (mg/kg Zararhhk ifadesi
bw) bw)
Kategori 1 <5 Yutuldugunda dliimciildiir <50 D? . ile Een3a51
Olimciildiir
Kategori 2 5-50 Yutuldugunda Slimeiildiir 50 - 200 Deri ile temasi
olimcildiir
Kategori 3 50 - 300 Yutuldugunda toksiktir 200 - 1000 Deri ile temasi toksiktir
Kategori 4 300 - 2000 Yutuldugunda zararhdir 1000 - 2000 Deri ile temasi zararhidir
Kategori5  2000-5000  Yutuldugunda zararliolabilir 20005000 Dot temastzararh

* Oral veriler sigan igindir " Dermal veriler sigan yada tavsan igindir.

Bunlarin disinda pestisitler kimyasal yapilarina gére de siniflandirilabilirler. WHO’ya gore
pestisitler kimyasal yapilarina gore; Arsenik bilesikleri (AS), Organofosforlu bilesikler (OP),
Bipiridin tiirevleri (BP), Organotin bilesikleri (OT), Karbamatlar (C), Fenoksiasetik asit
tiirevleri (PAA), Kumarin tiirevleri (CO), Pirazoller (PZ), Bakir bilesikleri (CU), Piretroidler
(PY), Civa bilesikleri (HG), Triazin tiirevleri (T), Nitrofenol tiirevleri (NP), Tiokarbamatlar
(TC), Organoklorlu bilesikler (OC) seklinde siniflandirilmislardir (WHO, 2010).



2.1.2. Tarihcesi

Pestisitlerin yillardir insanlar tarafindan kullanildigi bilinmektedir (Sevil ve dig., 1991).
Pestisit kullanimu ile ilgili ilk kayitlarin M.O 1500’lere ait oldugu ve bu yillarda papiriisler
iizerinde insektisit tariflerinin yer aldig1 belirtilmektedir (Altikat ve dig., 2009). Bilinen ilk
pestisit Mezopotamya’da M.O 1000 yilinda kiikiirtiin insektisit ve fungusit amagl olarak
kullanimidir (Sevil ve dig., 1991; Altikat ve dig., 2009) M.O. 100 yillarinda Romalilar
hellebore bitkisini sican, fare ve insektlerin kontroliinde kullanirken, M.S. 900 yillarinda
Cinliler bahge insektlerinin kontroliinde arsenik kullanmiglardir (Fishel, 2013). Gergek
anlamla pestisit kullanimi1 ise arsenik, civa, kursun gibi toksik kimyasallarin tarimda
kullanilmast ile 15. yy’da baglamistir (Altikat ve dig., 2009). Bunun bir sonucu olarak ilk
sentetik pestisit olan DDT 1940’larin basinda hem vektorlerle bulasan hastaliklar1 ¢ézecegi
hemde gida iiretiminin arttirilmasinda biiyiik yarar saglayacagi diislintilerek kullanilmistir.
(Hayo ve Werf 1996; Fishel, 2013). Bu tarihe kadar pest kontrolii bitkilerden ve inorganik
bilesiklerden saglanmaktayken, 2. Diinya Savasi ile DDT isimli sentetik kimyasal askerler
arasindaki insektisit kaynakli hastaliklarin ¢oziimiinde 6nemli rol oynamistir (Fishel, 2013).
Gilinlimiizde halen c¢ok sik kullanilan bir herbisit olan 2,4-D’in de iginde oldugu
fenoksiasetikasit tiirevleri 1942°de; organofosfat grubu insektisitler ise 1946’da kullanilmaya
baglanmistir. 1950 ve 1960’lar pestisitlerin bir¢ok grubunun arastirildigi, gelistirildigi ve
ticarilestirildigi yillar olmustur (Fishel, 2013). Sanayilesmenin arttig1 iilkelerde, 1960arin
Yesil Devrimi sonrasinda, ekili yiizeyleri, mekanizasyonu ve hibrit mahsulleri arttirarak daha
yiiksek verim almanin yani sira pest kontroliiniin artmasi tarimsal verimliligini 6nemli dl¢lide
arttirmistir - (Mnif  ve dig., 2011). Bu miicadele, c¢iftciligin en biiylik engelleri olan
kemirgenleri, mantarlari, bocekleri ve yabani otlar1 6ldiirmek icin tasarlanmig olan bu zararl
kimyasallar yani pestisitlerin yogun sekilde kullanilmasin1 gerektirmistir (Mnif ve dig., 2011).
Pestisitlerin temel amaci insan sagligina biiyiik yararlar saglamakti. Bunun i¢in tarimsal
pestleri (hastaliklar ve otlarda dahil olmak {izere), bitki hastalik vektorlerini, insan ve hayvan
hastalik vektorlerini ve rahatsiz edici organizmalari ve diger insan aktivitelerine ve yapilarina
(bahgeler, dinlenme alanlar1 vb.) zarar veren organizmalar1 kontrol etmeye yardimci
olmaktadirlar. Dahas1 yiyecek iiretiminde artis, glivenli yiyecek temini gibi sekonder yararlar

da saglamaktadirlar (Mnif ve dig., 2011; Xu ve dig., 2008).



Ancak 1962 yilinda Dr. Rachel Carson tarafindan pestisitlerin ¢evreye ve oOzellikle kuslar
lizerine zararl etkilerinin oldugunu belirttigi “Silent Spring” isimli kitab1 yayimnlanmigtir
(Mnif ve dig., 2011). 1972°de EPA (Environmental Protection Agency)’nin DDT kullanimini
yasaklamasi ile birlikte bir¢ok iilke de yasaklanmaya baslanmistir (Fishel, 2013; Vural,
2005). Bu iilkeler arasinda yer alan Gliney Afrika’da 1966’da DDT yasaklandiginda
10000°den sitma olgusu bulunurken, yasak sonrasinda bu sayr 62000’e yilikselmis ve DDT
tekrar kullanilmaya baslanarak sitma olgusu sayisini 12500°e diislirmiistir. Bu olay
sonrasinda pestisitlerin kullaniminin tamamen yasaklanmasi degil dengeli ve kontrollii sekilde
kullanilmast gerektigi fikrine ulasilmistir. Bu durum 20. yy’da daha az etkin madde ile daha
etkili ve ¢evreye daha az zararli bilesiklerin kullanilmasi ile denge diizeyine ulasilmigtir

(Costa, 2017; Fishel, 2013).
2.1.3. Zehirlenmeler

Pestisitlerin yaygin kullanimlarina bagli olarak intihar ya da kazara zehirlenmeler ve 6liimler
Diinyada ve iilkemizde goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda diinya genelinde pestisitlerle
intihar sonucu yaklasik 250 bin 6liim oldugu ve bunun intiharlarin %30’unu olusturdugu
bildirilmistir. Ayrica pestisit zehirlenmelerinin daha ¢ok az gelismis iilkelerde yogunlastigi
belirtilmistir (Gunnell ve dig., 2007). Ulkemizde meydana gelen &liim vakalarindan bazilari
su sekildedir; 1979 yilinda Odemis'te paration etken maddesi ile yanlslikla kizartilan
borekleri yiyerek zehirlenen 16 kisi’den 6 kisi 6liimii, 1973'de Kars'ta parationu sa¢ ve elbise
temizliginde kullanan 37 kisinin &liimii, 1963’te Bursa’da 1979°da Odemis’te paration ile
ilaglanmis meyvelerden zehirlenme ve Oliim vakalari, ayrica 1956'da Diyarbakir’da bir
fungusit olan hekzaklorobenzenle (HCB) ilaclanmis bugdayr yiyen 3000'in {istiinde kisiye
"porfiria kutan tarda" tanis1 ile epidemik zehirlenme goriilmesi ve bu olay sonucu

zehirlenmelerin %10’unun 6liimle sonuglanmasi 6rnek olarak verilebilir (Vural, 2005 ).
2.1.4. Toksisitesi

Pestisitler bir¢ok tarimsal alanda, yerlesim yerlerinde, ticari ve endiistriyel sektdrde pestlerin
kontrolii ve oldiiriilmesi i¢in uygulanmaktadir. Ancak, pestisitler uygulandiklar1 alanlarda
havaya, suya ve biyokiitleye karistigindan ekosistem ve insan sagliginda risk yaratmaktadir.
Insan saglig1 acisindan pestisit kalintilarina maruziyet bir evrensel bir problem halini almustir.

Pestisit maruziyetleri, kontamine sular yiyeceklerin yenilmesi, kontamine hava, toprak ya da



endiistriyel buharin inhale edilmesi ve kontamine sularla (ylizme, banyo, yagmur), hava ile ya
da toprakla dermal temas yoluyla olmaktadir (Li ve Jennings 2017). Bireyler tarafindan
alindiklarinda, ¢esitli metabolik ve sistemik fonksiyon bozukluklarina ve kronik hastaliklara

neden olmaktadir (Soomro ve dig., 2008).

Ancak insanlar pestisitlere yalnizca gidalar ya da gevresel maruziyet yollari ile (su, toprak ve
hava) degil mesleki olarak da maruz kalmaktadirlar (Kjeldsen ve dig., 2013). Pestisit
tiretiminde ¢alisanlar, uygulayicilar ve ciftciler yliksek doz maruziyet i¢in ana risk grubunu
olusturmaktadirlar. Sprey iscileri pestisit karisimlarina ekinler {izerine spreyleme, tasima ve
karistirma sirasinda direkt olarak ve kontamine olmus toprak, hava, icme suyu, yiyeceklerin
tilketilmesi ve sigara icerken maruz kalabilmektedirler. Genel popiilasyondaki bireylerin
kontamine yiyecek, icecek ya da evlerde kullanim sonucu olusan maruziyetleri bu sektdrde
calisan iscilere gore cok daha diisiik seviyelerdedir (Al-Sarar ve dig., 2015; Soomro ve dig.,
2008). Epidemiyolojik ¢alismalar mesleki maruziyetler ile kanser, diyabet, nérodejeneratif ve
ireme bozukluklari, dogumsal defektler, gelisimsel toksisiteler, nefropatiler, solunum,
kardiyovaskiiler ve otoimmiin hastaliklar gibi kronik patolojiler arasinda pozitif korelasyon

oldugu gostermektedir (Ilboudo ve dig., 2014).
2.1.4.1. Oksidatif strese etki

Pestisitler, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu tetikleyebilirler. Bu molekiiller,
enzimlerde, lipidlerde, proteinlerde, karbonhidratlarda ve niikleik asitlerde hasara neden
olmaktadir (Yilmaz ve dig., 2015). Pestisit maruziyetinin farkli dokularda oksidatif stres
olusumuna neden olmasi toksisitesinin ana kaynagi olarak belirtilmektedir (Banerjee ve dig.,

2001).
2.1.4.2. Sitotoksik, Genotoksik ve Teratojenik etki

Pestisitlerin genotoksik ve sitotoksik etkilerinin oldugunu gosteren birgok calisma
bulunmaktadir (Ila ve dig., 2008; Gupta ve dig., 2013; Madhubabu ve Yenugu, 2014; Romero
ve dig., 2017, Huang ve dig., 2016; Lu ve dig., 2011; Sundaramoorthy ve dig., 2016) Bircok
pestisitin genotoksik etkileri in vivo ve in vitro olarak kromozomal aberasyon testi (CA),
sitokinez bloklu mikroniikleus testi (CBMN), kardes kromatit degisimi (SCE) ve DNA
fragmentasyon testi ile gosterilmistir (Al-Sarar ve dig., 2015; Calderon-Segura ve dig., 2018;
Calderon-Segura ve dig., 2012; Chaufan ve dig., 2019; Ila ve dig., 2008; Ismail ve Mohamed,



2012; Marinowic ve dig., 2012; Muranli, 2013; Nagy ve dig., 2014; Rajini ve dig., 2015;
Salvagni ve dig., 2011).

Pestisitlere hamilelik sirasinda maruz kalma ile ilgili endiseler giderek artmaktadir.
Calismalar, piretroidlere maruz kalmanin yenidoga sagligi iizerine dogum yasi, immiin sistem
ve norogelisimi ile ilgili olumsuz etkileri oldugunu gostermektedir (Dereumeaux ve dig.,

2018)
2.1.4.3. Endokrin bozucu etki

Pestisitler, hayvanlarin ve insanlarin endokrin sisteminde degisimlere neden oldugundan
dolay1 endokrin bozucu kimyasallar arasinda yer almaktadirlar (Miranda-Contreras ve dig.,

2013; Mnif ve dig., 2011).

Pestisitlerin esey hormonlarini etkilemesi ve dolayisiyla sperm kalitesini, lireme gelisimini ve
kabiliyetini ve kanserojenezi (neoplastik lezyonlar i¢in potansiyel olusturma) etkileme
konusunda biiyiik endiseler bulunmaktadir. Pestisitlerin endokrin bozucu etkileri tablo 2.2°de
gosterilmigtir. Esey hormonlarinda bu bozucu etkiyi dstrojen ve androjen reseptorlerini bloke
ederek ya da onlart taklit ederek direkt etkilesim ile veya steroid hormonlarinin
metabolizmasinda, tasinmasinda veya hipotalamopitiiiter-gonadal ekseninde degisimlere
neden olmastyla dolayli olarak gdstermektedir (Saillenfait ve dig., 2016; Andrade ve dig.,
2002a).

Tablo 2. 2: Pestisitlerin erkek ve kadinlarda endokrin bozucu etkileri (Mehrpour ve dig., 2014;
Bretveld ve dig., 2006; Ye ve dig., 2017)

Erkeklerde; Kadinlarda;
Hormon konsantrasyonlarinda degisim Menstriial siklus bozukluklari
Sperm sayis, kalitesi ve motilitesinde azalma Hormon konsantrasyonlarinda degisim
Spermde DNA hasar1 Gebelik siiresinin uzamasi
Anormal sperm sayisinda artis Spontan abortuslar
Spermatogenezin inhibisyonu Olii dogumlar

Testis agirliginda azalma Gecikmis puberte baglangici




Pestisitlerden yaklagik 105 tanesinin endokrin bozucu oldugu bunlarin arasinda %46’sinin
insektisit, %21’inin herbisit ve %31’inin fungisit oldugu belirlenmistir (Mnif ve dig., 2011).
Pestisit kalintilarinin yalnizca ¢evrede degil bir¢ok gida icerisinde bulunmasi ve heryerde
minimal 6nlemlerle kullaniliyor olmalar1 sebebiyle pestisitlerin endokrin bozucu etkileri
saglik agisindan risk olusturmaktadir (Kjeldsen ve dig., 2013). Yapilan ¢aligmalar pestisitlerin
Ostrojenik etkilerini in vivo olarak ve in vitro olarak gostermistir (Kjeldsen ve dig., 2013).
Yapilan in vitro calismalarda, bircok pestisitin hem 0Ostrojen agonisti hemde androjen
antagonisti oldugu, bazilarinin hem 6strojen hem androjen antagonisti oldugu gosterilmistir
(Andersen ve dig., 2002; Go ve dig., 1999; Chen ve dig., 2002; Jin ve dig., 2010; Laffin ve
dig., 2010).

Yapilan epidemiyolojik c¢aligmalar, tarimda g¢alisan kisilerde pestisitlere maruziyetin semen
kalitesinin degistirdigini bu sebeple fertiliteyi ve liremeyi direkt ve indirekt olarak etkiledigi

gostermektedir (Miranda-Contreras ve dig., 2013).
2.1.4.4. Kalinti sorunu

Pestisitlerin yogun ve yanlis kullanimlar1 sonucu hava, su, toprak ve yiyeceklerde kirlilige
neden olmaktadir (Al-Sarar ve dig., 2015). Pestisitlerin ¢evreye karigmasi sonucu, hava,
toprak ve yeralt1 sularin1 da kapsayan bir dongiiye girmesine neden olmaktadir (Xu ve dig.,
2008). Bu sebeple diinyadaki yetkililer, yerlesim bolgelerinde toprak ve havadaki, igme
sularindaki, yeralt1 sularindaki ve yiyeceklerdeki pestisit kalintilarinin standart degerlerinin
belirlenmesi i¢in yillardir calismaktadirlar. Pestisitlerin toprak icin belirlenen maksimum
miktarlar1 diinya capinda uygulanmakta olup, bu degerler belirlenirken pestisitlerin yiizey
sular1 ya da yeralt1 sularina tasinmasi sonucu olusacak riskler g6z Onilinde
bulundurulmamistir. Benzer sekilde igme sulari i¢cin maksimum konsantrasyon degerleri
(Maximum concentration levels- MCL) bulunmakta ancak genis ¢apli pestisit kullanimlarina
kars1 insan sagligin1 koruma niteliginde olmamaktadir. Bir¢ok pestisit tarimda tiriinlere, sebze
ve meyvelere direkt uygulandiklarindan dolay1 yenidoganlar, ¢ocuklar ve yetiskinler en fazla
pestisitlerle kontamine yiyecekler sonucu maruz kalmaktadirlar. Bazi tarimsal {irlinlerde
bulunabilecek maksimum pestisit konsantrasyonunu belirten pestisit maksimum kalintt
limitleri (Maximum Residue Limits-MRL), iyi tarim uygulamalarmi (Good Agricultural
Practice-GAP) desteklemek i¢in birgok iilke tarafindan diizenlenmistir. Fakat yiyecek

tilketimi mevsime, jeolojiye, kiiltiire, kisisel aligkanli§a, ekonomik duruma ve mahsuliin
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mevcudiyetine bagl olarak degistiginden, bunlarin hepsinin pestisit maruziyeti {izerinde etkisi
oldugu icin ve insan sagligin1 korumak i¢in sayisiz tarimsal iiriiniine kars1 pestisit MRL'leri
gelistirmek ¢ok onemlidir. Bir¢ok pestisit i¢in belirlenecek MRL miktarlar1 insan sagligini
korumak i¢in ancak olduk¢a yiliksek olarak verildiginde saglanmaktadir (Li ve Jennings

2017).

Yapilan calismalarda, insanlardan alinan serum, yag doku, anne siitii ve idrar 6rneklerinde
tespit edilen pestisit miktarlar1 giderek artmaktadir. Bu durum viicudumuzdaki pestisit
kalintilarinin biyoakiimiilasyondan dolay1 arttig1 endiselerini olusturmaktadir (Banerjee ve

dig., 2001).
2.2.PIRETROIDLER

Dogal piretrinler, altt aktif madde igeren “pire otu” olarak bilinen Chrysanthemum
cinerariaefolium tirii ¢igeklerden elde edilmektedirler (Yang ve dig., 2018; Anadon, ve dig.,
2009; Arslan ve Yilmaz, 1993). Dogal piretrinler, evlerde ve ciftliklerdeki insektlerin
kontroliinde giiglii insektisidal ozellik gostermektedir. Dogal piretrinlerde bulunan aktif
maddeler piretrin I ve II, sinerin I ve II ve jasmolin I ve II olup bu maddeler bir¢ok farkli
tiirde insekte kars1 giiclii etkinlik gosterse de, kaliciliklar1 oldukga diisiik olup, hava ve glines
15181 ile temast sonrast kolayca bozunmaktadir (Yang ve dig., 2018; Anadon ve dig., 2009).
Bundan dolayi stabilitesi arttirilmis ve sikloprospan karboksilik ester temel yapisi korunmus,
ilk sentetik piretroid olan alletrin 1949 yilinda sentezlenmis olup, onu takiben ilk once
permetrin ve bundan kisa siire sonra sipermetrin ve deltametrin sentezlenmistir (Anadon ve
dig., 2009; Davies ve dig., 2007). Deltametrin kesfedildigi donemde o zamana kadar bilinen
en aktif insektisitti. Sumitomo Chemical Company tarafindan gelistirilen ilk sikloprospan
olmayan piretroidler (6rnegin fenvalerate) de bu donemde sentezlenmistir. 1975'ten 1983'e
kadar kene ve akarlara karst etkinligi arttirilmis, fluvalinate ve flumethrin bilesikleri

gelistirilmistir (Davies ve dig., 2007).

Dogal piretrinlerle karsilastirildiginda sentetik piretroidler daha iyi kalicilik saglamaktadir ki
bu da, onlarin daha uzun stireli etkili olmasini saglamaktadir (Yang ve dig., 2018; Ila ve dig.,
2008). Bu sebeple, 1970'lerin basinda tarimsal aktiviteler i¢in kullanilmaya baglanmistir.
Daha sonra evlerde ve bahgecilikte insektisit olarak; sivrisinek kontrolii ile vektor

tasinmasinin 6nlenmesinde, evcil hayvanlarda ve hayvancilikta ektoparaziter hastaliklarda ve
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tibbi olarak olmak tlizere yaygin sekilde kullanilmaya baslanmislardir (Ila ve dig., 2008;
Wolansky ve dig., 2006; Andrade ve dig., 2002a). Son verilere gore piretroid insektisitler,

diinya insektisit pazarinin %30’dan fazlasini olusturmaktadir (Calderon-Segura ve dig., 2018).

Diger pestisitlerden farklt olarak piretroidler; yiiksek hidrofobik olusu, zengin
stereokimyasallig1r ile genis spektrumlu yiiksek insektisidal aktivite gostermektedirler
(Braganca ve dig., 2018). Bir piretroid bilesigin konformasyonu; onun biyolojik aktivitesi ve
fizokokimyasal Ozelliklerinin temel belirleyicilerindendir (Calderon-Segura ve dig., 2018).
Piretroidler kompleks konfiglirasyona ve 1-3 arasi kiral merkez icermelerinden dolayr 2-8

stereoizomere sahiptirler (Lu ve dig., 2011).
2.2.1.Smiflandirmasi

Sentetik piretroidler piretrinlerden dogal olarak olusan toksinlerin daha kararli ozellikteki
sentetik esterleridir (Liu ve dig., 2011). Piretroidler, yiiksek dozda olusan etkilerine ve
kimyasal yapisindaki degisimlerine gore Tip I ya da Tip II olarak siniflandirilmaktadirlar. Tip
I piretroidler primer ya da sekonder alkol esterleridir, tip II piretroidler ise alkol biriminin
fenoksi benzil grubunda o karbonunda bir siyano grubu bulunduran sekonder alkol
esterleridir. Tip 1 piretroidler hipereksitasyon, ataksi, olasit paralizlerle agresyon,
hipersensivite, genel tremor, seyirme seklinde konviilziyonlar, koma ve 6liime neden olan T
(Tip I) sendromuna, tip II piretroidler tikiiriik salgisinin artmasiyla ortaya ¢ikan
hipersensivite, koreoatetoz, kaba tremor, kas tonusunun artisi, kivranma seklinde
konviilziyonlar ve 6liime neden olan CS (Tip II) sendromuna neden olmaktadir. Siganlardaki
akut toksisitesinde goriilen farkliliklar agisindanda da, tip II piretroidler genellikle daha etkili
kimyasallardir (Romero ve dig., 2015; Anand ve dig., 2006; Suman ve dig., 2006; Wolansky
ve dig., 2000).

2.2.2.Etki mekanizmasi

Piretroidlerin temel etki mekanizmalar1 insektlerin néronal aksiyon potansiyeli iiretiminde yer
alan hiicre membraninda sodyum gegirgenligini diizenleyen voltaja bagli sodyum kanallari
inhibe etmektir. Ayrica, sodyum potasyum ATPaz kanallarim1 inhibe eder ve sodyum
gradiyentini bozarak diger norotransmitterlerin salinimini stimiile eden gerialimi1 bloke eder
(Soderlund ve dig., 2002; Gupta ve dig., 2013; Patel ve dig., 2007). Sodyum kanallarindaki bu

degisimin sonucu olarak, sodyum kanallarinin ne kadar siire agik kalmis olma durumuna gore



12

ya tekrarlayan ateslenme ya da noronal depolarizasyonunun blokesi olur (Calder6n-Segura ve
dig., 2018). Genel olarak etki mekanizmasi acisindan karsilastirildiginda; tip II piretroidler
sodyum kanallarinin inaktivasyonunda tip I piretroidlere gére daha uzun siireli (> 10 ms)
gecikme saglarlar. Tip I piretroidler, DDT’ye benzer sekilde aksiyon potansiyelinin tekrar
tekrar ateslenmeye (tekrarlayan desarj) neden olacak kadar uzun siire kanalin agik kalmasini
saglar. Tip II bilesikler ise, depolarizasyon olusana kanallar1 agik tutar ve aksiyon
potansiyelinin miimkiin olmamas1 saglanir (depolarizasyon-bagimli blok) (Klaassen ve
Watkins 111, 2015). Ayrica tip 1 piretroidler daha ¢ok periferal néronlar lizerine etkiliyken, tip
2 piretroidler santral sinir sisteminde etkilidir. Bu nedenle, tip 2 piretroidler tip 1 den daha

toksiklerdir (Miao ve dig., 2017).

Piretroidlerin etki noktasi voltaja bagli sodyum kanallaridir ancak klor, kalsiyum ve diger
kanallar da hedef noktasi olabilirler (Romero ve dig., 2015). Noronal dokulardaki diger
kanallar ve reseptor sistemleri (kalsiyum kanallar1 ve GABA, reseptorleri) memelilerde
bilesige spesifik klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasinda rol oynadig diistiniilmektedir. Ancak
piretroidlerin bu diger kanallarda ya da reseptorlerde etkisi tam olarak kesinlesmemistir

(Wolansky ve dig., 2006).
2.2.3.Toksisitesi

Piretroidler memeli tlirlerinde hidrolizle toksik olmayan metabolitlerine kolayca
doniistiiklerinden dolay1 giivenilir kabul edilirler ve insektisitlerin hidrolitik aktiviteleri yavas
oldugundan pestisitlerin selektif oldugu diistiniilmektedir. Ayrica ¢evrede diger insektisitlere
gore diisiik kaliciligi nedeni ile yaygin sekilde kullanilmaktadirlar. Ancak sentetik piretroidler
Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan orta derecede tehlikeli (simif II) olarak
belirlenmislerdir ve insan ve hayvan saglig1 i¢in risk olusturmaktadir (WHO, 2010). WHO’ya
gore intihar dahil siddetli akut zehirlenmeler tahmini olarak 3 milyon vaka, intoksikasyona
bagli olusan Oliim raporlart 2.2 milyondur. Piretroid maruziyeti ile ilgili vaka sayilari,
organofosfat, organoklor ve karbamatlarin yerine gectiklerinden dolay1 giderek artmaktadir

(Nakamura ve dig., 2007; Calderon-Segura ve dig., 2018).

Sentetik piretroidlerin serbest kullanimlari, uzun siireli maruziyet ¢aligmalarinda hedef-dist
birgok organizma icin intoksikasyon riskinde artisa neden olmaktadir. Ancak yapilan

calismalar, piretroidlerin de memeli ve diger canli gruplarinda gesitli toksik etkileri oldugunu
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gostermistir. Sentetik piretroidlerin, memeli ve memeli olmayan tiirlerde norotoksik,
karsinojenik, genotoksik, immunotoksik, reprodiiktif, apoptotik ve endokrin etkileri oldugunu
ayrica oksidatif stresi arttirdigin1 gosterilmistir (Lu ve dig., 2011, Calderon-Segura ve dig.,
2018).

Bir¢ok piretroidin apoptozu indiikledigi (Deltametrin (EI-Gohary ve dig., 1999, Gupta ve dig.,
2013); cypermetrin (Huang ve dig., 2016); alletrin (Madhubabu ve Yenugu 2014)), oksidatif
hasara neden oldugu (cypermetrin (Taju ve dig., 2014; Huang ve dig., 2016); cyhalotrin
(Deeba ve dig., 2016); alletrin (Madhubabu ve Yenugu 2014)) ve genotoksik etkiler
gosterdigi (bifentrin (Rajini ve dig., 2015); cypermetrin (Taju ve dig., 2014; Suman ve dig.,
2006); cyflutrin (Marinowic ve dig., 2012, Ila ve dig., 2008); permetrin (Sundaramoorthy ve
dig., 2016); deltametrin (Ismail ve Mohamed, 2012); fenotrin (Nagy ve dig., 2014))
belirtilmistir.

Ayrica yapilan calismalar uzun siireli piretroid pestisit maruziyetinin Parkinson, Alzheimer
demans1 ve Amiyotrofik lateral skleroz (ALS) hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklara neden
oldugunu gostermektedir. Uzun siireli maruziyetler sonrasinda ndrokognitif performansta
bozulmalar oldugu da belirtilmektedir (Hansen ve dig., 2017). Piretroidlerin gelisim
norotoksisitesine sahip oldugu da belirlenmistir ve neonatal siganlarin yetiskinlerden daha

hassas oldugu goriilmiistiir (Nakamura ve dig., 2007).

Piretroidlerin immiin sistem {izerine toksik etkileri oldugu gosterilmistir. Piretroidlere
maruziyetin periferal kan 10kositlerinin proliferasyonunu inhibisyonuna ve IgG
immiinoglobulinlerinin konsantrasyonunu azalmasina neden olabilmekte, bundan dolay1
makrofajlarin azalmasina, interlokin-2 (IL-2), interlokin-8 (IL-8), interlokin 12p70 (IL12p70)
ve inferon y (IFN-y) azalmasina yol acabilmektedir. Bu kimyasallardan bazilar1 karaciger
agirhiginin azalmasina, kemik iligi hiicrelerinin artisina ve timiiste apoptozun artigina neden

olmaktadir. Ayrica, piretroidler allerji ve astima neden olmaktadir (Skolarczyk ve dig., 2017).

Piretroidlerin oksidatif stresi indiikledigi bir¢ok calisma ile karaciger, beyin, bobrek ve
eritrosit gibi ¢esitli hiicre ve organlarda bu durum gosterilmistir. (Abdollahi ve dig., 2004,
Sadowska-Woda ve dig., 2010). Piretroidler, hiicre membran biitlinliiglinii bozan ve hiicre

olimiine neden olan cesitli olaylar1 baglatan serbest radikalleri olusturabilmekte ve oksidatif
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strese yol agmaktadir (Madhubabu ve Yenugu, 2014). Bazi piretroidler i¢in oksidatif strese

olan etkilerinin enantiomer spesifik olarak ger¢eklesmektedir (Lu ve dig., 2011).

Sentetik piretroidler 1997 yilinda U.S EPA tarafindan olasi endokrin bozucu kimyasallar
arasinda yer almislardir. (Andrade ve dig., 2002b). Yapilan bir¢cok calisma ile piretroid
pestisitlerin tiroid hormonlarint bozucu etkiler, 6strojenik, antidstrojenik, antiandrojenik ya da
antiprogestatik etkileri arastirilmistir (Chen ve dig., 2002; Go ve dig., 1999; Saito ve dig.,
2000). In vivo yapilan calismalarda; Fenvaleratin triiyodotironin (T3) ve tiroksin (T4)
seviyelerini arttirdig1 ve A-cyhalotrin ve bifentrinin T3,T4 seviyelerinin azalttif1 gosterilmistir
(Kaul ve dig., 1996; Akhtar ve dig., 1996). Deltametrinin sperm parametrelerinde bozulmaya
neden oldugu, serum testosteron, FSH ve LH seviyelerinde azalmaya yol actig1 gosterilmistir
(Sharma ve dig., 2014; Issam ve dig., 2009). /n vitro yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde;
piretroidlerden bir kisminin Ostrojen reseptoriine baglanabilme yeteneginden (Go ve
dig.,1999; Chen ve dig., 2002; Zhao ve dig., 2008), ¢cok az kisminin diisiik antidstrojenik
aktivitesinden (Kojima ve dig., 2004), bazilarinin antiandrojenik etkisinden s6z edilmektedir
(Xu ve dig., 2008; Saito ve dig., 2000). Baz1 piretroidlerin ise dstrojenik/antidstrojenik ya da

antiandrojenik aktivitesinin oldugu gosterilmemistir (Du ve dig., 2010).

Son birkag yildir, piretroidler organofosfatlar ve karmabatlar gibi ¢evreye daha zararli olan
pestisitler yerine gecerek, farkli veteriner uygulamalart da dahil olmak {izere tarimda en ¢ok
kullanilan pestisitler olmuslardir. Ancak yapilan caligmalarda, piretroid ve metabolitlerinin
kalintilari; meyve, sebze, cay, pastorize siit, et gibi yiyeceklerin yani sira toprak ve su gibi
cevresel kompartimanlarda da tespit edilmistir (Miao ve dig., 2017; Lei ve dig., 2017,
Marettova ve dig., 2017; Liu ve dig., 2011). Arastirmalar piretroidlerin birgok tipinin evdeki
cevresel ortamlarda (toz, yer bezleri gibi), yiyecek ve iceceklerden insanlara maruziyet
olusabilecegini gostermektedir. Arastirmalar gostermistir ki, insanlarin pestisitlere
maruziyetinin temel yolu oral alim (yiyeceklerle) ve yiyecek disi (toz) ile olmaktadir (Romero
ve dig., 2015). Piretroidlerin yogun sekilde ve sik kullanimlar1 ¢evresel zararlarini arttirmakta
ve balik ve omurgasiz hayvanlar {izerine yiiksek toksik etkileri nedeniyle aquatik ekosistem

tizerinde de potansiyel etkileri bulunmaktadir (Braganca ve dig., 2018).
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2.3.FLUMETRIN

Flumetrin piretroid grubu pestisitlerden biri olup, 1986 yilinda Bayer tarafindan akarisit
olarak sentezlenmistir (De Paoli ve Barbina, 1992). Kimyasal ismi (RS)-a-siyano-4-fluro-3-
fenoksibenzil- 3-(b,4-diklorostyryl)-2,2 dimetilsiklopropankarboksilat (C,sH,,Cl,FNOs3) olan
flumetrin, 510,4 molekiiler agirliga sahip sarimtirak renkli vizkéz yag formundadir (Kaneko,
2001). Kimyasal olarak izomerlerin kompleks bir karisimidir. Flumetrin molekiilii asimetrik
olarak yerlesmis {ic karbon atomuna sahiptir ve siklopropan halkasi etrafinda cis / trans
geometrisine ayrica etilenik cift bag etrafinda Z ve E geometrisine sahiptir. Sonug olarak
toplam 16 izomerik konfigiirasyonda bulunmaktadir. Trans Z2 izomeri trans Z1 izomerinden
akut olarak daha toksiktir. Flumetrinin kimyasal yapisi sekil 2.1°de verilmistir. Bayer
tarafindan 2 farkli formiilasyon olarak pazara sunulmustur, biri %92 trans-Z izomeri ve %8
cis-Z izomeri olarak dokme preparat ve digeri ise daldirma/sprey formda emiilsiyon haline

getirilebilir preparatlardir (Schnitzerling ve dig., 1989).

Flumetrin yagda ¢o6ziinebilir bir insektisittir, sigir, kuzu, kegi at ve kdpeklerde ektoparazitlerin
kontroliinde kullanilmaktadir. Veterinerlikte, topikal olarak %1 w/v istiine dokiilerek, %6
w/v daldirma ¢ikarma ile ya da pellet olarak tasmalarla tek basina ya da diger piretroidlerle
birlikte kullanilabilmektedir (Mishra ve dig., 2012b; Stanneck ve dig., 2012b; Basci ve
Eraslan, 2015). Ayrica aricilikta varroa akarlarina karsi akarisit olarak, flumetrin emdirilmis
stripler aracilig1 ile kovan iglerine yerlestirilerek kullanilmaktadir (Tan ve dig., 2013; De
Paoli ve Barbina, 1992). Tip II piretroid sinifina dahil olan flumetrin, 1-siyano grubu
icerdiginden koreoatetoz ve salivasyonla karakterize sendroma (CS sendromu) neden
olmaktadir. Molekiiliin asidik kismi1 halo-vinil parcaya sahip siklopropankarboksilik asitten
tiirevlenirken 1-siyano-4fluro-3-fenoksibenzil par¢aya sahip alkolik kisim ve klorofenil kismi

igermektedir (Bissacot ve Vassilieff, 1997).
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Sekil 2. 1: Flumetrinin kimyasal yapis1 (Bissacot ve Vassilieff, 1997)

Flumetrinin temel etki mekanizmasi insektlerin néromembranlarinin aksonlarinda bulunan
voltaja bagli sodyum kanallar iizerine gdstermektedir. Ozellikle agik olan voltaja bagh
sodyum kanallarinin inaktivasyonu ile iyon gecirgenliginin uzun siire devam etmesini
saglayarak kalict depolarizasyon yaratmaktadir (sekil 2.2). Boylece Na™ akismin devam
etmesi sonucu duyu ndronlarinin organ ve kaslar iizerinde uzun siireli tekrarlayan
uyarimlariyla insektlerde oldiiriicii etki olusturmaktadir. Ayrica Cl kanallar iizerine etkileri

oldugu da diistintilmektedir (Mishra ve dig., 2012b; Stanneck ve dig., 2012b).
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Sekil 2. 2: Flumetrinin etki mekanizmasi (Stanneck ve dig., 2012a)
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Flumetrin; bagirsaklar, akcigerler ve ¢ok hizli bir sekilde deriden absorbe olmaktadir ve in
vivo esterazlar ve monooksijenazlar tarafindan metabolize edilmektedir. Flumetrin viicutta,
permetrin ve deltametrinin aksine glukuronidasyon gerektirmeyen basit bir metabolizmaya
ugrar. Flumetrinin metabolizmas1 sekil 2.3’de gosterilmistir. Metabolizasyonu sonrasinda
temel metaboliti olan ve konjugasyonsuz sekilde fecesle atilan flumetrin asit olugmaktadir.
Flumetrin asit farmakolojik olarak inaktif bir metabolittir (Stanneck ve dig., 2012b; Anadon
ve dig., 1995; Kaneko ve Miyamoto, 2001).
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Sekil 2. 3: Flumetrinin metabolizmas1 (Kaneko ve Miyamoto, 2001)

2.3.1.Toksisitesi

Flumetrinin ¢esitli deney hayvanlarinda toksik etkileri oldugu bulunmustur. Yapilan in vivo
caligmalarda, flumetrine oral ya da intraperitonal olarak uygulandiginda karaciger
enzimlerininde anlamli degisimlere neden oldugu, oksidatif stresi arttirdig1 gosterilmistir. Bu
sonuglara gore flumetrinin hepatotoksik olabilecegi belirtilmistir (Mishra ve dig., 2012b;
Anadon ve dig., 1995). Flumetrinin in vivo olarak genotoksik etkilerinin gosterildigi
calismada, farelerde flumetrin uygulanmasi sonrasinda kemik iligi hiicrelerinde mitotik
indeks, kromozom aberasyonu ve mikroniikleus olusumu incelenmistir. Flumetrinin sitotoksik
ve genotoksik etkiler gdsterdigi, bu durumun da klastojenik ve anojenik etkilerinden dolayi

goriilebilecegi belirtilmistir (Nakano ve dig., 1996).
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In vitro yapilan ¢alismalar incelendiginde, Yurdakdk ve dig. 2017°de yaptiklari ¢alismada,
teke ve kopek spermalart lizerine flumetrinin sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Sperm
kalitesi parametrelerinde anlamli degisiklikler olmamasmma ragmen, MTT yontemi ile
belirlenen IC50 degerleri sirasiyla 67,89 ve 114,47 pg/ml olarak bulunmustur (Yurdakok-
Dikmen ve dig., 2017).

Callson ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, zebra baligi embriyolarinda
flumetrinin, fertilizasyondan 48 saat sonrasinda mortaliteye neden olmadigi ancak kalp
ritminde artis ve kulucka siliresinde azalma goriildiigii belirtilmistir. Ayrica flumetrinin NOEC
(Olumsuz etki tespit edilmeyen konsantrasyon -No Observed Effect Concentrations) sinirlari
icerisinde en ¢ok toksik etki goriilen kimyasallar arasinda oldugu belirtilmistir (Carlsson ve

dig., 2018).

Flumetrin aricilikla siklikla kullanildigindan dolayi, uygulanmasi boyunca bal arilarinin direkt
ya da indirekt olarak maruz kaldig1 gosterilmistir. Ayrica, uygulama sonrasinda da kovanlar
yeniden yapilanmasi sirasinda, arilar peteklerde kalan flumetrine diisik dozda maruz
kalabilmektedirler. Yapilan calismada, flumetrinin balarilarinin yasami iizerine olumsuz

etkileri oldugu, ayrica arilarin koku alimini da etkiledikleri gosterilmistir (Tan ve dig., 2013).

Flumetrin kalintilarinin ¢evrede ve gidalarda bulunmasiyla ilgili yapilan arastirildiginda,
flumetrinin de iginde bulundugu dort piretroidin giinliik siit veren ineklerin siitiinde ve
kaninda HPLC yontemi ile arastirilmis ve hicbir piretroid kalintisi tespit edilememistir
(Bissacot ve Vassilieff 1997). Tayland’da yapilan calismada, 200 meyve suyunda
piretroidlerin analizi yapilmis Orneklerin %23.5’inde flumetrin varligi tespit edilmistir ve
bulunan miktarlar MRL (Maximum Kalint1 Limiti) sinirlart icerisinde yer aldigi belirtilmistir
(Poapolathep ve dig., 2017). Ayrica, biyoakiimiilasyonun incelendigi bir diger ¢alismada
denizkestanelerinin yumurta ve gonadlarinda flumetrin kalintis1 bulunmustur (Rocha ve dig.,

2018).

Ispanya’da balmumu iizerine yapilan c¢alismada, 35 Ornekte QuEChERS yontemi ile
flumetrinin de i¢inde bulundugu 58 pestisit kalintisi incelenmis ve flumetrinin bulunma sikligt
%354 olarak bulunmustur. Ortalama bulunan deger; 87.2 ng/g; maksimum deger: 120,1 ng/g;
minimum deger: 24.5 ng/g. olarak belirtilmistir (Calatayud-Vernich ve dig., 2017). italya’da
2013-2015 yillart arasinda toplanan 178 balmumunda 247 pestisit kalintis1 arastirilmis ve
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flumetrin bulunma siklig1 %4.5 olarak ve ortalama bulunan deger: 0,04 mg/kg; maksimum
deger: 0,11 mg/kg; minimum deger: 0,01 mg/kg olarak bulunmustur (Perugini ve dig., 2018).
Cin’de 2014 yilinda arastirilan 135 bal orneginde, yedi farkli lokasyondan alinan ballarin
%75.3’linde flumetrin kalintis1 bulunmus, bolgelere gore veriler arasinda en diisiik ortalama
deger 0.0586 mg/kg, en yiiksek ortalama deger 0.126 mg/kg olarak bulunmustur (Yu ve dig.,
2015).

2.4. APOPTOZ

Apoptozis terimi (a-po-toe-sis) ilk kez 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan morfolojik
olarak farkli bir hiicre 6liimii bi¢imini tanimlamak i¢in kullanilmistir (Kerr ve dig., 1972).
Apoptoz cesitli dokularda goriilen gelisim ve yaslanma sirasinda ve dokulardaki hiicre
popiilasyonlarinin korunmasi i¢in normal fizyolojik bir olan programli hiicre O6limiidiir.
Apoptoz ayrica immiin reaksiyonlarda ya da hastalik veya toksik ajanlar tarafindan hasarlanan
hiicrelerde de bir savunma mekanizmasi olarak ortaya cikar. Apoptozu tetikleyebilen hem
fizyolojik hem de patolojik ¢ok cesitli uyaran ve kosullar olmasina ragmen, tiim hiicreler
benzer uyaranlara karst apoptoz yaniti olusturmazlar. Apoptoz geciren hiicrelerde
karakteristik olarak biyokimyasal ve morfolojik degisimler goriilmektedir (Elmore, 2007;

Wang ve Phang, 1995).

Memeli hiicrelerinde apoptozun gerg¢eklesmesi icin mitokondri bagimli intrinsik yolak ve
olim reseptorlerinin aktiflestirdigi ekstrinsik yolak olmak iizere temel iki yol bulunur.
Apoptoz yolaklar1 sekil 2.4’de verilmistir. Ayrica T hiicre aracilt sitotoksisite sonucu olusan
ve perforin-granzim bagimli hiicre oliimiinii igeren baska bir yolakta mevcuttur. Tim
yolaklarda apoptoz hiicre Olimi ile iligkili olan kaspaz proteinlerinin kontrolii altinda
gerceklesir ki bunlar aspartat kalintilarindan ayrilan anahtar hiicresel proteinler olan sistein
proteazlardir. Kaspazlar hiicrede yer alan inaktif proenzimlerdir ve ¢oklu mekanizmalarla
aktive edilmektedir. Kaspazlarin iki tlirii bulunur, baslatic1 kaspazlar (kaspaz 8 ve 9 gibi) ve
efektor kaspazlar (kaspaz 3, 6 ve 7 gibi). Baslangi¢c kaspazlar1 eksternal sinyallerle
(prokaspaz-2, -8 ve -10) ya da mitokondriden kaynaklanan (sitokrom c) internal sinyallerle
(prokaspaz-9) aktive edilmektedir (Pilane ve dig., 2015; Sharifi ve dig., 2015; Almeida ve
dig., 2005).
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Sekil 2. 4: Apoptoz mekanizmasinin ektrinsik ve intrinsik yolaklar1 (Ichim ve Tait, 2016)

Intrinsik mekanizma 1s1 soku, UV radyasyonu ve DNA hasari ile tetiklenebilir. Bu yolakta,
bcl-2 ailesi proteinleri apoptozun molekiiler mekanizmasinda anahtar rol oynayarak
diizenleyici role sahiptirler. Bu proteinler hiicre membraninda yapisik ya da sitozolde serbest
haldedir. Mitokondrinin intraseliilar membranin1 kullanarak intrinsik apoptoz yolagini
diizenler (Pilane ve dig., 2015; Sharifi ve dig., 2015). Bu ailenin proapoptotik iiyeleri Bax,
Bid ve Bad, antiapoptotik liyeleri ise Bcl-2 ve Bcl-xy’dir (Pilane ve dig., 2015). Bcl-2
ailesinin antiapoptotik tiyeleri bcl-2 ve bel-xL mitokondriyal biitiinliigli koruyarak sitokrom C
salinimini1 baskilarlar. Bu durumun tersi olarak proapoptotik iiyeler olan Bax, Bid ve Bad
mitokondrinin fonksiyonunun bozulmasimnin bir sonucu olarak sitokrom C salinimim
indiiklemektedirler. Apoptotik uyar1 olustugunda, Bcl-2 ailesi proteinleri yer degisimleri
gosterirler. Bax normalde sitozolde yer almaktadir, apoptotik uyarim sonrasi sitozolden

mitokondri membranina gider ve apoptotik sinyali baslatir. Bax’in translokasyonunu takiben

sitokrom C salimmi gergeklesir ve sonrasinda kaspaz aktivasyonu olusur (Pilane ve dig.,
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2015, Sharifi ve dig., 2015). Pro-apoptotik olan bcl-2 proteininin asir1 iiretimi ise, apoptozu
bloke etmekte ve eksternal Oliim sinyallerine karsi sagkalimi arttirmaktadir. Bel-2’nin
antiapoptotik aktivitesini bax proteini modiile etmektedir. Apoptozun olup olmayacagi, bcl-

2:bax proteini orani ile dengelenmektedir (Wang ve Phang 1995; Kim ve dig., 2008).

Her iki mekanizmada da p53 (proapoptotik) tiimor baskilayici bir gendir ve niikleer stres
sinyalini iletme yetenegine sahiptir ve Bcl-2 (antiapoptotik) ile Bax (proapoptotik) tarafindan
modiile edilir. Hiicre siklusunun kontrolii, proliferasyonu ve apoptozda goérevlidir. Temel roli,
hiicre bliylimesinin ¢esitli agsamalarin1 ve apoptozu diizenleyecek genomun biitiinliigliniin
stirdiirilmesini saglamaktir. p53 hiicre siklusundaki hasarli hiicreleri G1 fazinda durdurabilir
bdylece DNA’nin onarimi i¢in siire saglanacak ya da yaygin bir hasar s6z konusu ise apoptoz

indiiklenecektir (Pilane ve dig., 2015; Almeida ve dig., 2005; Kim ve dig., 2008).

Hiicredeki apoptoz yolaginda 6nemli rola sahip bir diger protein hiicre siklusunu negatif
olarak diizenledigi bilinen p21 proteinidir. Siklin bagimli protein kinaz inhibitérii olan p21
proteini p53 tarafindan indiiklenebilen bir gen {riiniidiir. p53’iin arttigi durumlarda, p21
proteini birikmekte sonugta hiicre siklusu GO/G1 fazinda durdurulmaktadir ve DNA hasarinin
onarilamadigi durumlarda hiicreyi apoptoza gotiirmektedir (Zhang ve dig., 2014; Huang ve

dig., 2016).

Apoptoz sirasinda meydana gelen c¢esitli morfolojik degisiklikleri 151k ve elektron
mikroskoplar ile tanimlanmistir. Apoptozun erken doneminde hiicre biiziilmesi ve piknozu
goriilmektedir. Hiicre biiziilmesinde, hiicreler kiigiiliir, sitoplazma yogunlasir ve organeller
daha siki paketlenir. Hiicre piknozu, kromatin yogusmasinin bir sonucudur ve apoptozun en
karakteristik Ozelligidir. Histolojik incelemede apoptoz, tek hiicreyi veya kiigiik hiicre
kiimelerini igerir. Apoptotik hiicre, koyu eozinofilik sitoplazmaya ve yogun mor niikleer
kromatin fragmanlarina sahip yuvarlak veya oval bir kiitle olarak goriiniir. Yogun plazma zar1
kabarciklar olusturur, bunu takiben karyoreksiz ve “tomurcuklanma” olarak isimlendirilen
hiicre fragmanlarinin apoptotik cisimlere doniismesi olayr gerceklesir. Apoptotik cisimler,
niiklear fragmana sahip olan ya da olmayan siki paketlenmis organelleri olan sitoplazmalari
icermektedir. Organel biitiinligii korunmaya devam eder ve tamami bozulmamis bir plazma
zar1 i¢ine almir. Bu apoptotik cisimler daha sonra makrofajlar, parankimal hiicreler veya
neoplastik hiicreler tarafindan fagositozlanir ve fagolizozomlar iginde pargalanir (Elmore,

2007; Baskic ve dig., 2006).
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Apoptotik hiicre oliimiiniin alternatifi, toksik bir siire¢ olarak kabul edilen hiicrenin pasif
oldugu ve enerjiden bagimsiz bir 6liim sekli olan nekrozdur. Apoptoz ve nekrozu histolojik
olarak ayirt etmek kolay degildir, uyaricinin yogunlugu ve siiresi, ATP tiikenmesinin derecesi
ve kaspazlarin mevcudiyeti gibi faktorlere bagli olarak aymi anda olusabilirler. Nekroz,
genellikle genis hiicre alanlarini etkileyen kontrolsiiz ve pasif bir olayken, apoptoz kontrollii
ve enerjiye baglidir, bireysel veya hiicre kiimelerini etkileyebilir. Nekrotik hiicre hasari ile
iligkili iki temel mekanizma vardir, hiicrenin enerji kaynagina miidahale ve hiicre zarlarina

dogrudan hasar olusumu. (Elmore, 2007; Baskic ve dig., 2006).

Nekrozla birlikte meydana gelen baslica morfolojik degisikliklerin bazilar1 hiicre sismesi;
sitoplazmik vakuollerin olusumu; sismis endoplazmik retikulum; sitoplazmik kabarciklarin
olusumu; yogunlasmis, sismis veya yirtilmis mitokondri; ribozomlarin ayristirilmast ve
ayrilmasi; parcalanmis organel membranlari; lizozomlarin sisip ve yirtilmasi ve sonrasinda
hiicre zarinin bozulmasi seklindedir. Bu hiicre zar1 biitiinliigiiniin kaybi, sitoplazmik i¢erigin
cevre dokuya salinmasi ile sonuglanir ve kemotaktik sinyaller gonderilmesi ile enflamatuar

hiicrelerin go¢ii saglanir (Elmore, 2007).

Apoptotik hiicreler, hiicresel bilesenlerini c¢evresindeki interstisyel dokuya salmadiklar1 ve
makrofajlar veya bitisik normal hiicreler tarafindan hizli bir sekilde fagositoz olduklari i¢in,
enflamatuar reaksiyon olusmaz. Ayrica, piknoz ve karyoreksiz'in apoptoza 6zel olmadig1 ve
nekroz ile ortaya ¢ikan sitomorfolojik degisikliklerin bir pargasi olabilecegi de 6nemli bir

noktadir (Elmore, 2007).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu tez calismasinda, flumetrinin farkli dozlar1 MCF-7 hiicrelerine farkli siirelerde
uygulanmigtir. Deney siireleri sonunda spektrofotometrik yontem kullanilarak hiicre canliligi
ve Ostrojenik etki, mikroskobik sayim yontemiyle genotoksik ve apoptotik etki ve RT-PCR
yontemi ile apoptoz yolagi ile iliskili genler (bcl-2, bax, p53 ve p21) ve Ostrojen ile stimiile
edilen genlerin (ps2 ,ERa, ERP ve PR) ifade diizeyi 6l¢iilerek flumetrinin MCF-7 hiicreleri

iizerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.
3. 1.KULLANILAN HUCRE SOYU VE HUCRE KULTURU

Deneylerde kullandigimiz MCF-7 hiicre soyu insan meme adenokarsinom hiicreleridir.
Laboratuvarimiza Istanbul Universitesi Kok hiicre Arastirma Laboratuvari’nin ATCC’den
temin ettigi ve cogaltarak -80 °C’de stokladig1 kanser hiicre soyu panelinden temin edildi.
MCEF-7 hiicre soyu in vitro kosullarda iki-iic giinde diizenli pasajlar1 yapilarak yetistirildi.
Hiicreler 1s1 ile inaktive edilmis % 10 fotal sigir serumu, 2mM L-glutamin ve PSA (Penisilin-
Streptomisin-Amfoterin) ilave edilmis DMEM -yiiksek glikoz kiiltiir medyumunda % 5 CO, ve
% 95 hava iceren nemli ortamda, 37°C’de inkiibe edilerek cogaltildi.

3.2. HUCRELERIN PASAJ iSLEMI

Flasktaki hiicreler %70-80 yogunluga ulastifinda pasajlama islemi yapildi.  Flasktaki
DMEM-yiiksek glikoz kiiltiir medyumu uzaklastirildi ve Tripsin/EDTA (% 0.05) ile 37°C’de
5 dakika muamele edilerek hiicre tabakasinin flask zemininden ayrilmasi saglandi. Pipetaj
yapilarak toplanan hiicreler santrifiij tiipline aktarildi ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra, siipernatant atildi. Dipte bulunan hiicre cokeltisi iizerine uygun kiiltiir
medyumu ilave edilerek, her deney icin gerekli sayida hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Deneyler
icin kullanilmayacak hiicreler FBS ve % 5 DMSO (Dimetilsiilfoksit) igeren dondurma
medyumu igerisinde 24 saat -80°C’de sonrasinda uzun siireli depolama igin -196°C’lik sivi

azot tanki i¢erisinde dondurularak saklandi.
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3.3. FLUMETRIN VE OSTROJEN KONSANTRASYONLARININ
AYARLANMASI

Calismada kullanilacak flumetrin konsantrasyonu 40mM ve 400mM olacak sekilde DMSO
igerisinde c¢oziilerek stok c¢oOzeltiler hazirlanmistir. Sitotoksik etkinin belirlenmesi i¢in
kullanilacak olan flumetrin stok ¢ozeltiden %10 FBS iceren DMEM (yiiksek glikoz) ile
DMSO konsantrasyonu %0,5 olacak sekilde hazirlanmistir. Sitotoksik etkinin gosterilmesi

icin 1, 10, 100, 200, 500, 1000, 2000 uM dozlar1 belirlenmistir.

Ostrojenik etkinin belirlenmesi i¢in kulanilacak flumetrin ve Ostrojen konsantrasyonlar
medyum ve serumdaki Ostrojenik etkiyli minimalize etmek i¢in %10 charcoal ile muamele
edilmis FBS ve fenol kirmizis1 icermeyen DMEM (yiiksek glikoz) ile hazirlanmigtir. Charcoal
ile muamele sonrasinda serum igersindeki tiim steroid hormonlardan arindirma saglanmig
olacaktir. Fenol kirmizis1 ise, medyum icerigine pH degisiklerinin gostergesi olarak
eklenmekte, ancak yapilan caligmalarca diisiik Ostrojenik etkisi oldugu gdsterilmektedir
(Welshons ve dig., 1988). Hiicrelere uygulanacak flumetrin %0,01 DMSO igeren, dstrojen ise
% 0,01 etanol igeren deney medyumu ile uygun dozlarda hazirlanmistir. Flumetrin
konsantrasyonlar1 dstrojenik etkinin gosterilmesi icin 10 uM, 1 uM, 0,1uM, 0,01 uM, 0,001pn
M ve 0,0001uM olacak sekilde ayarlanmistir. Ostrojen dozlar1 ise MCF-7 hiicreleri iizerinde
cogalma etkisinin en belirgin oldugu dozlar 10® M, 10° M ve 10" M olacak sekilde
belirlenmistir (Go ve dig., 1999).

3.4. SITOTOKSISITE
3.4.1. MTT Hiicre Canlilik Testi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda kapladiklari
zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirilmig ve pipetaj yapilarak
alman hiicreler MTT hiicre canlilik testi i¢cin 96 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu basina 5000
hiicre olacak sekilde ekilmistir. 15 saat flaska yapismalar1 beklendikten sonra hazirlanan
dozlarda flumetrin iceren deney medyumu eklenmistir. Deney siiresinin tamamlanmasiyla, her
bir kuyucuga 10 ul MTT I soliisyonu eklenmistir ve kiiltiir kaplart MTT boyasinin suda
¢oziinmeyen formazan kristalleri haline doniistiiriilebilmesi icin 4 saat 37°C’de CO, ile
inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda formazan Kkristallerinin ¢oziinmesi ic¢in ¢Oziindiirme

sollisyonu eklenerek bir gece bekletilmistir. Ertesi giin mikroplaka okuyucu ile 570 nm dalga
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boyunda absorbans 6l¢iiliip OD (optik density) degerleri elde edilmistir. Test maddesi ile
muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligi %100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin
canlilik oranlan yiizde olarak ifade edilmistir (Mossman, 1983). Hiicre canliliginin %50

diisiiren deger (IC50), Graphpad Prism 6.0 programi kullanilarak hesaplanmaistir.
3.4.2. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Yontemi

Tiim hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan LDH enzimi, hiicre zar1 pargalandiginda hiicre
kiiltiiri supernatantina salinmaktadir (Romero ve dig., 2017). Bu sebeple hasarlanmig
hiicrelerin daha fazla oldugu deney gruplarinda LDH enzim aktivitesi artmaktadir. Ilk
basamakta LDH laktati piruvata cevirmektedir. Bu doniisimle NAD+, NADH/H+’ya
indirgenmektedir. Ikinci basamakta katalizor madde NADH/H+’ dan H/H+ bir tetrazolyum
tuzunun kirmizi renkli formazan iirlinline doniisiimiinii gergeklestirir. Hiicre zarinda olusan
hasar arttikca LDH enzim aktivitesi de artis gdstermektedir. Deneyi gerceklestirmek icin 96
kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu basia 10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicrelerin
yiizeye yapismalart i¢in 24 saat 37°C CO, inkiibatoriinde bekletildikten sonra, hazirlanmig
olan flumetrin konsantrasyonlar: ile muamele edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda
yeni kiiltliir kabina aktarilan hiicre medyumlarinin {izerine kit igerisinde bulunan boya ve
enzim soliisyonlarindan olusturulan karisim her kuyuya 100 pl olmak tizere eklenmistir. 30 dk
karanlikta inkiibe edilen kiiltiir kab1 492nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda okunarak
absorbans degerlerine gore hesaplama yapilmistir. Toksisite ylizdesini hesaplamak i¢in

kullanilan formiil asagidaki gibidir;

Deney absorbans degeri- Negatif kontrol degeri (bazal LDH salinimi)

Sitotoksisite (%) = X100 (3.1)

Pozitif kontrol LDH salinimina ait absorbans degeri- Negatif kontrol
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3.5. APOPTOTIK ETKi
3.5.1 Akridin Turuncusu/ Etidyum Bromiir (AO/EtBr) Yontemi

Akridin Turuncusu ve Etidyum Bromiir floresan boyasi, apoptoz sirasinda hiicre
membranindaki apoptozla iliskili degisiklikleri belirlenmesi i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu
yontem ayrica apoptozun farkli evrelerinde hiicrelerin ayirt edilmesini saglamaktadir (Liu ve
dig., 2015). Akridin turuncusu hem canli hemde Olii hiicreleri boyamakta ve DNA ¢ift
sarmalinin arasina girerek yesil floresan 1sima verirken, RNA tek sarmalina baglanarak
kirmiz1 1s1ma vermektedir. Etidyum bromiir ise yalmizca o6lii hiicrelerde DNA sarmalinin
arasinda girerek kirmizi 1s1ma vermektedir (Baskic ve dig., 2006). Erken evredeki apoptotik
hiicreler hilal seklinde ya da graniiler sari-yesil renkli olarak akridin turuncusu ile boyanmis
sekilde goriinmektedir. Ge¢ evredeki apoptotik hiicreler, yogunlasmis ve asimetrik olarak
lokalize olmus turuncu olarak etidyum bromiirle boyanmis olarak belirlenmektedir. Nekrotik
hiicreler ise hiicre hacmindeki artis ve periferinde diizensiz turuncu-kirmizi boyanmis olarak

goriilmekte, pargalanmaya baslanmis durumda bulunmaktadir (Liu ve dig., 2015).

Akridin turuncusu/ Etidyum bromiir yontemi Pajaniradje ve dig. (2014)’e gore yapilmustir.
MCF-7 hiicreleri 24 kuyulu kiiltiir kaplarina 2x 10* hiicre olacak sekilde ekimi yapildiktan ve
hiicrelerin tutunmasi saglandiktan sonra flumetrinin dort farkli dozu (1 uM, 10 uM, 100 uM,
1000 uM) 24 saat siire ile uygulanmigtir. Deney siiresi sonrasinda tripsinle kaldirilan hiicreler
PBS ile resiispense edilmis ve hiicre siispansiyonuna PBS i¢erisinde hazirlanmis olan 60pg/ml
akridin turuncusu ve 100pg/ml etidyum bromiir ¢ozeltisi eklenmistir. 37 °C’de 5 dk inkiibe
edilen hiicreler Zeiss 200 (Carl Zeiss, Germany) marka floresan mikroskobu ile incelenmistir.
Kontrol ve deney gruplarindaki apoptoz/nekroz oranini belirlemek i¢in her 6rnekten 600

hiicre sayilmistir (Pajaniradje ve dig., 2014).
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3.6. OSTROJENIK ETKI
3.6.1 E-Screen yontemi

E-screen deneyi Korner ve dig., (1999)’e gore yapilmistir. Bu yontemin esasi; hiicre
cogalmasi Ostrojene bagimli olan MCF-7 hiicre soyunda, uzun siireli maruziyet sonrasinda
olusan etkinin dstrojenle karsilastirilmasina dayanir. Bu amagla farkli dozlarda flumetrin ve -
ostrodiol 144 saat siire ile MCF-7 hiicre soyuna uygulanmigtir. Caligmada kulanilacak
flumetrin ve Ostrojen konsantrasyonlart medyum ve serumdaki Ostrojenik etkiyi minimalize
etmek icin %10 charcoal ile muamele edilmis FBS ve fenol kirmizisi igermeyen DMEM
(ytiksek glikoz) ile hazirlanmistir. Charcoal ile muamele sonrasinda serum igerisindeki tiim
steroid hormonlardan arindirma saglanmis olacaktir. Fenol kirmizist ise, medyum igerigine
pH degisiklerinin gostergesi olarak eklenmekte, ancak yapilan ¢aligsmalarca diisiik dstrojenik
etkisi oldugu gosterilmektedir. Bu amacla calismaya baslamadan 2 giin 6nce MCF-7 hiicreleri
Ostrojene oldukca hassas olduklarindan dolayr medyum %10 charcoal ile muamele edilmis
FBS ve fenol kirmizisi icermeyen DMEM (yiiksek glikoz) olan deney medyumu ile
degistirilmistir. (Jin ve dig., 2010). Flask yiizeyinde %70 yogunluga ulagmis hiicreler tripsin-
EDTA ile muamele edilerek flask yiizeyinden kaldirilmistir. 24 kuyulu kiiltiir kaplarina 10*
hiicre olacak sekilde ekilmis ve 24 saat ylizeye tutunmalar i¢in 37°C’de CO, inkiibatoriinde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 6 farkli doz flumetrin ve 3 farkl1 doz B-6strodiol igeren
deney medyumlar1 ile muamele edilerek 5 giin (uzatilmis maruziyet) boyunca 37°C’de CO,
inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. 5 giin sonunda hiicre yogunlugu hiicresel proteinlerin
Olclimiinii saglayan sulfordamin B (SRB) testi ile belirlenmistir. SRB testi, 1990 yilinda
gelistirilmesinden bu yana, hiicre bazli ¢alismalarda sitotoksisiteyi arastirmak icin ¢esitli
tarama deneylerini ucuz bir sekilde yapmak i¢in kullanilmaktadir (Vichai ve Kirtikara, 2006).
Bu yontem, hafif asidik kosullar altinda proteinlere baglanan SRB boyasinin ve bazik
kosullarda ¢ozlinmesi ile hiicre kiitlesinin Olgiilmesi esasina dayanir (Orellana ve Kasinski
2016) . Buna gore, deney siiresi sonunda TCA ile fikse edilen hiicreler %1 asetik asitle
hazirlanan SRB boyasi ile boyanmistir ve proteinlere baglanan boyanin dlgiilmesi i¢in 10mM
Tris tamponu (pH:10) eklenmistir. Boya ¢6ziinmesinin tamamlanmasindan sonra 96 kuyulu
kiiltiir kabma aktarilan ¢ozelti 570nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda Olctilmiistiir.
Ostrojenik etkinin gosterilmesi igin proliferatif etki (PE) deney ve ostrojen uygulanan

gruptaki hiicre canliliginin, negatif kontrol hiicre canliligina orani ile hesaplanmistir.
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Ostrojenik aktivitenin degerlendirilebilmesi igin goreceli proliferatif etki; en yiiksek
proliferatif etkinin 100 katinin deney proliferatif etksine olan orami ile hesaplanmaktadir.
Goreceli proliferatif etkinin (RPE) hesaplanmasi i¢in asagidaki formiil kullanilmistir (Soto ve
dig., 1998). RPE, proliferatif etkinin biiyiikliigiinii kantitatif olarak Gstrojen ile karsilastirmay1
saglar. RPE sonuglari; %80-100 ise tam agonist, %25-80 ise parsiyel agonist, %10-25 ise

zay1f agonist ve <%10 ise negatif olarak yorumlanir.

" . . . . D liferatif etki— 1
Goreceli proliferatif etki (RPE) = ———t ="~ x 100 (3.2)
E2 proliferatif etki —1

3.7. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCIR REAKSIYONU (RT-PCR)
INCELEMELERI

3.7.1.Total RNA Analizi

Bu calismada hiicrelerin total RNA izolasyonlariin yapilmasi i¢in flumetrin maruziyetinde
iki farki ekim yontemi kullanilmistir. Flask igerisinde %70 yogunluga ulasan hiicrelerin 6
kuyulu kiiltiir kaplarina her kuyuda 1x10° hiicre olacak sekilde ekimi yapilmistir. Sitotoksik
etki gosterdigi belirlenen 1, 10, 100 ve 1000 uM flumetrin ile 24 saat maruziyet yapilan
hiicrelerin total RNA izolasyonu Quick-RNA MiniPrep (Zymo Research, Irvine, USA) kit
kullanilarak kit igerigine uygun sekilde yapilmistir. Flumetrinin Ostrojenik etki gosterdigi
dozlar i¢in yapilacak total RNA izolasyonundan once flask igerisindeki hiicreler Ostrojenik
etkiyi minimalize etmek i¢in %10 charcoal ile muamele edilmis FBS ve fenol kirmizisi
icermeyen medyum ile 48 saat muamele edilmislerdir (Go ve dig., 1999). Sonrasinda 6
kuyulu kiltir kaplarma her kuyuda 1x10° hiicre olacak sekilde ekimi yapilan hiicreler,
ostrojenik etkili olan (10, 1 ve 0,1 pM) M flumetrin ve 10° M B-6strodiol ile 48 saat boyunca
37°C CO, inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Deney siiresinin sonunda hiicrelerin total RNA
izolasyonlar1 Quick-RNA MiniPrep kit icerigine uygun sekilde yapilmistir. Buna gore tripsin-
EDTA ile flask yiizeyinden kaldirilan hiicreler 1500g’de 5dk santrifiij yapildiktan sonra
hiicrelerin igerigindeki RNA’larin agiga ¢ikmasini saglayan RNA lysis buffer ile 5dk oda
sicakliginda bekletilmislerdir. Toplama tiipiine yerlestirilmis Spin-Away™ Filter kolon
icerisine alman hiicreler 12000g’de 2dk santrifiij yapilarak hiicre icerigindeki DNA

uzaklagtirllmigtir. Toplama tiipiinde elde edilen sivida bulunan RNA’nin ¢dkelmesi i¢in ayni
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oranda %95 etanol ile karistirilmistir. Tyice kanstirilarak elde edilen sivi RNA saflastiriimast
icin toplama tiipline yerlestirilen Zymo-Spin™ IIICG kolon igerisine alinmistir. Bu kolon
icerisinde RNA prep buffer vee RNA wash buffer ile yikamalar yapilmistir. Yikama
asamalarindan sonra kolon filtresi ilizerinde kalan RNA’lar, DNase RNase-free su ile
baglanarak elde edilmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen RNA’larin miktar (ng/ul) ve kaliteleri
(260/230) spektrofotometrede (Thermo Scientific Multiskan GO) uDrop Plate kullanilarak

Olciilmiistiir.

3.7.2. cDNA doniisiimii

Flumetrine maruz birakilan hiicrelerden elde edilen RNA’lar high-capacity cDNA reverse
transcription kit (Applied Biosystems) ile cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. cDNA’ya doniistiirme
islemi Moloney murin ldsemi viriisii (rmo MuLV) olan optimize edilmis MultiScribe™ Ters
Transkriptaz ile yapilmistir. Reverse transkripsiyon reaksiyonlarinin RNase-free ortamda
gerceklesmesi gerektigi icin ¢alisma alan1 DEPC’1i (dietilpirokarbonat) su ile silinip cDNA’ya
cevirme islemine baslamadan 6nce elde edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonlart DNase
RNase-free su ile esitlenmistir. Buz lizerinde hizli sekilde hazirlanan reaksiyon karigimina her
ornek i¢in uygun hacimde RNA eklendikten sonra sirasiyla 2 pl 10X RT Tamponu, 0,8 pl
25X dNTP Mix (100mM), 2 ul 10X RT Random primer, 1 pul MultiScribe Ters Transkriptaz
ve toplam hacim 10 pl olacak sekilde DNase RNase-free su eklenmistir. Karisim kisa bir siire
santrifiij yapildiktan sonra Prima-Trio thermal cycler (HiMedia, India), i¢erisinde 10dk 25°C,
120dk 37°C ve 5 dk 85°C bekletilerek reaksiyon gerceklestirilmistir. Yeni sentezlenmis
cDNA’lar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Elde edilen cDNA orneklerinin igerdigi niikleik asit konsantrasyonlari (ng/pl) ve saflik
derecelerinin (A260/280) 6l¢iimii i¢in spektrofotometre cihazi (Thermo Scientific Multiskan

GO) ve uDrop Plate kullanilmistir.



30

3.7.3. Primerlerin Secilmesi

Ekspresyon ¢alismalarinda kullanilan genlerin primer g¢iftleri tablo 3.6.1.1 belirtilen kaynaklar

baz alinarak SENTROMER firmasina sentezlettirilmistir.

Tablo 3. 1: RT-PCR isleminde kullanilan primer dizileri

GEN ADI PRIMER DiZzZiSi Kaynak

F: GCGAAGCTTGGCCACCATGGAGAACAAGG Zhao ve dig.

2 R: GCGGATCCACGAACGGTGTCGTCGAA 2008
F: CAGGGGTGAAGTGGGGTCTGCTC Zhao ve dig.

" R: ATGCGGAACCGAGATGATGATGTAGC 2008
F: TCACATCTGTATGCGGAACC Zhao ve dig.

ERp R: CGTAACACTTCCGAAGTCGG 2008
F: GAGCTCATCAAGGCAATT Zhao ve dig.

res R: CCATCCCTGCCAATATCT 2008
GAPDH F: ACCACAGTCCATGCCATCAC Zhao ve dig.

R: TCCACCACCCTGTTGCTGTA 2008
F: AGGGTTTCATCCAGGATCGAGCAG Kim ve dig.

bax R: ATCTTCTTCCAGATGGTGAGCGAG 2008
F: GTGAACTGGGGGAGGATTGT Kim ve dig.

bel2 R: GGAGAAATCAAACAGAGGCC 2008
F: CGGGATCCATGGAGGAGCCGCAGTCAGAT Kim ve dig.

ps3 R: CCGCTCGAGTTCTGGGAAGGGACAGAAGA 2008
F: GCGACTGTGATGCGCTAATGG Kim ve dig.

p21 R: TCCCAACTCATCCCGGCCTC 2008
F: CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT Kim ve dig.

GAPDH R: AGCCTTCTCCATGGTTGGTGAAGAC 2008

3.7.4. RT-PCR ile mRNA ekspresyonun ol¢iimii

Gergek zamanl kantitatif PCR, PCR islemi sirasinda herbir dongiide baslangigtaki sablon

miktar1 ile orantili olarak diretilen DNA {iriinlerinin gilivenilir sekilde saptanmasini ve

hesaplanmasini saglamaktadir (Arya ve dig., 2005).
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Bu tez c¢alismasinda secgilen Ostrojenik ve apoptoz yolaginda gorev alan genlerin ifade
diizeylerinin belirlenmesi i¢in LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche Applied
Science, Mannheim, Germany) kiti kullanilmistir. PCR iirlinlerinin olugsmasi SYBR Green 1
floresan sinyalinin Ol¢lilmesiyle saptanir. SYBR Green 1 DNA ¢ift sarmalina eklenir.
Soliisyondaki DNA’ya baglanmamis SYBR Green 1 boyasi ¢ok az floresan gosterirken DNA
baglanmasina bagli olarak floresan miktar1 oldukca artar. Bu nedenle PCR sirasinda, SYBR

Green 1 floresaninin artmasi dogrudan ¢ift iplikli DNA olusumu ile orantilidir

Real time PCR (RT-PCR) ile genlerin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesinde LightCycler®
480 SYBR Green I Master (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) kiti kullanilmustir.
Real time PCR yonteminde DNA kalib1 olarak flumetrin uygulanmis hiicrelerden elde edilen
cDNA orneklerinden 100 ng olacak sekilde kullanilmistir. Oncelikle kullanilacak olan
primerler, final konsantrasyonu 0,5 uM olacak sekilde sulandirilmistir. Her bir kuyu i¢in kit
iceriginde bulunan master karisimdan 10 pl, PCR grade sudan 3 pl ve primerlerden 1pl
olacak sekilde reaksiyon karisimi hazirlanmis ve 1siktan korunmustur. Nazikce karistirildiktan
sonra hazirlanan master mix tizerine 5 pul cDNA 6rnegi eklenmistir. MicroAmpTM Fast
Optical 96-Well Reaction Plate igerisinde hazirlanan 6rnekler QuantStudioTM 5 Real-Time
PCR (Applied biosystems) cihazina yerlestirilmistir. QuantStudioTM 5 Real-Time PCR
cihaz1 dort farkli program igerir: FastStart DNA polimerazin aktivasyonu ve DNA’nin
denatiirasyonunun gerceklesmesi i¢in On-inkiibasyon, hedef DNA’nin ¢ogaltilmasi
(amplifikasyon), PCR iiriinlerinin tanimlanmasi ve rotor ile termal kismin sogumasi
(inkiibasyon). RT-PCR cihazi, uygulanacak olan reaksiyon kosularina gére programlandiktan
ve calisilan reaksiyon son hacmi 20uL olarak programa eklendikten sonra reaksiyon

baslatilmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3. 2: Real Time PCR cihaz1 deney kosullar

Program Dongii sayisi Hedef sicakhik Siire
On inkiibasyon 1 95°C 10dk
Denatiirasyon 95°C 10 sn

Cogalma 45 Baglanma 60°C 30 sn
Uzama 72°C 25 sn

Inkiibasyon 1 40°C 30 sn

3.7.5. AACT Metodu ile Verilerin Degerlendirilmesi

RT-PCR sonucunda elde edilen CT degerleri bagil kantitatif yontem olarak bilinen prasct

-AACt

metodu kullanilarak degerlendirilmistir (Arya ve dig., 2005). 2 metodunda hedef genin

CT degeri referans gene gore normalize edilir, bu islem hem deney grubunun hedef geni i¢in

hemde kontrol grubunun hedef geni i¢in yapilir.
ACT(test) = CT(hedef,test) — CT(referans, test) (3.3)
ACT(kontrol) = CT(hedef, kontrol) — CT(referans, kontrol) 3.4

Daha sonra deney grubunun hedef geni i¢in hesaplanmis olan ACT degeri kontrol grubunun

ACT degerine gore normalize edilir:
AACT = ACT(test) — ACT(kontrol) (3.5)

2 iizerine — degeri hesaplanarak ekspresyon orani belirlenir:

27A8ACt = Normalize edilmis ekspresyon orani (3.6)

Sonugta, deney grubunun hedef genine ait normalize edilmis degerinin kontrol grubuna gore

kac kat degisime ugradig belirlenmis olmaktadir (Livak ve Schmittgen, 2001).
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3.8. GENOTOKSISITE
3.8.1. Mikroniikleus yontemi

Mikroniikleus yontemi Schmid tarafindan 1975 yilinda fare kemik iligi hiicrelerinde
gelistirilmis ve kimyasallarin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Mikroniikleuslar asentik kromozom fragmentleri ya da tiim kromozomu
iceren ana niikleusdan kopmus parcalardan olugsmustur. Genotoksite sonucu olusan kromozom
kiriklar ya da kayiplari, microniikleus (MN), niiklear bud (NB) ve niikleoplazmik k&priiler
(NK) gibi hiicresel abnormaliteleri indiiklenmektedir. Mikroniikleuslar hem kromozom
kiriklart (klastojenik etki) hemde tiim bir kromozom kaybinin sebebi olan sentromer
kinetokor kompleksi ya da ig ipligi aygitinin disfonksiyonun (anojenik etki) bir sonucu olarak
olusabilmektedir. Sitokinez bloklu mikroniikleus testi kiiltiir hiicrelerinde genotoksik ve
sitotoksik/sitostatik etkinin Ol¢lilmesini saglayan bir yontemdir (Campana ve dig., 2003;
Chaufan ve dig., 2019). Mikroniikleus yontemi, pestisit kaynakli hasarin degerlendirildigi
caligmalarda histopatoloji ve genetik hasar1 birlikte degerlendirmek icin yaygin sekilde
kullanilan bir yontemdir (Vardavas ve dig., 2016; Fenech, 1993).

Mikroniikleus yontemi Yared ve dig., (2002) ve Slowinski ve dig., (2004)’ e gore yapilmistir.
Mikroniikleus yontemi icin; hiicreler 20mm lamel iceren 30mm’lik petri kaplarina 2ml (~1 x
10* hiicre) olacak sekilde ekilmistir. Lamellere tutunmasi saglanan hiicreler 1, 10, 100 ve
1000 uM flumetrinle, 24 saat siire ile muamele edilmistir. Deney siiresinin sonunda medyum
2pg/ml sitokalazin B iceren yeni medyumla degistirilmistir. Sitoklazin B, mitoz sonrasinda
hiicre boliinmesini inhibe etmek i¢in kullanilmaktadir. Sonucta hiicrede kromozom kirigi ya
da sentomer hasar1 varsa, iki nukleuslu ve bir mikroniikleuslu hiicreler olusmaktadir
(Slowinski ve dig., 2011). Sitokalazin B ile 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicreler %96’lik
soguk etanol ile -20 %C’de ve sonrasinda 3:1 oraninda hazirlanmis metanol:asetik asit ¢ozeltisi
ile fikse edilip Giemsa boyasi ile boyanmistir. Boyama sonrasi distile su ile yikanan ve
havada kurutulan lameller entellan ile lamlara yapistirilmustir. Ornekler 151k mikroskobunda
200x ve 400x objektiflerinde incelenerek hiicre sayimi yapilmistir. Kontrol ve deney
gruplarindaki mikroniikleus olusumunu 6l¢gmek ve niiklear abnormaliteleri belirlemek i¢in her
ornekten 1000 biniikleat hiicre sayilmistir. Niiklear Béliinme Indeksini (NDI) hesaplamak igin
her ornekten rastgele 500 hiicre sayilmistir. Niiklear Boliinme Indeksi asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmistir (Fenech, 2000).



34

NDI = M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)/N (3.7)
3.8.2. Komet yontemi

Tek hiicre jel elektroforezi (Single cell gel electrophoresis, SCGE) ya da Komet yontemi
olarak bilinen yontem, hiicrelerdeki DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilan ¢ok yonli,
hassas, basit ve ekonomik bir tekniktir. Komet yontemi ile, hiicredeki DNA’daki tek/gift
zincir kiriklan, alkali degisken boélgeler (apurinik/apirimidinik), DNA c¢apraz baglanmalari,
baz/baz ¢ifti hasarlar1 ve apoptotik niikleuslar goriilebilmektedir. 1984 yilinda Ostling ve
Johnson tarafindan nétral kosullarda elektrik akimina maruz birakildiginda niikleustaki DNA
kiriklarinin go¢ ettigi gosterilmistir. Daha sonra 1988 yilinda Singh ve arkadaglar tarafindan
yontem modifiye edilmis ve alkali kosullarda gerceklestirilmis, bdylece spesifikligi ve
tekrarlanabilirligi arttirllmistir.  Notral komet yonteminde yalnizca tek zincir kiriklari
belirlenebiliyorken, alkali komet yontemi ile DNA’daki tek ve cift zincir kiriklarinin her ikisi
de tespit edilebilmektedir (Nandhakumar ve dig., 2011; Singh ve dig., 1988; Tice ve dig.,
2000).

Komet testi Singh ve dig., ve Tice ve dig., ‘na gore yapilmistir. Flumetrinin 4 farkli dozu ile
24 saat muamele edilen hiicreler, deney siiresinin sonunda PBS ile resiispense edilerek %0,5
lik PBS i¢inde hazirlanmig diisiik sicaklikta eriyen agaroz (LMA) ile karigtirllmistir. Hiicreler
bir giin dnceden % 1,5 lik normal sicaklikta eriyen agaroz (NMA) ile kaplanmis ve oda
sicakliginda kurutulmus lamlarin {izerine damlatilmis ve lamel ile kaplanarak buzdolabinda
donmasi saglanmistir. Ardindan lamlar soguk lizis tamponu (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10
mM Tris, %1 Triton X-100) ile 1 gece muamele edilmistir. DNA zincirlerinin ¢oziilmesi i¢in
elektroforez tanki i¢inde alkali ortamda (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH>13.0) 20 dk
bekletildikten sonra elektroforez 300mA/20V gii¢ olacak sekilde 20 dk c¢alistirilmastir.
Preparatlar, elektroforezi takiben olusan alkali ortami nétiirlemek i¢in 15 dk 0.4M Tris
tamponunda tutulmustur. Notralizasyon sonrast lamlar 20 pg/ml etidyum bromiir ile
boyanarak her slayttan 50 komet olacak sekilde toplam 300 hiicrenin floresan mikroskobu ile
sayimi yapilmustir. Pozitif kontrol olarak 5uM H,02 igeren medyum kullanilmistir.
Hiicrelerdeki DNA hasar1 TriTek CometScore™ 2.0, 2012 programi kullanilarak

degerlendirilmistir.
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3.9. ISTATISTIK ANALIZ

Deney gruplarinda uygulanan doza bagli olarak sitotoksisite, E-screen ve genotoksisite
verilerinin istatistik degerlendirilmesinde Graphpad Prism 6.0 programi kullanilmistir.
[statistiksel analizler igin One-Way ANOVA yontemi ve Tukey’s testi uygulanmistir.
Sonuglarin degerlendirilmesinde p<0.0001, p<0.001, p<0.01 ve p<0.05 anlamlilik seviyesi

temel alinmistir.

Apoptoz yolagimi diizenleyen ve 0Ostrojenik genlerin mRNA diizeylerindeki, uygulanan
flumetrin dozuna bagimli degisimlerin istatistiksel olarak degerlendirmesi Livak ve
Schmittgen 2001°e ait 22T metoduna gore One-Way ANOVA yontemi ve Tukey’s test
sonuclar1 referans gen olan GAPDH ve kontrol kosullarina gore anlamlilik (p<0.0001,

p<0.001, p<0.01 ve p<0.05) dereceleri ile degerlendirilmistir
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4. BULGULAR

4.1.SITOTOKSISITE BULGULARI
4.1.1. MTT canlilik testi bulgular:

Flumetrinin sekiz farkli dozu MCF-7 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat siire ile uygulanarak hiicre
canliligina olan etkisi MTT testi ile degerlendirilmistir. Kontrol ve deney gruplarindaki %
canlilik oranlar1 sekil 4.1-4.3’de verilmistir. 24 saat sonunda hiicre canliliginda kontrol
grubuna gore 100 uM ve lizerindeki dozlarda doza bagli olarak anlamli azalma gbézlenmistir.
24 saat flumetrin uygulanmasi sonucu canlilik oranlarina gore %50 azalmaya neden olacak
doz olan IC50 oran1 1671 uM olarak hesaplanmistir. 48 saat deney siiresinin sonunda hiicre
canliliginda flumetrinin 200 uM dozu ve iizerinde anlamli azalma oldugu, 72 saat siire ile
flumetrinin maruziyetinin ise 1000 uM dozu {izerinde anlamli azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. 48 ve 72 saat i¢in IC50 dozu sirasiyla, 5453 uM ve 7411 uM olarak

bulunmustur.
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Sekil 4. 1: Flumetrinin 24 saat maruziyeti sonrasi hiicre canlilig iizerine etkileri (*:p<0,0001).
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Sekil 4. 2: Flumetrinin 48 saat maruziyeti sonrasi hiicre canlilig1 tizerine etkileri (*:p<0,05; **:p<0,01;
**%:p<0,0001).
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Sekil 4. 3: Flumetrinin 72 saat maruziyeti sonrasi hiicre canliligi iizerine etkileri (*:p<0,05;
**:p<0,0001).

4.1.2. Laktat Dehidrogenaz bulgular

Flumetrin uygulanan MCF-7 hiicrelerinin ve kontrol grubunun spektrofotometrik yontem
kullamlarak NAPH daki azalma hizi oranmna bagl olarak hesaplanan laktat dehidrogenaz
(LDH) miktar1 sekil 4.4’de verilmistir. 24 saat deney siiresinin sonunda kontrol grubu ve
flumetrinin 8 farkli dozu LDH miktar1 bakimindan karsilastirildiginda kontrol grubuna gore
1000 uM ve 2000 uM flumetrin uygulanan gruplarda anlamli bir artis saptanmistir (sirasiyla;
p<0,01 ve p<0,0001).
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Sekil 4. 4: Flumetrinin MCF-7 hiicrelerinde laktat dehidrogenaz aktivitesine etkileri (*:p<0,01;
*#:p<0,0001).

4.2. APOPTOTIK ETKi BULGULARI
4.2.1. Akridin Turuncusu/ Etidyum Bromiir (AO/EtBr) Yontemi Bulgular:

Flumetrinin 1, 10, 100 ve 1000 pM dozlarina 24 saat siire ile maruziyet sonrasinda AO/EtBr
boyamasi ile elde edilen hiicreler floresan mikroskobu ile sayilmis erken apoptoz, ge¢ apoptoz
ve nekroz olan hiicrelerin bulunma sikliklar1 belirlenmistir. Kontrol grubuna gére 100 uM ve
1000 pM flumetrin uygulanan gruplarda ge¢ apoptoz sayisi anlamli derecede artis
gostermistir. Tablo 4.1°de kontrol ve deney gruplarinin apoptoz ve nekroz yiizdeleri
verilmistir. Kontrol ve deney gruplarindaki apoptotik ve nekrotik hiicre goriintimleri sekil 4.5-

4.9’da gosterilmistir.
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Tablo 4. 1: Kontrol ve deney gruplarinin apoptoz ve nekroz hiicre yiizdeleri (kontrole gore *:p<0,01;

*%p<0,0001)
Kontrol 1uM 10 pM 100 pM 1000 pM
Canl hiicre % 92,6 +1,43 89,9+0,80  84,6=1,77*  71,8+1,93**  66,0+2,47**
Erken apoptoz %  3,00,31 3,440,51  5,6+0,927  6,0+1,095  7,2+1,02
Geg apoptoz % 3,2+0,37 5,0£0,89  6,0+1,0 19,441 47%% 22,642 58%*
Nekroz % 1,440,245 1,4+0,2 2,8:0,374  2,8+0,583 4,241,241

Sekil 4. 5: Kontrol grubunda AO/EtBr boyanmasi sonucu hiicre goriiniimleri. =: canl hiicreler, [>:
erken apoptotik hiicreler.
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Sekil 4. 6: 1uM flumetrin uygulanan gruptaki AO/EtBr boyanmasi sonucu hiicre goriiniimleri. —=:
canli hiicreler, P>: ge¢ apoptotik hiicreler.
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Sekil 4. 7: 10 uM flumetrin uygulanan gruptaki AO/EtBr boyanmasi sonucu hiicre goriiniimleri. =:
canli hiicreler, P>: ge¢ apoptotik hiicreler.
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Sekil 4. 8: 100 pM flumetrin uygulanan gruptaki AO/EtBr boyanmasi sonucu hiicre goriiniimleri. =:
canli hiicreler, [>: erken apoptotik hiicreler, P>: ge¢ apoptotik hiicreler.
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Sekil 4. 9: 1000 uM flumetrin uygulanan gruptaki AO/EtBr boyanmasi sonucu hiicre goriiniimleri. —=:
canli hiicreler, P>: geg apoptotik hiicreler, = : nekrotik hiicreler.
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4.3. OSTROJENIK ETKi BULGULARI

4.3.1. E-screen yontemi bulgular:

Hiicre proliferasyonu 144 saat uzatilmis maruziyet sonrasinda hiicrelerdeki total protein
iceriginin  spektrofotometrik olarak belirlendigi Siilfordamin B (SRB) yoOntemiyle
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilacak Ostrojen dozunun belirlenmesi i¢in f3-
bstrodioliin 3 farkli dozu denenmis ve 10° M dozu en fazla proliferatif etkiyi gosterdiginden

pozitif kontrol olarak se¢ilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4. 10: B-0strodiol’iin 144 saat maruziyeti sonrasinda MCF-7 hiicreleri {lizerine proliferatif etkisi
(*: p<0,001)

Flumetrinin 10 pM, 1 uM, 0,1uM, 0,01 pM, 0,001p M ve 0,0001uM dozlar1 MCF-7
hiicrelerine 144 saat siire ile uygulanmis ve spektrofotometrik olarak SRB yontemi proliferatif
etkisi (PE) hesaplanmistir (Sekil 4.11). Flumetrinin 1 ve 0,1uM dozlarinda kontrole gore
proliferatif etkide anlamli artis gdzlenmistir. Ostrojene gére proliferatif etki degerlerine gore
hesaplanan goreceli proliferatif etki (RPE) sonuglar1 tablo 4.2’de gdsterilmistir. Goreceli
proliferatif etki sonucglarina gére flumetrinin 10 uM, 1 uM ve 0,1uM dozlariin Ostrojene

parsiyel agonist oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 11: Flumetrinin 144 saat maruziyeti sonrasinda MCF-7 hiicreleri iizerine kontrole gére
proliferatif etkisi (*: p<0,001)

Tablo 4. 2: Uygulanan flumetrin dozlarinin B-6strodiole gore belirlenen goreceli proliferatif etkisi
(RPE)

FLUMETRIN

DOZLARI 10pM 1 uM 0,1 uM 0,0l yM 0,001 M 0,0001 uM

RPE 69,101+,05 77, 528+,04 80,898+,01 2,808 £,01 1,685+,01  3,370+,01
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44. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCIR REAKSIYONU (RT-PCR)
BULGULARI

Flumetrinin, apoptoz yolag ile iliskili genler (bcl-2, bax, p53 ve p21) ve Ostrojen ile stimiile
edilen genlerin (ps2, ERa, ERP ve PGR) ifade diizeyi iizerindeki etkileri MCF-7 hiicrelerinde
SYBR Green I floresans boyasi ile RT-PCR kullanilarak belirlenmistir. Apoptoz yolag: ile
iligkili genlerin ifade diizeylerinin belirlenmesi i¢in 24 saat siire ile 1, 10, 100 ve 1000 uM
flumetrin maruziyeti sonrasinda kontrol grubuna gdre anlamli ve anlamsiz bulgular elde
edilmistir. Benzer sekilde, MCF- 7 hiicrelerinde Ostrojen ile stimiile edildigi bilinen pS2 geni,
Osrojen reseptor genleri (Era ve Erf) ve progesteron reseptor genlerinin (PGR) ifade diizeyleri
icin 48 saat siire ile 10 uM, 1 uM, 0,1uM flumetrin maruziyeti yapilmis olup sadece DMSO
iceren negatif kontrol grubuna ve 10° M pB-dstrodiol pozitif kontrol grubuna gore
degerlendirme yapilmistir. Tim sonuglar referans gen olarak kullanilan GAPDH’e gore

normalize edilmistir.

Flumetrin uygulanan deney gruplarina ait orneklerin kontrole mRNA ifade seviyesindeki

degisimler sekil 4.12-4.19 verilmistir.
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Flumetrinin MCF-7 hiicreleri lizerinde Bcl-2 geninin mRNA ifade seviyesine etkisi (***:

Sekil 4. 12

p<0,001).
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Flumetrinin MCF-7 hiicreleri iizerinde Bax geninin mRNA ifade seviyesine etkisi

Sekil 4. 13

(¥*%%:p< 0,0001, *: p< 0,05).
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Sekil 4. 14: Flumetrinin MCF-7 hiicreleri iizerinde p53 geninin mRNA ifade seviyesine etkisi

(**: p<0,01).
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Sekil 4. 15: Flumetrinin MCF-7 hiicreleri tizerinde p21 geninin mRNA ifade seviyesine etkisi
(*: p<0,05).
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Sekil 4. 16: Flumetrinin MCF-7 hiicreleri tizerinde pS2 geninin mRNA ifade seviyesine etkisi
(**: p<0,01; ***: p<0,001).
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Sekil 4. 17: Flumetrinin MCF-7 hiicreleri {izerinde ER-a geninin mRNA ifade seviyesine etkisi
(**: p<0,01).
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Sekil 4. 18: Flumetrinin MCF-7 hiicreleri lizerinde ER- geninin mRNA ifade seviyesine etkisi
(*: p<0,05).
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Sekil 4. 19: Flumetrinin MCF-7 hiicreleri lizerinde PGR geninin mRNA ifade seviyesine etkisi
(*: p<0,05).
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4.5. GENOTOKSISITE BULGULARI
4.5.1. Mikroniikleus Yontemi Bulgular:

MCF-7 hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda sitokinez bloklu
mikroniikleus yontemi ile olusturulan biniikleat hiicrelerin sayimi sonrasinda bulunan
mikroniikleus sayilarimin ve niiklear abnormalitelerin oranlar1 tablo 4.3’de gdsterilmistir.

Kontrol ve deney gruplarindaki mikroniikleus olusumlar sekil 4.20-4.24’de gosterilmistir.

MCF-7 hiicrelerinde olusturulan biniikleat hiicrelerde mikroniikleus oranlar1 kontrole goére
degerlendirildiginde 1uM ve ilizerindeki flumetrin dozlarinda anlamli artis, olusan niiklear
budlar degerlendirildiginde 10uM ve lizeri dozlarda anlamli artis belirlenmistir. Niiklear
koprii agisindan yapilan degerlendirme sonucu ise 100uM ve iizeri dozlarda kontrole gore

anlamli artig goriilmiistiir.

MCEF-7 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinin niiklear bolinme indeksi (NDI)
hesaplamalar1 sonrasinda bulunan degerler tablo 4.3’de gosterilmistir. NDI agisindan gruplar

arasinda anlamli farklilik bulunmamustir.

Tablo 4. 3: Kontrol ve flumetrin uygulanan deney gruplarinda mikroniikleus, niiklear bud ve niiklear
koprii olusumlar: (*:p<0,001, **: p<0,0001, +:p<0,05, ++:p<0,01)

(%) Kontrol 1 pM 10 pM 100 pM 1000 pM
Mikroniikleus 1,83+0,1 4,483+0,2* 5,025:0,4* 5240,7%%  6,767+0,3%*
Niiklear bud 0,7867+0,1 1,383+0,2 1,840+0,3" 1,960+0,2"  1,934+0,2""
Niiklear koprii 0,8971=0,1 1,348+0,1 1,433+0,3 1,767+0,2"  1,880+0,2"
Nitklear bolinme | 50¢. ¢ 1,560+0,3 1,686+0,7 1,658+0,4 1,660+0,4

indeksi
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100 pm

Sekil 4. 20: Kontrol grubunda sitokinez bloklu biniikleat hiicre goriiniimleri.
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Sekil 4. 21: 1uM flumetrin uygulanan deney gruplarinda biniikleat hiicre gortiniimleri. MN:
mikroniikleus, mn: mononiikleat hiicre, bn: biniikleat hiicre.
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Sekil 4. 22: 10uM flumetrin uygulanan deney gruplarinda biniikleat hiicre goriiniimleri. MN:
mikroniikleus, NB: niiklear bud, mn: mononiikleat hiicre, bn: biniikleat hiicre.




Sekil 4. 23: 100uM flumetrin uygulanan deney gruplarinda biniikleat hiicre gériiniimleri. MN:
mikroniikleus, NB: niiklear bud, mn: mononiikleat hiicre, bn: biniikleat hiicre.



57

MN - *
-
e MN bvn
* ®
N

100 pm

Sekil 4. 24: 1000uM flumetrin uygulanan deney gruplarinda biniikleat hiicre goriiniimleri. MN:
mikroniikleus, mn: mononiikleat hiicre, bn: biniikleat hiicre.

4.5.2. Komet Testi Bulgulari

MCF-7 hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda olusturulan Komet
hiicrelerinin kuyruk momenti, Olive kuyruk momenti, kuyruk DNA yiizdesi ve kuyruk
uzunluklar1 degerlendirilmistir. Kuyruk momenti, Olive kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu
acisindan yapilan istatistiksel degerlendirmede, 10 uM ve tizerindeki dozlarda kontrole gore
doza bagh artis gdzlenmistir. Kuyruk DNA vyiizdesi degerlerinde ise 100 uM ve iizeri
dozlarda anlamli artis bulunmustur. Kontrol ve deney gruplarindaki degisimleri gosteren
grafikler sekil 4.25-4.28 ile gosterilmistir. Kontrol ve deney gruplarina ait komet hiicrelerinin

goriinimii Sekil 4.29-4.34°de verilmistir.
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Sekil 4. 25: Kontrol ve deney gruplarinda kuyruk momenti degerleri (***:p<0,01; **** p<0,0001)
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Sekil 4. 26: Kontrol ve deney gruplarinda olive kuyruk momenti degerleri
(**:p<0,01; ****: p<0,0001)
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Sekil 4. 27: Kontrol ve deney gruplarinda kuyruk DNA %/’si degerleri (*:p<0,05; ****: p<0,0001)
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Sekil 4. 28: Kontrol ve deney gruplarinda kuyruk uzunlugu degerleri (**:p<0,01- ***: p<0,001-****:;
p<0,0001)
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Sekil 4. 29: Kontrol grubu hiicrelerinin komet goriintiisii
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Sekil 4. 30: H,O, uygulanan pozitif kontrol hiicrelerinin komet goriintiisii



63

Sekil 4. 31: 1uM Flumetrin uygulanan hiicrelerinin komet goriintiisii
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Sekil 4. 32: 10uM Flumetrin uygulanan hiicrelerinin komet goriintiisii
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Sekil 4. 33: 100uM Flumetrin uygulanan hiicrelerinin komet goriintiisii
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Sekil 4. 34: 1000uM Flumetrin uygulanan hiicrelerinin komet goriintiisii
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5. TARTISMA VE SONUC

Piretroid pestisitler tarimda, veterinerlikte ve gilinliik yasam alanlarinda insektlerin kontrolii
icin siklikla kullanilmaktadir. 1980°1i yillardan bu yana Diinya’da organofosfat ve karbamat
gibi diger insektisitlere gore yiiksek etkinlik ve diisiik toksisitesi nedeniyle kullanilan
piretroidler, dogal piretrinden sentetik olarak {tiretilerek pestisitlerin {i¢ temel grubundan birini
olusturmaktadirlar. Sentetik piretroidler, piretrinlerin insektisidal aktivitesi korunarak, fiziksel
ve kimyasal yapisinda degisikliklerle 1s18a karsi stabil kalmasini saglamak amaciyla
gelistirilmistir. Piretroidler diger pestisitlerden asir1 hidrofobik olusu, zengin sterokimyasi
(1-3 kiral merkez igermesi) ve genis spektrumlu yiiksek insektisidal aktivitesi ile karakterize

ozelliklere sahiptir (Braganca ve dig., 2018; Tang ve dig., 2018).

Piretroid pestisitlerin sik ve yanlis kullanimlarinin bir sonucu olarak, uygulandiklar1 alanlarda
hava, su, toprak ve yiyecek kirliligine neden olmaktadir (Al-Sarar ve dig., 2015; Djouaka ve
dig., 2018). Piretroidlere uzun siireli diisiik doz maruziyet sinir sistemi, immiin sistem,
kardiyovaskiiler sistemde kronik hastaliklara neden olabilir ve teratojenite, karsinojenite ve
mutajeniteyi iceren toksik etkiler olusturabilir (Tang ve dig., 2018). Ayrica erkek ve disi
iireme sisteminde istenmeyen etkilere neden olabilmektedir (Tang ve dig., 2018; Marettova ve

dig., 2017).

Flumetrin; deltametrin, sipermetrin ve cyhalotrin gibi dogal piretroidlerden tiirevlenmis tip II
grubu bir sentetik piretroidtir (Bissacot ve Vassilieff, 1997; Stanneck ve dig., 2012b).
1986’da hayvanlar iizerindeki ektoparazitlere karst sentezlenmis olup halen c¢iftlik
hayvanlarinda ve kedi, kopek gibi evcil hayvanlarda oldukg¢a sik kullanilmaktadir (Stanneck
ve dig., 2012b; Tan ve dig., 2013). Veterinerlikte, topikal olarak %1 w/v dokme ¢ozelti ve
%6 w/v daldirma teknigi ile uygulanmaktadir (Mishra ve dig., 2012b). Ayrica, flumetrin uzun
zamandir aricilikta Varroa akarlarinin kontroliinde de yaygin sekilde kullanilmaktadir (Tan ve

dig., 2013).
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Flumetrin insektisit etkisini aksonlar iizerindeki voltaj kapilt sodyum kanallarina etki ederek
gerceklestirmektedir. Sodyum kanallarimin kapanmasim geciktirerek iyon gecirgenliginin
uzun siire devam etmesine bdylece depolarizasyonun kalic1 olmasina neden olmaktadir.
Sonugta, duyu ndronlarinin organ ve kaslar iizerinde uzun siireli tekrarlayan uyarim
olusturmasi ile spazmlara ve oliimlere yol agmaktadir (Tan ve dig., 2013; Mishra ve dig.,
2012b). Diger taraftan, flumetrinin g¢esitli deney hayvanlarinda da toksik etkileri oldugu

bulunmustur.

Yapilan in vivo ¢alismalar incelendiginde, Flumetrinin alt1 giin boyunca siganlara 40mg/kg
dozunda tekli ya da coklu dozlarda intraperitonal olarak uygulandigi ve flumetrin
uygulanmasindan 24 saat sonra antipirin uygulandigi gruplarin karsilastirnildigi ¢alismada,
karaciger homojenatlarinda ve kanda metabolizma enzimlerindeki degisim incelenmistir.
Uygulanan flumetrinin karaciger agirliginda ve mikrozomal protein igeriginde degisim
gostermemis ancak, sitokrom p450 (%36,26), NADPH-sitokrom c rediiktaz (% 38,48), anilin
hidroksilaz (%52,87), aminopirin N-demetilaz (%54,17) ve UDP-glukuronoziltransferaz
(%33,68) iiretiminde anlamli artisa neden olmustur. Ayrica antipirin kinetiginde anlamli
degisimlere neden olmustur. Antipirinin plazmada eliminasyonunu yavaslatmistir. Sonug
olarak, flumetrin maruziyetinin hepatik enzim seviyelerini ve antipirinin oksidatif
metabolizmasinda oldugu gibi monooksijenaz sistemin katalitik aktivitelerini azalttig1
belirlenmistir (Anadon ve dig., 1995). Misha ve arkadaslarimin 2012 yilinda yaptigi
calismada, 20 yetiskin Wistar albino sicana 15 giin boyunca oral yolla verilen 5 mg/kg
flumetrinin karaciger enzimleri tiizerine etkileri arastirilmistir. Calismanin sonucunda,
karaciger homojenatlarinda MDA, ALT, AST seviyelerinde artis goriiliirken, katalaz, SOD ve
protein seviyelerinde azalma goriilmiistiir. Bu sonuclar, flumetrinin hepatotoksik etkili oldugu

ve viicuttaki oksidatif stres tiretimini arttirdig1 géstermistir. (Mishra ve dig., 2012b).

Kiictikkurt ve ark. 2010 yilinda yaptiklar1 ¢galismada; flumetrinin dokme ¢ozeltisinin 0,2ml/kg
dozunda sakiz koyunlarinin sirt derisi iizerine yedi giin boyunca uygulanmasi sonrasinda
oksidatif stres parametrelerindeki degisimlere etkisi C vitamini uygulamasi ile karsilastirmali
olarak arastirilmigtir. Deney siiresi sonunda, flumetrinin malondialdehit seviyesini
degistirmezken, kanda rediikte glutatyon (GSH) konsantrasyonunu azaltmis, katalaz (CAT) ve

stiperoksit dismiitaz (SOD) seviyelerinde artisa neden olmustur. C vitamini ile birlikte
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uygulamanin ise oksidan/antioksidan dengeye olumsuz etkisi olmadigi gosterilmistir

(Yurdakok-Dikmen ve dig., 2017).

Flumetrinin in vitro etkilerinin degerlendirildigi Yurdakok ve dig., 2017’de yaptiklar
calismada, teke ve kopek spermalar {izerine flumetrinin sitotoksik etkileri MTT ve Notral
Red yontemleri ile arastirilmistir. Flumetrinin teke ve kopek spermalari {izerine dort saat
boyunca uygulanmasi sonrasinda MTT yontemi ile belirlenen IC50 degerleri sirasiyla 67,89
ve 114,47 pg/ml olarak bulunmustur. Notral red yontemi ile ise IC50 degeri
hesaplanamamustir (Yurdakok-Dikmen ve dig., 2017). Flumetrinle ayn1 grup igerisinde yer
alan diger piretroidlerin in vitro olarak hiicre kiiltiirlerinde yapilan calismalar
degerlendirildiginde Gupta ve dig., 2013 yaptig1 ¢alismada, alletrinin insan kornea epitel
(HCE) hiicrelerinde hiicre canliligi iizerine etkileri degerlendirilmis, 24 saat siire ile 50 ve 100
uM alletrin uygulanan gruplarda kontrole gore anlamli azalma belirlenmistir. 24 saat i¢in
hesaplanan IC50 degeri 85 uM olarak bulunmustur (Gupta ve dig., 2013). Alletrinin Sigan
testikiiler karsinoma hiicreleri olan LC540 hiicre soyu ve Leydig hiicresi primer hiicreleri
lizerine sitotoksik ve apoptotik etkisinin degerlendirildigi ¢aligmada, MTT testi ile her iki
hiicre i¢inde doza bagli olarak sitotoksisitesinde artig gozlenmis, IC50 degerleri sirastyla 125

UM ve 59uM olarak bulunmustur (Madhubabu ve Yenugu, 2014).

Piretroidlerden permetrinin sitotoksik etkilerinin degerlendirildigi bir calismada, insan
lenfosit hiicreleri 10, 25, 50 ve 100 pg/ml permetrin ve nanopermetrin ile 24 saat siire ile
muamele edilmis ve sonuglar MTT yontemi ile degerlendirilmistir. 50 ve 100 pg/ml permetrin
ve nanopermetrin uygulanan gruplarda kontrole gore hiicre canlilifinda anlamli azalma
goriilmistiir (Sundaramoorthy ve dig., 2016). Cypermetrinin sitotoksisitenin degerlendirildigi
caligmada, Cin Hamster Ovaryum hiicrelerine 10, 100, 1000 ve 10000 uM dozlarda {i¢ saat
stire ile cypermetrin uygulanmasi sonucu 1000 uM dozu hiicre canliligin1 %88’e diisiiriirken,
10000 uM dozunda %58’ e diismiistiir (Patel ve dig., 2007). Cypermetrinin makrofaj hiicreleri
iizerine etkileri degerlendirilmis, en yliksek doz grubu olan 200 uM dozunda anlamli azalma
goriilmemisken, 48 saat uygulama sonrasinda 100 ve 200 uM dozunda anlamli azalma
gozlenmistir (sirasiyla %83 ve %77), 12.5 ve 50 uM dozlarinda ise anlamli azalma
gozlenmemistir (Huang ve dig., 2016). Cypermetrinin oksidatif stres ve sitotoksisitesi {izerine
etkilerinin degerlendirildigi c¢alismada, insan noroblastoma hiicreleri olan SH-SYSY

hiicrelerine uygulanan alfa cypermetrinin 0,01- 0,1- 1- 3- 10- 30- 60- 100 ve 1000uM dozlar1
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24 saat siire ile MTT testi arastirilmistir. MTT sonuglarina gore alfa cypermetrinin, 60 uM
izerinde anlamli azalma gozlenmistir, IC50 degeri ise 78,3 olarak bulunmustur. Bu veriler
1s1g8inda alfa cypermetrinin 60uM iizerinde sitotoksik etkileri oldugu gosterilmistir (Romero

ve dig., 2017).

Yapilan bu c¢alismada, flumetrinin daha Once in vitro olarak hiicre canliligina etkisi
belirlenmediginden dolayr MCF-7 hiicrelerinde IC50 dozunu hesaplayabilmek i¢in 01, 1, 10,
100, 200, 500, 1000 ve 2000 uM olarak sekiz farkli dozu uygulanmistir. MCF-7 hiicrelerinde
24 saat flumetrin uygulamasi ile 100 uM dozunun {izerinde hiicre canliliginin azalmasi1 Gupta
ve dig. (2013) ve Madhubabu ve Yenugu (2014)’nun alletrin ile yaptiklari, Romero ve dig.
(2017) yilinda cypermetrin ve Sundaramoorthy ve dig. (2016) yilinda permetrin ile yaptiklari
caligsmalarin sonuglarina benzer sekilde bulunmustur. 48 saat flumetrin uygulandiginda 200
UM dozunun lizerinde hiicre canliliginda goriilen anlamli azalma, Huang ve dig. (2016)
cypermetrin ile yaptiklari ¢alismanin sonuglarina benzer sekilde bulunmustur. Flumetrin i¢in
hesaplanan IC50 degeri diger piretroidlerin sonuglar ile karsilastirildiginda; flumetrinin
MCEF-7 hiicrelerinde 1670 uM bulunmusken, Romero ve dig. (2017) SH-SYS5Y hiicrelerinde
cypermetrin i¢in 78.3 pM, Gupta ve dig. (2013) HCE hiicrelerinde 85 uM ve Madhubabu ve
Yenugu (2014) LC540 hiicrelerinde 125 uM, primer Leydig hiicrelerinde 59 pM olarak
gosterilmigtir. Bu durum flumetrinin, permetrin, cypermetrin ve alletrine gore hiicre canlilig

lizerine daha az toksik etkisi olabilecegini gostermektedir.

Tiim hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan LDH enzimi hiicre zarmin hasarlandigi durumlarda
ekstraseliiler alana ¢ikmaktadir, hiicre kiiltiiriinde kiiltiir medyumunda bulunan LDH enzim
miktar1 hasarlanan hiicre zar1 hakkinda bilgi vermekte ve sitotoksisiteyi gostermektedir
(Romero ve dig., 2017). Cypermetrinin 2017 yilinda yaptiklari ¢alismada, insan néroblastoma
hiicreleri olan SH-SYSY hiicrelerine uygulanan alfa cypermetrinin 0,01- 1000uM dozlar1 24
saat slire ile LDH testi sonuglarinda ise, benzer sekilde 60 uM iizeri dozlarda anlamli artis ve
IC50 dozu 71,5 uM olarak belirlenmistir (Romero ve dig., 2017). Tip II piretroidlerden alt1
tanesinin (A-cyhalotrin, a-cypermetrin, deltametrin, cyfenotrin, cyflutrin ve esfenvalerate),
SH-SY5Y noéroblastoma hiicreleri, HepG2 hepatoma hiicreleri ve CaCo-2 intestinal epitel
hiicreleri iizerine toksik etkilerinin degerlendirildigi calismada LDH testleri yapilmistir. 24
saat uygulama sonrasinda, 1-1000uM arasindaki dozlarda her bir piretroid i¢in tim hiicre

soylarinda doza bagli olarak kontrole gore hiicre canliliginda azalma gézlenmistir. LDH testi
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sonrasinda bulunan sonuglar degerlendirildiginde, LDH saliniminda benzer sekilde doza bagl
artis gozlenmistir. ED50 (hiicre canliligint %50’ye diistirmek i¢in kullanilan etkili doz)
degerleri, sirasiyla SH-SYS5Y hiicre soyu i¢in 9,1- 106,4- 5,6- 7,2- 16,8 ve 16,9 olarak;
HepG2 hiicre soyu icin 10,6- 83,3- 81,9- 24,5- 35,2 ve 5 olarak; Caco-2 hiicre soyu i¢in 19,0-
28,1- 6,3- 4,1- 2,9 ve 1,4 olarak bulunmustur (Romero ve dig., 2015). 2009 yilinda sican
feokromositoma hiicreleri olan PCI12 hiicreleri iizerinde Bifentrinin enantiomerlerinin
sitotoksisitesinin arastirildigi caligmada, 1S-cis-Bifenthrin, 1R-cis-Bifenthrin ve rasemik
karisim bifenthrin 24 saat siire uygulanmistir. Alamar mavisi testi sonuglarina gore 10™ ve
10° arasinda hiicre canliliginda %20 oraminda diisiis gdriilmezken, ancak 10 dozunun
iizerinde 1S-cis-bifenthrinde goriilen diisiis digerlerinden anlamli olarak daha fazla olmustur
(5x107° dozunda %55 e varan diisiis). LDH testi sonuglar degerlendirildiginde, benzer sekilde
1S-cis-bifenthrinde 10° dozunun iizerinde LDH saliiminda anlamli artis goriilmiis ve bu
artisin R enantiomeri ve resemik karisimindan daha fazla oldugu goriilmistir (Lu ve dig.

2009).

Yapilan bu calismada, LDH testi ile flumetrin 24 saat sonunda 1000 uM dozu ve iizerinde
LDH aktivitesinde anlamli artis gostermektedir, bu sonuclar MTT testi sonuglarimiz ile
uyumlu olmakla birlikte flumetrinin diger piretroidlerden daha yiliksek dozlarda toksik etki
gosterdigi  bulunmustur. Bu durumun hiicre canliligindaki sonunglara benzer sekilde

flumetrinin diisiik dozlarda daha az toksik etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Apoptoz, cesitli ekstriksik ve intrinsik sinyallerle baslatilabilmektedir. Bunlar ROS (reaktif
oksijen tiirleri), RNS (reaktif nitrojen tiirleri) ya da DNA'ya zarar veren ajanlar (6rnegin
radyasyon), 1s1 soku, serum deprivasyonu, viral enfeksiyon gibi stresler olabilecegi gibi
pestisitler, cevresel kirleticiler ve kemoterapdtik ilaglar gibi ksenobiyotiklere maruz kalmakla
da apoptoz tetiklenebilmektedir (Redza-Dutordoir ve Averill-Bates, 2016). Apoptozun
molekiiler mekanizmasinda anahtar rol oynayan diizenleyiciler bcl-2 ailesi proteinleridir. Bu
aile lyelerinden Bax ve Bak proapoptotik, Bcl-2 ve Bcl-xp antiapoptotik olarak gorev
yapmaktadirlar (Sharifi ve dig., 2015). p53 proteini ise Bax ve Bcl-2 genlerinin en bilinen
regiilatorlerindendir (Kim ve dig., 2008). Ayrica, p21 proteini ise, hiicre siklusunun G1

fazindaki durdurulmasini indiikleyen p53°iin temel diizenleyicisidir (Jiang ve dig., 2014).

Cypermetrin ve Cyflutrinin apoptotik etkilerinin AO/EtBr teknigi ile degerlendirildigi
calismada, insan periferal kan lenfositleri 1- 2- 3,75- 7,5- 15 ve 30 pg/ml cyhalotrin ve
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cypermetrine 24 ve 48 saat siire ile maruz birakilmistir. Caligmanin sonucunda, 15 ve 30
ug/ml Cyflutrin dozlarinda apoptoz anlamli artmistir. Cypermetrinin ise 3,75- 7,5- 15 ve 30
ug/ml dozlarinda apoptoz anlamli sekilde artmistir (Muranli, 2013). Alletrinin insan kornea
epitel hiicreleri lizerine etkilerinin degerlendirildigi calismada, 6, 12, 24, 48 ve 72 saat siireleri
ile 85 uM alletrine maruz birakilan hiicrelerdeki Bax ve Bcl-2 mRNA ekspresyonu
arastirilmistir.  Calismanin  sonucunda, alletrinin  bax ekspreyonunu arttirken, bcl-2
ekspresyonunu azalttig1 ve bundan dolay1 klasik yolla apoptoza neden oldugu gosterilmistir
(Gupta ve dig., 2013). Alletrinin sican testikiiler karsinoma hiicreleri olan LC540 hiicre soyu
ve Leydig hiicresi primer hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisi, dncelikle morfolojik olarak
doza bagli olarak apoptotik bodylerin artis1 gozlenmistir. Flow sitometre cihazi ile annexin-V
boyamas1 sonucu erken apoptoz, apoptoz ve nekroz oranlari belirlenmis, alletrin uygulanmasi
ile erken apoptoz verileri anlamli sekilde artmistir. Geg¢ apoptoz ile verilerde artis olmasina
ragmen anlamli bulunmamistir. RT-PCR ile yapilan apoptoz belirteglerine gore, LC540
hiicrelerinde, p53 seviyesi alt1 saat iizerindeki alletrin maruziyetlerinde anlamli sekilde artig
gostermistir. Bcl-2, prokaspaz-3 ve PARP-1 mRNA seviyelerinde ise anlamli azalma

gozlenmistir (Madhubabu ve Yenugu, 2014).

Cypermetrinin makrofaj hiicreleri lizerine yaptig1 ¢alismada, apoptoza etkisini degerlendirmek
icin Hoechst 33342 ile boyama yapilmistir. Sonugta 100 ve 200 uM cypermetrin uygulanan
grupta kontrole gore daha fazla apoptotik yapilar (niliklear parcalanma, kromatin
yogunlagmast ve apoptotik cisimler) oldugu belirlenmistir. P53 ve p21 seviyeleri western blot
teknigi ile arastirilmistir. P53 geninin upregule oldugu, bu durumun p21°i arttirdig
gosterilmistir (Huang ve dig., 2016). Romero ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklar o-
cypermetrinin sitotoksik etkisinin degerlendirildigi diger bir calismada, apoptoz ve nekroz ile
iligkili genlerden kontrole gore bcl-2 geninin 3,62 kat farkla up-regiile oldugu belirlenmistir
(Romero ve dig., 2017). Lu ve dig., 2009 yilinda yaptiklar1 calismada, bifenthrinin
enentiomerlerinin PC12 hiicrelerinde apoptotik etkisi degerlendirilmis ve Hoechst 33342
boyasi ile boyanma sonrasi bulunan sonuglara gore, cis-bifenthrin ve enantiomerlerinin 107
M dozunda apoptozu anlamli sekilde arttirdigi, 1-S-cis bifentrinin ise 2.5 kat daha fazla
arttirdigr gortilmiistiir (Lu ve dig., 2011).

Bu tez calismasinda, flumetrinin erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari belirlenmis

100 uM ve 1000 uM dozlarinda ge¢ apoptozda anlamli artis gdzlenmistir. Ayrica, apoptoz
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yolaginda yer alan anti-apoptotik rol iistelenen bcl-2 geninin mRNA ekspresyonunda azalma
goriiliirken, apoptotik mekanizmada goérevli bax geninin mRNA ekspresyonunda artis
goriilmesi apoptozun mitokondriyal intrinsik yolak {izerinden gerceklestigini gostermektedir.
Bunun yani sira, p53 ve p21 mRNA ekspresyonunda goriilen artis hiicre siklusunun G0/G1
fazinda durdurulup hiicrenin apoptozu baslatmasinda rol oynadiklar1 goriilmiistiir. Elde edilen
verilerle flumetrinin alletrinin ve cypermetrin ile yapilan c¢aligmalardaki sonuglara benzer
sekilde apoptoza yol actifi ve apoptoz yolaginda yer alan ayni genleri aktive ettigini
gostermektedir (Gupta ve dig., 2013; Huang ve dig., 2016; Romero ve dig., 2017; Madhubabu
ve Yenugu 2014).

Pestisitler, dstrojen ve testosteron gibi hormonlarin reseptorlerine baglanmasi sonucu agonist
ya da antagonist etki olusturarak, steroidogenik yolaklar tizerine etki olusturarak ve iireme
hiicrelerinde apoptotik etki olusturarak endokrin bozucu etki gostermektedir (Mnif ve dig.,
2011). Pestisitlerin Ostrojenik, antidstrojenik, antiandrojenik ve antiprogestatik etkileri ile
ilgili yapilmis birgok ¢alisma bulunmaktadir (Sun ve dig., 2007; Xu ve dig., 2008; Xu ve dig.,
2006; Zhang ve dig., 2008, Zhao ve dig., 2008; Tange ve dig., 2014; Go ve dig., 1999; Du ve
dig., 2010; Brander ve dig., 2012; Wielogorska ve dig., 2015; Chen ve dig., 2002; Jin ve dig.,
2010; Laffin ve dig., 2010; Saillenfait ve dig., 2016; Kim ve dig., 2015; Garey ve Wollff,
1998).

Cevresel kimyasallarda goriilen Ostrojenik etkinin belirlenmesi i¢in Ostrojene spesifik etkilere
sahip birgok sistemde ¢aligtimaktadir. Ostrojenik etki; in vivo olarak uterin agirhginda ve
enzim aktivitesinde artig, erkek baliklardaki disiye 0zgii yolk proteini olan vitellojenin
iretiminde artista gorilebildigi gibi, in vitro olarak insan kanser hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunda ve  Ostrojen bagimli  genlerin  transkripsiyonunda artig ile
belirlenebilmektedir. Ayrica bir¢ok kimyasalin Ostrojenik aktivitesinin Ostrojen reseptorii
(ER) ile iligkili oldugu, bundan dolayr hormon reseptor aktivitesini dlgen analizlerin,

oOstrojenik etki hakkinda bilgi saglayacagini bilinmektedir (Chen ve dig., 2002).

MCF-7 insan meme kanseri hiicre soyu gibi Ostrojen reseptorii eksprese eden hiicrelerde
Ostrojen aktivitesini 6lgmek i¢in kullanilan yollardan biri E-screen olarak isimlendirilen ve

Ostrojenin hiicre proliferasyonun hizini arttirmasina dayanan bir yontemdir. Ayn1 zamanda
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MCEF-7 hiicrelerinde Ostrojenle ekspresyonu arttigi bilinen pS2, progesteron ve ER mRNA
ekspresyon seviyeleri de belirlenebilmektedir (Soto ve dig., 1995; Chen ve dig., 2002).

Go ve arkadaglarinin 1999 yilinda yaptiklari ¢alismada, dtrans-alletrin, fenvalerat, sumitrin ve
permetrinin MCF-7 hiicrelerinde E-screen yontemi ve pS2 mRNA miktarina gore Ostrojenik
ve antiostrojenik etkileri degerlendirilmistir. Caligmanin sonucunda, MCF- hiicrelerinde
proliferatif etki agisindan, fenvaleratin 10 ve 100 uM dozunda, d-trans allethrinin 10 pM
dozunda, permetrinin 100 uM dozunda anlamli artig goriiliirken, sumitrinin 10 pM dozunda
artts olmasma ragmen anlamli  bulunmamistir. Ps2  mRNA  ekspresyonlar
degerlendirildiginde, sumitrinin 10 ve 100 uM dozunda, fenvaleratin 10 uM dozunda ve
permetrinin 100 pM dozunda en yiiksek artiglar saptanmisken, d-trans allethrin ps2
ekspresyonunu arttirmamistir. Sonugta, nanomolar konsantrasyonlarda sumitrin ve fenvalerate
ps2 ekspresyonunu bazal seviyeye gore arttirmis; mikromolar seviyede ise, pozitif kontrolle
karsilastirilabilir diizeOyde bulunmustur. Ayrica, fenvalerate ve sumitrin doza bagli olarak
MCF-7 proliferasyonunu indiiklerken, permetrin 100 uM dozunda proliferasyonu etkilemis ve
alletrin ise 10 uM dozunda diisiik miktarda etki gostermistir. (Go ve dig., 1999). Chen ve
arkadaslari1 2002 yilinda yaptiklar1 calismada, permetrin, fenvalerat, cypermetrin ve
deltametrinin Gstrojenik etkileri E-screen ve ps2 ekspresyonu yontemi ile arastirilmis ve bu
piretroidlerin MCF-7 hiicre proliferasyonunu anlamli derecede arttirdigi, fenvalerat permetrin
ve cypermetrinin ps2 mRNA ekspresyonunu arttirdigi gosterilmis, deltametrinde ise anlaml
bir sonu¢ bulunanmamustir. Bulunan proliferatif etki (PE) degerleri; dstrojen: 3,46; fenvalerat:
2,17; cypermetrin: 1,46; deltametrin: 1,74 ve permetrin: 2,69 olarak bulunmustur. Bu
sonuglara gore hesaplanan goreceli proliferatif etki (RPE) agisindan bu piretroidlerin
Ostrojene parsiyel agonist aktivite gosterdikleri belirtilmistir. Ps2 mRNA ekspresyonunu
fenvalerat 10 uM dozunda 1,67 kat, permetrin 10”7 uM dozunda 1,28 kat ve cypermetrin 10
uM dozunda 2,01 kat arttirmigtir (Chen ve dig., 2002).

Jin ve arkadaglar1 2010 yilinda permetrin, B-cypermetrin ve metabolitleri olan 3-
fenoksibenzoik alkol (PBCOH), 3-fenoksibenzaldehit (PBCHO) ve 3-fenoksibenzoik asitin
(PBCOOH) E-screen ve ps2, ERa mRNA ekspresyonu yontemi ile Ostrojenik aktivitesi
degerlendirilmistir. Permetrin ve cypermetrinin 107 M dozu, dstrojen ile karsilagtirldiginda
goreceli proliferatif etki oranlari sirasiyla %55,4 ve %56,3 bulundugundan anlamli 6strojenik

etki gostermistir. RT-PCR sonuglar1 agisindan, permeterinin ve cypermetrinin 10° M dozunda
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ps2 ve ERa mRNA seviyelerinde anlamli degisiklikler gézlenmistir. Ug temel metabolitten
PBCOH ve PBCOOH gruplar1 0Ostrojenik etkili bulunurken, PBCHO grubunda anlaml
degisiklik gozlenmemistir (Jin ve dig., 2010).

Piretroid insektisitlerin ve metabolitlerinin reporter gen tayini ile hormon reseptor
aktivitelerinin degerlendirildigi calismada, cycloprotrin, cyflutrin, cyhalotrin, fenvalerate,
cypermetrin, permetrin, deltametrin, tetrametrin, dimetilsikloprospan (DCCA) ve 3-
fenoksibenzoik asitin reporter gen tayini ile Ostrojen reseptdrii (ER), androjen reseptorii (AR)
ve tiroid hormon reseptorii (TR) aktiviteleri belirlenmistir. Ostrojenik aktiviteleri cyhalothrin
> permethrin > fenvalerate > deltamethrin, antidstrojenik aktiviteleri DCCA, cycloprothrin,
etofenprox, 3-PBA, cyfluthrin, permethrin ve antiandrojenik aktiviteleri deltamethrin >
cyfluthrin > fenvalerate >cyhalothrin > cypermethrin > permethrin > 3-fenoksibenzoik asit
olacak sekilde belirtilmistir (Du ve dig., 2010). Laffin ve digerleri, 2010 yilinda yaptiklari
calismada, piretroid metabolitlerinin Ostrojenik aktivitesini E-screen ve reporter gen ile
arastirmuslardir. 3-fenoksibenzoik aldehitin EC50 degeri 6,67 x 10° M dozu olmak iizere
ostrojenik etkili ve 3-fenoksibenzoik asitin IC50 degeri 6.5 x10™ dozu olmak iizere anti-

Ostrojenik etki gosterdigi belirtilmistir (Laffin ve dig., 2010).

Lambda-cyhalotrinin dstrojenik etkisinin degerlendirildigi ¢calismada, MCF-7 hiicrelerinde E-
screen testinde 107 M dozu anlamh artiga neden olmakta ve RPE orami %45 olarak
gosterilmektedir. RT-PCR ile ps2 ve PGR mRNA ekspresyonlar1 degerlendirildiginde, 107 M
lambda-cyhalotrinin 2 ve 1,5 kat artigla up-regule olduklar1 belirlenmistir. ERo ve ERf
protein ve mRNA ekspresyonlar1 17p-0strodiol ile benzer sekilde bulunmustur (Zhao ve dig.,
2008). Tange ve dig. (2014) yaptiklar1 c¢alismada, permetrinin cis ve trans izomerlerinin
Ostrojenik ve anti-androjenik aktiviteleri reporter gen yontemi ile aragtirllmistir. Calismanin
sonucunda, trans-permetrin anti-androjenik ve diisiik Ostrojenik aktivite gosterirken, cis-
permetrin diisiik Ostrojenik ve diisiik anti-androjenik aktivite gostermistir (Tange ve dig.,

2014).

Flumetrinin de i¢inde bulundugu 59 endokrin bozucu maddenin arastirildigt in vitro

calismada, reporter gen yontemi ile dstrojenik etkiler degerlendirilmistir. Calismanin sonunda
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flumetrinin diisiik ER agonisti oldugu EC50 degeri 2.4x10™* M olarak, goreceli etki degeri de
6.9x10™* M olarak bulunmustur (Wielogorska ve dig., 2015).

Flumetrinin 6strojenik etkilerini degerlendirdigimizde E-screen yontemi ile 1 ve 0,1 uM
dozunda proliferatif etki 1,138 ve 1,44, RPE orani ise %77 ve %80 olarak bulunmustur.
Ayrica RT-PCR sonuglart degerlendirildiginde flumetrinin 0,1 uM dozunda pS2, ERa ve
PGR mRNA seviyelerinde Ostrojene benzer sekilde kontrole gore anlamli artis gozlenmistir.
Elde edilen bulgular ostrojenik etkisi incelenmis piretroidlerin sonuglari ile paralellik
gostermektedir (Zhao ve dig., 2008; Jin ve dig., 2010; Chen ve dig., 2002). Bu c¢alisma ile
flumetrinin Gstrojenik 6zellikleri belirlenmis olup diger 6strojenik etkili piretroidlerde oldugu

gibi etkisini dstrojene benzer mekanizma ile ERa iizerinden gerceklestirdigi gosterilmistir.

Pestisitlerin genotoksik etkileri in vivo ve in vitro yontemlerle degerlendirilen bir¢ok
caligmada gosterilmistir (Vardavas ve dig., 2016; Patel ve dig., 2007; Sundaramoorthy ve
dig., 2016; Suman ve dig., 2006; Srivastava ve dig., 2012). DNA kimyasallara kars1 oldukca
hassas oldugundan dolay1 ksenobiyotiklerin DNA hasarina etkisinin degerlendirilmesi
onemlidir. En sik kullanilan yontem olan mikroniikleus testi ile kimyasal maddenin hem

klastojenik hemde anojenik potansiyeli degerlendirilebilmektedir (Vardavas ve dig., 2016).

Lambda- Cyhalotrinin genotoksik etkisi mikroniikleus testi Rana catesbeiana tiirliniin iribas
yavrularinda kan smear drneklerinde degerlendirildigi ¢alismada, 0,02- 0,1- 0,2 ve 0,4pg/ml
dozlarinda 24, 48, 72 ve 96 saat ve 8, 15, 20 ve 30 giin sonrasinda incelenmistir. Uygulanan
en yiiksek doz i¢in 24, 48 ve 72 saat sonrasinda eritrositlerde mikroniikleus siklig1 anlaml
sekilde artmistir. Ayrica 20 giin sonunda da anlamli artis olmakla beraber iribaglar 20 giinden
fazla yasamamislardir (Campana ve dig., 2003). Tip 2 piretroid grubuna ait olan cypermetrin
ve onun etkisini arttict Ozellige sahip olan piperonil butoksitin Yeni Zelanda beyaz
tavsanlarindaki genotoksik etkilerinin degerlendirildigi calismada, 4 ay siire ile birlikte ve ayr1
ayr1 verilen pestisitlerin etkileri lenfositlerinde mikroniikleus testi yapilarak belirlenmistir.
Calismanin sonucunda, doza ve siireye bagli olarak mikroniikleus olusumunu arttirdiklar
ancak kombinasyonun etkiyi anlamli sekilde arttirmadigi gosterilmistir (Vardavas ve dig.,
2016). Tip 1 piretroidlerden biri olan alletrinin Swiss albino fareler iizerindeki genotoksik
etkileri kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus yontemi kullanilarak belirlenmistir. Yedi giin

boyunca 25 ve 50 mg/kg/viicut agirligr olarak uygulanan alletrin mikrontikleus olusumunda
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kontrole gore anlamli artis gostermistir (5,0+0,47; 11,60+0,72; 18,0+0,47) (Srivastava ve dig.,
2012).

Ila ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, cyflutrinin genotoksik potansiyelini
belirlemek amaciyla, saglikli donérlerden alinan insan lenfosit hiicrelerine 500, 1000 ve 2000
uM dozlarinda 24 ve 48 saat uygulanan cyflutrinin mikroniikleus olusumuna etkisi
incelenmistir. Calismanin sonucunda, 24 saatte 1000 uM ve tlizeri dozlarda mikroniikleus
olusumunda artig goriiliirken, 48 saatte tiim dozlarda kontrole gére mikroniikleus anlamh
sekilde artmistir (Ila ve dig., 2008). Permetrinin genotoksisitesinin arastirildigi calismada,
permetrin ve nanopermetrin insan lenfositlerine 24 saat siire ile 10, 25, 50 ve 100 pg/ml
dozlarinda uygulama sonrasinda mikroniikleus olusumu ve niiklear abnormaliteler
belirlenmistir. Her iki permetrin formunda da doz artigina bagli olarak mikroniikleus, niiklear
bud ve koprii olusumunda kontrole gére anlamli artis oldugu gosterilmistir (Sundaramoorthy
ve dig., 2016). a- Cypermetrin ve lambda- Cyflutrinin genotoksik etkilerinin mikroniikleus
teknigi ile degerlendirildigi calismada, insan periferal kan lenfositleri 1- 2- 3,75-7,5- 15 ve 30
ng/ml cyhalotrin ve cypermetrine 24 ve 48 saat siire ile maruz birakilmistir. 24 ve 48 saat
cyflutrin maruziyeti sonrasinda yalnizca 1 ve 2 pg/ml dozlarinda MN sayilabilmis ve anlamli
sonu¢ bulunamamistir. Diger dozlarda sitotoksik etki goriilmiistiir. Cypermetrinin 24 ve 48
saat uygulanmasinin sonucunda 30 pg/ml dozu hari¢ MN hesaplanmis tiim dozlarda kontrole

gore artis olmasina ragmen sonuglar anlamli bulunmamistir (Muranli, 2013).

Flumetrinin in vivo olarak genotoksik etkilerinin gosterildigi calismada, erkek albino Webster
tiirli farelerde tek doz dermal (5,325 mg/kg viicut agirligl) yan sira tek (0,694/ 1,389/ 2,083
mg/kg/viicut agirligl) ve coklu doz (4 giin siire ile 50,80, ve 128 mg/kg viicut agirligi)
intraperitonal olarak flumetrin uygulanmasi sonrasinda kemik iligi hiicrelerinde mitotik
indeks, kromozom aberasyonu ve mikroniikleus olusumu incelenmistir. Flumetrin,
polikromatik eritrosit seviyesinde ve mitotik indeksteki diigmeden dolay1r hem eritropoiezde
hemde miyelopoiezde sitotoksik etki gostermistir. Kromozomal aberasyonlardan gap
olusumunda dermal maruziyet sonrasinda artis olurken, intraperitonal uygulamada yalnizca en
yiiksek dozun sonrasinda kromozomal kiriklarda artis gdzlenmistir. Intraperitonal yolla tekli
ve ¢oklu flumetrinin uygulamalarinin sonrasinda polikromatik eritrositlerdeki mikroniikleus

olusumunda anlamli artis gozlenmistir (Nakano ve dig., 1996).
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Bu calismada, flumetrinin genotoksik etkilerinin degerlendirildigi mikroniikleus testi
sonuclarina gore, uygulanan 1, 10, 100 ve 1000 uM dozlarinda doza bagh olarak
mikroniikleus olusumunda anlamli artis gozlenmis ve kromozomal abnormaliteler 10 ve 100
UM dozlarimin lizerinde anlamli sekilde artis gostermistir. Bu sonuglar insan lenfosit
hiicrelerinde permetrin ve cyflutrin ile yapilan (Sundaramoorthy ve dig., 2016; Ila ve dig.,

2008) calismalar ile uyumluluk gostermektedir.

Genotoksisitenin belirlenmesi igin kullanilan diger bir yontem olan Komet yontemi, 6karyotik
hiicrelerde olusan DNA hasarinin 6lgiilmesini hizli ve kantitatif bir sekilde saglamaktadir. Bu
yontem DNA’da hasara neden olan ajanlara cevap olarak bir¢ok hiicre tiiriinde olusan DNA
hasarinin ya da onariminin aragtirtlmasinda yaygin sekilde kullanilmaktadir (Liao ve dig.,

2009).

Deltametrinin genotoksik etkilerinin degerlendirildigi calismada, dort hafta boyunca
deltametrin ve biyopestisite maruz birakilan siganlarin kemik iligi hiicrelerinde Komet analizi
yapilmistir. Sonug olarak, deltametrin uygulanan deney grubunda kuyruk DNA %’si kontrole
gore anlaml sekilde artmis biopestisit uygulanan grupta ise deltametrine gore azalma

goriilmistiir (Ismail ve Mohamed, 2012).

Zeta-Cypermetrin ve B-cyflutrin’nin genotoksik etkilerinin degerlendirildigi ¢alismada, insan
periferal kan lenfosit hiicrelerine 6,12, 18, 24 ve 30 pg/ml cypermetrin ve 6,3, 12,5, 18,8, 25
ve 31,3 pg/ml B-cyflutrin 24 saat siire ile uygulanmistir. Komet testinin sonuglarina gore;
cypermetrinin 6 png/ml dozu hari¢ tiim dozlarda kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk
yogunlugu genotoksik parametreleri i¢cin anlamli artis gozlenmistir. 6 ug/ml dozu igin
yalnizca kuyruk yogunlugu parametresi kontrole goére anlamli ¢ikmistir. B-cyflutrin’nin tiim
dozlarinda, tiim genotoksik parametrelerde kontrol gore anlamli artis gozlenmistir (Calderon-
Segura ve dig., 2018). Cypermetrinin sitogenetik etkilerinin degerlendirildigi diger bir
calismada, insan lenfosit hiicrelerinde Komet analizi yapilmis ve kuyruk uzunluklar
degerlendirilmistir. Iki saat siire ile cypermetrinin 3,36; 3,60 ve 3,84 dozlarina maruz
birakilan lenfositlerde Komet kuyruk uzunluklar1 doza bagli olarak artis gézlenmistir (Suman
ve dig., 2006). Cypermetrinin genotoksik etkilerinin de degerlendirildigi Patel ve dig. (2007)
yilinda yaptiklar1 ¢alismada, Ug saat siire ile 1, 10, 100, 1000 ve 5000 uM cypermetrin,

pendimethalin ve dichlorfosa maruz birakilan CHO hiicreleri Komet testi ile degerlendirilmis.
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Sonugta, olive kuyruk momenti, kuyruk DNA %’si ve kuyruk uzunlugu degerlerinde 1000 ve
5000 pM dozlarinda kontrole gore anlamli sekilde artmistir (Patel ve dig., 2007).

Bu c¢alisma ile flumetrinin genotoksik etkileri Komet yontemi ile de arastirilmistir. Olive
kuyruk momenti, kuyruk momenti, kuyruk DNA %’si ve kuyruk uzunlugu parametreleri
degerlendirilmis olup, kuyruk DNA %’si hari¢ tim parametrelerde 10 uM ve iizerindeki
dozlarda, kuyruk DNA %’sinde 100uM ve iizeri dozlarda kontrole gbre anlamli artis
gozlenmistir. Flumetrinin genotoksisitesi ile ilgili elde edilen sonuglar diger piretroidlerle

yapilan ¢alismalar ile paralellik gostermektedir (Suman ve dig., 2006; Patel ve dig., 2007).

Sonug olarak; bu tez ¢alismasinda flumetrinin sitotoksik, apoptotik, dstrojenik ve genotoksik
etkileri degerlendirilmistir. Flumetrinin sitotoksik ve apoptotik etkilerinin gosterildigi
testlerde 1000 uM ve iizeri dozlarda anlamli sonuglar elde edilmis ancak genotoksisite testleri
ile 1 uM tizerinde anlamli sonuglar bulunmustur. Bundan dolay1 flumetrinin toksik etkilerinin,
sitotoksisite yoniinden daha yliksek dozlarda goriilmekle beraber genotoksik etkisinin diistik
dozlarda da ortaya cikabilecegi sonucuna varilmistir. Ayni zamanda 0,1 uM dozunda
Ostrojenik etkisinin goriilmesi flumetrinin ¢ok diisiik dozlarda aliminda dahi endokrin bozucu

etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir.

Daha sonra yapilacak arastirmalarda, flumetrinin toksisitesi ve Ostrojenik aktivitesiyle ilgili
mekanizmalar daha detayli olarak ve enantiomerleri ile iliskili olarak incelemeli, katkida
bulunan metabolitlerinin rolii arastirilmali ayrica bagka hiicre soylar1 iizerindeki etkileri
gosterilmelidir. Flumetrinin ve diger piretroidlerin yaygin kullanimlar1 ve ¢evrede bircok
yerde bulunmalar1 dikkate alindiginda, ¢evre ve insan sagligi riskinin azaltilmasi i¢in daha

kapsamli caligmalar ve epidemik arastirmalar yapilmalidir.
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