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INDUKLENMIS TOKSISITEYE KARSI ZINGIBER OFFICINALE
EKSTRAKTININ KORUYUCU ROLUNUN BELIiRLENMESI

OZET

Verim ve tirlin kalitesi lizerine olumlu etkileri yaninda pestisitler hedef dis1 canlilar
tizerinde toksik etki sergileyebilmektedir. Bu ¢alismada Allium cepa’da permetrin
insektisiti tarafindan indiiklenen toksik etkiler ve bu toksik etkilere kars1 Zingiber
officinale ekstraktinin (Zoex) koruyucu rolii arastirilmistir. Bu kapsamda 6 farkli
grup olusturulmustur. Kontrol grubu ¢esme suyu ile, Grup II ve Grup III sirasiyla
10ug/mL Zoex ve 20pg/mL Zoex ile, Grup IV’e ait bulblar 100 pg/L permetrin ile
muamele edilmistir. Zoex’in permetrin toksisitesine karsi koruyucu ozelligi doza
bagli olarak arastirilmis ve bu amagla olusturulan Grup V ve Grup VI sirasiyla
10pg/mL Zoex+100 pg/L permetrin ve 20pug/mL Zoex+100 pg/L permetrin ile
cimlendirilmistir. 72 saat siirelik c¢imlenme sonrasinda kok ucunda sitogenetik,
biyokimyasal ve anatomik degisimler arastirilmistir. Bulblarda ¢imlenme oranlari,
kok uzamasi ve agirlik artisi da incelenerek fizyolojik degerlendirme yapilmistir.
Sonug olarak permetrin uygulamasinin kok ucu hiicrelerinde mitotik indeksi azalttig1,
mikronukleus ve kromozomal anormalliklerin sikligini arttirdig: belirlenmistir. Kok
ucu hiicrelerinde malondialdehit oranlarinin artmasi, glutatyon, siiperoksit dismutaz
ve katalaz diizeylerinin azalmasi permetrinin oksidatif hasara yol agtigina isaret
etmektedir. Kontrol grubuna kiyasla permetrin uygulanan grupta kok uzamasinda
%68,5, agirlik kazaniminda ise %81,8 azalma tespit edilmistir. Tiim bu anormallikler
kok anatomisindeki degisimlerle de paralellik sergilemistir. Permetrin uygulanan kok
ucu hiicrelerinde epidermis hiicre hasari, yassilasmis hiicre ¢ekirdegi, korteks hiicre
hasari, korteks hiicre ¢eperlerinde kalinlasma ve belirgin olmayan iletim doku gibi
anormallikler tespit edilmistir. Permetrin ile birlikte Zoex uygulamasinin saptanan
tim anormalliklerde gerileme ve anatomik hasarlarin sikliginda azalma, MI
oranlarinda ise iyilesme sagladigi saptanmistir. En belirgin iyilesme 20pug/mL Zoex
uygulanan Grup VI’da tespit edilmis ve Zoex’in doza bagl bir koruma sergiledigi de
belirlenmigtir. Ayrica molekiiler doking c¢alismalar1 ile permetrinin toksisite
mekanizmast da aydinlatilmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilerden
permetrinin hedef dis1 bir canli olan A.cepa iizerinde toksik etkilere neden oldugu,
Zoex’in ise bu etkileri azaltarak koruyucu bir rol tistlendigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Permetrin, Zingiber officinale, mitotik indeks, mikronukleus,
oksidatif hasar, molekiiler doking
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DETERMINATION OF THE PROTECTIVE ROLE OF ZINGIBER
OFFICINALE EXTRACT AGAINST INDUCED TOXICITY

SUMMARY

Pesticides can have toxic effects on non-target organisms in addition to its positive
effects on yield and product quality. In this study, the toxic effects induced by
permethrin insecticide on Allium cepa and the protective role of Zingiber officinale
extract (Zoex) against these toxic effects were investigated. In this context, 6
different groups were formed. While the control group was treated with tap water,
Group Il and Group Il were treated with 10pg/mL Zoex and 20upg/mL Zoex,
respectively, Group IV was treated with 100ug/L mg permethrin. The protective
feature of Zoex against permethrin toxicity was investigated depending on the dose,
and Group V and Group VI formed for this purpose were germinated with 10pg/mL
Zoex+100pg/L permethrin and 20ug/mL Zoex+100ug/L permethrin, respectively.
After 72 hours of germination, cytogenetic, biochemical and anatomical changes in
meristematic cells of A. cepa were investigated. Physiological evaluation was made
by examining the germination rates, root elongation and weight gain in bulbs. As a
result, it was determined that permethrin application decreased the mitotic index in
root tip cells and increased the frequency of micronucleus and chromosomal
abnormalities. Increase in malondialdehyde levels, decrease in glutathione,
superoxide dismutase and catalase levels in root tip cells indicate that permethrin
causes oxidative damage. Compared to the control group, a decrease of 68,5% in root
elongation and 81,8% in weight gain were detected in the permethrin applied group.
All these abnormalities followed a parallel course with the changes in root anatomy.
Abnormalities such as epidermis cell damage, flattened cell nucleus, cortex cell
damage, thickening of the cortex cell walls and indistinct vascular tissue were
detected in permethrin-treated root tip cells. It was determined that the application of
Zoex together with permethrin provided regression in all detected abnormalities, a
decrease in the frequency of anatomical damage, and an improvement in Ml rates.
The most significant improvement was found in Group VI treated with 20pg/mL
Zoex, and Zoex was also found to exhibit dose-dependent protection. And also
toxicity mechanism of permethrin was elucidated with molecular docking studies.
From the data obtained as a result of the study, it was determined that permethrin
causes toxic effects on A. cepa, which is a non-target organism, while Zoex plays a
protective role by reducing these effects.

Keywords: Permethrin, Zingiber officinale, mitotic index, micronucleus, oxidative
damage, molecular docking
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BOLUM 1. GIRIS

Tarimsal uygulamalarda {irlinlerin kalitesinin ve birim alandan elde edilen verimin
arttirtlmas1 amaciyla pek c¢ok teknik kullanilmaktadir. Mikroorganizmalara,
boceklere, cesitli hastaliklara ve yabanci otlara kars1 uygulanan kimyasal miicadelede
bu tekniklerden biridir. Tiim miicadele yontemleri arasinda kimyasal miicadele %95
gibi yiiksek bir paya sahiptir ve glinimiizde de gegerliligini korumaktadir. Kimyasal
miicadelede yaygin olarak pestisitler kullanilmaktadir ve bu yolla iirlinlerin
veriminde ve kalitesinde olusabilecek zararlarin Oniine gegilebilmektedir [1, 2].
Hedef canlilara gore yapisal degisiklik gdsteren pestisitlerin kullanimi her gegen giin
artmig, sentetik pestisitlerin tliretilmesi ile birlikte yogun bir pestisit kirliligi de
olugmustur. Tarimsal uygulamalarda kullanilan pestisitler sizinti ve/veya erozyon
yoluyla da su kiitlelerine ulagabilmektedir. Ayrica siiriiklenme, buharlasma ve riizgar
erozyonu pestisit kalintilarin1 atmosfere tasiyabilmekte, bu yolla uygulama alanindan
cok uzakta bulunan ylizey sularinin ve topragin kirlenmesine de neden olmaktadir.
Pek cok pestisit ekosistemler arasinda tasinarak kiimiilatif 6zellik sergilemekte ve
bir¢cok canli organizmada birikerek besin zincirleri yoluyla da organizmalar arasinda
tagiabilmektedir [2, 3]. Piretroidler pestisitlerin genis bir sinifin1 olusturmaktadir ve
krizantem bitkisinin kurutulmus ¢iceklerinin ekstraksiyonuyla elde edilen dogal bir
insektisit grubudur. Ancak dogal piretroidler 1s18a dayaniksiz 6zelligi ve ¢evrede
cabuk bozunduklar1 ig¢in zamanla yerini sentetik pireroidlere birakmigtir. Permetrin,
sentetik piretroid kimyasal smifinda yer almaktadir ve tip I piretroid olarak
tanimlanmaktadir. Permetrin tarim alani1 ve hayvancilik gibi sektorlerde pirelerden,
mikroorganizmalardan ve parazitlerden korunma amaciyla kullanilmaktadir.
Tarimdan sonra endiistriyel alanlarda da kullanilan permetrin 6zellikle hazir giyim
sektorlinde de giysilerin bocek ve haserelerden korunmasi amaciyla kullanilmaktadir.
Permetrin bas biti, pire ve Ozellikle uyuz gibi parazitlerin tedavisinde de yaygin

kullanim alan1 bulmustur ve bu amacla uyuz kremlerinde, uyuz sabunlarinda ve



uyuzla alakali her tiirlii bakim ve tedavi iiriinlerinin igeriginde de bulunmaktadir [3].
Yaygin kullanim1 nedeniyle permetrin gevreye ¢esitli yollarla kontamine olmakta ve
hedef dis1 canlilar iizerinde de toksik etki sergilemektedir. Permetrin maruziyeti
hedef dis1 canlilarda antioksidan sistem dengesinde bozulmaya, DNA, lipid ve
protein gibi makromolekiillerde oksidatif hasara neden olmaktadir [4]. Bu ¢alismada
permetrinin hedef dis1 organizmalardan olan Allium cepa kok ucu hiicrelerinde
olusturdugu toksik etkiler farkli parametreler kullanilarak ¢ok yonlii olarak
arastirtlmistir. Antioksidan 6zellikli dogal tiriinler organizmalarda maruz kalinan
kimyasal ylik nedeniyle bozulan antioksidan dengeyi diizenlemektedir. Bu kapsamda
caligmada permetrinin toksik etkilerine kars1 antioksidan 6zellige sahip olan Zingiber
officinale’nin de toksisiteyi azaltici etkisi arastirilmustir. Zingiber officinale antik
caglardan beri soguk alginligi, oksiiriik, cesitli enfeksiyonlar, ates, astim, bronsit,
istahsizlik, artrit, romatizma, 6dem, agri, kramp, bulanti, kusma, siskinlik, gastrit,
peptik ilser, bagirsak parazitleri, basur, kabizlik ve diger bazi sindirim sorunlari,
hipertansiyon, bunama, dismenore, inme, diyabet ve c¢esitli sinir sistemi
rahatsizliklart gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Toz haline getirilmis
rizom %3-6 lipid, %9 protein, %60-70 karbonhidrat, %3-8 ham lif, yaklasik %8 Kkiil,
%9-12 su ve %2-3 ugucu yag igermektedir [5, 6]. Zencefilde bulunan mineraller
demir, kalsiyum ve fosfordur. Ayrica tiamin, riboflavin, niasin ve C vitamini gibi
vitaminler de i¢cermektedir [7]. Bu ¢alismada permetrin toksisitesi ve bu toksisiteye
kars1 Z. officinale’nin koruyucu 6zelligi Allium testi ile incelenmigtir. Allium testi
cevre kirliligin ve toksik ajanlarin etkilerinin incelendigi biyoindikator olarak
kullanilan bir testtir ve memelilerde gergeklestitilen toksisite testleri ile yiiksek
korelasyon gostermektedir [8]. Allium testi ¢esitli dogal ya da sentetik bilesenlerin
sadece sitolojik ya da genetik etkilerininin degil ayn1 zamanda fizyolojik, klastojenik,
aneugenik, anatomik ve biyokimyasal etkilerinin arastirilmasina da olanak
saglamaktadir. Bu noktadan hareketle bu ¢alismada permetrin ve Z. officinale’nin
A.cepa tizerindeki etkileri fizyolojik, sitogenetik, biyokimyasal ve anatomik agidan
incelenmistir. Z. officinale’nin  koruyucu 06zelligi icerdigi bilesenler ile
iliskilendirilmis ve koruyucu 6zelligin mekanizmas1 molekiiler doking ¢alismalar ile

desteklenmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

Pestisitler zararli organizmalarin etkilerini azaltmak ve engellemek amaciyla
kullanilan karigimlardir. Zararli organizmalarin g¢ogalmasi pestisitler sayesinde
kontrol altina alimabilmektedir. Pestisitler etki alanina gore c¢esitli sekillerde
siniflandirilmaktadir. Etki ettikleri canli gruplarina gore pestisitler insektisit, akarisit,
nematisit, mollusisit, rodentisit, avisit, afisit, algisit, bakterisit, herbisit ve fungusit

seklinde alt siniflara ayrilmaktadir [9].

D Etki ettigi
Pestisit tiiri organizma
insektisit - Bocekler

Nematisit ——  Nematodlar

Fungusit — Mantarlar

Herbisit — Bitkiler

Rodentisit = Kemirgenler

~ Pestisitler

Afisit = Yaprak bitleri

Akarisit — Akarlar

Bakterisit — Bakteriler

Sekil 2.1. Pestisitlerin siniflandirilmasi

Insektisitler halk agziyla bocek ilact olarak bilinen bir tiir pestisit gesididir.
Boceklerin yumurta ve larvalarina etki ederek boceklerin olusumunu engeller.

Ozellikle tarimda verimliligi artirmak amaciyla insektisitler yaygin olarak



kullanilmaktadir. Akarisitler, kene ya da Accarina alt tiiriine sahip eklembacaklilara
etki etmektedir. Ozellikle nemli ve Kirli ortamlarda akarisitlerin biraktiklarl
yumurtalara zarar vererek yayilmalarini engellemektedir. Kirim kongo kanamali atesi
hastaligina sebep olan kene tiirleri i¢in kullanilan ilaglar bir tiir akarisittir.
Nematisitler, nematodlara yani toprakta, suda ve ¢iiriimekte olan organik atiklarda
yasayan yuvarlak (ipliksi) solucanlar iizerine etki etmektedir. Nematodlar bitkileri
besin olarak kullandiklar1 i¢in genellikle bitki kok sistemine zarar verirler. Bu
sebeple tarimda oldukga zararlidir ve bu zararin 6niine gegmek amaciyla nematisitler
tarimsal alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Mollusisitler yumusakgalara karsi
kullanilan zehirdir. Salyangoz, siimiiklii bocek gibi canlilar1 Oldiiren pestisit
cesididir. Rodentistler, kemirgenlere karsi kullanilan pestisittir. Fare zehiri olarak da
bilinen rodentisitlerin hayvanlar tarafindan tiiketilmesi tehlikeli ve Olimciildiir.
Auvisitler, tarimda kanatli hasereleri kontrol etmek i¢in kullanilan pestisit ¢esididir.
Karayollarinda, havaalanlarinda, trenyollarinda kuslar1 korkutmak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kiiciik dozlarda hipnotik etkiyle birlikte caydirici olsa da biiyiik
dozlar oldiiriicii etkiye sebebiyet verebilmektedir. Afisitler tarimda ve siis bitkisi
yetistiriciliginde yaprak bitlerinden korunmak amaciyla kullanilmaktadir. Algisit
kullamiminda alglerle miicade hedeflenmektedir ve o6zellikle rezervuarlarin,
kanallarin, yiizme havuzlarinin temizliginde yaygmn olarak kullanilmaktadir.
Bakterisitler, patojenlerin gelisimini yok etmek veya durdurmak igin tasarlanmis
maddelerdir. Bu gruba antiseptikler ve antibiyotikler de dahildir. Herbisitler, yabani
otlar1 ve gereksiz bitkileri kontrol etmek i¢in kullanilan pestisitlerdir. Fungusitler
mantar hastaliklarinin tedavisine yonelik kullanilan mantar 6nleyici pestisitlerdir [9,

10].

Insektisitler dzellikle tarimsal miicadelede yaygin olarak kullanilan pestisit grubudur
ve inorganik, organik ve biyoinsektisitler olmak iizere kimyasal yapilarina gore ii¢
gruba ayrilmaktadir. Inorganik insektisitler yapisinda karbon igermemektedir.
Kursun ve arsenik gibi agir metal icerenler, kiikiirt ya da bakir ¢ozeltilerinden olusan
insektisitler inorganik simifinda yer almaktadir. Yapisinda karbon atomu igeren,
halkasal ya da diiz zincir yapisina sahip organik insektisitler en yaygin kullanilan

gruplardandir. Hayvan, bitki, bakteri ve bazi mineraller gibi dogal materyalden elde



edilen insektisitler, biyoinsektisitler grubunu olusturmaktadir. Insektisitler grubunda
organik yapida olan tiirler yiiksek cesitlilige sahiptir. Klorlandirilmis hidrokarbonlar,
organik fosfatlilar, karbamatlar ve sentetik piretroitler organik insektisitlerin alt

grubunu olusturmaktadir [11].

Piretroidler, krizantem bitkisinin kurutulmus ¢igeklerinin ekstraksiyonuyla elde
edilen dogal ve organik yapida bir insektisittir. Ancak dogal piretroidler 1s18a
dayaniksiz ve ¢evrede ¢ok ¢abuk bozunduklari i¢in kullanim imkanlar1 sinirlidir. Bu
nedenle bozulmaya karsi direngli olarak gelistirilen sentetik pireroidler boceklere
kars1 yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu sentetik piretroidler arasinda permetrin

ve sipermetrin yaygin olarak kullanilmaktadir [10, 11].

2.1. Permetrin

Permetrin, sentetik piretroid kimyasal sinifinda yer almaktadir ve tip I piretroid
olarak tanimlanmaktadir. Piretroidler, Chrysanthemum cinerariaefolium’den elde
edilen dogal piretrinlerin tiirevidir. Dogal piretrinler giin 15181, ultraviyole 151k, asit ve
bazlar tarafindan kolaylikla bozulurlar. Yapilarinin kolayca bozulmasi ve
maliyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle, dogal piretrin yapisinda bulunan karbon,
hidrojen ve oksijen molekiillerine azot, siilfiir, alojen gruplari eklenerek etkileri ve
stabiliteleri arttirilmis ve sentetik piretrinler elde edilmistir. Bu sentetik piretrinlerin
tirevlerine piretroidler adi verilir [3, 12]. Permetrin tarimsal ilaglamada O6zellikle
bocek ilaglarinda yaygin bir sekilde kullanilan bir piretroid insektisit tiirtidiir.
Insektisit olarak tarimsal uygulamalarda bitkileri korumak amaciyla, endiistriyel
alanlarda ve evlerde boceklerin kontrolil i¢in, hayvancilikta ise parazitleri 6ldiirmek
amactyla kullanilmaktadir. Bocek kovucu o6zelliginden faydalanilan permetrin
agaclarin tedavisinde, kereste isleme sektdriinde, hazir giyim alaninda koruyucu
olarak ve evcil hayvan barinaklarinda pire 6nleyici amaglariyla kullanilmaktadir [3,
13]. Organik bir bilesik olan permetrinin genel formiilii C12H20Cl,O3’diir. Renksiz
kristaller halinde goriiniime sahip olan permetrin 391,28 g/mol molekiiler agirliga
sahiptir. Permetrinin kimyasal yapisi ve 6zellikleri Tablo 2.1°de 6zetlenmistir [14,

15].



Permetrin bag biti, pire ve Ozellikle uyuz gibi parazitlerin tedavisinde de
kullanilmaktadir. Uyuz hastaligi, uyuz bocegi olarak bilinen Sarcoptes scabiei akarin
neden oldugu bulasict bir deri hastaligidir. Permetrin uyuz kremlerinde, uyuz
sabunlarinda ve uyuzla alakali her tiirli bakim, tedavi iiriinlerinin igeriginde de
bulunmaktadir. Bunun yaninda permetrin ayrica tarim alani ve hayvancilik gibi
sektorlerde pirelerden, mikroorganizmalardan, parazitlerden korunma amaciyla
kullanilmaktadir. Yine endiistride hazir giyim sektoriinde de iiretilen giysilerin bocek
ve hagerelerden korunmasini saglar. Ev hayvanlari1 da pirelerden korumak igin
kullanilir ancak bu ev hayvanlarinda permetrin zehir etkisi olusturabilmektedir.
Ciftliklerde, firinlarda, logarlarda, saglikta ve daha bircok alanda kullanimi
yaygindir. Ileri teknoloji ydntemleri kullanilarak iiretilebilen permetrin, sentetik
polimer bilesiklerden birisi olup birgok canli organizma i¢in toksik etkiye sahiptir.
Hedef dis1 organizmalarda ciddi etki yaratmaktadir ve insanlarda goz, deri ve

akcigerde tehlike olusturabilmektedir [3, 12, 13].

Tablo 2.1. Permetrinin kimyasal yapisi ve dzellikleri

JX o

ITUPAC adi 3-Phenoxybenzyl  (1RS)-cis,trans-3-(2,2-dichlorovinyl)  -2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate

CAS numarasi 52645-53-1

Molekiil formiilii C21H20Cl,04

Molekiil kiitlesi 391,28 g/mol

Goriintim Renksiz kristal

Yogunluk 1,19 g/cm®

Erime sicaklig 34°C

Kaynama noktasi 200




2.2. Permetrinin etki mekanizmasi ve metabolizmasi

Permetrin hedef organizmalarda sodyum kanallari, reseptor-iyonofor kompleksleri ve
norotransmiterler ile etkileserek norotoksik etki sergilemektedir. Permetrin, sinir
hiicrelerinin zarinda repolarizasyon sirasinda iyon (Na) kapilarinin kapanmasini
bloke etmektedir. Bu etki sinir uyarilarinin iletimini bozmakta ve zarlarin
kendiliginden depolarizasyonuna veya tekrarlayan desarjlara neden olmaktadir.
Permetrinin bu etkilerine kars1 duyu ve sinir hiicreleri 6zellikle daha ¢cok duyarhdir.
Permetrin hedef organizmalarda, diisiik konsantrasyonlarda hiperaktiviteye, yiiksek
konsantrasyonlarda felg ve 6liime neden olmaktadir [3]. Hedef dis1 organizma olan
canlilardan insanlarda, permetrin hidrolitik parcalanma ve oksidasyon yollar1 ile
detoksifiye edilmektedir. Permetrinin karboksilesterazlar tarafindan hidrolize edildigi
ya da sitokrom P450 tarafindan okside edilerek metabolize edildigi bilinmektedir
[16, 17]. Permetrinin cis ve trans olmak iizere iki izomerik formu bulunmaktadir ve
detoksifikasyon sonucunda memelilerde diisiik toksisite sergilemektedir (Sekil 2.2).
Cis ve trans permetrin karaciger mikrozomlar1 ve ayrica ince bagirsak mikrozomlari
tarafindan hidrolize edilmektedir [18]. Permetrin ozellikle CYP450 gibi
detoksifikasyon enzimlerin indiiksiyonunu da saglamaktadir. Heder ve arkadaslari
permetrin  varliginda hepatositlerde CYP2B1 and CYP3A1l enzimlerinin
indiiklendigini belirtmislerdir [19].

Cl
Cl
H3C
L0 ]
H;C O
L0 ]

cis-permetrin

trans- permetrln

Sekil 2.2. Cis ve trans permetrinin kimyasal yapilar1 [20]



2.3. Permetrin toksisitesi

Permetrinin toksisitesi biiyiik 6l¢iide cis:trans izomer oranlarina baghdir (genellikle
80:20; 40:60; 25:75). Cis izomerleri biyolojik olarak daha aktiftir, fakat ayn
zamanda trans izomerlerden daha toksiktir. Farelerde yapilan c¢aligmalar, oral cis-
permetrinin trans-permetrinden 10 kat daha toksik oldugunu gostermistir [3].
Permetrin maruziyeti hedef dis1 canlilarda antioksidan sistemin giiciinii azaltarak
DNA, lipid ve protein gibi makromolekiillere zarar vermektedir (Sekil 2.3) [20, 21].
Permetrinin olusturdugu oksidatif stres apoptotik ya da nekrotik yollarla hiicre
oliimiine de neden olmaktadir. Proteinler, permetrin tarafindan indiiklenen oksidatif
stresten etkilenen dnemli makromolekiillerdir. Proteinler oksidatif stres sonucunda
okside olabilmekte ve protein yapisinda bulunan aminoasitlerden histidin 2-
oksohistidine, triptofan kinurenin veya N-formilkiniirenine, tirozin dihidroksi
tiirevlerine, metyonin metiyonin siilfoksite veya metiyonin siilfon tiirevlerine, sistein
kalintilar1 disiilfid tiirevlerine, 16sin ve valin hidroksi tiirevlerine doniismektedir ve
aminoasitlerdeki bu modifikasyon protein yapisinda bozulmalara neden olmaktadir
[20, 22]. Permetrin tarafindan indiiklenen oksidatif stres sonucunda karbonil
proteinlerinin olusumunun arttig1 bilinmektedir [23]. Amino asitler (6zellikle
histidin, arginin, lizin ve prolin) ROS tarafindan saldirtya ugradiginda protein
yapisinda karbonil gruplart (protein-C=0) olusturmaktadir. Protein karbonilleri,
protein omurgasindaki oksidatif boliinmeden; lizin, arginin, histidin, prolin, glutamik
asit ve treonin gibi amino asitlerin dogrudan oksidasyonundan veya lipid
peroksidasyonu sonucu iiretilen aldehitlerin baglanmasindan kaynaklanmaktadir.
Proteinlerde hasar olusumu sonrasinda DNA tamir mekanizmasinda oldugu gibi bir
tamir sistemi bulunmamaktadir. Tamir yerine, hasarli proteinler katepsin c, kalpain,
tripsin gibi endojen proteazlarin etkisiyle amino asit bilesenlerine parcalanmaktadir.
Proteinlerin oksitlenmis formlarinin hiicre i¢i birikimi dokuda ve organizmada ¢esitli

anormalliklere yol agmaktadir [20, 24].



Permetrin
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Oksidasyon

Sekil 2.3. Permetrin kaynakli oksidatif stres ve etkileri [20]

Hiicrelerin permetrin insektisitine maruziyetinde DNA hasarlarinin olustugu da
bilinmektedir.  Permetrin  6zellikle  8-hidroksi-2'-deoksiguanozin  (8-OHdG)
olusumunu indiikleyerek DNA hasarma yol agmaktadir. Ozellikle permetrinin piirin
bazlarinda oksidatif hasara yol agarak DNA’da anormallikler olusmasina neden
olmaktadir [20]. Oksidatif stres faktorlerinden biri olan hidroksil radikalleri DNA
yapisinda yer alan bazlardaki c¢ift baga H atomu ekleyerek DNA yapisinda
modifikasyona neden olur. Ayrica DNA’da bulunan 2-deoksiribozun C-H
baglarindan bir H atomu kopararak ya da timin bazinin yapisindaki metil grubundan
H atomu c¢ikararak DNA yapisinda bozulmalara neden olmaktadir [25]. Hidroksil
radikali etkisi ile farkli derecelerde okside olmus DNA firiinleri ortaya ¢ikar. Bu
okside tiriinlerin igerisinde en iyi bilinen 8-hidroksi-2’-deoksiguanozindir. Permetrin
toksisitesinin 8-OHdG olusumuna neden olarak DNA hasar1 olusturdugu bazi
literatiir ¢alismalar1 ile kanitlanmistir. 8-OHAG iiriinii, hidroksil radikallerinin guanin
baz1 ile etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. 8-OHdG formunda oksidatif
degisiklige ugramigs DNA, hasar miktarinin belirlenmesinde biyoindikator olarak
kullanilmaktadir [26].



Permetrin ve 3-fenoksi-benzil alkol, 3-fenoksibenzilaldehit ve 3-fenoksibenzoikasit
gibi  permetrin  metabolitleri lipid peroksidasyonunu arttirmaktadir. Lipid
peroksidasyonu protein ve DNA oksidasyonundan farkli olarak zincirleme
rekasiyonlart ile ilerleyebilen bir siirectir. Lipid peroksidasyonunun baglatilmasi
lipid molekiiliinden hidrojen atomunun koparilmasi ile tetiklenmektedir.
Fosfolipidler (en bol bulunan membran lipidleri) radikallere ve peroksidasyona karsi
hassastir ¢iinkii yag asidindeki c¢ift bag -CH bagmi zayiflatir ve H+ ¢ikarimini
kolaylastirmaktadir. Bir H kaybeden lipid molekiilii (Le) O,'yi aktive ederek oksijen
merkezli bir 'lipid peroksil radikali' (LOO¢®) olusturmakta ve LOO+ bir H molekiilii
alip kararli hale gecebilmek igin komsu bir yag asidinden H+ kopararak lipid
peroksidasyonunun ilerlemesini saglamaktadir [27]. Lipid peroksidasyonu sonucunda
malondialdehit (MDA) gibi reaktif tirtinler olusabilmektedir. MDA, niikleik asitlerle
etkisimlere girerek DNA’da ¢ergeve kaymasi ve yanlis baz eslesmeleri gibi
mutasyonlara neden olan pirimido-[1,2-a]purin-10(3H)-on deoksiriboz gibi ara
iriinlerin  olusumuna neden olmaktadir. Bu yolla MDA mutajenik etki de
sergilemektedir [28]. MDA'nin DNA'da zincirler arasi ¢apraz baglar olusturma
yetenegine sahip oldugu ve alternatif bir genotoksik etkinin bu yolla olustugu da
rapor edilmistir [29]. Permetrin direkt olarak lipid peroksidasyonuna yol agarak
hiicre biitiinliigiiniin bozulmasina, MDA yoluyla indirekt yollarla genotoksik etkiye

neden olmaktadir.

PER’in antioksidan sistem iizerinde de toksik etkileri bulunmaktadir. Ozellikle hiicre
icindeki antioksidan seviyelerinde onemli degisimlere neden olmaktadir. Genel
olarak stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi
enzim aktivitelerinde artisa neden olan PER; bazi dokularda SOD gibi enzim
diizeylerini azalttig1 da rapor edilmektedir. Bu sonu¢ PER metabolizmasinin dokuya
spesifik etki sergilemesi ile iligkilidir. PER, hiicrelerde total oksidan yiikte artisa,
total anti-oksidan kapasitede azalisa neden olarak antioksidan dengede kaymalara
sebep olmaktadir [30]. PER’in giiglii bir antioksidan olan GSH diizeyini azaltarak da
antioksidan savunma sistemi dengesini bozdugu da rapor edilmektedir [31].

Glutatyon (GSH), canli organizmalarda birden fazla islevi olan bir tripeptiddir (L--
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glutamil-L-sisteinil-glisin). Sistein kalintis1 formunda aktif bir tiyol grubunun bir
tasiyicist olarak, ya reaktif oksijen/azot tiirleri (ROS ve RNS, karsilik) ve
elektrofiller ile dogrudan etkilesime girerek ya da ¢esitli enzimler i¢in bir kofaktor
olarak ¢alisarak bir antioksidan gorevi goriir [32, 33]. Hiicrede glutatyon (GSH)
diizeyinin azalmasi total antioksidan kapasitenin diismesine ve hiicrede oksidatif
hasarin olugsmasina yol agar. Permetrinin glutatyon diizeyini azaltici etkisi hiicrede

oksidatif hasar olusumunun indiiklenmesine neden olur.

Permetrin, yiiksek aktivitesi ve diisiik memeli toksisitesi nedeniyle biiyiik ol¢iide
kullanilan 6nemli bir insektisittir [31]. PER'nin diisiik memeli toksisitesi gosterdigine
inanilsa da, artan sayida calisma PER'nin hayvanlarda ve insanlarda ndrotoksisite
gibi cesitli toksisitelere neden olabilecegini gostermistir. Permetrin, insektisit olarak
etkili bir bilesik oldugu kadar hedef dis1 organizmalarda da toksik 0Ozellik
sergilemektedir. Etken madde olan permetrin, allerjik reaksiyonlari 6nemli derecede
tetiklemektedir. Permetrin, tiim sentetik piretroidler gibi baliklar ve suda yasayan
omurgasizlar i¢in son derece toksiktir. Permetrin, fotodegradasyona karsi oldukca
direnclidir, yani giines 1s1gina maruz kaldiginda oldukga yavas pargalanir. Permetrin
toprak parcaciklarina baglanma egilimindedir ve toprak bakterileri permetrinin

biyolojik olarak pargalanmasina katkida bulunmaktadir [3, 17, 20].

2.4. Literatiir calismalari

Literatiirde hedef dis1 canlilar {izerinde permetrin toksisitesi ile ilgili pek ¢ok calisma
yer almaktadir. Bu ¢aligmalar yogunluklu olarak hedef dis1 organizmalardan fareler
ve sicanlarla gerceklestirilmistir. Bitkiler iizerindeki toksik etkisinin detayli olarak
arastirildigr bir ¢alisma bulunmamaktadir. Vadhana ve arkadaslari 34.05 mg/kg
permetrin uygulamasinin siganlarda lipid peroksidasyonunu arttigini ve proteinlerin
oksidasyonunu indiikledigini rapor etmislerdir [34]. Abdullah ve arkadaslar1 200
mg/kg permetrin uygulamasmin erkek farelerde antioksidan enzimlerden olan KAT
aktivitesini arttirdigini belirtmislerdir [35]. Chargui ve arkadaslari disi siganlarda
0,13 mg/kg permetrin uygulamasmin SOD, KAT ve GPx aktivitesini azaltarak

antioksidan sistemi zayiflattigin1 [36], Falcioni ve arkadaslar ise sicanlarda elektron
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transfer sisteminin bir pargast olan kompleks I’i inhibe ettigini ve DNA’da tek ve
¢ift zincir kirilmalarina neden oldugunu rapor etmislerdir [37]. Gabbianelli ve
arkadaslar1 150 mg/kg permetrin uygulamasinin sigcanlarda siiperoksit radikal
olusumunu arttirdigin1 ve H,O,-MPO sistemini indiikledigini gozlemlemislerdir [38].
Yang ve arkadaslari 100-300 ug/L araliginda permetrin uygulamasi sonucunda
Danio rerio’da SOD aktivitesinde herhangi bir degisim olmadigini, permetrin ile
birlikte baska bir insektisit uygulaninca SOD ve KAT aktivitelerinin arttigini
gozlemlemislerdir [39]. Sellami ve arkadaslar1 100 pug/L permetrin maruziyetinde
Ruditapes decusssatus’da SOD, KAT ve GST enzim aktivitelerinin arttigini,
proteinlerin oksidatif modifikasyona ugradigini ve karbonil protein diizeylerinin
onemli derecede yiikseldigini tespit etmislerdir [23]. Mahmoud ve arkadaslari
Hexaplex trunculus’da permetrin maruziyetinin KAT aktivitesinde artisa, permetrin
maruziyeti dozunun artmasi ile birlikte KAT aktivitesinde azalmaya yol agtigini
belirtmislerdir [40]. Literatiirde elde edilen bulgularin aksine Ross ve arkadaslar1 0,1-
10,0 pg/L permetrin uygulamasmnin P. astreoides larvalarinda KAT aktivitesinde
degisime ya da protein oksidasyonuna neden olmadigini rapor etmislerdir [41].
Permetrin ile ilgili yapilmis literatiir caligmalar1 ve elde edilen sonuglar Tablo 2.2°de

Ozetlenmistir.

Tablo 2.2. Permetrin ile ilgili yapilmus literatiir ¢alismalar1

Uygulama Organizma  Toksisite Kaynak
dozu
34,05 mg/kg Wistar sigan ~ Lipid peroksidasyonunda ve Vadhana ve ark.[34]
protein oksidasyonunda artig
200 mg/kg Erkek fare KAT aktivitesinde artis Abdullah ve ark. [35]
0,13 mg/kg Wistar sigan ~ SOD, KAT  ve GPx  Chargui ve ark. [36]
aktivitesinde azalma
Wistar sigan ~ Kompleks | inhibisyonu Falcioni ve ark. [37]
150 mg/kg DNA’da tek ve g¢ift zincir
kirilmalar1
150 mg/kg Wistar sigan  Siiperoksit radikal ~Gabbianelli ve ark. [38]
olusumunda artig
0,1-10,0 pg/L Porites KAT aktivitesinde degigim Ross ve ark. [41]
astreoides Protein oksidasyonu
100-200 pg/L Hexaplex KAT aktivitesinde doza bagli Mahmoud ve ark. [40]
trunculus degisim
100 pg/L Ruditapes SOD, KAT ve GST enzim Sellami ve ark. [23]
decusssatus  aktivitelerinde degisim
100-300 pg/L Daniorerio  TNFa, iNOS ekspresyonunda Yang ve ark. [39]

artig
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Bu calismada permetrinin A.cepa kok ucu hiicrelerinde olusturdugu toksik etkiler
farkli parametreler kullanilarak c¢ok yonlii olarak arastirilmigtir. Literatiirde
permetrinin hedef dis1 organizmlardan olan bitkiler iizerine etkileri detayli olarak
arastirtlmamistir. Bu ¢alisma ile literatiire permetrinin A. cepa gibi indikator bir
organizmadaki etkileri bakimindan ilk veri girisi saglanacaktir. Ayrica Zingiber
officinale yumru ekstraktinin permetrin toksisitesine karsit azaltici etkisi de

arastirtlmis ve literatiire yeni veri girisi saglanmistir.

2.5. Zingiber officinale Roscoe

Zingiber officinale, Zingiberaceae familyasina ve Zingiber cinsine ait bir tiirdiir ve
bir metreye kadar boy alabilen bir bitkidir. Zingiber officinale ingiliz botanikgi
William Roscoe (1753-1831), tarafindan adlandirilmis ve rizomlardaki ¢ikintilara
atifta bulunarak "boynuz bi¢imli" anlamina gelen Sanskritce bir kelimeden
tiremistir. Zingiberaceae 53 cinste ve 1200'den fazla bitki tiirlinden olusan, 6zellikle
Hint-Malezya'da bol miktarda bulunan tropikal bir gruptur. Zingiber cinsi, Dogu
Asya ve tropikal Avustralya'dan yaklagik 85 tiir aromatik bitki ¢esidi igermektedir
[42, 43]. Zingiber officinale’ye ait bilimsel siniflandirma Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3 Zingiber officinale’ye ait bilimsel siniflandirma

Alem: Plantae

S f Angiosperms
Takim: Zingiberales
Familya: Zingiberaceae
Cins: Zingiber

Tir: Zingiber officinale

Cok yillik bir bitki olan Z. officinale’de govde, iki sirali yapraklarin kilif tabanlari ile
cevrilidir. Sari-mor renk araliginda sopa benzeri bir basaga sahiptir ve basagin alt
kisimlar1 gosterisli yesilimsi sar1 ayraglara sahiptir. Z. officinale olgunlastiginda
kurumaya baslayan kiimeler halinde birkag yanal siirgiin gelistirir. Yapraklar uzun ve

2-3 cm genisliginde olup, tabanlar1 kiliflidir. Rizomlar1 kalin bagparmak benzeri
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¢ikintilarla dallanir ve bu nedenle rizomun bireysel alt boliimleri de mevcuttur [42,
44]. Rizomlar 7-15 cm uzunlugunda ve 1-1,5 cm genisliginde ve yanal olarak
sikistirilmustir (Sekil 2.4). Rizomun dis yiizeyi devetiiyli renkli ve uzunlamasina
cizgili veya liflidir [45]. Gliney Asya'da dogal olarak yetismektedir ve giiniimiizde
Cin, Hindistan, Nijerya, Avustralya, Jamaika ve Haiti'de kiiltiirii de yapilmaktadir.
Bu tilkelerden Cin ve Hindistan diinya {iretiminin biiylik bir kismin1 saglamaktadir.

Z. officinale yumrular1 aktif 6zellikleri nedeniyle baharat olarak kullanilmaktadir.

Sekil 2.4. Z. officinale’ye ait yaprak, ¢icek ve yumru [46-48]
2.5.1. Zingiber officinale’nin fitokimyasal icerigi ve biyolojik etkileri

Zencefilin keskin tadi, homolog fenollerden olusan fenilalanin, malonat ve heksonat
iceren yagli bir sivi olan gingerol'den kaynaklanmaktadir [45]. Taze zencefil
rizomunda gingerol [5-hidroksi-1-(4-hidroksi-3-metoksi fenil) dekan-3-on] ana aktif
bilesenler olarak tanimlanmaktadir. Toz haline getirilmis rizom %3-6 lipid, %9
protein, %60-70 karbonhidrat, %3-8 ham lif, yaklasik %8 kiil, %9-12 su ve %2-3
ugucu yag icermektedir. Ucgucu yaglar esas olarak mono ve seskiterpenler
icermektedir ve rizom igerigindeki ugucu yaglar camphene, beta-phellandrene,
curcumene, cineole, gerany asetat, terphineol, borneol, geraniol, limonene, linalool,
alpha-zingiberene, beta-sesquiphellandrene, beta-bisabolene ve alfa-farmesen olarak
tanimlanmistir (Sekil 2.5). Bu ugucu yaglardan alpha-zingiberene (%30-70), beta-
sesquiphellandrene  (%15-20) ve beta-bisabolene (%10-15) major oranda
bulunmaktadir [43]. Kurutulmus zencefil tozunda, keskin bir bilesen olan ve

zencefiloliin dehidrate bir formu olarak tanimlanan shogaol bulunmaktadir.
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Sekil 2.5. Z. officinale ekstraktinda bulunan bazi aktif bilesikler

Toz zencefil % 5-8 oraninda asit recineli maddeler de igermektedir [49]. Rizomlarin
diger keskin bilesikleri paradollar, gingerdioller, gingerdiasetatlar, gingerdionlar,

gingersiilfonik asit, gingerenonlardir. Z. officinale rizomlar1 ayrica diterpen,



glikolipit A, B ve C tiirlerini de igermektedir. Amadaldehit, zencefil 6zlinden izole
edilmis yeni bir bilesiktir [43]. Zencefilde bulunan mineraller demir, kalsiyum ve
fosfordur. Ayrica tiamin, riboflavin, niasin ve C vitamini gibi vitaminler
icermektedir. Bilesimi, ¢esidine, agronomik kosullarina, kiir yontemlerine, kurutma
ve saklama kosullarina gore degismektedir [50]. Z. officinale igerdigi zengin
fitokimyasallar sayesinde c¢ok farkli biyolojik ve farmakolojik 0Ozellikler
sergilemeketedir. Antik ¢aglardan beri soguk alginligi, oksiiriik, ¢esitli enfeksiyonlar,
ates, astim, bronsit, istahsizlik, artrit, romatizma, 6dem, agri, kramp, bulanti, kusma,
siskinlik, gastrit, peptik iilser, bagirsak parazitleri, basur, kabizlik ve diger bazi
sindirim sorunlari, hipertansiyon, bunama, dismenore, inme, diyabet ve ¢esitli sinir
sistemi rahatsizliklar1 gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica balgam
soktiiriicli, ditiretik, afrodizyak, gaz giderici, tonik, antispazmotik, diaforetik,
periferal dolagim stimiilani, antiinflamatuvar ve sakinlestirici olarak kullanildigi da
bilinmektedir [42, 44]. Z. officinale antiartrit, antiinflamatuar, antidiyabetik,
antibakteriyel, antifungal ve antikanser gibi biyolojik aktivite iceren fitokimyasal
iceriklere sahiptir [43]. Zencefilin antiseptik, sindirimi diizenleyici, solunum yollarini
acict ve toksin atict etkileri bilinmektedir. Ayrica trombosit agregasyonunu da
engellemektedir. Anti-oksidatif 6zelliklere sahiptir ve polifenolik bir bilesik olan
yiikksek gingerol iceriginden dolayi siiperoksit anyonu ve hidroksil radikallerini
temizleme etkisi de bulunmaktadir. Tiirkiye florasinda bulunmayan ancak siis bitkisi
olarak yetistirilen zencefil, tedavide kullanilmak {izere kiiltiiri yapildig: iilkelerden
ithal edilmektedir. Degisik {tlkelerden ithal edilerek piyasaya siiriilen zencefil
rizomlarinin kalitesi bilinmemekle birlikte, konu iizerinde yapilan bir arastirmaya da

rastlanilmamustir [42, 43].

Z. officinale igerigindeki ugucu yaglar antibakteriyel ve antifungal etkinin ortaya
¢ikmasini saglamaktadir. Bitkinin yetistigi ortam, iklim sartlari, stres faktorleri bitki
igerigindeki ugucu yaglarin tiirlinde ve oraninda degisiklige neden olmaktadir. Z.
officinale 6jenol, shogaol, zingeron, gingerdiol, gingerol gibi ugucu yaglar
icermektedir ve  antimikrobiyal etkinin bu bilesiklerden kaynaklandigi
diisiniilmektedir. Icerikte bulunan monoterpen ve seskiterpenler

mikroorganizmalarin plazma zarinin gecirgenligini ve akiskanligini degistirerek sidal
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etkiye neden olmaktadir. Monoterpen ve seskiterpenlerin hidrokarbon iskeletinin
lipofilik karakteri ve bazi fonksiyonel gruplarinin hidrofilik karakteri bu sidal etkinin
olusmasini saglamaktadir [51, 52]. Antibakteriyel aktivitede gram pozitif ve gram
negatif tiirler lizerindeki etkide bir se¢icilik oldugu rapor edilmektedir. Z. officinale
Gram pozitif suslar lizerinde gram negatiflere kiyasla daha etkilidir. Bu sonug
sitoplazmik zar1 cevreleyen kalin bir peptidoglikan tabakasindan olusan hiicre
duvarinin ugucu yagin mikrobiyal hedefi olmasi ile iliskilendirilmektedir [53]. Z.
officinale icerigindeki esansiyel yaglar ve ginger bilesenleri Fusarium, Candida,
Aspergillus gibi funguslar iizerinde de etki gostererek antifungal etkinin olugsmasini

saglamaktadir [52, 53].

2.5.2. Literatiir calismalari

Z. officinale ile ilgili literatiirde bulunan ¢alismalar genellikle iki baslik altinda
yuritiilmiistir. Birinci grup g¢alismalar genellikle Z. officinale’nin fitokimyasal
iceriginin ve biyolojik aktivitesinin arastirildig1 calismalardir. Ikinci grup calismalar
ise Z. officinale’nin cesitli toksik etkilere karsi koruyucu roliiniin arastirildigi
calismalardir. Bu c¢alismada permetrin toksisitesine karsi Z. officinale rizom
ekstraktinin koruyucu 6zelligi aragtirllmigtir. Literatlirde permetrin toksisitesine karsi
zencefilin koruyucu o6zelligi ile ilgili bir ¢alisma bulunmamakla birlikte cesitli
kimyasal ajanlar tarafindan indiiklenmis toksisiteye kars1 Z. officinale’nin koruyucu

0zelliginin arastirildigi ¢alismalar mevcuttur.

Kabuto ve arkadaglar1 Z. officinale igeriginde bulunan zingeronun O, ve OH
radikallerini notralize ettigini ve lipid peroksidasyonunu baskiladigini bildirmiglerdir
[54]. Ghasemzadeh ve arkadaslar1 Z. officinale yaprak ve yumru eksraktinin yiiksek
oranda fenolik madde igerdigini ve bu maddelerle antioksidan aktivite arasinda
pozitif bir korelasyon oldugunu rapor etmislerdir [55]. Sakr ve arkadaslar1 permetrin
gibi bir piretroid insektisit olan deltametrin toksisitesine karst Z. officinale’nin
etkisini arastirmiglar ve siganlarda histolojik degisimlere karsi Z. officinale’nin
tyilestirici etkiye sahip oldugunu, bu etkinin antioksidan 6zellikten kaynaklandigini

rapor etmislerdir [56]. Sharma ve arkadaslar1 dichlorvos ve lindane maruziyeti
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sonucunda olusan oksidatif stresin Z. officinale varliginda azaldigini, bu iyilestirici
etkinin Z. officinale’nin GSH, KAT, SOD, GPx, GST, GR aktivitelerini arttirmasi ile
iliskili oldugunu belirtmislerdir [57]. Ahmed ve arkadaglar1 malathion uygulamasi ile
indiiklenen lipid peroksidasyonunun Z. officinale uygulamasi ile geriledigini
gozlemlemislerdir [58]. Literatiirdeki ¢alismalarda Z. officinale’nin koruyucu 6zelligi
in vivo ve in vitro olarak cesitli toksisite test sistemleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada permetrin toksisitesi ve Z. officinale’nin koruyucu

roli Allium testi ile arastirilmistir.

2.6. Allium testi

Allium cepa testi ¢evre kirliligin biyoindikatorii olarak birgok arastirmaci tarafindan
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Cevre kirliligi yaninda tibbi bitkilerin
genotoksik potansiyelini ya da toksisite azaltici 6zelliklerini degerlendirmek i¢in de
kullanilan hassas bir testtir. Allium testi ile 6karyotlarda DNA'da hasara neden olan
maddeler tespit edilebilmekte ve elde edilen sonuglar tiim hayvan ve bitki
biyogesitliliginde 6n degerlendirme olarak kullanilabilmektedir. A/lium testi ilk kez
Levan tarafindan [59] 1938 yilinda mitotik bozulmalarin tespitinde kullanilmistr.
Ileri yillarda Fiskesjd, Allium testi ile gesitli kimyasal ajanlar tarafindan indiiklenen
genotoksisitenin degerlendirilmesinde oldukc¢a kullanishi oldugunu belirtmis ve
testte kullanilan A//lium cepa’nin hidrokarbonlar1 metabolize eden bir oksidaz-enzim
sistemine sahip oldugunu rapor etmistir [60]. Bu sistem memelilerdeki detoksifiye
edici mekanizmalarla benzer aktivite sergilemektedir. Bu benzerlik Allium testi ile
memelilerde gerceklestirilen toksisite testlerinin yiiksek korelasyon sergilemesini
saglamaktadir. Rank ve Nielson, kimyasal ajanlarin indiikledigi toksisite
caligmalarinda Allium testi ve kemirgenler ilizerine yapilan test sonuglarinin %82
korelasyon sagladigini rapor etmistir [61]. Vicentini ve arkadaslar1 genotoksik ve
sitotoksik etkilerin belirlenmesinde Allium testinin olduk¢a giivenilir ve kullanigh
oldugu belirtmislerdir [62]. Allium testi gesitli dogal ya da sentetik bilesenlerin
sadece sitolojik ya da genetik etkilerininin degil aym1 zamanda fizyolojik,
klastojenik, aneugenik, anatomik ve biyokimyasal etkilerinin arastirilmasina da

olanak saglamaktadir. Vaskiiler bir bitki olan A.cepa hizli bliylime ve kdk uzamasi
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sayesinde pek c¢ok analize imkan saglamaktadir. Cimlenme ya da kok
biiyiimesindeki inhibisyonlar ve gecikmeler sub-letal dozlar hakkinda bilgi
saglamaktadir. Yiiksek boliinme kapasitesine sahip A. cepa meristematik
hiicrelerinde mitotik hiicrelerin tespiti ile mitotik indeks oranlarinin belirlenerek test
maddelerin  boliinme geciktirici ya da hizlandiric1 etkilerinin  tespiti de
yapilabilmektedir. A. cepa meristem hiicrelerinde mitotik indeks oranlart toksik
etkiden onemli derecede etkilenmekte ve test maddelerinin toksik etkilerinin
belirlenmesinde giivenilir sonuglar elde edilmektedir [59, 61]. Hiicre dongiisiindeki
boliinen hiicrelerin toplam sayist ile karakterize edilen mitotik indeks, cesitli
ajanlarin sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kimyasal maddelerin sitotoksisite seviyeleri, MI'daki artis veya azalma ile
belirlenebilmektedir [63]. Hoshina negatif kontrolden 6nemli 6l¢iide diisiik MI'larin
uygulanan kimyasalin organizmalarin biiylimesi ve gelismesi lizerindeki olumsuz
etkilerinden kaynaklandigini belirtmistir [65]. Negatif kontrolden daha yiiksek
Ml'larin ise hiicre boliinmesindeki artistan ve diizensiz hiicre proliferasyonundan
kaynaklandigini, bu artisin tiimoér dokularinin olusumuna yol acabilecegini ifade
etmistir. MI'da gozlenen artis ya da azalmalar oOzellikle toksik ve sitotoksik
potansiyel arz eden Kkirleticilerin degerlendirilmesinde ve c¢evre kirliliginin
izlenmesinde Onemli gostergelerdir [63]. Smaka-Kincl ve arkadaslari, A. cepa
meristematik hiicrelerinin MI'sindeki azalmanin, ortamdaki sitotoksik ajanlarin
varligini belirlemede giivenilir bir yontem olarak kabul edilebilecegini rapor etmistir
[66]. Allium testinde genotoksik etkinin belirlenmesinde Ml ile birlikte kromozomal
anormalliklerin (KA) frekanslar1 da kullanilmaktadir. Kromozomal anormallikler,
hem kendiliginden hem de fiziksel veya kimyasal ajanlara maruz kalmanin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikabilen kromozomal yapidaki veya toplam kromozom
sayisindaki  degisikliklerle karakterize edilmektedir. Yapisal kromozomal
degisiklikler, DNA kirilmalari, DNA sentezinin inhibisyonu ve degistirilmis
DNA'nin replikasyonu gibi ¢esitli anormallikler sonucunda olugmaktadir. Andploidi
ve poliploidi gibi sayisal kromozomal anormallikler ise ya kendiliginden ya da
andjenik ajanlarin etkisi ile ortaya c¢ikabilen anormal kromozom segregasyonunun

sonuglaridir [67]. Allium testi ile kromozom anormalliklerini degerlendirmek igin
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hiicre boliinmesinin farkli evrelerinde g¢esitli kromozomal anormallik tiirleri

incelenmektedir.

KA disinda niikleer anormallikler (NA) de test edilen maddedin genotoksik
etkilerinin tespitinde kullanilmaktadir. NA, test edilen ajanin etkisinin bir sonucu
olarak interfazik ¢ekirdeklerdeki morfolojik degisiklikler ile karakterize
edilmektedir. Genel olarak, bu degisiklikler Allium testinde lobiile ¢ekirdekler,
niikleer tomurcuk tasiyan ¢ekirdekler, poliniikleer hiicreler ve mini hiicreler olarak
gozlenmektedir [63]. KA ile birlikte NA degerlendirmesinin, toksik etkinin
mekanizmasinin aydinlatilmasinda 6nemi oldukga yiiksektir. Leme ve arkadaslar A.
cepa koklerinin F1 hiicrelerinde gozlenmeyen lobiile c¢ekirdeklerin ve poliniikleer
hiicrelerin mevcudiyetinin bir hiicre 6liim siirecine isaret ettigini belirtmistir [64].
Benzer sekilde Fernandes ve arkadaglar1 poliploidizasyon siirecinden tiiretilen agirt
genetik materyalin ortadan kaldirilmasinin bir sonucu olarak niikleer tomurcuklarin
ortaya c¢ikabilecegini gostermistir [68]. Allium testi ile genotoksik etkinin
belirlenmesinde mikronukleus (MN) sikliginin analizi de sik¢a kullanilmaktadir.
MN, kimyasallarin tesvik ettigi mutajenik etkiyi analiz etmek i¢in kullanilan en etkili
ve en basit analiz yontemi olarak kabul edilmektedir. MN, ebeveyn hiicrelerde yanlis
onarilmis veya onarilmamis hasarlardan kaynaklanmakta ve yavru hiicrelerde ana
cekirdege benzer bir yap1 olarak, daha kiiciik bir boyutta kolayca gdézlenmektedir.
MN, siklikla kromozom kirilmalar1 ve kayiplar1 gibi bazi KA'larin olusumundan
koken almaktadir. Allium testinde MN analizi bu tiiriin hem meristematik hem de F;
kok hiicrelerinde yapilabilmektedir [63]. MN analizi, mutajenik etkilerin
degerlendirilmesinin  yan1 siwra kimyasal ajanlarin etki mekanizmalarinin
arastirilmasini da saglamaktadir. Leme ve arkadaslart MN boyutunun klastojenik ve
angjenik etkileri degerlendirmek i¢in kullanilan etkili bir parametre oldugunu rapor
etmiglerdir [64]. Biiyiik boyutlu MN, kromozom kaybindan kaynaklanan angjenik bir
etkiyi gosterirken, kiiciik boyutlu MN, kromozom kirilmasindan kaynaklanan
klastojenik bir etkiye isaret etmektedir [63].
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Zingiber officinale ekstraksiyonu

Z. officinale yumrular1 laboratuvar ortaminda steril kosullar altinda kurutulmus,
ogiutiildiikten sonra 0,2 g 6rnek 10 mL metanol igerisinde ¢alkalamali inkiibatorde 24
saat siire ile oda sicakliginda ekstrakte edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, kati
partikiillerin uzaklastirilmasi amaciyla ekstrakt, filtre edilmis ve elde edilen filtrat 10
dakika stire ile 10000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijleme sonrasinda, siv1 faz
evaporator yardimi ile ugurulmus ve elde edilen Z. officinale ekstrakti (Zoex) ileri

analizlerde kullanilmistir.

3.2. Deneysel gruplarin olusturulmasi

Permetrin toksisitesi ve Zoex’in koruyucu rolii Allium testi ile incelenmistir. A/lium
testinde test materyali olarak esit biyiiklilkteki 4. cepa bulblari kullanilmistir.
Permetrin toksisitesi ve Zoex’in koruyucu roliiniin belirlenmesi amaciyla 6 farklh

grup olusturulmustur.

Kontrol grubu Grup I olarak kodlanmis ve ¢esme suyu ile muamele edilmistir. Grup
IT ve Grup III sirastyla 10pg/mL Zoex ve 20pug/mL Zoex ile muamele edilmis ve bu
gruplarda Zoex’in tek basina toksik etkisinin olup olmadigi test edilmistir. Grup IV’e
ait bulblar 100 pg/L permetrine maruz birakilmistir. Zoex’in permetrin toksisitesine
kars1 koruyucu 6zelligi doza bagli olarak arastirilmis ve bu amagcla olusturulan Grup
V ve Grup VI sirasiyla 10pg/mL Zoex+100 pg/L permetrin ve 20ug/mL Zoex+100
png/L permetrin ile ¢imlendirilmistir. Her bir grup i¢cin 10 bulb ¢imlendirilmis ve

¢imlendirme 72 saat siire ile 24 °C’de gergeklestirilmistir.
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3.3. Deneysel planlama

Permetrin toksisitesi ve Zoex’in koruyucu roliiniin belirlenmesi amaciyla farkl

parametreler kullanilmis ve deneysel planlama Sekil 3.1°de verilmistir.

Deneysel Planlama

Anatomik
parametreler degisimler

Fizyolojik
parametreler

Biyokimyasal
parametreler

Sitogenetik

-Cimlenme orani

-Ml
-Ko6k uzunlugu -MDA -GSH MN
-Agirlik kazanim -SOD -KAT KA

-Hasar orani

Sekil 3.1. Deneysel planlama

3.4. Fizyolojik parametreler

Zoex ve permetrinin fizyolojik siire¢ tizerindeki etkisi kok uzunlugu, agirlik
kazanimi, ¢imlenme ylizdesi ve hasar orani parametreleri kullanilarak belirlenmistir.
Bulblara ait kok uzamasi radikula olusumu esas alinarak belirlenmis, agirlik
kazanimi ise bulblarin baglangic ve son agirliklar1 arasindaki fark alinarak
hesaplanmistir. Cimlenme ylizdesi ve hasar orani ise sirasiyla Esitlik 1 ve Esitlik 2
kullanilarak hesaplanmistir.

Cimlenme yiizdesi (CY)(%): Cimlenen bulb sayisi/Toplam bulb sayis1 x 100 [1]

Hasar oran1 = [kontrol %CY — uygulama grubuna ait %CY] / [kontrol %CY] [2]
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3.5. Sitogenetik parametreler

Zoex ve permetrinin sitogenetik parametreler iizerindeki etkileri mitotik indeks,
kromozomal anormallikler ve mikronukleus sikliklar1 arastirilarak belirlenmistir.
Cimlenme siiresi sonunda kok uglart fiksasyon ve hidroliz asamalarina tabii tutulmus
ve sabit preparatlar hazilanmistir. Bu amagla ilk olarak her bir gruba ait bulblardan
yaklasik 1-2 cm uzunlugunda kok uclar1 elde edilmis, 2 saat siire ile Clarke
fiksatoriinde bekletilmis ve siire sonunda kok uglart %96’lik etanol’de 15 dakika
yikanmigtir. Daimi preparasyon i¢in kok uglart hidroliz edilmis ve bu amagla 60
°C’de 17 dakika 1N HCI’de bekletilmistir. Hidroliz sonrasinda 6rnekler asetokarmin
ile 24 saat siire boyunca boyanmis, siire sonunda oOrnekler kanada balzami
kullanilarak sabit preparat haline getirilmis ve mikroskopta incelenmistir [69].
Mikroniikleus ve kromozomal anormallik siklig1 i¢in her bir uygulama grubunda
toplam 1000 hiicre sayilmis ve anormallikler mikroskop altinda belirlenerek X500
biiylitmede fotograflandirilmistir. Mitotik indeks i¢in her bir gruptan toplam 10.000
hiicre sayilmis, profaz, metafaz, anafaz ve telofazdaki hiicreler bdliinen hiicre olarak
kabul edilmistir [70]. M1, Esitlik 3 yardimiyla hesaplanmustir.

Mitotik Indeks (MI) = Béliinen hiicre say1si/Toplam hiicre sayisix100 [3]

3.6. Antioksidan/oksidan dinamik

Permetrin ve Zoex uygulamasinin biyokimyasal olarak etkileri antioksidan ve
oksidan dengedeki degisimler arastirilarak belirlenmistir. Bu amagla antioksidan
enzimlerden siiperoksit dismutaz ve katalaz, antioksidan molekiil olan glutatyon ve
oksidan molekiil olan malondialdehit 6l¢iimleri gergeklestirilmistir. Biyokimyasal
analizlerden once kok dokulart ekstrakte edilmistir. KAT ve SOD ol¢iimii i¢in kok
ucu Ornekleri fosfat tamponunda homojenize edilmis ve santrifiijleme sonrasinda
elde edilen siipernatant enzim analizlerinde kullanilmigtir. SOD aktivitesi i¢in 1,5 mL
0,05 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,8), 0,3 mL 130 mM metionin, 0,3 mL 750 uM
nitroblue tetrazolium kloriir, 0,3 mL 0,1 mM EDTA-Na2, 0,3 mL 20 uM riboflavin,
0,01 mL enzim ekstrakti, 0,01mL %4 (w/v) ¢6ziinmez polivinilpirolidon ve 0,28 mL

deiyonize su iceren karisim hazirlanmigtir. Reaksiyon 10 dk siiresince 2 adet 15 W
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floresan lamba altina tiiplerin yerlestirilmesiyle baglatilmis ve 10 dakika siiresince
tiiplerin karanlikta bekletilmesiyle sonlandirilmig ve 560 nm'de absorbans 6l¢iimii
yapilmustir [71]. Katalaz aktivitesi Beers ve Sizer’in metoduna gore analiz edilmistir
[72]. KAT aktivitesi, kullanimdan hemen 6nce hazirlanan 0.3 mL 0,1M H,0,, 1,0mL
deiyonize su ve 1,5 mL 200 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7,8) iceren 2,8 mL
reaksiyon karisiminda, 25°C’de UV-VIS Spektrofotometrisi (UV-2550, Shimadzu,
Japonya) yardimiyla ol¢iilmiistiir. Reaksiyon, 0,2 mL enzim ekstrakti ilave edilerek
baslatilmistir. KAT aktivitesi H,0O, tiiketiminin bir sonucu olarak, 240 nm'de
absorbanstaki azalma izlenerek &lgiilmiistiir. MDA 6l¢iimii Unyayar ve arkadaslar:
tarafindan Onerilen yonteme gore yapilmistir [73]. Uygulama siiresi sonunda kok
uclarindan aliman yaklasik 0,5 g oOrnek, %5’lik trikloroasetik asit icerisinde
homojenize edilmistir. Homojenatlar sicakliginda 12.000 rpm'de 15 dakika santrifiij
edilmis, elde edilen siipernatant ve %5’lik tiyobarbitiirik asit ile esit hacimlerde
karistirilarak 96 °C'de 25 dakika kaynatilmistir. Siire sonunda, karigim sogutulmus ve
10,000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant absorbansi
532nm'de dl¢iilmiis ve MDA igerigi 155M ™ cm™ ekstinksiyon (séniimleme) katsayisi
kullanilarak hesaplanmigtir. MDA igeriginin degerleri li¢c bagimsiz orneklemenin
Olglimlerinden alinmig ve ortalama standart hata (SD) olarak belirtilmistir. Glutatyon
analizi igin kok ekstrakti ve ayni hacimde %10’luk trikloroasetik asit 10-15 dakika
stireyle buz igerisinde ¢alkalanmis ve 5000 rpm de 15 dakika santrifiijlenmistir. 0,4
mL siipernatant, 0,8 mL 0,4M Tris tamponu (pH8,9), 0,02 mL, 10mM DTNB
¢Ozeltisi  eklenmis ve 5 dk.’lik bekleme sonrasinda absorbans 412 nm’de
spektrofotometrik olarak okunmustur. Orneklerdeki GSH diizeyi kalibrasyon

denklemi yardimiyla hesaplanmustir [74].

3.7. Zoex’in koruyucu ozelligi

Test edilen tiim parametrelerde Zoex’in koruyucu 6zelligi daha yiiksek korumanin
gozlendigi Grup VI'da elde edilen verilere gore hesaplanmistir. Hesaplamada
permetrint20 pg/mL Zoex uygulanan grubuna ait veriler, permetrin uygulama
grubuna ait veriler ve kontrol grubuna ait veriler esas alinmistir. Zoex’in koruyucu

ozelligi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir.
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Koruyucu etki (%) = [(Dl-Dz) /(D3-D2)] x 100 [4]
Di: permetrint20 ug/mL Zoex uygulanan grubuna ait veri, D,: permetrin uygulama

grubuna ait veri, D3: kontrol grubuna ait veri

3.8. Anatomik incelemeler

Her bir gruba ait bulblarin kok anatomileri kokten enine kesitler alinarak
incelenmistir. Kesitler Metilen Mavisi (%20) ile boyanmis ve entallen ile kapatilarak
sabit hale getirilmistir. Nicon Eclipse Ci-L aragtirma mikroskobu ile her bir gruba ait

kok kesitleri incelenmis ve anormallik sikliklari tespit edilmistir [70].

3.9. Molekiiler doking

Permetrinin etki mekanizmasini aydinlatmak igin makromolekiiller ile molekiiler
doking ¢aligmalar yapilmustir. Ozellikle genotoksik etki mekanizmasi belirlemek
icin DNA, histon proteinleri ve tubulin proteinlerinin permetrin ile etkilesimi
aragtirtlmistir. Proteinlerin 3 boyutlu kristal yapisi, protein veri bankasindan temin
edimistir. Permetrinin (PubChem CID: 370) ve fitoliin (PubChem CID: 5280435) 3D
yapilar1 PubChem'den alinmisti. Molekiiler doking i¢in Biovia Discovery Studio 2020
Client kullanilmistir. Proteinler i¢in Swiss-Pdb Viewer20 (v.4.1.0) yazilim
kullanilarak Gromos 43B1 ile enerji minimizasyonu, Open Babel v.2.4.0 yazilimi1 21

kullanilarak uff-force alani ile ligand enerji minimizasyonu yapilmistir [75, 76].

3.10. Istatiksel analiz

Istatiksel analizler “IBM SPSS Statistics 22” paket programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Verileri ortalama + SD (standart sapma) seklinde gdsterilmistir.

Ortalamalar arasindaki istatistiksel dnem One-way ANOVA ve Duncan testi ile

belirlenmis, p degeri <0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada permetrin insektisitinin hedef dis1 organizma olan A.cepa lizerindeki
toksik etkileri ve bu etkilere kars1 Zoex’in koruyucu 6zelligi arastirilmistir. Permetrin
ve Zoex’in etkileri fizyolojik, sitogenetik, biyokimyasal ve anatomik parametrelerle
incelenmistir. Permetrin toksisitesi genel olarak hiicrelerde yarattigi oksidatif hasar
ile, Zoex’in koruyucu ozelligi ise icerdigi aktif bilesenlerin etkisi ile

iligkilendirilmistir.
4.1. Fizyolojik parametreler

Permetrin ve Zoex uygulamalarinin A.cepa’da fizyolojik parametreler {izerine etkisi
Tablo 4.1°de verilmistir. Kontrol grubu ve tek basina Zoex uygulanan Grup I, Il ve
[II’te ¢gimlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve agirlik kazanimi agisindan istatiksel olarak
farkliliklar gozlenmemistir. Bu gruplara ait herhangi bir hasar oranm1 da
gozlenmemistir. Bu durum Zoex’in tek basina ¢imlenme ile ilgili parametrelerde
herhangi bir aksamaya ya da olumsuzluga neden olmadigin1 gostermektedir.
Permetrin uygulanan grupta ¢imlenme %65 olarak tespit edilmis ve kontrol grubuna
gore 1,53 kat azalma gozlenmistir. Kok uzunlugu ve agirlik kazaniminda da benzer
olumsuzluklara rastlanmis ve kontrol grubuna kiyasla permetrin uygulanan grupta
kok uzamasinda %68,5, agirlik kazaniminda ise %81,8 azalma tespit edilmistir. Ttiim
uygulama gruplar1 arasinda en yiiksek hasar orani 0,53 olarak permetrin uygulanan
grupta tespit edilmistir. Permetrinin ¢imlenme ile ilgili parametrelerde olusturdugu
gecikme ve anormallikler permetrin tarafindan indiiklenen hiicresel toksisite ile
aciklanabilir. Permetrinin de dahil oldugu piretroid insektisitler, bitkilerde kok ve
govde siirgiinlerinin gelisiminin inhibisyonuna, fotosentetik pigment seviyelerinde

degisime neden olarak hedef dis1 organizma olan bitkilerde anormalliklere neden

26



olmaktadir [77]. Permetrine maruz kalan hiicrelerde antioksidan sistem dengesinde
bozulma, DNA, lipid ve protein gibi makromolekiillerde oksidatif hasar olugsmaktadir
[21]. Ozellikle DNA’da tek ve cift zincir kirikliklarmin indiiklemesi permetrinin
hiicre boliinmesini de geciktirici etki gostermesine neden olmaktadir. Bununla
birlikte permetrin, elektron transfer zinciri sistemindeki komplekslerin inhibisyonuna
da neden olmakta ve bu etki fotosentetik siireglerde aksamaya ve ¢imlenme siirecinin
gecikmesine neden olmaktadir [37]. Permetrinin bu olumsuz etkilerinin kiimiilatif bir
sonucu olarak A.cepa’da ¢imlenme ve gelisme olumsuz yonde etkilenmektedir.
Litertiirde permetrinin bitkilerde c¢imlenme {izerine etKilerinin arastirildigi bir
calisma bulunmamakla birlikte piretirodlerin etkisinin arastirildigi benzer ¢aligmalar
mevcuttur. Cavusoglu ve arkadaglart 1.5-6 ppm dozlarinda sipermetrin
uygulamasmin karotenoid, kolorofil a ve b pigment diizeylerini énemli derecede
azalttigimni, bu azalmanin hiicrede olusan stres ve biyosentez mekanizmalarinin

inhibisyonu ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir [78].

Permetrin ile birlikte Zoex uygulanan Grup V ve VI’da ¢imlenme parametrelerinde
doza bagli bir iyilesme oldugu belirlenmistir. 20 pg/mL Zoex uygulanan Grup VI’da
sadece permetrin uygulanan gruba kiyasla kok uzunlugunun  %52,1, agirlik
kazaniminin ise %76 oraninda arttigr tespit edilmistir. Cimlenme oranlari esas
alinarak hesaplanan hasar orani permetrin uygulanan grupta 0,53 iken permetrin ile
birlikte 10 pg/mL Zoex uygulanan grupta 2,29’a, 20 pg/mL Zoex uygulanan Grup
VI'da ise 0.21°e gerilemistir. Bu sonuglar permetrinin ¢imlenme iizerinde sergiledigi
toksik etkinin Zoex varhiginda geriledigini, Zoex’in koruyucu bir ozellige sahip
oldugunu gostermektedir. Zoex’in bu koruyucu o6zelligi igerdigi aktif bilesenler ile
permetrin tarafindan indiiklenen oksidatif hasarin nétralize edilmesi ile agiklanabilir.
Zoex’in shogaol, paradol ve gingerol gibi fenolik bilesik, zingiberol, zingiberen,
bisapolene gibi terpen, A, C ve E vitaminleri gibi pek ¢ok bilesen igerdigi
bilinmektedir [79]. Zoex igeriginde bulunan gingerol ve shagaol gibi fenolik
bilesikler antikanser, anti-inflamatuar, anti-fungal ve antioksidan gibi pek c¢ok
biyolojik 06zellige sahiptir. Bu aktif bilesikler doza bagli olarak serbest radikal
diizeyini azaltict ve glutatyon diizeylerini arttirici etkiye sahiptir. Bu etki

hiicrelerdeki oksidatif hasari da noétralize etmektedir [80, 81]. Zoex’in permetrine
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kars1 sergiledigi koruyucu 6zellik icerdigi aktif bilesenlerin biyolojik aktivitelerinin
kiimilatif bir sonucudur. Benzer sekilde literatiirde Masuda ve arkadaslari Zoex
igeriginde bulunan gingeroliin antioksidan 6zellikte oldugunu rapor etmislerdir [82].
Morakinyo ve arkadaglari Zoex’in in vitroda serbest radikal temizleyici ve lipid

peroksidasyonunu dnleyici 6zelliklerini tespit etmislerdir [83].

Tablo 4.1. Permetrin ve Zoex’in fizyolojik parametreler tizerine etkisi

Cimlenme Kok Agirhk Hasar

Gruplar Yiizdesi (%) Uzunlugu Kazanim (g) orani
(cm)

Grup | 100 7,3+1,5° 6,40° ND
Grup Il 100 7,5+1,7° 6,62° ND
Grup I 100 7,7+1,8° 6,85° ND
Grup IV 65 2,3+0,8¢ 1,16¢ 0,53
Grup V 71 3,6+1,0° 3,00° 0,29
Grup VI 79 4,8+1,3° 4,85 0,21

* Veriler ortalama + SD olarak gosterilmistir. Cimlenme yiizdesinin belirlenmesinde 50 adet, kok

uzunlugu ve agirlik kazaniminin tespiti i¢in ise 10 adet bulb kullanilmistir. Aynu siitiin igerisinde farkli

a-d)

harfler®® ile gésterilen ortalamalar p<0.05°de énemlidir. ND: Belirlenemedi.

4.2. Sitogenetik parametreler

Permetrin ve Zoex’in A.cepa’da sitogenetik etkileri MI orani ile MN ve CAs
sikliklar1 arastirilarak belirlenmistir. MI, hiicrelerin boliinme derecelerinin  bir
gostergesidir. Kontrol ve tek basina Zoex uygulanan gruplarda sayilan 10,000 hiicre
igerisinde bollinen hiicre sayis1 860,48 — 880,90 araliginda bulunmustur. Bu ii¢ grup
arasinda MI bakimindan istatiksel olarak 6nemli bir fark gézlenmemistir (p>0.05) ve
bu durum Zoex’in hiicre proliferasyonu iizerinde olumsuz bir etkiye neden
olmadigin1 gostermektedir. Permetrin uygulanan grupta MI %51,6 azalarak
420,66’ya gerilemistir (Sekil 4.1). MI, canli hiicrelerde giivenilir bir sitotoksisite
gostergesidir. MI oranlarinda gozlenen %50’ den diisiik azalmalar subletal etkiye,
%350’ nin tizerindeki azalmalar ise letal etkiye isaret etmektedir [84]. Bu ayrima gore
permetrinin A.cepa kok ucu hiicrelerinde letal etki sergileyecebilecegi goriilmiistiir.
Sitotoksik ajanlar MI oranlarindaki azaltici etkiyr mikrotiiblil olusumunu inhibe

ederek gostermektedir. Multipolar anafaz, c-mitoz ve yapiskan kromozom gibi
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kromozomal anormallikler de mikrotiibiil ve ig ipligi olusumunun inhibisyonu ile
iligkilidir [84]. Permetrin uygulamasi sonucunda yapiskan kromozom olusumu da
mikrotiibil olusumunun inhibisyonunu desteklemektedir. Permetrin uygulanan
grupta MI oraninda diisiis ile birlikte yiiksek siklikta MN olusumuna da rastlanmaistir.
Permetrin uygulanan Grup IV’de sayilan 1000 hiicrede igerisinde toplam 72,84
hiicrede MN olusumuna rastlanmistir (Tablo 4.2). Permetrin uygulanan grupta
saptanan yiiksek MN sikligt MI oranindaki diisiisii de desteklemektedir. MI
oranindaki diisise neden olan ig ipligi anormallikleri aym1 zamanda MN
olusumununda tetikleyicisidir. 1§ ipligi anomallikleri MN’lerin erken safhalarda
goriinimiine, mitozun G; safthasindaki anormallikler ise ge¢ sathalarda MN
olusumlarina sebep olmaktadir [85]. Delic, test ettigi 1-12 mg/mL
konsantrasyonlarinda permetrin uygulamasinin hiicre kiiltiirinde mitotik indeksi
Oonemli Olglide azalttigimi ve hiicre dongiisiinii gerileterek sitostatik etkiler
gosterdigini tespit etmistir [86]. Roma ve arkadaslar diisiik diizeylerde permetrin
uygulamasinin bile genetik materyalde hasar olusumunu indiikledigini ve 24 saatlik
bir uygulama sonucunda ilk hiicre dongiisiinde MN olusumlariin gézlendigini rapor

etmislerdir [87].

Permetrin ile birlikte Zoex uygulanan gruplarda MI ve MN oranlarinda g6zlenen
anormalliklerde gerileme belirlenmistir. Permetrin ile birlikte 20 pg/mL Zoex
uygulamasinin Grup IV’e kiyasla MI oraninda %38,16 artisa, MN sikliginda ise
%52,38 azalmaya neden olmustur. Bu sonu¢ Zoex’in permetrinin MI oranindaki
azatici etkisine ve MN olusumundaki indiikleyici etkisine kars1 koruyucu 6zelligini
gostermektedir.  Permetrin  genel olarak hiicrelerde oksidatif —strese ve
makromolekiillerde oksidasyona neden olmaktadir. Permetrinin indiikledigi oksidatif
hasarin ana hedef molekiillerinden biri proteinlerdir. Permetrin tarafindan indiiklenen
oksidatif stres sonucunda karbonil proteinlerinin olusumunun arttig1 bilinmektedir
[23]. Protein yapida olan ig iplikleri ve mikrotiibiillerin oksidasyonu da bu
proteinlerin  fonksiyonun inhibisyonuna, mitotik dongiiniin aksamasina ve MN
olusumlarina yol agmaktadir. Zoex hiicreleri bu tiir oksidasyonlara kars1 koruyarak
normal mitotik dongiiniin devamini saglamaktadir. Zoex iceriginde bulunan gingerol

ve shagaol gibi fenolik bilesikler oksidatif stresi azaltict ve glutatyon gibi
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antioksidanlarin diizeylerini arttirict etkiye sahiptir. Bu etki hiicrelerdeki oksidatif
hasar1 da nétralize etmektedir ve ig ipligi gibi proteinleri ve diger makromolekiilleri
de hasardan korumaktadir [80, 81]. Literatiirde farkli toksik ajanlarin indiikledigi
hasarlara kars1 Zoex’in koruyucu oOzelligi arastirilmis ve bu koruyucu 06zellik
antioksidan aktivite ile iliskilendirilmistir. Okesola ve arkadaslar1 Z.officianale
yumrularmin mikronukleus olusum sikligini azalttigin1 ve MI oranlarinda diizelme
sagladigin1 rapor etmisler ve bu koruyucu 6zelligin zencefil igerigindeki fenolik,

saponin ve alkoloid gibi aktif bilegenlerden kaynaklandigini bildirmislerdir [88].

% Mitotik indeks

mGrupl
mGrup Il
= Grup 11
mGrup IV
mGrup V
= Grup VI

Sekil 4.1. Permetrin ve Zoex’in A.cepa’da MI oranlari {izerine etkileri. Her bir grupta her bir kok ucu

icin 1,000 hiicre, toplamda 10,000 hiicre sayilmustir.

Permetrin ve Zoex uygulamalarin A.cepa kok ucu hiicrelerindeki muhtemel
genotoksik  etkilerini  degerlendirmek igin kromozomal anormallik testi
gerceklestirilmis ve sonuglar Tablo 4.2°de verilmistir. Sadece Zoex uygulanan
gruplarda kromozomal anormallige rastlanmazken, kontrol grubunda istatiksel olarak
anlamli olmayan yapiskan kromozom olusumuna rastlanmistir. Sadece permetrin
uygulanan Grup IV’de yiiksek oranlarda KA olusumlar1 tespit edilmistir. KA
olusumlar1 arasinda fragment en yiiksek siklikta olusurken bunu sirasi ile yapiskan
kromozom, vakuollii nukleus, kromatinin esit olmayan dagilimi, koprii, biniikleer
hiicre ve ters kutuplagsma izlemektedir. Permetrinin yiiksek oranda fragment

olusumuna neden olmast DNA’da kirik olusumlarini indiikledigini gostermektedir.
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Permetrin hiicrelerde oksidatif hasara, DNA’da ¢ift ve tek zincir kirikliklarina neden
olmaktadir [37]. Bu fragment olusumlari hiicre boliinmesinin ilerleyen safhalarinda
MN sekline doniismektedir. Permetrin tarafindan indiiklenen bir diger anormallik
olan kromozom artan kromozomal DNA'nin

yapiskan yogunlasmadan,

depolimerizasyonundan ve niikleoproteinlerin kismi ¢Oziinmesinden
kaynaklanmaktadir. Genellikle geri doniisii olmayan ve muhtemelen hiicre 6liimiine
yol agan yapiskan kromozomlar yiiksek toksik etkileri yansitmaktadir. Permetrin
uygulamasi sonucunda yiiksek siklikta tespit edilen vagrant kromozomlar kutuplara
cekilen kromozom grubundan ayri hareket ederek yavru hiicrelerde kromozom
sayisinin esit olmayan sekilde ayrilmasina yol agmaktadir [89]. Permetrinin farkli
tiplerde KA olusumlarini indiiklemesi ve her bir anormalligin farkli mekanizmalarla
olugsmasi,  permetrinin spesifik bir genotoksik etki sergilemedigine, c¢oklu

mekanizmalarla KA olusumlarmi tetikledigine isaret etmektedir. Literatiirde
permetrin uygulamasinin ¢esitli hedef dis1 organizmalarda genotoksisiteye neden
oldugunu bildiren g¢alismalar mevcuttur. Falcioni ve arkadaslari siganlarda 150
mg/kg permetrin uygulamasinin DNA-DNA ¢apraz baglanmalarina ve oksidatif

strese baglt DNA hasarlarina neden oldugunu rapor etmistir [37].

Tablo 4.2. Permetrinin tegvik ettigi genotoksisiteye karg1 Zoex’in Koruyucu rolil

Hasar Grup | Grup 1l Grup I Grup IV Grup V Grup VI

MN 0,24+0,33%  0,16+0,28°  0,12+0,18"  72,8445,16%  50,24+3,95°  34,68+2,50°
FRG  0,00£0,00°  0,00+0,00°  0,00+0,00°  51,36+3,98%  40,20+2,88°  29,78+2,19°
YK 0,10£0,16"  0,00+0,00  0,00+0,00  40,15+2,78*  32,14+2,26°  23,58+1,85°
VN 0,00£0,00  0,0040,00  0,00+0,00  32,7242,54*  24,11+1,93°  16,80+1,48°
KED  0,00£0,00°  0,00+0,00°  0,00+0,00°  24,18+1,86°  17,15+1,50°  10,53+1,32°
K 0,00+0,00  0,00+0,00°  0,00+0,00  17.91+1,54°  12,76+1,22°  8,58+0,96°
BH 0,00+0,00  0,00+0,00°  0,00+0,00  13,98+1,40° 8,80+0,98° 4,94+0,66°
TK 0,00+0,00  0,00+0,00°  0,00:0,00° 7,7340,92° 4,80+0,64" 2,35+0,48°

*Ayni satir igerisinde farkli harfler

(@-d)

ile gosterilen ortalamalar p<0.05’de Onemlidir. MN:

mikronukleus, MI: mitotik indeks, FRG: fragment, YK: yapiskan kromozom, VN: vokuollii nukleus,

KED: kromatinin esit olmayan dagilimi, K: koprii, BH: biniikleer hiicre, TK: ters kutuplasma
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Permetrin ile birlikte Zoex uygulanan gruplarda KA sikliklarinda belirgin
azalmalarin oldugu saptanmis, en belirgin gerileme ise 20 pg/mL Zoex uygulanan
Grup VI’da gozlenmistir. 10 pg/mL Zoex, permetrin tarafindan indiiklenen KA
olusumlarina karst %20,1-%37,9 araliginda; 20 pg/mL Zoex ise %41,3-%69,5
araliginda koruyuculuk sergilemistir (Sekil 4.2). Test edilen her iki doz i¢in en
yilksek koruyuculuk ters kutuplamaya karst elde edilmistir. Zoex’in KA
olusumlarina karsi koruyucu o6zelligi antioksidan aktivitesi ile agiklanabilir.
Permetrin DNA oksidasyonuna neden olarak KA olusumlarini indiiklemektedir.
Zoex permetrin tarafindan indiiklenen oksidatif yiikii azaltarak DNA hasarlarimi
onlemekte ve KA olusumlarina karsi koruma saglamaktadir. Literatiirde Zoex’in
permetrin  toksisitesine karst koruyucu Ozelligini rapor eden bir ¢alisma
bulunmazken, ¢esitli piretroidlere karsit koruyucu 6zelliginin saptandigi ¢aligmalar
mevcuttur. Al-Amoudi permetrin gibi bir piretroid insektisit olan lambda-sihalotrinin
indiikledigi DNA hasarina karst zencefil ekstraktinin koruyucu o6zellikte oldugunu
rapor etmistir [90].

10pg/mL Zoex'in koruyucu rolii 20 pg/mL Zoex'in koruyucu
EMN ®FRG ®mYK ®VUN svN mrR®U vk mN
BKED mK mBH mTK BKED mK mBH m®mTK

Sekil 4.2. Zoex uygulamasiin MN ve KA olusumlarina kars1 koruyucu roli
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4.3. Permetrinin molekiiler doking destekli sitotoksisite ve genotoksisite

mekanizmasi

Permetrinin sitotoksik ve genotoksik etkileri molekiiler doking ile aydinlatilmistir.
Sitotoksik etkilerin tubulin-permetrin etkilesimlerinden kaynaklandigi diistiniilmiis

ve permetrin-tubulin etkilesimi Sekil 4.3.’te verilmistir.
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Baglanma Inhibisyon
Makromolekiil enerjisi sabiti (Ki) Hidrojen bagi Hidrofobik etkilesimler
(kcal/mol)
ALA12 ILE171,THR179
Alfa tubulin-1B
o -8,72 408,70 nM SER140 ALAQ99,ALAL74
Zinciri
ALA174 VAL177,
LEU228 (x2),ARG276
Beta tubulin -7,71 2,24 uM PRO272 (x3),LEU215 (x2)
LEU217
ILE78 ARG71,ARG77
Histon H2A.6 -4,30 710,55 uM
GLY67 ILE78
ILE66 (x2),ILE69 (x3)
Histon H2B.1 -7.14 5.85 uM PHE70 LEU73,LEU102 (x2)
VAL98,VAL111

Sekil 4.3. Permetrin-tubulin ve permetrin-histon proteinlerinin etkilesimi
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Permetrin tubulin-alfa zincirindeki alanin ve serin aminoasitleri ile hidrojen bagi
yoluyla etkilegsmektedir. Ayrica zincirdeki 16sin ve treonin gibi aminoasitlerle de
hidrofobik etkilesimler kurmaktadir. Permetrin, tubulin alfa zinciri i¢in -8,72
kcal/mol baglanma enerjisine ve 408,70 nM inhibisyon sabitine sahiptir. Benzer
sekilde permetrin, tubulin beta zinciri ile de etkilesime girmekte ve bu etkilesimler
prolin ile hidrojen bagi, 16sin aminoasitleri ile hidrofobik etkilesimler yoluyla
gerceklesmektedir. Alfa ve beta tubulin proteinleri polimerleserek mikrotiibiilleri
olusturmaktadir. Mikrotiibiiller, okaryotik kromozomlar1 birbirinden ayirmak igin
kullanilan mitotik igciklerin ana bilesenleridir ve bu proteinlerdeki anormallikler
dogrudan mitoz bdoliinmede gecikmelere neden olmaktadir. Permetrin, tubulin
proteinleri ile etkileserek {i¢ boyutlu yapilarinda bozulmaya neden olmakita,
mikrotiiblil polimerizasyonu gerceklesmedigi i¢in kromozomlarin kutuplara hareketi
kisitlanmakta ve bu durum hem mitotik safhalarda aksamalara hem de KA
olusumlarina neden olmaktadir. Sipermetrinin A.cepa’da MI oralarim1 azaltarak
sergiledigi sitotoksik etkinin mekanizmasi permetrin-tubulin etkilesimlerine
dayanmaktadir. Permetrinin sergiledigi genotoksik etki ise permetrin-histon (Sekil

4.3) ve permetrin-DNA (Sekil 4.4) etkilesimleri sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.

Permetrin histon H2A.6 ve Histon H2B.1 proteinleri ile sirasiyla -4,30 ve -7,14
kcal/mol baglanma enerjisine, 710,55 uM ve 5,85 uM inhibisyon sabitine sahiptir.
Permetrin ve histon proteinleri arasinda cesitli aminoasit kalintilari araciligiyla
hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesimler gergeklesmektedir. Permetrin ve histon
proteinleri arasindaki bu etkilesimler, DNA-histon baglanmasini zayiflatmakta, DNA
ve kromozom yapisinda bozulmaya/¢coziinmeye neden olmaktadir. Permetrinin
cesitli DNA sekanslari ile molekiiler doking analizi sonrasinda B-DNA’da (IBNA)
A zincirinde G10, C11, ve G12 bazlar ile, B zincirinde ise A18 bazi ile etkilesime
girdigi, bu etkilesimde baglanma enerjisinin -7,40 kcal/mol oldugu belirlenmistir.
Bagka bir DNA sekansinda (195D) -10,47 kcal/mol baglanma enerjisi ile A
zincirinde G4, T5 ve A7 bazlann ve B zincirinde A19, A20 ve C21 bazlan ile
etkilesime girdigi saptanmistir. Permetrin ve 5-TTGGCCAA-3' sekansinin (1CP8)
etkilesiminde -8,08 kcal/mol baglanma enerjisi elde edilmistir (Tablo 4.3). Permetrin

ve farkli DNA sekanslar1 arasindaki molekiiler yerlestirme c¢aligmalar1 sonucunda
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DNA molekiilleri ile hem ayni hem de farkli zincirlerle etkilesime giren permetrinin
G-C-G, G-T, A-A-C ve G-C-C-A bazlarinca zengin bolgelere baglanarak DNA'nin
yapisin1  etkileyebilecegi  belirlenmistir.  Ayrica  permetrinin  interkalasyon
potansiyelini oldugu saptanmistir. Interkalasyon &zelligine sahip ajanlar DNA
tizerinde cesitli ve ¢oklu biyolojik etkilere sahipti. DNA ve RNA sentezinde
inhibisyon, proteinle iliskili DNA kirilmalar1 ve ¢ergeve kaymasi mutasyonlari bu

etkilerden bazilaridir.
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Sekil 4.4. Permetrin-DNA etkilesimi (BNA, b:195D, c:1CP8)
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Tablo 4.3. Permetrin-DNA etkilesiminde baglanma enerjisi ve inhibisyon sabiti

Baglanma Inhibisyon
o . Baz etkilesimi
DNA DNA Sekansi enerjisi sabiti o
) (Zincir: baz)
(kcal/mol) (Ki)
B-DNA
A:G10;A:C11
Dodecamer 5'-CGCGAATTCGCG-3' -7,40 3,76 uM
A:G12;B:A18
(1BNA)
B-DNA A:G4;A:TS
DodecamerD  5-CGCGTTAACGCG-3' -10,47 21,05nM A:A7;B:A19
(195D) B:A20;B:C21
A:G4;AAT
DNA
5-TTGGCCAA-3' -8,08 1,20 uM B:G4;B:C5
(1CP8)
B:C6;B:A7

4.4. Antioksidan/oksidan dinamik

Permetrin ve Zoex’in A.cepa kok ucu hiicrelerinde indiikledigi biyokimyasal
degisimlerin belirlenmesi i¢in kok ucu hiicrelerinde SOD, KAT, MDA ve GSH
diizeyleri incelenmistir (Tablo 4.4). Bu sayede oksidan ve antioksidan dengede
degisimler de incelenmistir. Antioksidan enzimlerden olan SOD ve KAT aktivitesi
kontrol grubu ve sadece Zoex uygulanan grupta benzer diizeylerde tespit edilirken,
sadece permetrin uygulanan Grup IV’de enzim aktivitelerinin 6nemli derecede arttigi
tespit edimistir. SOD ve KAT enzimlerinin fonksiyonlari diistiniildiigiinde, permetrin
uygulamasi sonucunda bu enzimlerin aktivitesindeki artis hiicrede oksitleyici
ajanlarin artisina isaret etmektedir. Tim aerobik organizmalarda fotosentez ve
solunum gibi biyokimyasal yollarda siiperoksit anyonu, hidroksil radikali, hidrojen
peroksit ve singlet oksijen basta olmak tlizere pek ¢cok =zararli reaktif oksijen tiirleri
olusmaktadir. Hiicrelerde artan reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi oksidatif strese
neden olarak lipidlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin oksidasyonuna, enzim
inhibisyonuna, apoptoza ya da hiicre Olimiine yol ag¢maktadir. Aerobik
organizmalara ait hiicreleri oksidatif hasardan koruyabilmek i¢in gesitli savunma
mekanizmalar1 geligsmistir. Antioksidan enzimler bu mekanizmalardan biridir [91].

SOD, siiperoksit radikalinin molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite dismutasyonunu
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katalize eden bir enzimdir. Stiperoksit radikali hiicrelerde oksijen metabolizmasinin
bir yan {irinii olarak tiretilmekte ve notralize edilemedigi durumlarda hiicre hasarina
neden olmaktadir. Bu nedenle SOD, aerobik canlilara ait hiicrelerde bulunan ve
oksidatif strese kars1 savunmada merkezi bir role sahip enzimdir [92]. Ksenobiyotik,
yiiksek 151k, su stresi ve kuraklik dahil olmak iizere gesitli stres faktorlerine yanit
olarak hiicrelerde SOD aktivitesi artmaktadir. Bowler ve digerleri oksidatif hasar
bolgesinden nukleusa ulasabilen lipid peroksidasyon iirlinleri tarafindan SOD
genlerinin transkripsiyonunun indiiklendigini rapor etmektedir [93]. Bu ¢alismada da
permetrin uygulamasi sonucunda artan SOD aktivitesi hiicrelerde olusan oksidatif
strese isaret etmektedir. SOD tarafindan katalizlenen reaksiyon sonucunda olusan
hidrojen peroksit de oksitleyici bir ajandir ve hiicrelerde harabiyete neden
olmaktadir. Hidrojen peroksit hiicrelerde sadece SOD aktivitesi sonucunda degil ayni
zamanda yag asitlerinin 3-oksidasyonu, glioksilat dongiisii (fotorespirasyon) ve piirin
katabolizmasi sonucunda da iiretilmektedir [94]. H,O, bitkilerde fruktoz bisfosfataz,
sedoheptuloz bisfosfataz ve gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz gibi enzimlerin -SH
gruplartyla dogrudan reaksiyona girerek inhibisyona neden olmaktadir. Ayrica
metalloproteinlerle reaksiyona girerek metal iyonlarinin ayrismasina ve proteinlerin
biyolojik aktivitelerinde kayba neden olmaktadir. KAT hidrojen peroksidin
hiicrelerden uzaklastirilmasinda 6nemli bir rol {istlenmektedir [95]. Hiicrelerde artan
KAT aktivitesi, stres altinda bitkilerin hayatta kalmasi i¢in ¢ok 6nemlidir ve yiiksek
siddetteki stres altinda katalaz enziminde geri donilisiimsiiz hasar meydana
gelmektedir [96]. Bu c¢alismada permetrin uygulamasi sonrasinda artan KAT
aktivitesi Allium cepa’da olusan strese ve bu stresle basa ¢ikabilmek igin hiicrenin
savunma sisteminin indiiklendigine isaret etmektedir. Antioksidan enzimlerden olan
SOD ve KAT aktivitesindeki bu artiglar permetrin uygulamasmin Allium cepa kok
ucu hiicrelerinde oksidatif strese neden olduguna isaret etmektedir. Cavusoglu ve
arkadaglar1 bir piretroid insektisit olan sipermetrinin diisikk dozlarima maruz kalan
Allium cepa kok ucu hiicrelerinde KAT aktivitesinin indiikledigini, sipermetrin

dozunun artis1 ile birlikte KAT aktivitesinde azalma oldugunu rapor etmislerdir [78].

Permetin ve Zoex uygulamasinin kok ucu hiicrelerinde GSH ve MDA diizeyleri

lizerine etkisi de incelenmis ve sonuglar Tablo 4.3’de verilmistir. MDA ve GSH
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icerigi bakimindan Grup I, II ve III’de benzer diizeyler elde edilmistir. Permetrin
uygulanan grupta GSH diizeyinin %44,8 azaldigi, MDA diizeyinin ise %76 oraninda
artig1 tespit edilmistir. Bu sonug, permetrinin antioksidan-oksidan dengeyi
bozdugunu ve Ozellikle lipid peroksidasyonuna neden oldugunu gostermektedir.
MDA, hiicrelerde enzimatik veya enzimatik olmayan islemler yoluyla aragidonik asit
ve daha bliylik doymamis yag asitlerinin par¢calanmasi sonucunda olusan bir {irlindiir.
Hiicrelerde diisiik diizeylerde MDA enzimatik yollarla {iretilmekte ve sinyal
transdiiksiyonunda ve gen ekspresyonunda goérev almaktadir. Enzimatik olmayan
yollarla MDA olusumu genel olarak stres kosullar1 altinda gergeklesmektedir ve
hiicrelerde asirt MDA {iretimine neden olmaktadir. MDA yiiksek elektrofilik 6zellige
sahiptir ve bu 6zellik MDA'nin lizin, histidin veya arjinin gibi aminoasitlere karsi
yiiksek reaktivite sergilemesini saglamaktadir. Bu reaktivite sonucunda MDA protein
ve DNA gibi biyomolekiillere baglanarak hasara neden olmaktadir [97]. MDA
proteinlerde ve DNA molekiillerinde inter ve intramolekiiler ¢apraz baglanmalara
neden olarak ciddi degisimlere neden olmaktadir. Pek ¢ok enzimatik proteinler,
tasiyict proteinler, hiicre iskeleti proteinleri, mitokondriyal ve antioksidan proteinler
dahil olmak iizere pek ¢ok protein yapidaki bilesiklerin MDA tarafindan modifiye
edildigi bilinmektedir. Modifiye edilen ve ii¢ boyutlu yapist degisen bu proteinlerde
fonksiyon kayb1 ya da aktivitede azalma goriilmekte ve hiicresel faaliyetlerde aksama
yasanmaktadir [98]. Permetinin uygulamasi sonucunda Allium cepa kok ucu
hiicrelerinde MDA  diizeyindeki artis oksdiatif stres olusumuna ve lipid
peroksidasyonuna isaret etmektedir. MDA’daki artis protein ve DNA gibi
makromolekiillerde de hasar1 indiiklemekte ve sitogenetik analizlerde goézlenen

kromozomal hasarlar1 da dogrulamaktadir.

Permetrin uygulamasi sonucunda olusan oksidatif stres GSH diizeylerinde de
anormallige neden olmustur. GSH, yiiksek bitkilerin ¢ogu dokularinda, hiicrelerinde
ve cesitli organellerde bulunmaktadir. GSH diizeyi bitkinin yasma, bulundugu
ortama ve stres kosullarina gore degismektedir. GSH, bir¢ok yonden bir antioksidan
olarak islev gormektedir. Singlet oksijen, siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile
kimyasal olarak reaksiyona girerek dogrudan bir serbest radikal temizleyici olarak

islev gormektedir. GSH, lipid peroksidasyon reaksiyonlar: tarafindan olusturulan
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asil peroksitleri uzaklastirarak membran yapisini da stabilize etmektedir [99].
GSH'nin antioksidan o&zelliklerinden bagimsiz olarak hiicresel metabolizmada
alternatif islevleri de vardir. GSH, Glutatyon-S-transferaz enzimi i¢in bir substrat
olarak ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuna da gorev almaktadir. Bitkilerin
pestisitlere kars1 gelistirdigi toleransta GSH'nin pestisitlerle konjugasyonu énemli bir
reaksiyondur. GSH, bitkilerde bu korumay1 saglarken okside olmakta ve rediikte
GSH okside GS-SG formuna doniismekte ve rediikte GSH diizeyleri hizla
azalmaktadir [100, 101]. Bu ¢alismada permetrin uygulanan grupta GSH diizeyinin
azaldigi belirlenmistir. Bu azalmanin rediikte GSH’in okside GS-SG formuna
donilismesinin, insektisit konjugasyonunda GSH kullaniminin ve serbest radikallerin
stiptiriilmesi sirasinda GSH’1n okside olmasinin kiimiilatif bir sonucu olarak olustugu
diistiniilmektedir.  Literatiirde permetrin uygulamasimin Allium cepa kok ucu
hiicrelerinde MDA ve GSH diizeyleri iizerine etkisinin incelendigi bir ¢alisma
bulunmamakla birlikte benzer sonuglarin elde edildigi arastirmalar mevcuttur.
Cavusoglu ve arkadaslar1 permetrin gibi bir pestisit olan lambda sihalotrinin Allium
kok ucu hiicrelerinde MDA diizeyinde artisa neden oldugunu tespit etmislerdir [102].
Gabbianelli ve arkadaglart 150mg/kg permetrin uygulamasimin si¢anlarda lipid
peroksidayonunu arttirdigini, GSH ve KAT aktivitesini azalttigini rapor etmislerdir
[38].

Permetrin ile birlikte Zoex uygulamasinin Allium cepa kok ucu hiicrelerinde
antioksidan enzim seviyelerinde, GSH ve MDA diizeylerinde iyilesme sagladigi
belirlenmistir. 20 pg/mL  Zoex+permetrin uygulanan grupta sadece permetrin
uygulanan gruba kiyasla MDA diizeyinde 2,2 kat, SOD aktivitesinde 1,6 kat, KAT
aktivitesinde 1,5 kat azalma, azalan GSH seviyesinde ise 1,3 kat yeniden artis
gozlenmistir. Bu sonuglar Zoex uygulamasinin permetrin tarafindan bozulan
antioksidan-oksdian denge iizerinde iyilestirici etkisi olduguna isaret etmektedir.
Bununla birlikte 10 pg/mL ve 20 pg/mL Zoex uygulanan grup V ve VI'ya ait
degerler kontrol grubu seviyelerine ulasamamistir. Zoex’in antioksidan denge
tizerindeki bu iyilestirici etkisi Zoex igeriginde bulunan flavon, flavonoid,
anthosiyanin, kumarin, katesin, gingerol ve shagaol gibi aktif bilesiklerden

kaynaklanmaktadir. Ozellikle Zoex iceriginde bulunan gingerol ve shagaol serbest
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radikal diizeyini azaltic1 ve glutatyon diizeylerini arttiric1 etkiye sahiptir. Bu etkiler
hiicreleri oksidatif strese karsi korumaktadir. Zoex’in permetrinin antioksidan sistem
lizerinde gosterdigi toksisiteye karsi koruyucu ozelligi icerdigi aktif bilesenlerin
biyolojik aktivitelerinin kiimiilatif bir sonucudur [80, 81]. Literatiirde Zoex’in
permetrin tarafindan indiiklenen oksidatif strese karsi etkilerini arastiran galisma
bulunmamakla birlikte farkli kimyasallarin toksik etkilerine karsi koruyucu ozelligi
rapor edilmistir. Fahmi ve arkadaslar1 zencefilin kimyasal ajan maruziyetinde artan
MDA diizeyini azalttigini rapor etmisler, bu azalmay1 ise lipid peroksidasyonunun
inhibisyonu ile iliskilendirerek ve zencefilin antioksidan Ozelligine vurgu

yapmuglardir.

Tablo 4.4. Permetrin ve Zoex uygulamasinin biyokimyasal parametreler {izerine etkisi

Gruplar MDA GSH SOD KAT
(uM g™ FW) (nmol/g) (Umg™Fw) (OD240 nm Min.g™ FW)
Grup | 7,18+1,56° 4,9+0,45° 60,48+6,12° 0,58+0,72°
Grup Il 7,101,52¢ 5,140,97° 58,74+5,89¢ 0,60+0,75°
Grup 1 7,001,50° 5,3+0,87° 52,90+5,66° 0,54+0,68"
Grup IV 30,90+2,94° 2,7+0,33¢ 150,84+13,58" 2,14+1,18°
Grup V 22,56+2,55° 2,940,19° 125,76+11,24° 1,88+0,96"
Grup VI 15,86+1,98° 3,8+0,42" 90,85+7,16° 1,42+0,81°
a-d)

* Veriler ortalama + SD olarak gosterilmistir. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler®® ile gdsterilen

ortalamalar p<0.05’de 6nemlidir.

4.5. Anatomik hasarlar

Permetrin ve Zoex uygulamasinin meristematik hiicrelerde indiikledigi anatomik
hasarlar ve her bir gruba ait hasarlar sikligi Tablo 4.5 ve Sekil 4.5’te verilmistir.
Kontrol grubu ve Zoex uygulanan Grup I, II ve III’te normal meristem doku
anatomisi gozlenirken permetrin uygulanan grupta epidermis hiicre hasari,
yassilagmis hiicre cekirdegi, korteks hiicre hasari, korteks hiicre c¢eperlerinde
kalinlagsma ve belirgin olmayan iletim doku gibi anormallikler tespit edilmistir. Bu
anormallikler hiicrelerdeki permetrin toksisitesi ya da hiicrenin permetrine karsi
olusturdugu tolerans mekanizmalar1 ile iliskilidir. Korteks hiicre ¢eperinde

kalinlasma hiicrenin permetrin toksisitesine karst gelistirdigi bir tolerans
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mekanizmasidir. Hiicreler toksik ajandan kaynaklanan stres varliginda lignin,
seliiloz, siiberin, kiitin gibi maddeleri korteks hiicresinde biriktirmekte ve hiicre
¢eperinin kalinlasmasi gibi anatomik degisiklige ugramaktadir. Bu degisiklik toksik
ajanlara kars1 bariyer gérevi gérmekte ve merkezi silindire toksik maddelerin erisimi
engellenmektedir [103, 104]. Hiicre c¢ekirdeginde gozlenen yassilasma permetrinin
neden oldugu genotoksik ve biyokimyasal degisikliklerin kiimiilatif etkisi ile
iliskilendirilebilir. Hiicre biitiinliiglinii bozan toksisite sonucu hiicre i¢i basingta ve
hiicre iskeletinde gozlenen olasi bir degisiklik, organellerin sekil degisikliklerine yol
acabilir. Hiicre ¢ekirdegi genellikle kiiresel veya elips seklindedir. Niikleer hacim ve
protein konsantrasyonundaki degisiklikler, DNA biitiinligiindeki ve yogunlugundaki
bozulma niikleer sekil degisikliklerine neden olabilir [105, 106]. Yassilasmis hiicre
cekirdegi, permetrin tarafindan indiiklenen niikleer membran lipidlerinin
peroksidasyonu, MN ve KA olusumlari sonucunda DNA biitiinliigliniin bozulmast,
stoplazmik makromolekiillerin oksidasyonu/denatiirasyonu/agregasyonuna baglh
olarak gelisen hiicre i¢ basincinda degisiklikler ile agiklanabilir. Permetrin tarafindan
indiikklenen tiim bu degisimler hiicre i¢i homeostaside bozulmalara, hiicre igi
yogunlugunda degisimlere ve dogal olarak hiicre i¢i basingta anormalliklere neden
olmaktadir. Literatiirde Allium cepa’da permetrin tarafindan indiiklenen anatomik
hasaralarin rapor edildigi bir caligma bulunmazken pek ¢ok toksik ajanin indiikledigi
anatomik hasarlara rastlamak miimkiindiir. Benzer sekilde Yal¢in ve arkadaslari stres
varliginda epidermis hiicre deformasyonu ve hiicre duvari kalinlagsmas: gibi kok

anatomisinde gozlenen pek ¢ok anatomik varyasyon oldugunu bildirmislerdir [70].

Permetrin ile birlikte Zoex uygulamasi anatomik hasarlarin goériilme sikliginda
azalma saglamistir. 10 pg/mL ve 20 pg/mL Zoex uygulamasi anatomik hasarlarin
onemli derecede azalmasina neden olarak 6nemli bir koruma saglamis, en belirgin
koruma 20 pg/mL Zoex uygulanan Grup VI’da elde edilmistir. 20 pg/mL Zoex
uygulanan Grup VI’da korteks hiicre g¢eperlerinde kalinlasma ve belirgin olmayan
iletim doku anormallikleri hi¢ gozlenmezken, epidermis hiicre hasari, yassilagsmis
hiicre cekirdegi ve korteks hiicre hasarlar1 6nemli derecede azalmistir. Zoex’in
anatomik yap1 {izerindeki koruyucu etkisi, permetrinin meristem hiicrelerinde

indiikledigi fizyolojik, biyokimyasal ve sitogenetik anormalliklerin Zoex varliginda
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azalmasi ile iliskilendirilebilir. Permetrinin hiicre membrani, niikleer membran,
makromolekiiller, antioksidan sistem {izerinde olusturdugu toksisite anatomik yapida
da degisime neden olmustur. Zoex bu toksisiteleri azaltarak anatomik yapinin da

korunmasini saglamistir.

Tablo 4.5 Permetrinin tegvik ettigi anatomik hasarlara kars1 Zoex’in koruyucu rolii

Gruplar EHH YHC KHH KHCK BiD
Grup | - - - - -
Grup Il - - - - -
Grup I - - - - -
Grup IV +++ +++ +++ ++ ++
Grup V ++ ++ ++ + +
Grup VI + + + = -

* EHH: epidermis hiicre hasari, YHC: yassilasmig hiicre ¢ekirdegi, KHH: korteks hiicre hasari,
KHCK: korteks hiicre geperlerinde kalinlasma, BID: belirgin olmayan iletim doku. (-): hasar yok, (+):

az hasar, (++): orta hasar, (+++): siddetli hasar

(o)

Sekil 4.5. Permetrinin sebep oldugu meristematik hiicre hasarlari. Epidermis hiicrelerinin normal
goriiniimii (a), hiicre ¢ekirdeginin normal goriiniimii-oval (b), korteks hiicrelerinin normal
gOriinimii (c), iletim dokunun normal goriiniimii (d), epidermis hiicre hasar1 (e),
yassilagsmis hiicre ¢ekirdegi-beyaz ok (f), korteks hiicre hasari-siyah ok (f), korteks hiicre
¢eperinde kalinlagsma (g), belirgin olmayan iletim doku (h).
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BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Tarimsal uygulamalarda verim ve {irlin kalitesinde iyilestirme amaciyla kullanilan
kimyasal miicadele beraberinde pek ¢ok sorunu da ortaya ¢ikarmistir. Cevre kirliligi
basta olmak iizere hedef olmayan canlilardaki toksik etkiler pestisit kullanim1 sonucu
olusan dnemli sorunlardir. Pek ¢ok pestisit kiimiilatif 6zellik sergilemekte ve birgok
canli organizmada birikerek besin zincirleri yoluyla da organizmalar arasinda
taginabilmektedir. Tarimsal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan piretroidler
pestisitlerin genis bir sinifin1 olusturmaktadir ve krizantem bitkisinin kurutulmus
ciceklerinin ekstraksiyonuyla elde edilen dogal bir insektisit grubudur ve cabuk
bozunma Ozelligine sahiptir. Bu sorun daha dayanikli olan sentetik piretroidlerin

sentezi ile agilmis ve genis cesitlilikte sentetik piretroidler tiretilmistir.

Permetrin sentetik piretroid kimyasal sinifinda yer alan ve tarim alanlarinda,
hayvancilik sektoriinde, evsel ilaglamada yogun olarak kullanilmaktadir. Yaygin
kullanim1 sayesinde permetrin gevreye ¢esitli yollarla kontamine olmakta ve hedef
dist canlilar tizerinde toksik etki sergilemektedir. Literatiirde permetrinin hedef disi
organizmalardaki toksik etkileri 6zellikle rat ve sican gibi canlilarda detayli olarak
incelenmigtir. Fakat tarimsal uygulamalar sonucu permetrin maruziyetine maruz
kalan hedef dist canlilardan bitkiler iizerindeki ¢aligmalar yeterli diizeyde degildir.
Bu kapsamda, bu ¢alismada permetrinin hedef dig1 organizmalardan olan A. cepa kok
ucu hiicrelerinde olusturdugu toksik etkiler arastirilmis, ayrica Zoex 'in bu toksisiteyi
azaltict etkisi de incelenmistir. Z. officinale yumrulari yogun fitokimyasal igerigi
sayesinde Onemli farmakolojik ve biyolojik aktiviteye sahiptir. Literatiirde Z.
officinale’nin farmakolojik ve biyolojik 6zellikleri pek ¢ok ¢alismada arastirilmistir.
Cesitli kimyasal ajanlara karsi Z. officinale’nin koruyucu ozelligi ile ilgili
aragtirmalar da literatiirde olduk¢a yaygindir. Fakat permetrinin toksik etkilerine

kars1 Z. officinale’nin etkileri tizerine bir ¢alisma rapor edilmemistir. Bu bakimdan
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bu calisma literatiirde permetrinin A. cepa’daki etkileri ve Zoex’in bu etkilere karsi

koruyuculugu hakkinda ilk veri girigini saglamistir.

Permetrin A. cepa’da ¢imlenme ile ilgili parametrelerde gerilemeye neden olmustur.
Ozellikle kok uzumasi permetrinin hiicre boliinmesini baskiladigim gostermektedir.
Bu bulgu, MI verileri ile de ortiismektedir. Sitogenetik parametrelerden incelenen Ml
orani permetrin uygulamasi ile azalmistir ve bu sonug¢ ¢imlenmedeki gerilemeyi
aciklamaktadir. K6k ucu meristem dokulari sik boliinen dokulardir ve permetrin bu
dokularda MI oranin1 diigiirmiis, hiicre boliinmesini baskilamis bu yolla kok
uzamasini, agirhik kazanimini ve ¢imlenmeyi de engellemistir. Permetrin aym
zamanda ¢esitli kromozomal hasarlara ve MN olusumlarina da neden olmustur. Bu
hasarlar kok ucu hiicrelerinde olusan oksidatif stresle iliskilendirilmistir. Bu
degerlendirme kok ucunda arastirilan MDA diizeyi ve antioksidan kapasite bulgulari
ile de desteklenmistir. Permetrin uygulamasi kok ucunda MDA diizeyini arttirirken
GSH, SOD ve KAT dizeylerini de azaltmistir. Bu degisimler kok ucunda
permetrinin oksidatif strese bagli olarak antioksidan/oksidan dinamiklerde degisime
neden oldugunu gostermistir. Tiim bu degisimler kok anatomisinde de varyasyonlara
neden olmustur. Anatomideki bu degisimler epidermis hiicre hasari, yassilagmis
hiicre cekirdegi, korteks hiicre hasari, korteks hiicre ceperlerinde kalinlagsma ve
belirgin olmayan iletim dokudur. Bu degisimlerden hiicre ceperinde kalinlasma
permetrine karsi tolerans mekanizmalarindanken, epidermis hiicre hasari, belirgin
olmayan iletim doku, yassilagsmis hiicre ¢ekirdegi permetrin etkisi sonucunda olusan
anormalliklerdir. Permetrinin anatomik, biyokimyasal, sitogenetik, fizyolojik etkileri
Zoex varhiginda azalmistir. Zoex permetrin tarafindan indiiklenen MN ve KA
sikliklarinda azalmaya neden olmus, azalan MI’nin yeniden artmasini saglamistir.
Antioksidan ve oksidan dengenin de yeniden kurulmasina katki saglayarak ¢imlenme

stirecini de iylestirmistir.

Sonug olarak bu calisma ile permetrinin A. cepa’da fizyolojik, biyokimyasal,
sitogenetik ve anatomik yonden toksik etkilere neden oldugu, Zoex’in ise tiim bu
toksik etkilere kars1 azaltici/iyilestirici bir 6zellik sergileyerek koruyucu rolii oldugu
belirlenmistir. Literatiirde permetrin toksisitesi tizerine gesitli hedef dis1 canlilar ile

yapilmis pek c¢ok calisma bulunmakla birlikte bitkilerdeki toksik etkinin arastirildigi

44



calismalar yeterli diizeyde degildir. Bu bakimdan bu c¢alisma Zoex’in permetrin
toksisitesine karsi doza bagli bir koruyucu rol sergiledigini rapor eden ilk ¢alisma
niteligi de tasimaktadir. Toksik etkilerin ve bu etkilere karsi dogal iirlinlerin
koruyucu roliiniin ¢oklu parametrelerle arastirildigi ve her bir bulgunun birbiri ile
iliskilendirilerek toksisite mekanizmasinin aydinlatildigr in vivo ¢aligsmalar oldukca
degerlidir. Bu noktadan hareketle, bu ¢aligma toksisiteye karsi koruyucu maddelerin

etki mekanizmalarini inceleyen pek ¢ok arastirmaya yon verecek ve rehber olacaktir.
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