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OZET

Organofosfor Bilesigi Olan Glifosatin /n Vitro Kordon Kam Eritrosit

Hiicrelerindeki Oksidatif Stres Parametrelerine Etkisi

Amag: Yabani otlara karsi kullanilan genis spekturumlu ve organofosforlu bir herbisit
olan glifosatin hiicrenin oksidatif stres {izerindeki roliinii daha fazla tanimlamak ve
maruziyetinin etkisini daha iyi anlayabilmek igin in vitro kordon kani eritrosit
hiicrelerindeki etkisi aragtirilmistir. Bu kapsamda, ¢esitli dozlarda glifosat uygulanmis
gobek kordon kani eritrositlerinde total oksidan kapasitesi (TOK), total antioksidan
kapasite (TAK), lipid peroksidasyonu (LP) ve ozmotik frajilitenin (OF) tespit edilmesi

amagclanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Gebeligin iicilincii trimesterindeki saglikli, sigara igmeyen, sezaryen
dogum yapan 15 kadin ¢aligmaya dahil edilip ¢alisma konusunda bilgilendirilmis ve
onam formu imzalatilmistir. Calismaya katilan gebelerin sezaryen dogumdan sonra
kordon kan1 numuneleri kesilen gébek kordonunun plasenta tarafinda kalan kismindan
alindiktan sonrasi hizlica steril enjektor ile heparin igeren tiiplere toplandi. Toplanan
kordon kanlarindan eritrosit hiicre paketleri hazirlandi. Eritrosit siispansiyonlarina farkl
konsantrasyonlarda (10, 100 ve 500 uM) glifosat uygulanarak 3 saat boyunca 37°C’de
glukoz tamponunda inkiibe edildi. Hazirlanan numunelerde TOK, TAK, LP ve OF

analizleri spektrofotometrik yontemler kullanilarak yapildi.

Bulgular: Kordon kani eritrosit hiicrelerine 10, 100 ve 500 uM konsantrasyonlarinda
glifosat maruziyeti sonrasi numune gruplarinda eritrosit malondialdehit ve TOK
diizeylerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis bulunmustur
(P<0.05). Buna kargm, 10, 100 ve 500 puM glifosat konsantrasyonlari uygulanan
numune gruplarinda kordon kani eritrosit TAK diizeyleri ve OF degerleri kontrol

grubuna gore anlamli farkli degildi (P>0.05).

Sonu¢: Bu calismada, organofosforlu herbisit olan glifosatin in vitro kordon kam
eritrosit hiicrelerindeki oksidatif stres parametrelerine olan etkisi incelendi. Farkli
konsantrasyonlarda uygulanan bir organofosfor bilesigi olan glifosatin kordon kani

eritrosit hiicrelerindeki oksidatif stres belirte¢lerinden olan LP ve TOK seviyesini

xi



yiikselttigi, in vitro kordon kani eritrosit OF degerleri ve TAK diizeylerini etkilemedigi

gbzlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Glifosat, kordon kani, eritrosit hiicreleri, in vitro, oksidatif stres

xii



ABSTRACT

The Effect of Organophosphorus Compound Glyphosate on Oxidative Stress
Parameters in In Vitro Cord Blood Erythrocyte Cells

Aim: In order to further define the role of glyphosate, a broad spectrum
organophosphorus herbicide used against weeds, on oxidative stress of the cell and to
better understand the effect of its exposure, the effect of in vitro on cord blood
erythrocyte cells was investigated. In this context, it is aimed to determine total oxidant
capacity (TOC), total antioxidant capacity (TAC), lipid peroxidation (LP) and osmotic
fragility (OF) in umbilical cord blood erythrocytes treated with glyphosate at various

doses.

Material and Method: Fifteen healthy, non-smoking, cesarean women in the third
trimester of pregnancy were included in the study, informed about the study and signed
a consent form. After cesarean delivery, cord blood samples of pregnant women
participating in the study were collected from the part of the cut umbilical cord on the
placenta side, and quickly collected into tubes containing heparin using a sterile
injector. Erythrocyte cell packs were prepared from the collected cord blood.
Glyphosate in different concentrations (10, 100 and 500 uM) was applied to the
erythrocyte suspensions and incubated for 3 hours at 37°C in glucose buffer. TOC,
TAC, LP and OF analyzes of the prepared samples were made using spectrophotometric
methods.

Results: A statistically significant increase was found in the erythrocyte
malondialdehyde and TOC levels in the sample groups after exposure to the cord blood
erythrocyte cells at concentrations of 10, 100 and 500 uM glyphosate (P<0.05).
However, cord blood erythrocyte TAC levels and OF values were not significantly
different from the control group in the sample groups treated with 10, 100 and 500 uM
glyphosate concentrations (P>0.05).

Conclusion: In this study, the effect of glyphosate, an organophosphorus herbicide, on
oxidative stress parameters in in vitro cord blood erythrocyte cells was investigated. It
was observed that glyphosate, an organophosphorus compound applied in different

concentrations, increased LP and TOC levels, which are oxidative stress markers in

xiii



cord blood erythrocyte cells, but did not affect erythrocyte OF values and TAC levels in

in vitro cord blood.

Key Words: Glyphosate, cord blood, erythrocyte cells, in vitro, oxidative stress
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1. GIRIS

Glifosat, gliniimiizde yabanci otlara kars1 kullanilan, kullanimi her gegen giin
hizla artmakta olan genis spekturumlu, organofosforlu bir herbisittir. Ucuz ve toksik
olmamas1 gibi nedenlerle uzun yillar giivenli kabul edilerek genetigi degistirilmis soya
ve misir tariminda yabani otlari temizlemek amaciyla kullanilmaktadir. Son yillarda
daha ytiksek doz kullanilmasinin baglica sebeplerinden biri, tarimda ortaya ¢ikan yabani
bitkilerin glifosata duyarliliginin azalmasindan kaynaklanmaktadir (Alavanja ve ark.,
1996).

Insanlarmn topraga temas ederek, glifosatla kirlenmis su ve besinleri tiiketerek
devaml glifosata maruz kaldiklar1 ve bunun sonucunda istenmeyen toksik etkilerin
olusabilecegi bildirilmistir (Takahashi ve ark. 2001). Bu toksik etkilerin sonucu olarak
obozite ve otizm epidemileri, Alzheimer, Parkinson, depresyon ve gesitli kanser tiirleri

gibi ciddi hastaliklara neden olabilecegi belirtilmistir (Benbrook, 2016).

Anne karnindaki fetiis, uzun zamandir gelisimsel siiregleri bozan cevresel
ajanlarin etkilerine ve yasam boyu olast sonuglara karsi 6zellikle savunmasiz olarak
kabul edilmistir (Vrijheid ve ark., 2016). Hamilelik sirasinda, bu ¢evresel kirleticiler
plasentay1 gegerek fetusa ulasabilir. Pestisitlerin yogun uygulanan yerlerine yakin
ikamet eden gebe kadinlarin gobek kordon kani hiicrelerinde oksidatif stres ve oksidatif
hasar belirteclerinin degisim gosterdiklerine iliskin bulgular vardir (Quintana ve ark.,
2017). Ayrica, kordon kanindaki glifosat kalinti seviyeleri dogum sonuglarindaki
degisiklikler ile iligkilidir (Bar ve ark., 2010). Pestisit toksisitesinde oksidatif stresin
rolii 1yi bir sekilde belirlenmis ve spontan diisiikler, embriyopatiler, preeklampsi, fetal
biliytime kisitlamasi, erken dogum ve diisiik dogum agirligr gibi hamilelikle ilgili ¢esitli
hastaliklarin muhtemel bir destekleyicisi olarak ortaya ¢ikmustir (Al-Gubory ve ark.,
2010)

Kordon kani hiicrelerinin en 6nemli Ozelliklerinden biri, ¢evresel etkenlere
maruz kalmamis, temiz ve kullanilmamis hiicrelerdir. Kordon kani toplanma islemi,
anne ve bebek bakimindan acisiz, risksiz ve yaklasik 5 dakika siiren bir islemdir.
Kordon kanimnin avantajlarindan biri de kordon kani eritrosit hiicrelerinin normal

yetigkin eritrosit hiicrelerinden hemolize daha direng¢li olmasidir.



Bu ¢alismada glifosatin gobek kordon kani eritrosit hiicrelerinin oksidatif stres
tizerindeki roliinii daha fazla tanimlamak ve maruziyetinin temsil ettigi dozlarin etkisini
in vitro olarak arastirmak amaciyla total oksidan kapasitesi (TOK), total antioksidan
kapasitesi (TAK), lipid peroksidasyonu (LP) diizeyleri ve ozmotik frajilite (OF)

degerlerinin tespit edilmesi amaglandi.



2.GENEL BILGILER

2.1.Pestisitler

Giintimiizde hizla artmakta olan diinya niifusunun en biiyiik sorunlarindan biri
gida ihtiyacinin artmasi, kimyasallarin, 6zellikle giibre ve bocek ilaglarimin yogun
sekilde kullanilmasina yol agmustir. “‘Pestisit’” adi1 verilen bu kimyasallar, istenmeyen
yasam formlarin1 veya zararli organizmalar1 yok etmek i¢in kullanilmaktadir. Pestisitler,
artan Uretim Ulizerindeki yararli roliine ragmen toprakda, suda, meyve ve sebzeler
tizerinde uzun siire bozunmadan kalinti halinde kalarak ¢evrenin kirlenme riskinin
artmasina, biyolojik cesitlilik, gida giivenligi ve su kaynaklar lizerinde zararl etkilere
yol agmaktadir. Bu kalintilarin kaliciliginin bir sonucu olarak besin zinciri yoluyla insan

saglig1 lizerinde olumsuz etkileri oldugu gosterilmistir (Kurutas ve Kiling, 2003).

Pimentel tarafindan yapilan bir arastirmada, uygulanan pestisitlerin sadace
%0,3’i hedef organizmaya ulasirken %99,7’sinin ¢evreye yayildigim gostermistir
(Pimentel, 1995). Zararhilarin hizli ¢ogalmasina elverisli olan yiiksek sicaklik ve nem
nedeniyle mahsul kaybiin siddetli oldugu tropik iilkelerde ¢ok g¢esitli pestisitlerin
uygulanmasi tavsiye edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) arastirmasina gore,
tim pestisitlerin %80°’1 gelismekte olan iilkeler tarafindan kullanilmaktadir. Uygun
mevzuat, uygun olmayan piyasa diizenlemeleri ve bilingsiz kullanimdan dolayi, bu
tilkelerde tarim isgileri yiiksek diizeyde tarim kimyasallar1 deneyimleme egilimindedir.
Gelismekte olan iilkelerin tarim isgileri arasinda pestisit maruziyeti birincil mesleki
tehlikedir. Cift¢iler ana risk grubu olarak kabul edilmekle birlikte, formiilatorler,
yukleyiciler, karistiricilar, iiretim iscileri son derece duyarli gruplardir. Mesleki
olmayan tehlikeler, bir biitiin olarak ekosistemin kirlenmesinden kaynaklanabilir.
Pestisit zehirlenmesine bagli oliimlerin ve kronik hastaliklarin diinya capinda yilda

yaklasik bir milyon civarinda oldugu gosterilmektedir (Jayaraj ve ark., 2016).

Pestisitler, tarimla ilgili iirlinlere ve hayvanlara zarar verebilecek ve ciftlik
verimliligini azaltabilecek ¢esitli zararlilar1 ortadan kaldirmak veya kontrol etmek igin
kullanilan kimyasallardir. WHO tarafindan belirli esaslara dayanarak toksik o6zellik
gosteren bir maddenin pestisit olabilmesi i¢in asagidaki bazi1 6zelliklere sahip olmasi

gerekmektedir (Ogreten, 2017).
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Kullanicilar, tiiketiciler ve besi hayvanlar agisindan giivenilir
Hedef canliya toksik
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Toksik olmayan maddelere dontisebilmeli
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Yanici, patlayici, boyayict etkisi, yaban hayatina ve faydali organizmalara

zararli olmamalidir.
2.1.1. Pestisitlerin Simiflandirilmasi

Pestisitler, etkiledikleri canli tiirlerine, kimyasal yapilarina, islevlerine ve
kaliciliklarina gore degisken sekillerde siiflandirilmaktadir. Genel olarak pestisitlerin
siiflandirnilmasinda  etkiledikleri canli tiirlerine ve kimyasal yapilarina gore

siniflandirma daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Erdogan, 2010).

2.1.1.1. Etkiledikleri Canl Tiirlerine Gore Simiflandirma

Insektisitler: Bocek dldiiriiciiler
Fungusitler: Mantar oldiiriictiler
Herbisitler: Yabani ot dldiiriiciiler
Rodendisitler: Kemirgen oldiiriiciiler
Bakterisitler: Bakteri oldiiriiciiler
Nematositler: Solucan oldiiriictiler
Mollusitler: Salyangoz oldiiriiciiler
Mitisitler: Kene oldiiriiciiler
Larvasitler: Larva oldiriciiler
Akarisitler: Oriimcek 6ldiiriiciiler



2.1.1.2. Kimyasal Yapilarina Gore Siniflandirma

Kimyasal 6zelliklerine gore siniflandirilmada organokloriirlii, organofosforlu,

karbamat ve piretroidler gibi yaygin olarak bilinen dort temel pestisit grubu vardir.
2.1.1.2.1. Organokloriirlii Pestisitler

Organokloriirlii pestisitler, yapilarinda bes veya daha fazla klor atomu iceren ve
tarimda kullanilan ilk sentetik organik bilesiklerdir. Diklorodifeniltrikloretan (DDT),
dicofol, aldrin, endrin, heptaklor, endostilfan, klordan, dieldrin, lindan bu gruba 6rnek
verilebilir. Organokloriirlii pestisitler, baliklarda, kuslarda ve memelilerde ciddi
endokrin bozukluklara neden olabilen sinir sistemi bozucular1 olarak islev goriir. En
yaygin olarak bilinen organoklor pestisit, kontrolsiiz kullanim1 bir¢ok ¢evre ve insan
sagligi sorununa neden olan, insektisit DDT’dir. Temas ve solunum yoluyla etki
gosterirler. Bu sinif pestisitlerin insan saglig1 ve ¢evreye olan zararh etkilerinden dolay1

kullanimi kisitlanmis veya yasaklanmistir (Genuis ve ark., 2016).
2.1.1.2.2. Karbamath Pestisitler

Karbamatlar, asetilkolinesteraz (AChE) onleyici maddeler olarak bilinen N-metil
karbamik asit esterleridirler. Aldikarb, karbofuran, karbaril, metomil, oksamil,
pirimikarb, fenobukarb bu grupta yer almaktadir. Karbamatli pestisitler AChE
enziminin aktivitesini bozarak sinir sistemine etki gosterirler. Bu nedenle AChE

inhibitoriidiirler (Fukuto, 1990).

2.1.1.2.3. Piretroit Grubu Pestisitler

Piretroitler, piretrum g¢igekleri (Krizantem cinerariaefolium ve C.coccineum)
tarafindan {iretilen dogal piretrinlere benzer organik bilesiklerdir. Piretroitler, suda zayif
¢oziinen, 1513a maruz kaldiginda hizla bozunan, dogada kolayca pargalanabilen pestisit
grubudur. Piretroitler, yapilarina ve istenmeyen toksik etkilerine bagli olarak Tipl ve
Tip2 olmak tiizere iki grupa ayrilir. Tipl piretroitlerin etki mekanizmasi, noronal
membranlarin  acilip ve kapanmasit sirasinda sodyum kanallarinin  uyumunu
degistirmektir. Bunun sonucu olarak, viicut titremeleri, saldirgan davranis, asiri
duyarlilik ve ataksi ile sonucglanan belirtiler goriilmektedir. Tip2 piretroitlerin etki
mekanizmasi, sodyum kanallar1 iizerindeki etkilerine ek olarak, kloriir kanallarinida

etkiledigi bilinmekte ve memelilerde tiikiiriik salgilanmasina neden olmaktadir.



Piretroitler, bocekler icin diger sicakkanli hayvanlara gore 2250 kat daha
toksiktir. Bu, daha hassas sodyum kanallarina, daha kii¢iik yapiya ve daha diistik viicut
sicakligima sahip boceklerden kaynaklanmaktadir. Diinyada kullanilan insektisitlerin

%17’den fazlasin1 piretroitler olugturmaktadirlar (Chrustek ve ark., 2018).
2.1.1.2.4. Organofosforlu Pestisitler

Organofosfor bilesikleri fosforik asit ve fosfotionik asit tiirevleridir. Parathion,
malathion, diazinon, klorpirifos, metil parathion, dichlorvos yaygin olarak kullanilan
organofosforlu bilesiklerdir. Bu kimyasal pestisit sinifi, 1970’lerden beri ABD’de
yasaklanmis olan organokloriirlii pestisitlerin yerini almak i¢in kullanilmistir. Bununla
birlikte, OP’ler insanlarda dahil olmak {izere maruz kalan organizmalarin sinir sistemi
tizerinde derin bir etkiye sahip olan giiclii ve geri doniisiimsiiz AChE inhibitorleri
olduklar1 i¢in son derece toksik pestisitlerdir. Organokloriirlerden daha kolay
ayristirtlsalar da organofosfor pestisit kalintilari, akut toksisiteleri geri doniisiimsiiz
oldugundan c¢evre kirliligi ve insan saglig1 icin biiyiik tehditlerden biridir. Diinyada
kullanilan pestisitlerin %50°ni organofosforlu pestisitler olusturmaktadir (Edwards ve

Tchounwou, 2005).
2.2.Herbisitler

Yabani otlar, kiiresel olarak insanhigin gida, lif ve yakit liretme kabiliyetini
azaltmasi1 bakimindan Onemli engeller olarak nitelendirilebilir. Bu canlilar, diinya
capinda ortalama %34 iiriin verimi kaybina neden olmaktadir. Yabani otlarla savasta
yakma isleminden sonra en etkili ve ucuz yontem herbisit kullanimidir. Herbisitler
yabani otlarin kontrolii i¢in gelistirilen, hedeflenen yabani otlarin %90- 99 unu 6ldiiren

en etkili kimyasallardir (Pacanoski, 2017).

Diinyadaki herbisit kullanimi, tarim ilaglar1 arasinda ilk sirada yer almaktadir.
Bunun sonucu olarak, kiiresel tarim ilaci satislarinin %47,6’sin1 herbisitler olusturmakta
ve bunu insektisit (%29,4), fungusit (%17,5) ve digerleri (%5,5) izlemektedir. Kimyasal
ilaglama her ne kadar iyi bir yontemmis gibi bilinsede zararli yan etkilere sahiptir.
Herbisit formiilasyonlari, ozellikle bitkileri etkileyecek sekilde tasarlanmis olsada,
yapilan ¢alismalarda bu tiir kimyasallarin sucul organizmalarda dahil olmak iizere
hayvanlar gibi hedef olmayan organizmalar1 da etkiledikleri bilinmektedir (Mengiig,

2018).



2.3. Glifosat
2.3.1. Genel Ozellikleri

Glifosat, N-fosfonometil glisin yapisinda, genis spekturumlu, selektif olmayan,
sistemik etkili bir organofosforlu herbisittir. Ilk kez Dr. Henri Martin tarafindan 1950
yilinda sentezlenmistir (Szekacs ve Darvas, 2012). Ancak, glifosatin herbisidal
aktivitesi 1970 yilinda bir Monsanto kimyacist olan Dr. John Franz tarafindan
tanimland1 ve Monsanto sirketi 1974°te glifosati Roundup ticari formu adi altinda satisa

¢ikardi (Duke ve Powles, 2008).

Glifosat, suda yiiksek ¢oziniirliige sahiptir (25°C'de 12 g/L) ve diger
coziiciilerde ¢ozlinmez. Glifosat igerikli ticari iriinler, genellikle glifosatin tuzlan ile
formiile edilerek ve membran gecirgenligini arttirmak i¢in yiizey aktif maddeler
eklenerek piyasaya siiriilmektedir. Tuz formundaki glifosat formiilasyonlari arasinda
monoamonyum tuzu, diamonyum tuzu, izopropilamin tuzu, potasyum tuzu, sodyum ve
trimetilsiilfonyum tuzlar1 bulunur. Bunlardan izopropilamin, sodyum ve monoamonyum
tuzu formlari, formiile edilmis glifosat iiriinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Tu
ve ark., 2001). Glifosatin agik formiilii Sekil 2.1°de gosterilmektedir. Glifosatin bazi
fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 2.1°de gosterilmektir.

O O

P
HO™ | OH

HO

Sekil 2.1. Glifosatin a¢ik formiilii(PubChem Compound Database, 18.02.2020).



Tablo 2.1. Glifosatin fizikokimyasal ozellikleri (PubChem Compound Database,
18.02.2020).

Kimyasal Ismi N- (Fosfonometil) glisin
Molekiil Formulii C3HgNOsP

Molekiil Agirhig 169.073 g/mol

IUPAC Ismi 2-(fosfonometilamino) asetik asit
Fiziksel Ozellikler Kokusuz beyaz kristaller halinde
Erime Noktasi 200 °C

pH (su icinde %1 ¢ozelti) 2.5

Coziinirlik (su) 12000 mg/L (25 °C)

Glifosat diinyada en yaygin kullanilan herbisittir. Kullanim alanlar1 arasinda
tarimda yabanci ot kontrolii, tarim dis1 alanlarda bitki ortiisti kontrolii, {iriin kurutucu ve
hasat yardimcisi olarak kullanilmaktadir. Tarimda kullanimi, glifosata dayanikhi
genetigi degistirilmis (GDO) mahsul ¢esitlerinin gelismesi nedeniyle dnemli 6lgiide
artmistir (Solomon ve ark., 2007). Glifosat iiriinleri, geleneksel tarim {iriinlerinin
ekilmesinden Once ve genetigi degistirilmis glifosata direngli iiriinlerin ekilmesinden
sonra rekabet¢i yabani otlarla miicadele etmek i¢in kullanilmaktadir (Duke ve Powles,
2009).

2.3.2. Glifosatin Bitkiler Uzerindeki Etki Mekanizmasi

Glifosat bitkilere etkisini aromatik amino asitlerin sentezi i¢in sart olan, sikimat
yolaginda 5-enolpiruvil-sikimat-3-fosfat sentaz (EPSPS) enzimini inhibe ederek
gostermektedir (Sekil 2.2). Aromatik amino asitlerden triptofan, fenilalanin ve tirozin
hem proteinlerin sentezi i¢in kullanilmaktadir hem de bitkilerde pigment, alkaloid,
hormon ve hiicre duvari bilesenleri gibi ¢ok sayida dogal iiriiniin de 6nciisii olarak islev
gormektedir. Bitkiler i¢in hayati 6nem tagiyan aromatik amino asitlerin eksikligi,
protein sentezi, bitkinin biiyliimesi ve fotosentez gibi olaylarin durmasina neden

olmaktadir (Maeda ve Dudareva, 2012).
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Sekil 2.2. Glifosatin EPSPS (5-enolpiruvil-sikimat-3-fosfat sentaz) enzimine etki ederek

amino asit sentezini inhibe ettigi sematik yol (Williams ve ark., 2000).

Sistemik bir herbisit olan glifosat, floem yoluyla bitkinin tiim kisimlarina

kolayca tasinir. Glifosat molekiilleri yaprak yiizeyinden bitki hiicrelerine emilir, bitki

boyunca yer degistirerek meristem dokusunda yogunlasirlar. Glifosatin fitotoksik

belirtileri genellikle yavas yavas baglar, bitki tiirline bagh olarak 4-20 giin arasinda

goriilmektedir. Fiziksel fitotoksik belirtiler arasinda bodur biiyiime, yesil renk kaybi,

yaprak kirismasi ve doku 6liimii yer almaktadir (Laerke, 1995).
2.3.3. Glifosatin Toksik Etkileri

2.3.3.1. Hayvanlar Uzerindeki Toksik Etkileri

Glifosatin etki sekli sadece bitkileri etkileyecek sekilde tasarlanmis olsada,

yapilan cesitli calismalar bal arilar1 gibi faydali bdcek tiirlerinin, solucanlarin,



baliklarin, kuslarin ve bazi memelilerin de i¢inde bulundugu hayvan populasyonlarina

zarar verdigi ve tiir sayisinin azalmasina neden oldugu belirtilmektedir (Cox, 1995).

Glifosat toksisitesinin baslica nedenlerinden biri herbisit formiilasyonlarinda
glifosatin tek basina bulunmamasi ve gesitli yardimci maddeler igermesidir. Glifosat
bazli herbisit (GIBH) formiilasyonlar1 genellikle %36-48 glifosat, su, tuz ve
etoksialkilaminler gibi yardimci maddelerden olugmaktadir. Bu yardimci maddeler
glifosatin toksisitesini artirmakla birlikte herbisidal aktivitesinide degistirebilmektedir
(Saraltin ve Coban, 2017).

Glifosat formiilasyonlarina eklenen bazi siirfaktanlar, memeliler, suda yasayan
bocekler ve baliklar da dahil olmak iizere ¢ok cesitli hedef dis1 organizmalar i¢in tek
bagina glifosattan daha toksiktir. Baliklarda toksik etkileri, balik tiirlerine ve
duyarliliklarina gore degismekte olup glifosat formiilasyonlarinin saf glifosata gore 30

kata kadar daha toksik oldugu bilinmektedir (Servizi ve ark., 1987).

Glifosatin norotoksik etkileriyle ilgili olarak baliklarda yapilmis bir¢ok ¢aligma
bulunmaktadir. Cyprinus carpio (sazan baligi) tiirtinde glifosat maruziyeti ile AChE’in

inhibe oldugu gosterilmistir (Cattaneo ve ark., 2011).

Glifosat iceren herbisitler baliklarda genetik hasara neden olabilir ve ayrica
bagisiklik sistemlerini bozabilir. Brezilyada yapilan bir arastirmada, Tilapia’da (Tatl1 su
Cipurasi) Roundup herbisit enjeksiyonunun kirmizi kan hiicrelerinde hasar gérmiis

kromozomlarini arttirdigini1 gosterdi (Grisolia, 2002).

Yeni Zelanda’daki tarim topraklarinda bulunan en yaygin solucan iizerinde
yapilan bir arastirmada, tekrarlanan glifosat uygulamalarinin solucanlarin biiyiimesini
ve hayatta kalmasin1 6nemli 6lgiide etkiledigini gosterilmistir. 100 giin boyunca, 14 giin
araliklarla uygulanan diisiik glifosat oranlar1 biiylimede azalmaya, olgunlasma siiresinde

artiga neden olmustur (Springett ve Gray, 1992).

Glifosat kullanimi ile oldiiriilen bitkiler, kuslarin yiyecek veya barinak i¢in
kullandigi bitkiler oldugunda kuslar1 olumsuz etkileyebilir. British Columbia
Universitesi ve Kanada Yaban Hayat1 Servisi arastirmacilarinin yaptigi bir calismada,
glifosat maruziyetinin 6tiicti kuslarin yuvalama basarisin1 ve populasyon sayisini

azalttig1 gosterilmistir (Easton ve Martin, 2002).
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Tablo 2.2°de glifosatin toksik etkileri iizerine yapilan hayvan c¢aligmalari

Ozetlenmistir.

Tablo 2.2.Glifosatin toksik etkileri {izerine yapilan hayvan ¢alismalari

Kullamlan Tiir Doz
kimyasal (Cinsiyet) Siire mg/kg/giin Sonug Kaynak
Kronik Toksisite: Yiksek doz
seviyesinde mikroskopik olarak
CD-1 karaciger hipertrofisi ve nekroz Knezevich
Glifosat fareleri 24 ay | 0,1000, 5000, 30000 | insidansinda artig, orta ve yiiksek 1983 '
(Erkek) ppm dozda idrar kesesinin epitelyal
hiperplazisinin ortaya ¢ikmasinda
artis.
Sprague
Dawley Onkojenik  etki:  Tedaviyle
Glifosat siganlart | 26ay | 0,60, 200,600 ppm | iliskili kronik etkiler gozlenmedi. | Lankas, 1981
(Erkek/Disi)
Onkojenik etki: Yiiksek doz
seviyesinde erkeklerde
Sprague dejeneratif okiiler lens
Dawley degisikligi, Karaciger agirhginda | Stout Ve
Glifosat siganlan | 2yil | 0, 2000, 8000, 20000 | artis, yilksek idrar pH/ozgiil | Ruecker, 1990
(Erkek/Disi) ppm agirlik. Disilerde viicut
agirhginda diisiis gdzlenmistir.
Sprague- Kronik toksisite: testiste timor
Glifosat Dawley 26 olusum orani anlamli sekilde
siganlari hafta 3,10, 32 artmustir. JMPR, 2004
(Erkek/Disi)
Karaciger: Mitokondri oksijen
Glifosat Wistar 5 tiiketimi oraninda artig (> 60) Olorunsogo Ve
siganlar saat 15, 30, 60, 120 ATP-az  dahil  dehidrojenaz | ark., 1979
(Disi) aktivitelerinde artis (>15).
Genotoksisite  (>25 mg/kg):
Isvigre 24- Kromozomal aberasyonlarda
Glifosat fareleri 72 25-50 artis; Mitotik indeks oraninda | Prasad ve ark.,
(Erkek/Disi) | saat diisiis, Mikroniikleus oraninda | 2009
artis.
Endokrin bozucu etki: testis ve
adrenal agulikta artis (250
Wistar 30 mag/kg); seminifer epitel
Roundup® siganlar giin 5- 250 yiiksekliginde azalma ve luminal | Romano ve
(Erkek) caplarda biiyiime (>5 mg/kg); | ark., 2010
testosteron seviyesinde azalma
(>5); ostradiol ve kortikosteroide
etki gdzlenmemis.
Hepatotoksisite: Karaciger/viicut
agirlignt  oraninda artig; lipid
peroksidasyonu, ALT, AST ve
Roupdup@/ Albino(E) | 2 135 A_P_ aktiv_iteleri, irik asit, {ire, El-Shenawy,
Glifosat hafta 2 giinde bir nitrik oksit, TNF-a, trigliserid ve | o(qg

kolesterol seviyelerinde artis;
total protein  ve albumin
degerleridegismedi; kreatinin ve
GSH aktivitesinde azalma.
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2.3.3.2. insanlar Uzerindeki Toksik Etkileri

1970’lerde ticari bir herbisit olarak glifosatin piyasaya siiriilmesinden bu yana,
insanlar i¢in toksik olmadigina inanilmaktaydi. Fakat son zamanlarda yapilan
laboratuvar ve epidemiyolojik ¢alismalar, glifosatin olasi endokrin (hormon) bozucu,
hiicre 6limii, DNA hasari, kanser, dogum kusurlar1 ve ndrolojik bozukluklar da dahil
olmak {izere ciddi saglik ve ¢evre tehlikeleri olusturdugu bildirilmektedir. Insanlar hem
mesleki hem de ¢evresel ortamlarda gida ve igme suyu gibi ¢esitli yollardan glifosata
maruz kalabilirler. 2013 yilinda Avrupa Toplulugu tarafindan gorevlendirilen 18 farkli
Avrupa iilkesinden 182 idrar 6rnegindeki glifosat kalintilar1 hakkindaki raporda, kiitle
spektrometrisi ile glifosata maruz kalmayir belgelemistir. Analiz edilen idrar

orneklerinde %44 glifosat kalintilar1 saptanmistir (MLHB, 2013).

Acquavella ve arkadaslarimin yaptigi ¢alismada, glifosat uygulanan arazilerde
ciftcilerin %60°1min idrarinda yiliksek konsantrasyonlarda glifosat gozlenmistir. Eldiven
kullanmayan ¢iftgilerin idrarinda, eldiven kullananlara gore daha yiiksek
konsantrasyonlarda glifosat tespit edilmistir. Bu da deriden emilimin &nemli bir

maruziyet yolagi oldugunu gostermektedir (Acquavella ve ark., 2004).
Genotoksik etki

Genotoksisite, hiicredeki genetik bilgiye zarar veren ve kansere yol acabilecek

mutasyonlara neden olan kimyasal ajanlarin 6zelligini tanimlar.

Glifosat ve glifosat formiilasyonlarinin, beyaz kan hiicrelerinin bir alt tipi olan
insan lenfositlerinde kromozomal aberasyona ve mikroniikleus frekanslarinin artmasina
neden oldugu belirtilmistir (santavito ve ark., 2018). Ayrica, insan periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde DNA’nin tek ve ¢ift zincir kiriklarini indiikledigi ve piirin-

pirimidin oksidasyonuna neden oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Wozniak ve
ark., 2018).

Bobrek ve Karaciger Uzerine Etkileri

Glifosat kalintilar1, bobrekler ve karaciger i¢in daha yiiksek risk olusturabilir.
Yapilan metabolik ¢alismalar, bobrek ve karaciger dokularindaki glifosat seviyelerinin
yag, kas ve diger bircok dokuda bulunan seviyelerden 10-100 kat daha yiiksek oldugunu

gostermektedir. Agir glifosat kullanim1 ve sertsu kombinasyonu olan bazi bolgelerde
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erkek tarim isc¢ileri arasinda ciddi, kronik bobrek hastaligi sikliginda artiglar

gozlenmistir (Jayasumana ve ark., 2014).

Deney hayvanlar1 {iizerine yapilan ¢alismalarda, glifosat maruziyetinin
karacigerde oksidatif fosforilasyonu bozdugu, alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat
aminotransferaz (AST) diizeylerini arttirdigi, karaciger kan akimini indiikledigi,
hepatositlerde geri doniisiimsiiz hasarlar ve karacigerde fibroz meydana geldigi

gbzlenmistir (Sarialtin ve Coban, 2017).

Hepatositlere glifosat maruziyetinden sonra elektron mikroskopu ile yapilan
calisma sonucunda solunum ve transkripsiyon aktivitelerinde azalma oldugu tespit
edilmistir (Malatesta ve ark., 2008).

Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Orta Indiana’da yasayan singleton gebelikleri olan 71 kadin {izerinde yapilan bir
aragtirmada, idrar Ornekleri alinan gebe kadinlarin %90’mnin saptanabilir glifosat
maruziyeti diizeylerine sahip oldugu ve bu diizeylerin kisalmis gebelik uzunluklar ile
anlamli derecede iliskili oldugu bulunmustur (Parvez ve ark., 2018). Benzer baska bir
calismada, Ontario (Kanada) ciftlik aileleri {izerinde yapilan arastirmada, gebe
kalmadan Onceki ii¢ ay iginde glifosat maruziyeti, gebe kadinlarin 12-19. gebelik
haftalar1 arasinda diisiik yapma durumunun oldugu goriilmiistiir (Arbuckle ve ark.,

2001).

Glifosata dayanikli genetigi degistirilmis mahsullerin yaygin olarak yetistirildigi
Arjantin ve Paraguay’da ciddi dogum kusurlarinin goriilme sikliginin artmasi, glifosatin
fetal gelisim sirasinda retinoik asit aktivitesini artirma yetenegine baglanabilir

(Paganelli ve ark., 2010).

Glifosat maruziyeti, gelismekte olan fetus, bebek ve ¢ocuklar igin en fazla risk
olusturmaktadir. Glifosat maruziyetini izleyen etkiler hemen goriilmeyebilir. Erken
yasta maruz kalmanin neden oldugu bazi olumsuz durumlar sadece gelisimin ilerleyen
asamalarinda veya yetigkinlikte ortaya c¢ikar. Bunlar hem akut hastaliklari hem de

kronik sorunlar1 icermektedir (Myers ve ark., 2016).
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Karsinojenik Etkileri

Son yillarda, glifosatin karsinojen potansiyeli, ¢ok sayida yetkili ve diizenleyici
kurumlar tarafindan incelenmekte ve tartisilmaktadir. Hodgkin disi Lenfoma (NHL)
insidans1 1975-2006 yillar1 arasinda ABD’de neredeyse iki katina ¢ikmistir. Mesleki
olarak glifosata maruz kalan insan populasyonlar: arasinda veya herbisitlere rutin maruz
kalan bir bolgede ikamet etmeleri nedeniyle NHL gelistirme riskinde artisa neden
olmaktadir (Schinasi ve Leon, 2014).

Glifosatin insanlarda kromozomal hasar ve oksidatif stresi indiikleyerek cesitli
kanser tiirlerine neden olabilecegi bildirilmektedir. Uluslararas1 Kanser Arastirma
Ajanst olan IARC, glifosati hayvanlarda yeterli karsinojenik, insanlarda smirli
karsinojenik olmasi ve iki karsinojen mekanizma i¢in gii¢lii kanitlart nedeniyle
glifosatin insanlar i¢in “muhtemelen kanserojen” oldugu sonucuna varmis ve
karsinojenik etki olasiligi bulunan ajanlarin yer aldigi Grup 2A’da smiflandirmistir
(IARC, 2015).

2.4. Oksidatif Stres

Viicudumuz reaktif oksijen tiirlerine (ROS) karst siirekli saldir1 altindadir.
Genellikle bu saldirtyr dengede tutan karmagsik bir antioksidan savunma sistemi
gelismistir. Bununla birlikte, bazen bu denge bozulabilir ve oksidatif strese yol acabilir.
Oksidatif stres, reaktif oksijen/azot tiirlerinin (ROS/RNS) iiretimi ile antioksidan
koruma sistemlerinin bunlara karsi koyma kapasitesi arasindaki dengesizligin bir
sonucudur. Ayrica oksidatif stres oksidanlara maruziyetteki artistan, oksidanlara karsi
korunmanin azalmasindan veya her iki olayin aymi anda gergeklesmesinden
kaynaklanabilir. Oksidatif stres, hiicreleri yaslandiran, hastalandiran ve hiicre 6liimiine

neden olan biyokimyasal bir siirectir (Davies, 2000; Ozcan ve ark., 2006).
2.5. Serbest Radikaller

Atomik veya molekiiler orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron
iceren molekiiller serbest radikal olarak bilinmektedir. Bu radikaller oldukca
reaktifdirler. Diger molekiillere bir elektron bagislayabilir veya bir elektron kabul

edebilirler, bu nedenle oksidan veya indirgeyici gibi davranabilirler. Serbest radikaller
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yiiksek reaksiyona girebilme Ozelliklerine sahip olsada, ¢ok kisa yarilanma Omriine

sahiptirler.

Oksijen iceren baslica serbest radikaller hidroksil radikali (OH), siiperoksit
radikali (O2), hidrojen peroksit radikali (H20.), hipoklorit radikali (HCIO), singlet
oksijen radikali (*O.), nitrik oksit radikali (NO) ve peroksinitrit (ONOQ") radikalidir.
Bu radikallerin hedefleri, viicuttaki her tiirlii molekiilii icerir. Bunlar arasinda lipitler,

niikleik asitler ve proteinler baslica hedeflerdir (Young ve Woodside, 2001).

Organizmadaki serbest radikaller endojen (solunum zincirinde yer alan
reaksiyonlar, sitokrom P450 sistemi, mitokondrial elektron transportu, peroksizomlar,
fagositoz ve prostaglandin sentezi), eksojen (sigara dumani, alkol, radyasyonlar, ozon,
ultraviyole isin, bocek ilaglari, endiistriyel ¢oziiciiler) ve fizyolojik (zihinsel durum veya
stres, duygu, yaslanma, diyet faktorleri) kaynaklar tarafindan meydana getirilebilir

(Engwa, 2018).
2.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar, ROS ve RNS’den kaynaklanan oksidatif hasara kars1 hiicresel
savunmay1 arttiran yapisal olarak c¢esitli kiiclik organik molekiiller ve biiyiik
enzimlerdir. Antioksidanlar radikal temizleyici, hidrojen verici, elektron verici, peroksit
ayristirici, tekli oksijen siipliriicii, enzim inhibitorii, sinerjist ve metal selatlayici ajanlar

olarak islev gormektedirler (Frie ve ark., 1988).

Her antioksidan spesifik ROS tiplerini hedefler ve farkli ortamlarda koruma
saglar. Antioksidanlar, serbest radikal olusturabilen DNA, proteinler, karbonhidratlar ve
lipitler gibi hiicresel bilesenlere zarar verebilecek oksidasyon reaksiyonlarina katilan
oksijen tiirlerini azaltir. Bununla birlikte, ROS’nin redoks sinyali ve gen ekspresyonu
gibi bazi hiicresel fonksiyonlara aracilik ettigi ve patojenlere karst korudugu
belirtilmektedir. Boylece, antioksidan sistemlerin rolii oksidanlari tamamen ortadan

kaldirmak degil, onlar1 optimum seviyede tutmaktir (Moussa ve ark., 2019).

Antioksidan sistemlerin iki temel etki mekanizmasi bildirilmistir. Birincisi,
antioksidan sistemlerde bulunan serbest radikale bir elektron bagisladig1 zincir kirma

mekanizmasidir. ikinci mekanizma ise ROS ve RNS baslaticilariin zincir baslatma
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katalizoriinii engellemek suretiyle uzaklastirilmasini igermektedir (Rice-Evans ve ark.,
1993).

2.7. Antioksidanlarin Simiflandirilimasi

Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak iizere iki grup altinda toplanabilir.
Endojen ve ekzojen antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini saglamak i¢in serbest

radikallerden viicudu korur ve serbest radikalleri etkisizlestirmek i¢in kullanilirlar.
2.7.1. Endojen Antioksidanlar

Aktivitelerine dayanarak endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve

enzimatik olmayan antioksidanlar olarak siniflandirilir.
2.7.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon-s-transferazlar (GST) enzimatik savunma hattini

olusturan antioksidanlardir.
2.7.1.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, reaktif oksijen tiirlerine karsi ilk savunma sisteminin bir
bileseni olarak hareket eden 6nemli bir endojen antioksidan enzimdir. SOD, siiperoksit
anyonunu daha az toksik olan hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene (O-)
dontlistimiinii saglar.

SOD
202=+2H » H202 + 02

SOD bir metaloenzimdir ve bu nedenle aktivitesi i¢in bir metal kofaktor
gerektirir. SOD ile baglanan metal iyonlar1 demir (Fe), ¢inko (Zn), bakir (Cu) ve
manganezdir (Mn). Bu baglamda SOD’lar ii¢ bigimde siniflandirilir: Fe-SOD, bitkilerin
kloroplastlarinda, Mn-SOD, mitokondride, Cu/Zn-SOD, temel olarak sitozolde ve

peroksizomlarda bulunur (Perry ve ark., 2010).
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2.7.1.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, peroksizomlarda bulunan, her biriminin aktif merkezinde bir hem grubu
ve NADPH igeren, dort alt birimden olusan tetramerik bir enzimdir. Hidrojen peroksit,
bir¢ok normal metabolik siirecin zararl bir yan irtiniidiir ve hidroksil radikalinin onciili
olarak davranarak hiicrede kalic1 hasara neden olabilir. Bu amacgla katalazin baslica
gorevi, hidrojen peroksitin suya ve oksijene ayrismasini katalize etmektir (Chelikani ve
ark., 2004).

CAT
2H:02 » H:20 + 02

2.7.1.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, enzim aktivitesi i¢in gerekli olan dort protein alt birimin
her birinde tek bir selenosistein (Sec) kalintisi igerir. GPX, glutatyon (GSH) kullanarak
hidroperoksitlerin indirgenmesini katalize eder ve boylece hiicreleri oksidatif hasara
kars1 korur.

GPx
H:0: + 2GSH > GSSG + ZH20
GPx, memebrana bagli bir antioksidan olan E vitaminin yetersiz oldugu

durumlarda membranin peroksidasyonuna karsi koruma saglar (Mates, 2000).
2.7.1.1.4. Glutatyon Reduktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, hiicre i¢indeki oksidatif hasarin 6nlenmesinde 6nemli rol
oynayan homodimerik bir flavoprotein disiilfiir oksidorediiktazdir. GR, kirmizi kan
hiicrelerinin normal yapisini korumak ve hemoglobini demir halinde tutmak i¢in gerekli
olan uygun hiicre i¢i azaltilmig glutatyon seviyelerinin korunmasina yardimci olur. GR,
kofaktori NADPH ile birlikte oksitlenmis glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH)

indirgenmesini katalize eder (Fagan ve Palfey, 2010).
. . GR ) e
GSSG+NADPH+H —— 2GSH - NADP
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2.7.1.1.5. Glutatyon-S-Transferazlar (GST)

Glutatyon-s-transferazlar (GST), sitozolde bulunan, her biri iki polipeptit alt
biriminden olusan yaklagik 50 kDa’lik tipik molekiiler kiitlelere sahip, faz |l
detoksifikasyon reaksiyonlarindaki rolleri ile bilinen Onemli bir enzim ailesidir.
GST’lerin baslica gorevi, glutatyonun (GSH) ¢ok ¢esitli endojen ve eksojen elektrofilik
bilesiklere konjugasyonunu katalize etmektir. Ayrica GST’ler, hem normal hiicresel
metabolizmada hem de ¢ok ¢esitli ksenobiyotik bilesiklerin detoksifikasyonunda 6nemli
rollere sahiptir (Kumar ve Trivedi, 2018).

ROOH + 2G-SH—=1 o GSSG + ROH + H.O

2.7.1.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda glutatyon, melatonin, irik asit,
biliriibin, albiimin, keonzim Q10, selenyum, a-lipoik asit, seruloplazmin ve transferin

sayilabilir.

Glutatyon (GSH): Glutatyon, suda ¢oziinebilen, sistein, glutamik asit ve glisinden
olusan bir tripeptittir. Hiicrelerde hem indirgenmis (GSH) hem de oksitlenmis (GSSG)
formlarinda bulunur. Hiicre i¢i ortamin en 6nemli antioksidan molekiilii olan GSH,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, amino asitlerin tasinmasi, silfidril gruplarinin
proteinlerde indirgenmis halde tutulmasi ve antioksidan igermeyen bazi enzimatik
reaksiyonlarda koenzim gibi davranmasi gibi pekc¢ok fizyolojik fonksiyona sahiptir.
GSH, antioksidan savunmasinin ve serbest radikal siiplirmenin yani sira E vitamini

radikalinin indirgenmesinde rol oynar (Sarikaya ve Dogan, 2020).

SH
0O O O

H
N
HO M H
H

NH, 0

Sekil 2.3. Glutatyon
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Melatonin: Melatonin (N-asetil 5-metoksitriptamin), 6zellikle geceleri epifiz bezinden
iiretilen amino asit triptofandan sentezlenir. Karanlik tarafindan uyarilan ve isik
tarafindan inhibe edilen melatonin, viicudun hormon salgilarin1 senkronize etmek ve
seviyelerini diizenlemek, beynin i¢ biyolojik saatini ayarlamak ve bdylece sirkadien
ritimleri (giinliik biyoritmler) kontrol etmede rol oynar. Melatonin, mitokondri igindeki
nitrik oksit olusumunu azaltarak dogrudan serbest radikal temizleyici ve antioksidan
enzim aktivitelerini dolayr olarak diizenleyerek giiclii antioksidan ozellik
gostermektedir. Ayrica, hiicre zarlarint E vitamini kadar lipid peroksidasyonundan
korumada iki kat, hidroksil radikallerini notralize etmek i¢in glutatyondan bes kat daha

etkilidir (Cardinali ve ark., 2013; Aly ve Rizk, 2018).

HaCO Hy H

Sekil 2.4. Melatonin

Urik Asit: Adenin ve guanin gibi piirinlerin metabolizmasinin son iiriiniidiir. Insanlarda
en bol bulunan sulu antioksidandir ve plazmada serbest radikal siipirme kapasitesinin
licte ikisine kadar katkida bulunur. Ozellikle hidroksil, siiperoksit ve peroksinitrit

radikallerini giderir. Lipid peroksidasyonunu onleyerek koruma goérevi yapar (Waring,

2002).
OH
NN
)'\)I >—oH
HO” "N~ N
H

19

Sekil 2.5. Urik Asit



Bilirubin: Bilirubin, hemoglobin ve hem proteinlerin enzimatik bozunmasindan
iretilen endojen bir antioksidandir. Dolasimda, karaciger tarafindan islenir, bir kismi
kan dolasimina geri emilirken, geri kalan kismi safra ve idrarla atilir. Biyolojik
sistemlerde bilirubin, peroksil radikallerine kars1 giiclii antioksidan 6zellikler gosterir

(Hinds ve Stec, 2018).

Sekil 2.6. Bilirubin

Keonzim Q10: Keonzim Q10, yan zincirinde 10 izoprenil birimine sahip olan ve
adenozin trifosfat sentezi i¢in mitokondriyal solunum zincirinin 6nemli bir bileseni
olan, lipitte ¢oOziiniir bir benzokinondur. Keonzim Q10 giiclii bir lipofilik antioksidan
gorevi gorerek reaktif oksijen tiirlerini temizler, lipitleri, proteini, hiicresel DNA’y1
korur ve plazmatik membranlarda elektron transferi gibi hayati hiicresel
metabolizmanin bir¢ok adiminda yer alir. Antioksidan islevini dogrudan siiperoksit
radikalleri {izerinde veya dolayli olarak hem tek basina hem de E vitamini ile isbirligi

icinde yerine getirir (Sun ve ark., 1992; Liu ve ark., 2016).

Sekil 2.7. Keonzim Q10

a-Lipoik Asit: o-Lipoik asit, yagda c¢6ziinen, kiikiirt igeren, vitamin benzeri bir
antioksidandir. Mitokondriyal dehidrojenaz reaksiyonlarinda 6nemli bir rola sahiptir. o-

Lipoik asit, serbest radikal temizleyici, glutatyon, C ve E vitaminleri gibi endojen
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antioksidanlar1 yenileme kapasitesi, metal selatlama ve oksitlenmis hasarin onarimi gibi

dort farkli antioksidan 6zelligi gostermektedir (Packer ve ark., 1995).

O

OH
g—S

Sekil 2.8. a-Lipoik Asit

Albumin: Karaciger tarafindan sentezlenen ve kanda en fazla bulunan protein (585
aminoasit igerir) tiirlidiir. Albumin plazmadaki en dnemli ve en etkili antioksidanlardan
biridir. Antioksidan 0&zelligi, ligand baglama kapasitelerinden kaynaklanmaktadir.
Albumin, viicudun ozmotik basincin diizenlenmesi ve sivinin farkli bélmeler arasinda
dagiliminda anahtar bir unsurdur. Ayrica, metal iyonlari, yag asitleri, ilaglar ve

hormonlar gibi molekiilleri baglama yetenegine sahiptir (Roche ve ark., 2008).

Selenyum: Selenyum, bir antioksidan olarak, insan viicudundaki gerekli eser
elementlerden biridir. Selenoproteinlerin sentezini diizenleyerek Onemli biyolojik
fonksiyona sahiptir. Selenyum, GPx, tioredoksin rediiktaz (TrxR) ve iyodotironin
deiyodinazlar (IDD) gibi antioksidan enzimlerin énemli bir bileseni olarak, hiicrelerin
stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri, nitrik oksit ve peroksinitrit iceren
reaktif oksijen tiirlerinden ve reaktif azot tiirlerinden oksidatif hasara karsi

korunmasinda énemli bir rol oynamaktadir (Tinggi, 2008).

Seruloplazmin: Seruloplazmin, 1046 amino asit dizili tek bir zincirden olusan ve ¢ok
bakirli oksidaz ailesinin bir iiyesidir. Bu protein, serumun a-2 globulin fraksiyonunun
bir glikoproteinidir ve plazmada bakirin %95’ini icerir. Antioksidan savunmada
sliperoksitlerin ve oksijen radikallerinin hiicre dis1 temizleyicisi olarak islev
gormektedir. Ayrica, demir iyonlarin1 daha az toksik olan demir formuna oksitlemektir
(Kono, 2012).
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Transferrin: Seruloplazmin gibi beyin dahil bircok dokuda sentezlenir. Transferrin
hiicrelere Fe*® tasinmasindan sorumlu bir tasiyict proteindir ve serbest demir iyon

konsantrasyonunu azaltarak antioksidan etki gosterir (Karabulut ve Giilay, 2016).
2.7.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar; ilaglar, vitaminler ve gida antioksidanlar olarak 3 grupta
siiflandirilabilirler. E vitamini (a-tokoferol), A vitamini (B-karoten), C vitamini
(askorbik asit) ve B vitamini (folik asit) disaridan alinan vitamin kaynakli eksojen

antioksidanlardir.

a-tokoferol: E vitamini, antioksidan 6zelliklere sahip yagda ¢oziinen vitaminler olan
tokoferollar ve tokotrienoller ile ilgili sekiz farkli formun (a, B3, v, dtokoferoller ve
tokotrienoller) genel adidir. Bunlardan en iyi bilineni a-tokoferoldur. a-tokoferol
formunun lipitte ¢oziinlir antioksidan oldugu ve lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonunda tretilen lipid radikalleri ile reaksiyona girerek zarlari oksidasyondan
korudugu bilinmektedir. Ayrica, serbest radikal ara maddelerini giderir ve yayilma

reaksiyonunun devam etmesini onler (Lobo ve ark., 2010).

B-karoten: Karotenoidler, bitkilerde yaygin sekilde bulunan reng pigmentleridir.
Yaklasik 600°den fazla karotenoid tiirii tanimlanmis ve en 1yi bilineni yagda ¢6ziinen
pro A vitamini Onciisii olan B-karotendir. Karotenoidlerde bulunan konjuge ¢ift bag
yapisl, fotosentez sirasinda 15181 emilmesi, enerji transferi ve 15181n fotosentez sirasinda
hiicreler iizerindeki zararli etkilerinden korunma gibi biyolojik fonksiyonlar1 belirler.
Ayrica, B-karoten yapisinda bulunan konjuge ¢ift bag sayesinde singlet oksijeni ve

peroksil radikalleri gidererek antioksidan 6zellik gosterirler (Baysal ve Ersus, 1999).

Askorbik Asit: C vitamini veya askorbik asit suda ¢oziinebilen, hayvanlarda ve
bitkilerde bulunan, antioksidan ozelliklere sahip dogal olarak olusan bir organik
bilesiktir. Hiicre boliinmesini ve biliyiimesini diizenleyen, sinyal transdiiksiyonunda yer
alir. Bagisiklik uyarimi, kollajen sentezi, hormonlar, nérotransmitterler ve demir
emilimi gibi ¢esitli fizyolojik siireclerde rolleri vardir. Ayrica, agir metallerin
detoksifikasyonunda 6nemli rola sahiptir. Aksorbik asit, hidrojen peroksit, hipoklorit,

hidroksil, siiperoksit, singlet oksijen ve peroksil radikallerini kolaylikla temizleyerek
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antioksidan gorevi yapabilir hem de radikal bir promotdr gibi davranabilir (Pehlivan,
2017).

Folik Asit: Folik asit suda ¢6ziinebilen, insan viicudunda sentezlenemeyen 6nemli bir B
grubu vitaminidir. Kimyasal yap1 olarak PABA, pteridin ve glutamik asitten olusmustur.
DNA sentezi, onarimi ve metilasyonunda folik asitin rolii iyi bilinmektedir. Ayrica,
niikleik asitlerin ve proteinlerin metabolizmas1 ile ilgili reaksiyonlar1 kataliza
etmektedir. Folik asidin serbest radikal siipiiriicii 6zellikleri ve olasi antioksidan
aktivitesi bildirilmistir. Folik asit, birgok viicut fonksiyonu i¢in, 6zellikle yeni hiicreler
yaratmada ve onlar1 muhafaza etmede 6nemli rola sahiptir. Folik asit eksikligi, fetiiste
noral tiip defektleri de dahil olmak tlizere kronik hastaliklara ve gelisim bozukluklarina

yol agabilen metabolik anormalliklere neden olmaktadir (Joshi, 2001).
2.8. Gobek Kordonu

Gebelik boyunca anne ile fetus arasinda baglantiy1 saglayan gobek kordonu,
(Sekil 2.9.); yaklasik 40 g agirliginda, ortalama 60-65 cm uzunlugunda ve 1,5 cm
capinda, gobek kordon epiteli olarak adlandirilan tabakalar ile sarili bir bagdir. Disg
kism1 amniyotik bir zarla ¢evrili olan gobek kordonu iki arter ve bir ven igerir. Gobek
kordonunda kilcal damar ve lenfatikler bulunmaz. Umblikal damarlarin gébek bagindan
uzun olmasi nedeniyle saat yoniinde sol spiral doniisliidiir. Damarlar ve dis zar arasinda
Warton jeli adi verilen proteoglikanca zengin 6zel embriyonik bag dokusu bulunur.
Warton jeli, gobek damarlarini burulma, sikisma veya biikiilmeye karsi koruyan,
gomiilii stromal hiicrelerden olusur. Boylece fetus ve plasenta arasinda sabit bir kan

akig1 saglar (Malgieri ve ark., 2010; Fan ve ark., 2011).
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Sekil 2.9. Insan gobek kordonu (Oztel, 2010).

2.9. Kordon Kam Hiicrelerinin Ozellikleri

Gobek kordon kani plasentada kalan kandir. Igerisinde normal kan hiicrelerine
ilaveten yogun olarak hematopoietik kok hiicreler, endotel progenitdr hiicreler,
mezenkimal stromal hiicreler, T diizenleyici hiicreler, dendritik hiicreler ve dogal

oldiirticii hiicreler bulunmaktadir (Butler ve Menitove, 2011).

Kordon kan1 pediatrik ve yetiskin hastalarda hematopoietik kok hiicre nakli i¢in
alternatif bir greft kaynagi olarak taninmaktadir. Kanser, kan hastaliklari, immun
yetmezlik ve konjenital metabolik bozukluklar da dahil 80°den fazla hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir (McKenna ve Sheth, 2011).

Nakillerde gobek kordon kanindan elde edilen kok hiicrelerin kemik iligi kok
hiicrelerine gore reddedilme olasilig1 daha diisiiktiir. Immiinolojik olarak olgunlasmamis
oldugu diisiiniilen gobek kordon kani kok hiicreleri, 6onemli dlgiide daha az dogal
Oldiirticti hiicre tiretir ve bu da reddedilmede 6nemli bir azalma saglar. Sonug¢ olarak,
kordon kani kok hiicreleri, kemik iligi kok hiicrelerine gore nakiller i¢in daha az titiz

antijen doku eslesmesi gerektirmektedir (Sullivan, 2008).
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Yapilan elektron mikroskop calismalarinda, kordon kani hiicrelerinin periferik
kan hiicrelerinden farkli morfolojik ozellikler gosterdigi saptanmistir. Kordon kani,
periferik kanda bulunamayan miyelosit evresi ve promiyelosit gibi immatiir hiicreler
icermektedir. Ayrica yonca yapragi sekliyle kendini gosteren, defarmasyon siirecine
girmis, derin bir yariga sahip ¢ekirdekli bazi atipik lenfosit hiicreler icermektedir.
Ayrica ¢ekirdekg¢ige sahip ¢ok sayida immatiir lenfosit hiicrelerde bulunmaktadir.
Kordon kani, hematopoezin ¢ok aktif oldugu duruma isaret eden eritroblastlar,
mitokondri bulunduran retikiilositler gibi olgunlasmamis eritrositlerin kordon kaninda

¢ok sayida oldugunu gostermektedir (Mikami ve ark., 2002).

Hem term hem de preterm kordon kani, yetiskin kanindan daha fazla 6nciil kok
hiicre icermekte ve bu 6zelligi ile bulunduklari ¢cevreye daha kolay uyum saglamaktadir.
Term  kanmmin  icerdigi  Graniilosit/Makrofaj  Progenitor (CFU-GM)  ve
Graniilosit/Eritrosit/Monosit/MakrofajProgenitor hiicre (CFU-GEMM) say1 ve ¢ogalma

hizlariin, yetiskin kanina gore ¢ok daha fazla oldugu belirlenmistir.

Yapilan kiiltiir ¢alismalarinda, kordon kani kok hiicreleri kemik iligi kok
hiicrelerinden farkli 6zellikler gostermektedir. Kordon kani kok hiicrelerinin daha 6nciil
yapida olmasini saglayan CD34+CD38- hiicrelerin orani kemik iligine gore daha
fazladir. Bu hiicreler sitokin uyarilarinda daha hizli prolifere olmaktadirlar. Kordon kani
CD34+ hiicreleri interlokin-11 (IL-11) ve Graniilosit Koloni Uyarici1 Faktor (G-CSF) ile
uyarilarak yapilan 14 giinliik kiiltiir sonucunda, kemik iligi CD34+ hiicrelerine oranla
80 kat daha fazla ¢ogaldiklar1 goriilmiistiir. Uzun siireli kiiltiirlerde ise CD34+CD38-
hiicrelerinin ¢ogalma orani, kemik iligine gore 7 kat daha fazladir. Bu durum kordon
kan1 kok hiicreleri kemik iligi kok hiicreleri ile kiyaslandiginda daha uzun telomere,
daha yiiksek proliferasyon kapasitesine sahip olmasi, immun yapilanma ydniinden
heniiz timus egitimini tamamlamamasi, baska bir insanda daha kolay uyum gosterme

nitelikleriyle 6nemli avantajlara sahiptir (Mitchell ve ark., 1997).
2.10. Kordon Kaninin Toplanmasi

Kordon kani toplama isleminden once aileye islem ile ilgili bilgi verilmeli ve
yazili onay formu alinmalidir. Kordon kani alimi, dogumu yapan doktor ya da dogumda
bulunan saglik personeli tarafindan yapilmaktadir. Bebek dogduktan hemen sonra

gbbek kordonunun ortasina klemp (mandal) takilir ve umbilikal venden igne
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aspirasyonu ile yaklasitk 90 ml civarinda kordon kami toplanarak, kan pihtilagsmay1
Onleyici madde iceren Ozel torbaya alinir. Kordon kani toplama islemi, anne ve bebek
bakimindan acisiz, risksiz ve yaklasik 5 dakika siiren bir islemdir. Toplanan kanlar en
geg 24-36 saat i¢inde laboratuvara ulastirilmalidir. Bu siire igerisinde +4°C’de muhafaza

edilmek zorundadir ve kesinlikle derin dondurucuya konmamalidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismasi, Giresun Universitesi, Tip Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari ve

Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Béliimii Ogrenci Laboratuvarinda yapildi.

3.1. Kit ve Kimyasallar

Biitil Hidroksi Toluen (BHT)

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Di-Sodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPOa)
Etanol (C2HsOH)

Etilendiamin Tetra Asetik Asid (EDTA)
Glifosat

Glukoz (CsH120s)

Magnezyum Sulfat (MgSOa4)

Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PQO4)
Potasyum Hidroksit (KOH)

Potasyum Kloriir (KCI)

Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2PO.)
Sodyum Hidroksit (NaOH)

Sodyum Kloriir (NaCl)

Tiyobarbiitirik Asit (TBA)

Total Antioksidan Kapasitesi (TAK) Kkiti
Total Oksidan Kapasitesi (TAK) Kiti
Triklorasetik Asit (TCA)

3.2. Cihazlar

Ayarlanabilir otomotik pipetler

(0,5-2 uL, 2-20 L, 20-200 uL, 100-1000 pL)

Buzdolabi (+ 4°C)
Derin dondurucu (- 20°C)
Vorteks

Magnetis karistirict

Tekkim210715298001

Isolab 914.036.2500

Isolab 969.096.1000

Isolab 920.026.2501

Sigma E5134

Sigma 44690-U

Isolab 927.013.1000

Isolab 946.016.1000

Isolab 960.066.1000

Isolab 960.082.1000

Isolab 960.036.1000

Isolab 969.053.1000
Sigma-Aldrich 71690
Sigma-Life Science 71376
Emsure1081800025

Rel Assay Diagnostics RL002
Rel Assay Diagnostics RL002
Emsure1008070250

Eppendorf

Argelik 5231 NFY
Ugur UCF 410 SSL
Dragon Lab MX-F
Daihan MSH-20A
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Su banyosu Wise Bath

pH metre Jenco 6173KA
Etiiv Niive FN 055
Hassas terazi AND GX-600
Sogutmali santrifiij Hermle Z-326 K
Spektrofotometre Shimadzu UV-1280

3.3. Verilerin Toplanmasi

Aragtirmanin etik onayr 07.11.2019/02 karar numarali ve 17.11.2019 tarihli,
Giresun Universitesi, Klinik Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan alind1. Ad1 gegen etik kurul
belgesi Ek 1’de verilmistir. Kordon kanlari, Giresun Kadin Dogum ve Cocuk
Hastaliklar1 Hastanesi’nde Aralik 2019 - Temmuz 2020 doéneminde dogum yapan
gebeligin igiincii trimesterindeki saglikli, sigara igmeyen ve sezaryen dogum yapan 15
kadindan toplandi. Anneler calisma konusunda bilgilendirildi ve onam formu
imzalatildi. Caligmaya katilan gebelerin sezaryen dogumdan sonra kordon kani
numuneleri kesilen gébek kordonunun plasenta tarafinda kalan kismindan alindiktan
sonras1 hizlica steril enjektdr ile heparin iceren tiiplere toplandi. 10 ml gébek kordon

kan1 elde edilerek, analize kadar 4°C’de bekletildi.
3.4. Eritrosit Hiicre Paketlerinin Hazirlanmasi

Heparinli tiiplere alinan kanlar, 5 dakika 4°C’de 3000 rpm’de santrifiij edildi.
Plazma ve beyaz kiire tabakas1 (Buffy coat) aspire edilip atildi. Kirmizi kan hiicreleri ii¢
kez izotonik fosfat tamponlu salinle (PBS) yikandi ve her yikamadan sonra 5 dakika
stireyle 1000 rpm’de santrifiijlendi. Her santrifiij sonrasi siipernatant aspire edilerek
atildi. Son yikamadan sonra, kirmizi kan hiicreleri %24’liik hematokrit elde edilene
kadar glukoz tamponunda siispanse edildi. (Glukoz tamponu: 2,2g NaCl, 0,08 g KCl,
0,28 gNaHPO4.2H,0, 0,048 g NaH2PO4, 0,03 g MgSOs, 0,22 g glukoz son hacim 250

ml’ye tamamlanarak ve pH 7,4 ayarlanmistir).
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3.5. Numunelerin Analize Hazirlanmasi

Elde edilen 15 kadina ait eritrosit siispansiyonlar1 Kontrol ve 10 uM, 100 uM,
500 uM glifosat ile muamele edilecek gruplar olmak iizere 4 esit pargaya bollindii.
Eritrosit siispansiyonlarina farkli konsantrasyonlarda (10, 100, 500 uM) glifosat

uyguland1 ve 3 saat boyunca 37°C’de glikoz tamponunda inkiibe edildi. Detayli Sekil
3.1°de gosterilmistir.

1 KiSIDEN
ALINAN
KORDON KANI
10 uM 100 uM 500 uM
Glifosat Glifosat Glifgsat

o R A T T M B B B

TOK TAK LP OF TOK TAK LP OF TOK TAK LP OF

TOK: Total Oksidan Kapasitesi
TAK: Total Antioksidan Kapasitesi
LP: Lipit Peroksidasyonu

OF: Ozmotik Frajilite

Sekil 3.1. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan glifosatin 6l¢iime hazirlik diyagrami
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3.6. Yapilan Analizler

3.6.1. Total Oksidan Kapasitesi

TOK Rel Assay marka ticari kiti (Rel Assay Kit Diagnostics, Tiirkiye)
kullanilarak belirlendi (Erel, 2005). Numunede bulunan oksidanlar, demir igeren iyon-
0-dianisidin komplekslerini demir iyonlarma oksitler. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon
ortaminda bol miktarda bulunan gliserol molekiilleri ile gii¢lendirilir. Ferrik iyonlar,
asidik bir ortamda ksilenol turuncuyla renkli bir kompleks olusturur. Bu nedenle,
spektrofotometrik olarak Olgiilen renk yogunlugu, numunede bulunan oksidan
molekiillerin toplam sayisi ile ilgilidir. Tahlil, hidrojen peroksit ile kalibre edilir ve
sonuglar, litre basina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri (umol H20> esdegeri/L)

cinsinden ifade edilir.
Deneyin Yapilisi:

Kiivete Reagent 1’den 300 pl alimip tlizerine 45 pl 6rnek eklendi. 30 saniye
bekletildikten sonra 530 nm dalga boyunda spektrofotometrede ilk absorbanslari
okutuldu. Ayn1 kiivete 15ul Reagent 2 eklendi ve 37°C’ye ayarlanan etiivde 5 dakika
veya oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. 530 nm dalga boyunda ikinci kez
absorbanslar okutuldu. Ayni prosediirler standart i¢in de yapilarak asagidaki formiile
gore hesaplamalar yapildi. Sonuglar litre bagina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri

(umol H20> esdegeri/L) cinsinden ifade edildi.

AAbs Ornek «
AAbs Stdandart

TOK (umol H20; esdegeri/L) =

AADbs Ornek = 6rnegin ikinci absorbansi — rnegin birinci absorbansi

AAbs Standart = standartin ikinci absorbansi — standartin birinci absorbansi
Standartin konsantrasyonu = 10 pmol H20 esdegeri/L

3.6.2. Total Antioksidan Kapasitesi

Toplam antioksidan durumu (TAK) Rel Assay marka ticari kiti (Rel Assay Kit
Diagnostics, Tiirkiye) ile ¢alisildi (Erel, 2004). Koyu mavi-yesil renkli 2. 2'-azino-bis

(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit) (ABTS) radikalinin  numunede bulunan
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antioksidanlarla renksiz ABTS formuna indirgenmesine dayanmaktadir. Absorbans
degisikligi 660 nm’de Slgiiliir. Deney, kararli bir antioksidan standart ¢6zelti, E vitamini
analogu — Trolox Esdegeri ile kalibre edilir. Sonuglar umol/L (umol Trolox Esdegeri/L)

olarak ifade edilir.
Deneyin Yapihisi:

Kiivete, 400 ul Reagent 1’den alinip tizerine 25 pl Standart 1 eklenerek Standart
1 hazirlandi. Yine 400 pl Reagent 1 kiivete alinip ilizerine 25 pl Standart 2 eklenerek
Standart 2 hazirlandi. Ayni islemler 6rnek i¢in de yapildi. 400 pl Reagent 1 kiivete
konuldu ve iizerine 25 pl 6rnek eklendi. Karisimlarin baslangi¢c absorbanslart 660 nm
dalga boyunda spektrofotometrede okutuldu. Ayni1 kiivetlere 62,5 ul Reagent 2 eklendi
ve 37°C’ye ayarlanan etiivde 5 dakika veya oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. 660
nm dalga boyunda ikinci kez absorbanslar okunup asagidaki formiile gére hesaplamalar

yapildi. Sonuglar pmol/L (umol Trolox Esdegeri / L) olarak ifade edildi.

AADbs Std 1- AAbs Ornek
AAbs Std 1- AAbs Std 2

TAK (umol Trolox Esdegeri /L) =

AAbs Std 1 = (Std 1’in ikinci absorbansi — Std 1’in birinci absorbanst)
AAbs Std 2 = (Std 2’nin ikinci absorbansi1 — Std 2’nin birinci absorbanst)
AAbs Ornek = (6rnegin ikinci absorbansi — rnegin birinci absorbanst)

3.6.3. Oksidatif Stres Indeksi Hesaplamasi

OSI’nin hesaplanmasi i¢cin TAK’in birimi pmol’e gevrildi. Daha sonra, OSI

(Arbitrary unit)=[(TOK umol/L) / (TAK pmol/L)] x100 formiiliine gére hesaplandi.
3.6.4. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan malondialdehit analizi, Draper ve
Hadley’in gelistirdigi ¢ift 1sitma yontemi kullanilarak yapildi. Yontemin prensibi,
tiyobarbitiirik asidin (TBA) MDA ile reaksiyon sirasinda olusan rengin 532 nm dalga
boyunda spektrofotometrik oOl¢iimde maksimum absorbans vermesi prensibine

dayanmaktadir (Draper ve Hadley, 1990).
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Ayrraclar:

v %10’luk trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi: 10 g TCA, 100 ml distile suda
eritildi.

v" 0.05 N Sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi: 1 g NaOH, 500 ml distile suda
eritildi.

v %67’lik tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi: 0.67 g TBA 100 ml’ye 0,05 N NaOH ile

tamamlandi.
Deneyin Yapihisi:

Deney tiiplerine kan numunesinden 0,25 ml alinarak {izerine 1,25 ml %10’luk
TCA ¢ozeltisi eklendi ve kapaklari kapatilarak karistirildi. Tiipler sicak su banyosuna
alinarak 95°C’de 15 dakika boyunca bekletildi. Daha sonra tiipler soguk su bulunan
kaba daldirilip sogumasi bekletildi. Bunu takiben tiipler, 4°C’ye ayarlanmis sogutmali
santrifiijde 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda tiiplerden, baska kapakli
deney tiiplerine 1 ml siipernatant alindi ve iizerlerine 0,5 ml %67’lik TBA eklenip,
tiiplerin kapaklar1 sikica kapatilarak vorteks yardimiyla karistirildi. Ardindan yine
1sitma ve sogutma islemi yapildi. Son olarak da, 6rnekler kiivete alinarak 532 nm dalga
boyunda distile suya karsi absorbans degeri okunarak, elde edilen degerler dilusyon

katsayist ile ¢arpilmis ve nmol/ml biriminde MDA miktar1 belirlenmistir.
3.6.5. Ozmotik Frajilite Tayini

Eritrositlerin ozmotik frajilitesi Suess yontemi kullanilarak degerlendirildi
(Suess ve ark., 1954). Ozmotik frajilite yonteminin prensibi, sulu NaCl ¢ozeltisi igeren
bir dizi tiipe esit miktarlarda ilave edilen kan numunelerinde olusan hemolizin

kolorimetrik yontemle 6l¢iiliip hesaplanmasina dayanmaktadir.

%10’luk NaCl Tamponunun Hazirlanmasi: 88 g NaCl, 14,2 g NaHPO4 ve 2,5 g
NaH;PO4 hassas terazide tartilarak bir miktar distile suda c¢oOziindiiriildii 1 L’ye

tamamlandi.

Farkli Konsantrasyonlarda NaCl Soliisyonunun Hazirlanmasi: %10’ luk NaCl tamponu
kullanilarak hazirlanan 14 farkli konsantrasyonlardaki NaCl soliisyonlar1 Tablo 3.1°de

gosterilmektedir.
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Tablo 3.1. Farkli konsantrasyonlarda NaCl soliisyonunun hazirlanmasi

Tiip | %10’luk NaCl | Distile Su | Konsantrasyon

No (ml) (ml) (%oNacCl)
1 0 100 0

2 15 85 0,15

3 20 80 0,20

4 25 75 0,25

5 30 70 0,30

6 35 65 0,35

7 40 60 0,40

8 45 55 0,45

9 50 50 0,50
10 55 45 0,55
11 60 40 0,60
12 65 35 0,65
13 75 25 0,75
14 90 10 0,90

Deneyin Yapilisi:

Farkli konsantrasyonlarda glifosat uygulanmis kordon kani 37°C’de 3 saat

boyunca inkiibe edildi. Calisma basamaklar1 asagida gosterilmektedir.

<\

14 adet tiip alind1 ve 1’den 14’e kadar numaralandirildi.

\

Hazirlanan tiiplere NaCl soliisyonundan (Tablo 3.1’de NaCl soliisyonlariin
hazirlanmasi gosterilmistir) 2 ml konuldu.

Uzerlerine 10 pl kan numunesi ilave edildi.

Tiipler yavasca sallanarak 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

30 dakikanin sonunda tiipler 10 dakika siire ile 1000 rpm’de santrifiij edildi.

SN NEE NN

Santrifiijjden sonra siipernatantlar dikkatlice cam kiivet icine aktarildi ve
spektrofotometrede (Shimadzu 1601) 540 nm dalga boyunda absorbans
okutuldu.

v Her numune i¢in hemoliz yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi ve

(%NaCl-% Hemoliz) grafigi olusturuldu.

o ) Test ¢ozeltisinin optik yogunlugu
Hemoliz ylizdesi = — — - - — x 100
Standart ¢ozeltinin optik yogunlugu
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istatistiksel analizler

Calismada elde edilen bulgularin analizi SPSS 22,0 (Statistical Package for
Social Sciences) programi yardimiyla gergeklestirildi. Siirekli degiskenlerin normal
dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile arastirildi. Gaussian dagilim
gosteren degiskenler ortalama+SD olarak gosterildi. Dagilimi normal olan degiskenlerin
gruplar aras1 karsilagtirmalarinda one-way ANOVA analizi, post hoc karsilastirmalarda
Tukey HSD veya Tamhane’s T2 testi kullanildi. Dagilimi normal olmayan
degiskenlerin gruplar aras1 karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis H testi kullanildi.
[statistiksel anlamlilik p<0.05 (two-tailed-cift yonlii) diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

In vitro gobek kordon kani eritrosit hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda (10,
100, 500 uM) uygulanan glifosatin TOK, TAK, MDA ve OF’ye etkisi tespit edildi.
Yapilan test sonuglar1 ve grafikleri Tablo 4.1, 4.2, Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 45°de

gosterilmistir.

4.1. TOK, TAK, OSI ve MDA Sonuclar:

In vitro kordon kan eritrosit hiicrelerine 10, 100, 500 uM konsantrasyonlardaki
glifosat maruziyeti sonrasi konsantrasyon artigina bagh olarak TOK, TAK, OSI ve
MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore karsilastirma sonuglart Tablo 4.1°de

gosterilmistir.

TOK, OSI ve MDA diizeylerinin gruplar arasinda ileri diizeyde istatistiksel
olarak anlamli farkli oldugu, ancak TAK diizeylerinin gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik sergilemedigi saptandi.

Coklu karsilastirma sonrasi yapilan post hoc karsilastirmalarla, TOK diizeyleri
kontrol grubuna goére 10, 100, 500 uM konsantrasyonlardaki glifosat gruplarinin her
birinde ve ek olarak 10 uM ve 100 puM konsantrasyon gruplarmma goére 500 pM
konsantrasyon grubunda istatistiksel olarak anlamli ytiksek idi. Ancak TOK diizeyleri

10 uM ve 100 pM konsantrasyon gruplarinda anlamli farkli degildi (Tablo 4.1).

Coklu karsilagtirma sonrasi yapilan post hoc karsilastirmalarla, OSI diizeyleri
500 uM konsantrasyon grubunda kontrol ve 10 uM konsantrasyon gruplarma gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek idi. Ancak diger gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik yoktu (Tablo 4.1).

Coklu karsilastirma sonrasi yapilan post hoc karsilagtirmalarla, MDA diizeyleri
kontrol grubuna gére 10, 100, 500 uM konsantrasyonlardaki glifosat gruplarinin her
birinde, 10 uM ve 100 uM konsantrasyon gruplarina gére 500 uM konsantrasyon
grubunda ve ek olarak 10 uM konsantrasyon grubuna gére 100 uM konsantrasyon

grubunda istatistiksel olarak anlaml yiiksek idi (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Glifosatin in vitro kordon kan: eritrosit hiicrelerindeki TOK, TAK, OSI ve

MDA diizeylerine etkisi
GRUPkontrROL | GRUP19um GRUP 100 ym GRUPs00 um P
TOK
48,17£25,42 95,79+24,14% | 114,96+19,35% | 145,85+25,4720¢ | <0,0001
(umolH,O2EQ/L)
TAK
0,49+0,21 0,5840,26 0,46+0,21 0,44+0,22 = 0,349
(mmolTroloxEg/L)
Osi
o 0,121+0,079 0,191+0,086 0,329+0,227 0,542+0,607%¢ =0,005
(sabit birim)
MDA
0,064+0,007 0,075+0,005¢ | 0,082+0,006*¢ | 0,090+0,0072>¢ | <0,0001
(nmol/mL)

4P<0,001, kontrol grubuna gore
P<0,0001, GRUP wmgrubuna gére
°P<0,001, GRUP 99 ym grubuna gore
9P<0,01, kontrol grubuna gore
#P<0,05, GRUP¢ v grubuna gore

180 +

el el

oN A O

S o o o
1

TOK (pmol H,0, Eq/L)
N A OO @
o O O O

o
I

kontrol

10 uM

100 uM
Glifosat Konsantrasyonu

500 uM

Sekil 4.1. Glifosatin in vitro kordon kani eritrosit hiicrelerindeki total oksidan kapasitesi
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Sekil 4.2. Glifosatin in vitro kordon kani eritrosit hiicrelerindeki total antioksidan
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Sekil 4.3. Glifosatin in vitro kordon kani eritrosit hiicrelerindeki oksidatif stres indeksi



0.1 -
0.09 -
0.08 -

20

= 0.

€ 0.05 -

< 0.04 -

S 0.03 -
0.02 -
0.01 -

kontrol 10 uM 100 uM 500 uM
Glifosat Konsantrasyonu

Sekil 4.4. Glifosatin in vitro kordon kani eritrosit hiicrelerindeki malondialdehit

seviyeleri

4.2. Ozmotik Frajilite Sonug¢lar:

In vitro kordon kani eritrosit hiicrelerine 10, 100, 500 uM konsantrasyonlarda
glifosat maruziyeti sonrast %0-0,9 aras1 NaCl yogunluklarina tabi tutulan eritrositlerin
%hemoliz miktarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisim

olmadig tespit edildi (P>0.05).

Tablo 4.2. Glifosatin in vitro kordon kani eritrosit ozmotik frajilitesine etkisi

GRUP«konTROL GRUP19 um GRUP100 um GRUPs00 um P
Ozmotik
frajilite. | 0.3020+0,1182 | 0276700715 | 02531£0,0627 | 0,2979+0,0798 | P>005
(Yohemoliz)
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Sekil 4.5. Glifosatin in vitro kordon kani eritrosit ozmotik frajilite degerleri
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5. TARTISMA

Genis spekturumlu, non-selektif, sistemik etkili bir organofosforlu herbisit olan
glifosat, genellikle tuzlari ile formiile edilerek ve bitki membran gegirgenligini arttirmak
icin ylizey aktif maddeler eklenerek piyasaya siirtilmiistiir. Glifosat yapisal olarak
sadece bitkileri etkileyecek sekilde tasarlanmis olsada, yapilan arastirmalarda bal arilart
gibi faydali bocek tiirlerinin, solucanlarin, baliklarin, kuglarin ve bazi memelilerin de
icinde bulundugu hayvan popiilasyonlarina zarar verdigi belirtilmektedir (Cox, 1995).
Baliklarda toksik etkileri, balik tiirlerine ve duyarliliklarina gore degismekte olup
glifosat formiilasyonlarinin saf glifosata gore 30 kata kadar daha toksik oldugu
bilinmektedir (Servizi ve ark., 1987). Igeriginde bulunan yardimci maddeler glifosatin
toksisitesini artirmakla birlikte herbisidal aktivitesini de degistirebilmektedir (Sarialtin
ve Coban, 2017). Yapilan bazi ¢alismalarda glifosat kullanimi ile dldiiriilen bitkiler ile
beslenen veya barinak i¢in kullanan hayvanlarin olumsuz etkilendigi gosterilmistir

(Easton ve Martin, 2002).

CD-1 erkek fareler {lizerinde yapilan bir ¢aligmada 2 yil glifosata maruz
birakilmanin mikroskobik olarak karaciger hipertrofisine ve nekrozuna neden oldugu
gosterildi (Knezevich, 1983). Sprague Dawley si¢anlari {izerinde yapilan baska bir
calismada ise 0-600 ppm seviyesinde glifosat maruziyetinin kronik bir etkisi
gbzlenmedi (Lankas, 1981). Buna karsin Sprague Dawley siganlarinda daha yiiksek doz
glifosat maruziyetinin (0-20000 ppm) 2 yil siire icerisinde uygulanmasi1 erkeklerde
dejeneratif okiiler lens degisikligi, karaciger agirliginda artis ve disilerde viicut
agirlhiginda diisiise neden oldugu rapor edilmistir (Stout ve Ruecker, 1990). Farelerde
yapilan bagka bir calismada 2 hafta siire ile yiiksek doz glifosat (roundup)
uygulamasinin karaciger agirliginda artis, lipid peroksidasyonu, alanin aminotransferaz,
aspartat aminotransferaz, alkalin fosfataz aktiviteleri, tirik asit, iire, nitrik oksit, timor
nekroz faktor (TNF-a), trigliserid ve kolesterol seviyelerinde artisa ve glutatyon

seviyesinde azalmaya neden olmustur (El-Shenawy, 2009).

Son zamanlarda yapilan laboratuvar ve epidemiyolojik ¢aligmalar, glifosatin
insanlar tizerinde endokrin sistemi olumsuz yonde etkilemesi, hiicre 6liimii, DNA
hasari, kanser, dogum kusurlar1 ve ndrolojik bozukluklar gibi ¢esitli saglik

problemlerine neden oldugu bildirilmektedir. Insanlar glifosata hem tarmmsal faaliyetler

40



ile hem de gevresel faktorlerle maruz kalabilirler. Bremen Tibbi Laboratuvarlarinin
2013 yilinda yaptig1 ¢alismada 18 farklt Avrupa iilkesinden 182 idrar 6rneginde %44
oraninda glifosat kalintilar1 belgelenmistir (MLHB, 2013). Baska bir ¢alismada ise
glifosat uygulanan arazilerdeki ciftgilerin idrarinda %60 oraninda kalinti bulunmustur
(Acquavella ve ark.,2004). Glifosatin insan lenfositlerinde kromozomal sapma,
mikroniikleus frekanslarinda ve niikleoplazmik kopriilerde artisa neden oldugu
bildirilmistir (santavito ve ark., 2018). Ayrica glifosatin insan periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde DNA’nin tek ve ¢ift iplik kopmasini indiikledigi ve piirin-

pirimidin oksidasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Wozniak ve ark., 2018).

Glifosatin kordon kani eritrosit hiicreleri iizerine toksisitesine iliskin ¢alismalar
oldukga sinirlt olup, 6zellikle in vitro kordon kani eritrosit hiicrelerine etkisine dair
arastirma literatiirde bulunmamaktadir. Yapilan bu tez ¢aligmasinda 10, 100, 500 uM
konsantrasyonlardaki glifosatin in vitro kordon kani eritrosit hiicrelerine maruziyetinin
oksidatif stres parametreleri {izerine etkilerini incelemek i¢in, TOK, lipid
peroksidasyonu, TAK ol¢iimleri ve osmotik frajilite degerlendirmeleri yapildi. /n vitro
kordon kani eritrosit hiicrelerine glifosat maruziyetinin, konsantrasyon artisina bagl
olarak TOK diizeylerini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
arttirdigr bulundu. Yapilan bir ¢alismada, Klorpirifos ve asetamiprid pestisitlerinin
maruziyeti sonucu kordon kani eritrosit hiicrelerinde ROS {iretiminin arttig1, antioksidan
enzim aktivitelerinde ise azalma oldugu tespit edilmistir. Pestisitler tarafindan tetiklenen
ROS artisinin, ROS’un bir yan {irlin olarak {iretilmesi durumunda, ksenobiyotik
metabolizmasinin (sitokrom P450’lerin) bir sonucu olabilecegi varsayillmistir. Ek
olarak, ROS artis1 antioksidan homeostaz degisikliklerine yol acgarak antioksidan
tilkenmesine neden olabilir (Quintana ve ark., 2018). Organofosfor pestisitler de dahil
olmak ftizere birgok pestisit, insan ve hayvan modellerinde oksidatif stresin
indiiklenmesi ile iliskilendirilmistir. Oksidan dengedeki degisiklikler, 6rnegin reaktif
tiirlerde artis, radikal silipiirme sisteminde bir azalma veya her ikisi de eritrosit
biitiinliigiinii etkileyebilir. Oksidatif stres ayni zamanda membran stabilitesindeki
azalmayla iligkili 6nemli bir faktordiir (Paraiso ve ark., 2014). Uchendu ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir arastirmada yliksek konsantrasyonlarda uygulanan organofosforlu
pestisitlerin, eritrosit ozmotik frajilitesinde redoks dengesini etkiledigi bildirilmistir

(Uchendu ve ark., 2014). Yapilan bu tez c¢alismasinda kordon kani eritrositlerindeki
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oksidatif stresin doza bagli olarak yiikseldigi tespit edilmis olup, literatiirdeki diger
pestisitlerin reaktif oksijen tiirlerini tetikleyerek oksidatif stresi artirdigina dair

sonuglartyla uyumludur.

In vitro kordon kani eritrosit hiicrelerine 10, 100, 500 uM konsantrasyonlarda
uygulanan glifosat, TAK diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gostermedi. Yapilan bazi caligmalarda pestisitler tarafindan olusan toksik etkilerin,
reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek miktarda tiretimi ile iligkili oldugu gosterilmistir
(Gultekin ve ark., 2000). Serbest radikallerin ve ROS iiretiminin artmasi ve antioksidan
savunmanin azalmasindan kaynaklanan oksidatif stres, biyolojik makromolekiillerin
hasar gormesine, normal metabolizma ve fizyolojinin bozulmasina yol a¢maktadir
(Deeba ve ark., 2017). Bununla birlikte, ¢cok az caligma, kordon kan eritrositlerinin
pestisit toksisitesine duyarliligini analiz etmektedir. Bizim g¢alismamizda diisiik doz
glifosat maruziyetinin in vitro kordon kani eritrosit hiicrelerinde toplam antioksidan
dengesini etkilemedigini tespit edilmektedir. /n vitro kordon kani eritrosit hiicrelerine
sadece 3 saat silire ile glifosat uygulamasi yapildigindan, hiicrelerdeki antioksidan
dengesini etkileyecek giice sahip olamadigi diisiiniilebilir. Calismamiza paralel olarak
Quintana ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada Klorpirifos ve asetamiprid pestisitlerinin
(4, 40 ve 400 nM) in vitro eritrosit kordon kani hiicrelerindeki katalaz aktivitesini
diistirdiigii ve SOD aktivitesini ise degistirmedigi gosterilmistir (Quintana ve ark.,
2018).

In vitro kordon kanu eritrosit hiicrelerine glifosat (10, 100, 500 uM) maruziyeti
sonrasi konsantrasyon artisina bagh olarak eritrosit MDA diizeyinde kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli artis tespit edildi. MDA seviyesinin yiikselmesi lipid
peroksidasyonunun arttigin1 gostermektedir. Membran lipidleri, hiicresel biitlinliiglin
korunmasi ve hayatta kalmasi i¢in hayati 6neme sahiptir (Jain ve ark., 1989). Her ne
kadar kordon kani eritrosit hiicreleri, hiicre i¢i oksidatif strese karsi savunma yapmak
icin c¢esitli biyolojik mekanizmalarla 1yi bir sekilde donatilmis olsa da, toksik
kimyasallar ve ¢evresel kirleticiler nedeniyle oksidatif olarak zarar gorebilirler. MDA,
peroksidize ¢oklu doymamis yag asitlerinin énemli bir oksidatif iirliniidiir ve MDA
konsantrasyonunun ytiikselmesi lipid peroksidasyonunun bir gostergesidir (Freeman ve
Crapo, 1981). Bu tez ¢alismasinda glifosatin lipid peroksidasyonu yoluyla eritrosit

hiicrelerinin biyokimyasal ve fizyolojik islevlerini bozabilecegi gosterildi. Daha 6nce
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yapilan bir arastirmada organofosforlu pestisit olan bromfenvinfos’un 250uM ve
500uM konsantrasyonlarda eritrosit hiicrelerinde lipid peroksidasyonuna neden oldugu,
insan eritrosit hiicrelerinde 6nemli oksidatif degisiklikler gosterdigi bildirilmistir

(Sosnowska ve ark., 2015).

In vitro kordon kani eritrosit hiicrelerine 10, 100, 500 uM konsantrasyonlarda
glifosat maruziyeti sonrasi %0-90 aras1 NaCl yogunluklarina tabi tutulan eritrositlerin %
hemoliz miktarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisiklik olmadigi
tespit edildi. OF testi eritrositlerin hipotonik ortamlarda ozmotik strese karsi direncini
yani eritrositlerin dayanikliligin1 6lgmeye yarayan bir yontemdir. Eritrositlerin ylizey
alani-hacim iliskisini degerlendirir. Yiizey alaninin hacime orani azalmigsa ozmotik
frajilite artmis, hipotonik soliisyonlara direng azalmistir. Eritrosit membraninin lipit
icerigi membran gecirgenligini etkiler. Membran gegirgenliginin artis1 ozmotik direnci
azaltir. Diger bir deyisle ozmotik frajiliteyi arttirir (Seymen, 1990). Caligmamizda
kordon kani eritrosit hiicrelerine uygulanan farkli konsantrasyonlarda glifosatin, kontrol
grubuna gore eritrosit ozmotik frajilitesinde bir farklilik kaydedilmedi. Bununla birlikte,
analiz edilen konsantrasyonlarin dozunun eritrosit ozmotik frajilitesini degistirmek igin

yeterli olmadigini diistindiirmektedir.

Kordon kani ve yetiskin kirmizi kan hiicrelerinin ozmotik frajilitesi hakkinda
celigkili raporlar vardir. Yapilan bir arastirmada kordon kani eritrosit hiicrelerinin
yetiskin kirmiz1 kan hiicrelerine gére hemolize daha direngli oldugu ve kordon kaninda
ozmotik olarak direngli hiicrelerin bir alt populasyonunun varligi vurgulanmaktadir
(Bautista ve ark.,2003). Ayrica, kordon kani eritrositleri yetiskin eritrositlerinden
membran kompozisyonu, biyofiziksel 6zellikler, hemoglobin yapisi, metabolizmasi ve
enzimatik goriiniis bakimindan farklilik gosteren hiicrelerdir. En 6nemli fizyolojik
farkliliklar ise kordon kani eritrositlerinde fetal hemoglobinin yiiksek konsantrasyonda
olmasidir. Bu 6zellik yetiskin eritrositlerinde yoktur (normal yetiskin fetal hemoglobini
HbF < %1). HbF yetiskin hemoglobinle kiyaslandiginda, daha yiiksek derecede oksijene
afinite gosterir. Bu da HbF’nin oksijene daha kolay baglanmasini saglar. Zirai ilag
kullaniminin potansiyel olarak insan sagligina olumsuz etkileri bilinmektedir. Ayrica
gebelik sirasinda pestisit maruziyetinin maternal ve fetal hassasiyetden dolay1 6nemli
bir halk saglig1 problemi ortaya cikartabilecegine dair goriisler bulunmaktadir. Yapilan

bir c¢alismada, yogun pestisit uygulamasi olan bdlgelerde yasayan gebe kadinlarin,
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pestisit maruziyetinin kordon kani eritrosit hiicrelerinde ozmotik frajilite ve plazma
zarindaki lipid peroksidatif degisiklikleri arttirdigi gosterilmistir. Ayrica, azalan
antioksidan savunma kapasitesinin, lipitler, proteinler, DNA dahil olmak {izere diger

hiicre bilesenleri icin bir risk faktorii oldugunu gostermektedir (Quintana ve ark., 2017).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, bu calisma, organofosforlu herbisit olan glifosatin kordon kani
eritrosit hiicrelerinde lipid peroksidasyonunun son iirlinii olan malondialdehit ve total
oksidan kapasitesinin arttirma yetenegini gostermektedir. Fakat eritrosit ozmotik

frajilitesi ve total antioksidan kapasitesinde anlaml1 bir degisiklik kaydedilmedi.

Pestisit maruziyeti ile kronik hastaliklar arasindaki nedensel iliskileri
dogrulamak icin ileriye doniik calismalara ihtiyag vardir. Ek olarak, pestisitlerin
uygulama ve maruziyet 6zelliklerini dikkate almak ve Onceki pestisit maruziyetlerini
tam olarak yeniden iiretmek gereklidir. Dahasi, istatistiksel giicii saglamak i¢in daha
fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Pestisit maruziyeti 6l¢limlerinde ve saglik iizerindeki
etkilerinin  Ol¢iimlerinde  yanlis  smiflandirma  yanhiliklarimi = azaltmak  icin

biyobelirte¢lerin dogru bir sekilde dlgiilmesi gerekir.

Pestisit kullanimu ciftgiler ve genel olarak niifus i¢in kontrol altina alinmalidir.
Ek olarak, pestisitlere erisimi siki bir sekilde kontrol etmek, kullanimlarim1 en aza
indirmek ve yiiksek derecede toksik pestisitleri diisiik toksisiteli olanlarla degistirmek
gerekmektedir. Bunun yaninda halk saglig1 agisindan, 6zellikle de gebe ve fetiis sagligi

dikkate alinarak pestisit kullanimi sinirlandirilmalidir.
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