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1.0ZET

Pestisitler tarimda zararlilarla savagsmak, poliklorlu bifeniller (PCB' ler) ise
endiistriyel kullanim amaciyla tiretilmislerdir. PCB ve pestisitlerin biyoakiimiilatif
ozellikte olduklar1 bilinmektedir. Bu bilesenlerin norotoksik, kanserojenik, immiin
sistem baskilayict ve endokrin bozucu etkileri oldugu farkli caligmalarda
gosterilmistir. Bu tez c¢alismasinin amaci, PCB 52, PCB 77, endosulfan ve
kloropirifosun insan lenfosit hiicre kiiltiirinde; Th1/Th2 polarizasyonuna ve
immiino fenotip lizerine olan etkilerini incelemekti.

Bu calismada, izole edilen insan lenfositleri 8 goniilliiniin vendz kan
orneklerinden hazirlandi. Kan Ornekleri alinarak lenfosit izolasyonu
gerceklestirildi ve hiicre kiiltiir plaklarina ayni1 yogunlukta ekim yapildi.
Hazirlanan dort ayri lenfosit hiicre kiiltiiriine sirasiyla PCB 52 (0.1ul), PCB 77
(1ul), endosulfan (1pl) ve kloropirifos (10ul) uygulandi. Bu deneyler
konkanavalinA (KonA) iceren ve icermeyen medyumda ayri ayri tekrar edildi.
PCB ve pestisit uygulamasindan sonra 24 ve 48 saatin sonunda 0.3 mL
supernatant alind. ELISA yontemiyle IL-13, IFN-y ve TGF-B seviyelerindeki
degisiklikler tespit edildi. Deneylerin sonunda tiim kuyucuklardaki lenfositler
tekrar besi ile muamele edildi ve ylizey immiinofenotip yiizey belirtegleri flow
sitometri ile belirlendi.

PCB' ler Thl ve B hiicrelerinde CD23, CD4+25 ve TGF-} ekspresyonu
seviyelerinde anlamli bir artisa sebep oldu. Pestistlerin 6zellikle de kloropirifosun
lenfosit hiicre kiiltiirlinde CD4+CD30 seviyesinde artisa sebep oldu. Th2

polarizasyonunu baskilayici etkisi gozlendi.



Sonuglarimiz, PCB' lerin immiin cevabi Thl yoniinde, pestisitlerin ise Th2

yoniinde degistirebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Poliklorlu bifeniller, Pestisitler, Th1/Th2

polarizasyonu, immiinofenotip, insan lenfosit kiiltiirii.



2. ABSTRACT
EFFECTS OF POLYCHLORINATED BIPHENYLS AND PESTICIDES
ON IMMUNOPHENOTYPE AND Th1/Th2 POLARISATION IN HUMAN

LYMPHOCYTE CULTURES

Pesticids were being produced against pestilents in agriculture sector,
while polichlorinated bipheyls (PCBs) were produced for industrial purposes.
PCBs and pesticids have been to have known bioaccumulative properties.It was
shown that, PCBs and pesticids have neurotoxicity, carcinogenicity,immune
system suppression and endocrine disruption effects in various studies.The aim of
this thesis study was to investigate the action of PCB 52, PCB 77 and
endosulphan, chlorpyrifos on Th1/Th2 polarization and immuno phenotype in

human lymphocytes cultures.

In this study, isolated human lymphocytes were prepared from venous
blood sample from eight volunteers. And then lymphocyte isolation was
performed and plantation having same density was made to the cellular culture
plates. PCB 52 (0,1 ul), PCB 77 (1 ul), endosulphan (1 pl) and chloropirifus (10
ul) were applied to four different lymphocyte cellular culture, respectively. The
experiments was done separately both with and without Concanavalin A (ConA)
medium. Supernatant with 0,3 mL was taken in the end of 24 and 48 hours after
application PCBs and pesticids. And then we measured in levels of IL-13, IFN-y
and TGF-B by ELISA method. At the end of these experiment, lymphocytes in all
well plate were applied by repeatitive feeding and immuno phenotype was

detected by flow cytometry.



PCBs caused a significant increase in expression of CD23, CD4+25 and
TGF-p on Thl and B cells. Pesticids, especially chloropirifus, caused an increase
in levels of CD4+CD30+ at lymphocytes cell cultures. Chloropirifu caused

increase in level of IFN-y while suppression effects in Th2 polarization.

Our results showed that PCBs and pesticides may lead to change immune

system response towards Th1 and Th2, respectively.

Key Words: Polychlorinated biphenyls (PCBs) , pesticids, Th1/Th2

polarization, immunophenotype, human lymphocyte culture.



3. GIRIS

3.1. Poliklorlu bifeniller

Endiistriyel kullanim amaciyla (elektrik trafolari, pompalar, matbaacilik,
miirekkep, boya sanayi v.s.) poliklorlu bifeniller (PCB) 1940’ 11 yillarda
iretilmeye baslanmistir (1). Kalic1 ve lipofilik 6zellikleri (persistent organic
pollutants) nedeniyle biiyiik oranda ¢evreyi kirlettiginden (2), 1970 li yillarda
basta Amerika Birlesik Devletleri olmak iizere bir¢ok iilkede yasaklanmis ve bazi
iilkelerde de kullanimi sinirlandirilmistir (3). Giintimiizde halen bir¢ok iilkede
PCB igerikli techizat ve sanayi iriinleri kullanilmaktadir (4). Bircok iilkenin ve
Tiirkiye’'nin de aralarinda bulundugu yaygin PCB kontaminasyon alanlar
bulunmaktadir (5).

Bu c¢evre kirletici ajanlarin besin zincirine girerek, insan dahil
yeryliziindeki her canliya tasindigi bildirilmistir (6). Solunum yolu heniiz tam
olarak kabul gérmemekle birlikte canlilar viicutlarina dogada bulunan PCB' leri
temas ederek veya yedikleri besinler yoluyla alirlar (7). PCB' lere maruz kalmanin
yaklasik %95' nin besin yoluyla ve bunun da %90’ dan fazlasinin 6zellikle de
kontamine olmus sularda yasayan baliklarin tiikketimiyle oldugu bildirilmistir (8).
PCB' ler bir fenil halkas: iizerine 1 ile 10 farkli sayilar ve konumlarda (orto-,
meta- ve para-) klor molekiiliiniin baglanmasiyla olusan aromatik bilesiklerdir

(Sekil 3.1) (9).



meta orta 2 3

para 4

meta orta 6 5'

Sekil 3.1: PCB' lerin kimyasal yapisi

3.2. insandaki PCB seviyeleri

PCB bilesenleri dogada uzun yillar boyunca kalici olma 6zelligi olan
bilesenlerdir (10). Insan saglig1 iizerine toksik etkileri oldugu bilinmekte ancak bu
etkilerin hangi dokularda var oldugunun tespit edilmesi daha 6nemlidir. Bu
bilesenlerin insan yag dokusu, idrar, serum ve siit numunelerinde mevcut
oldugunu rapor eden farkli ¢aligmalar bulunmaktadir (11-13). Amerika' da yapilan
12 farkli ¢alismada spesifik olarak herhangi bir PCB uygulamasina maruz
kalmayan toplam 4889 insanda ortalama serum PCB degerlerinin 3.88 pg/L ile
15 pg/L arasinda oldugu ancak, bu calisma grubunda ki bazi bireylerin serum
seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli olmadig: bildirilmistir (7). Yag dokular
ve siit numunelerinde, PCB bileseninin varligini tespit icin Cok ve arkadaglarinin
iki farkli c¢alismasinda Ankara bolgesinde yasayan kadinlarda arastirma

yapmuslardir ve yedi farkli PCB oldugunu tespit etmislerdir (14, 15) ( Tablo 3.1).



DOKU/PCB 28 52 101 118 | 138 153 180 TOPLAM | REF
Stit Numuneleri | 5.7 10.3 6.6 18.9 | 54.3 110.0 | 59.8 265.6 50.0
Yag Dokusu 5.0 114 10.4 40.7 | 82.3 141.7 | 91.8 383.3 51.0
Tablo 3.1:  Ankara bolgesinde yasayan kadinlardan alinan siit ve yag dokusu
orneklerindeki PCB bilesenlerinin seviyeleri (ng/g lipit agirlig1).
Yedi degisik tlkenin ve Tirkiyemin de icinde yer aldigi PCB

bilesenlerinin bolgelere gore, seviyelerinde farkliliklar gdsterebilecegi Tablo 3.2'

de ortaya koyulmaktadir.

ULKE/PCB | 28 52 101 18 138 153 180 REF
Polonya 13 17 42 71.0 230.0 290.0 195.0 74
1994 (n=20)

Bel¢ika 2.8 27 3.0 57.1 68.3 1453 93.7 174
2000 (n=46)

Italya * * 3.0 20.7 58.0 112.0 85.5 148
2000(n=10)

Ispanya 49 09 2.0 47.0 220.0 300.0 280.0 258
2000 (n=35)

Isvee 41 14 23 40.0 230.0 300.0 200.0 258
2000 (n=28)

Sili * * * 32 62 11.0 738 148
2000 (n=10)

Tiirkiye 50 114 10.4 407 82.3 141.7 91.8 51
2001 (n=29)

Tablo 3.2: Alt farkl iilke ile Tirkiye' deki (Ankara) insanlarin yag dokusu

orneklerindeki bazi PCB bilesenlerinin seviyeleri (ng/g lipit araligi).




Tablo 3.2' den de anlasilacag1 gibi Olgiilen PCB seviyelerinin birbirinden
farkli olmasi bolgesel farkliliklarla birlikte bagka etkilere de baghdir. PCB
konsantrasyonlarinda yas ile doku arasinda kuvvetli bir bag vardir fakat cinsiyet
ile benzer bir durum s6z konusu olmadig: bildirilmistir (16). Kontamine yiyecek
tilketiminin azalmasina bagli olarak insan dokularindaki PCB bilesenlerinin
konsantrasyonlarinin da zamana bagimli bir sekilde azaldig1 fakat bu azalmanin

her PCB bileseni icin de gecerli olmadigi belirtilmistir (17).

3.3. Pestisitler

Dogada; insan, bitki veya hayvanlara zarar veren varliklarin etkilerini
azaltmak, dnlemek ya da ortadan kaldirmak amaci ile kullanilan kimyasal madde
karisimlarina "pestisit" denir (18). Pestisitlerin zararli organizmalara kars1 hizli ve
yiiksek etkinlikte sonu¢ vermelerinden ayrica kontrollii kullanildiklarinda
ekonomik olmalarindan dolayr yaygin bir kullanimi s6z konusudur (19).
Pestisitler ekonomik agidan biiylik bir dneme sahiptirler bundan dolayr gerek
diinyada gerekse iilkemizde yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar. Bununla
birlikte, bir bitkiye verildiklerinde sadece o bitki yiizeyinde ya da yapisinda
kalmaz farkli yollarla dogaya yayilabilirler. Pestisitler 06zelliklerine gore,
buharlasarak riizgirla tasinabilir, yagmurlarla yer alti sularina ya da yiizey
sularina karisarak sadece uygulandigl bolgeye degil, bu yollarla cok daha uzak

mesafelere taginabilirler (20) (Sekil 3.2).



Pestisit dongusu

Buharlagsma

Bl al T A‘ '[oplok mfsocgm"no *Mikrobik ve kimyasal bozunma
sorpsiyon Yeralt sulanna
kansma

Sekil 3.2: Dogadaki pestisitlerin dontisiimleri (EXTOXNET web sayfasindan

uyarlanmistir (20)).

Pestisitler igerdikleri aktif maddelere gore kimyasal pestisitler ve
biyo-pestisitler olarak iki grupta incelenmektedir (Sekil 3.3). Bunlardan kimyasal
pestisitler, zararlilar1 engellemeye ya da oldiirmeye yonelik olan kimyasal
maddeleri icerirler. Sekil 3.3’ de goriildiigli gibi kimyasal pestisitler de kendi
icinde dort ayr1 gruba ayrilmiglardir. Bu gruplardan biri de karbamat pestisitlerdir.
Asetilkolin enziminin bozulmasina yol agarak sinir sistemini etkileyen karbamat
pestisitlerin de birkag alt grubu vardir ve bu gruplara gore fungusit ya da insektisit
olarak kullanilmaktadirlar. Bu gruplardan biri de hem iilkemizde hem de diger
iilkelerde yaygin olarak kullanilan bir fungusit grubu olan ditiyokarbamat

pestisitleridir (21, 22).



PESTISITLER

A-)KIMYASAL PESTISITLER B-)BIO-PESTISITLER

1) Organafosfatl: Pestisitler 1) Mikrobiyal Pestisitler

2) Karbamath Pestisitler 2) Bitkilerle Birlestirilen Pestisitler
3) Organoklortirlii Pestisitler 3) Biyokimyasal Pestisitler

4) Pirotiroilit Pestisitler

Sekil 3.3: Icerdikleri etkin maddelerin &zelliklerine gore pestisit tiirleri.

Son 30 y1l boyunca diklora difenil trikloroethan (DDT) basta olmak tizere
lindan, endosulfan, aldrin, metoksiklor ve heptaklor gibi bir¢cok pestisitin liretim
ve kullanimi yasaklanmistir (23). Buna ragmen, bu bilesiklere ¢evredeki
kaliciliklar1 nedeniyle gilinlimiizde insan ve hayvanlarin cesitli dokularinda
rastlanmaktadir (24). Bir tarim {ilkesi olan tilkemizde de pestisitler yaygin olarak
kullanilmis ve bir¢ok tarim alani, nehir, gél ve deniz tonlarca madde ile
kirletilmistir (25). Bu nedenle ve biyoakiimiilasyon faktorii de gbéz Oniine
alindiginda, bu bilesiklerin halen lilkemizde maruz kalinan kimyasallarin basinda
yer aldig goriilmektedir (26, 27). DDT ve benzeri pestisitlerin yasaklanmig
olmasina ragmen, giiniimiizde halen stoklarda oldugu ve bilingsiz ve/veya kacak
olarak kullanildig1 tahmin edilmektedir (28). Delen ve arkadaslar1 tarafindan
sunulan raporda 2006-2008 yillar1 arasinda en fazla satilan pestisitler

ditiyokarbamat pestisitlerinden mankozep, tiram ve piwropinebin olarak
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aciklanmustir (41). Bu kimyasal kirleticilerin yeralt1 sularina bulasma riski oldugu

bildirilmistir (29).

3.3.1. Endosulfan

Endosulfan organoklor yapisinda bir pestisit olup dogada ve canli
organizmada birikme egilimi gosterir (30). Tirkiye’de de yakin yillara kadar
yogun sekilde kullanildig1 ve g¢evreyi kirlettigi bilinmektedir (31). Endosulfanin
immiinotoksik etkilerini inceleyen literatiirdeki ilk caligmada, erkek siganlara
farkli dozlarda (5, 10 ve 20 ppm) ve siirelerde (8-22 hafta) uygulamanin hiicresel
immiiniteyi (lokosit gd¢ inhibisyonu ve monosit go¢ inhibisyonu) ve antikor
tretimini baskiladigi (IgM ve IgQG) gosterilmistir (32). Ancak, yine erkek
sicanlarda yapilan baska bir ¢caligmada endosulfanin tek basina lenfosit, monosit
ve total 16kosit sayisin1 degistirmedigi, ancak baska pestisitlerle (Carbaryl gibi)
kombinasyon halinde verildiginde bu parametrelerde azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (33). Endosulfan igeren bir karisimin (Hekzaklorobenzen, DDT,
PCB, mireks, heptaklor, aldrin ve dieldrin ile birlikte) immiin fonksiyonlar
tizerine etkileri erkek ratlarda incelenmis ve dogal 6ldiiriicii (Naturel Killer (NK))
hiicre aktivitesi ile lenfosit proliferasyonunun oOnemli sekilde baskilandig:
belirlenmistir (33). Endosulfanin in vitro ortamda lenfositler lizerinde sitotoksik
ve genotoksik etkili oldugu belirlenmistir (35). Bu immiinotoksik etkiler koyun
lenfositlerinde de “l6kosit gé¢ inhibisyon metodu” kullanilarak gosterilmistir (36).
Balik hiicrelerinde flow sitometre metodu ve FITC floresan boyasi kullanilarak
yapilan bir ¢alismada ise endosulfanin fagositik aktiviteyi azalttigi goriilmiustiir

(37). Siganlardan primer olarak hazirlanan peritoneal makrofaj hiicre kiiltiirlerinde
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endosulfan, tiimor nekrosis faktor (TNF-a) serbestlemesini anlamli sekilde
baskilamistir (38). Yeni bir ¢alismada, endosulfanin insan bdbrek kanser hiicre
kiiltiirlinde Ostrojen reseptorii araciligiyla sitokin sinyal iletisini etkileyebilecegi
gosterilmistir (39). Endosulfanin Ostrojenik etkiye sahip bir endokrin bozucu

oldugu bildirilmistir (40).

3.3.2. Kloropirifos

Kloropirifos organofosfat yapisinda genis spektrumlu bir pestisittir.
Kloropirifosun iilkemizde ¢ok yaygin olarak kullanildigi ve bioakiimiilatif 6zellik
gosterdigi bilinmektedir (41). Organofosfatli bilesikler biyokimyasal olarak ¢ok
stabil  degildir. Organizmada Dbiyolojik aktivite (enzim inhibisyonu)
gosterebilmeleri i¢in desiilfiirasyon yoniinde metabolik aktivasyona ugramalari
gerekir. Organofosfatl pestisitler primer olarak asetilkolin esteraz enzimini inhibe
ederek norotoksik etki gosterirler (42). Akut intoksikasyon olgularinda maruz
kalinan pestisitin dozuna ve giris yoluna bagli olarak cesitli muskarinik ve
nikotinik semptomlar goriiliir ki agir durumlarda epileptik kriz (seizure) ve
solunum yetersizliginden oliim goriiliir. Asetilkolin esteraz inhibisyonunun yani
sira, serin hidrolaz igeren enzimler bu pestisitlerin hedefi olabilir. Serin hidrolaz
iceren enzimler ise immiin sistemde Onemli rol oynarlar. Organofosfath
pestisitlerin  immiinotoksik  etkileri Galloway ve Handy tarafindan
degerlendirilmistir (42). Yapilan farkli bir calismada ise bir ay siireyle oral gavajla
(5 mg/kg, haftada iki kez) kloropirifos uygulanan siganlarda konkanavalinA
(KonA) ile indiiklenmis T lenfosit blastojenezisi bozulmus, CD5+ ve CDS8+

tastyan lenfositlerin orami artmig, ancak makrofajlarin fagositik aktivitesinde
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degisiklik meydana gelmemistir (43). Kronik olarak kloropirifosa maruz kalan ve
saglik sorunlar1 yasayan 29 kisilik bir kohort periferal lenfosit fenotipleri,
otoantikor iiretimi ve mitojenezis yoniinden arastirilmistir. Bu olgularda yas ve
cinsiyet farki olmaksizin, CD5+ fenotipinde azalma, CD28+ fenotipinde artma,
KonA ile indiiklenmis mitojeneziste azalma ve otoantikor {iretiminde artis
belirlenmistir (44). Ayni aragtirma grubunun daha 6nce yayinladigi iki olguda da
CD26+ immiinofenotipinin ylikseldigi ve diiz kas, tiroid bezi, miyelin ve paryetal
hiicrelere karsi otoantikorlarin arttigi gozlenmistir (45). Neonatal donemde
kloropirifosa maruziyetin erigkinlikte immiin sistemde Onemli fonksiyon
bozukluklarina sebep olabilecegi ileri siiriilmiistiir (46). Ancak, kloropirifosun
sitokin salinim profili ve genel immiinotoksik etkileri ile ilgili calismalar oldukga

sinirlidir.

3.4. Poliklorlu bifenillerin ve pestisitlerin immiin sistem iizerine etkileri
PCB'lerin ve pestisitlerin immiin parametreleri etkiledigi bilinmektedir. Bu
kirletici ajanlarin humoral ve hiicresel immiinite iizerine etkilerinin oldugu hem
insanlarda hemde farkli hayvan tiirlerinde gosterilmistir (47-49). T lenfositlerin
PCB' lere in vivo maruz kalinmasi lenfositlerin aktivitesini ve antikor tiretimini
azaltarak immiin fonksiyonlar1 zayiflattig1 bildirilmistir (50, 51). Yine insanlarda
ve hayvanlarda, PCB' lerin immiin baskilama ve timik atrofiye sebep oldugu
gosterilmistir  (52). Pestisitlerin  yiiksek konsantrasyonlarinin  insan NK
hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlar1 tizerindeki etkileri incelenmistir ve viicuda
girdiginde NK hiicrelerinin 24 saatten kisa bir siirede islevlerini yerine getirdigi

gbzlenmistir (53).
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PCB toksitesi iizerine c¢alisma yapan arastirmacilarin genel olarak
odaklandiklart nokta, Aryl hidrokarbon (Ah) reseptOriiniin aktivasyonu ve
sitokrom P450' e bagli mono oksijenazlarin indiiksiyonu yoluyla gosterilen
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) benzeri (immiin baskilayici ve
kanserojenik) etkilerdir (54, 55). Bu etkilerin, PCB bilesenlerinin sadece meta ve
para pozisyonlarina bagli bulunan klorlar yiiziinden oldugu disiiniilmektedir.
PCB' ler tarafindan meydana getirilen immiin baskilayici etkinin, tiir, irk, cinsiyet

ve yasa bagli oldugu bildirilmistir (56).

3.5. Lokeositler (Akyuvarlar)

Kan korpiiskiilleri veya akyuvarlar da denilen 16kositler ¢ekirdekli kan
hiicreleridir. Beg ayr1 tipi bulundugundan gorevleri de ¢ok cesitlidir. Bir birim
mm’® kanda ortalama 7000 1dkosit bulunur. Sayilari dort binin altma diigerse
"l6kopeni", sayilart on binin istiine ¢ikarsa "lokositoz" adi verilir. Bu lokosit
sayisini olusturan bes 16kosit tipinin yilizde oranm1 " 16kosit formiili" olup, birgok

hastaligin tanimina yardimci olur (24) (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: Lokosit formiilii

Lokositler niikleuslarin tek veya parcali olusuna ve sitoplazmada o6zel
graniil bulunup bulunmamasina gore bes tipe ayrilmistir. Bu siniflamaya gore:
A) Graniilositler:

a. Notrofiller

b. Eozinofiller

c. Bazofiller
B) Agrantilositler:

a. Monositler

b. Lenfositler

olmak tizere bes tipe ayrilirlar (Sekil-3.5).
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Sekil 3.5: Lokosit tipleri

3.6. Lenfositler (immiinositler)

Caplar1 9-12 pm olan, spesifik immiiniteden sorumlu hiicrelerdir. Giemsa
ile boyandiginda koyu kromatin yapisina sahip, biiyiik ve yuvarlak bir niikleus ile
onu geviren gok mavisi dar bir sitoplazma seridinden olusurlar (Sekil-3.6). Insan
viicudunda total 100 milyon kadar lenfosit bulundugu ve her giin yaklagik 2
milyon yeni T hiicresinin ve 20 milyon yeni B hiicresinin yapildig1 hesaplanmstir.
Viicuttaki total lenfosit sayisinin %2 kadarini periferik kan lenfositleri olusturur

(57).
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Sekil 3.6: Lenfosit mikroskobik goriiniimii (59)

Lenfosit klonlari, santral lenfoid dokular1 olusturan fetal karaciger, kemik
iligi ve timusta iki ayr1 dogrultuda primer (fonksiyonel) farklilasmaya ugrarlar.
Kuslarda, son barsaktaki kloakada yer almis bir lenfoid organ olan Bursa of
Fabricius'a bagimhi gelisme gostererek humoral immiiniteyi olusturan lenfositlere
B lenfositleri; timusa bagimli gelisme gostererek selliiler (hiicreye dayali)

immiiniteyi olusturan lenfositlere de T lenfositleri denmektedir (57) (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7: Lenfosit olusumu (58)

3.7. Sitokinler ve immiinofenotip belirtecleri

T helper (Th) alt grup hiicreleri heterojen bir popiilasyona sahip olup
kandaki lenfositlerin %35-60 kadarini olustururlar. Th2 alt grubundaki lenfositler
IgE dahil olmak {izere, antikor {liretiminde etkin olarak rol oynarlar ve eozinofiliyi
uyarirlar. Thl alt grubundaki lenfositler ise, 6zellikle opsonizan antikor yapimina
katkida bulunmakla birlikte, esas olarak sitolitik aktivite islevi goriirler (59). Thl
alt grubundaki hiicrelerin %77 si sitolitik aktivite gosterirler. Buna karsilik, Th2
alt grubundaki hiicrelerin ancak %18' inde sitolitik etkinlik goriiliir. Bu 6zellikleri
gdz oOniinde tutuldugunda Thl klonlarinin hiicresel immiin yanitta; Th2
klonlarmin ise esas itibariyle humoral immiin yanitin ortaya ¢ikmasinda aktif rol

oynadiklar1 goriilmektedir (60).
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Immiin sistem, antijenin sekline gére (hiicre i¢i veya hiicre dis1) hiicresel
(Th1 tip1) veya humoral (Th2 tipi) agirlikli cevap hazirlar. Th hiicrelerinin sitokin
profiline gore, Thl (tip 1) ve Th2 (tip 2) subsetlerine ayrilmasi ¢esitli hastaliklar
ile sitokinler arasindaki iligkilerin anlagilmasini kolaylastirir. Th1 hiicreleri; IL-2,
IFN-y ve TNF-a serbestleyerek hiicresel immiiniteyi stimiile ederler ve viral,
bakteriyel, fungal, protozoal enfeksiyonlara karsi miicadele ederler. Th2 hiicreleri
ise baglica IL-4, IL-5 ve IL-10 salgilayarak humoral immiiniteyi uyarirlar (60, 61).
Th1/Th2 polarizasyonu bazi dogrudan ve feed-back aracili mekanizmalarla
diizenlenir. Thl yanit1 Th2 yolunu iki sekilde engeller: IFN-y ve IL-12, Th2
olusumunu inhibe eder, IFN-y ayni zamanda B hiicrelerinde antikor sinif
cevrimini engeller, diger taraftan, IFN-y kendisini iireten Thl hiicre yanitin1 bir
stire sonra durdurur. Ayni sekilde, Th2 yanit1 da Thl yolunu inhibe eder (62).

Uyarilmig CD4+ T hiicreler ThO, Thl, Th2 ve Th3 olmak iizere alt
gruplarda smiflandirilirlar. Bu alt smiflarin  salgiladiklar1 sitokin profilleri
birbirinden farklidir. Bu farkli sitokinlerin etkisi ile alt sinif hiicreler fonksiyonel
olarak da birbirinden farklilik gostermektedir (63). ThO hiicreler oOzellikle
insanlarda bir¢cok CD4+ T hiicre, Th1 veTh2 arasinda bir sitokin profiline sahiptir
ve bu hiicreler INF-y ve IL-4 iiretebilme 6zelligine sahiptirler (64). Thl hiicreler
gecikmis tip asirt duyarlilik yanitinin ve makrofaj aktivasyonunun olugmasinda,
Th2 hiicreler antikor sentezinden ve Ozellikle IgE izotip ¢evriminden sorumlu
tutulmaktadir (63). Th3 alt grubunun ise immiin sistemin genel kontrol sitokini
olan TGF-B’y1 tirettigi bilinmektedir (60, 65).

Normal veya patolojik durumlarda olasi Thl veya Th2 baskin cevabinin

belirlenmesi, ciddi metabolik problemler nedeniyle sinirhidir. T lenfosit hiicreleri
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tarafindan iiretilen sitokinlerin ¢cogu az miktarlardadir ve bunlarin bir kismi mikro
cevreye salinmaz, hiicre-hiicre kontaktir sirasinda bir hiicreden digerine direkt
olarak transfer edilir. Bu nedenle, gercekte biiyiik 6l¢iide biyolojik sivilardaki
spontan sitokin sekresyonlar1 veya T hiicre siipernatantlarindaki 6l¢iim veya tespit
major olarak imkansizdir. T hiicre bagimli effektor cevaplarin sitokin profilini
karakterize etmek icin farkli metodolojik yaklasimlar uygulanmaktadir. Son
zamanlarda bazi ylizey belirteclerinin bulunmasi sonucu Th1-Th2 hiicreleri ile
iligkili olarak ¢ok sayida arastirma yapilmistir. T hiicrelerinde ylizey
immiinoglobiilinleri bulunmaz. Antijenik peptidlerin taninmas1 T hiicre reseptorii
(TcR) ile gerceklesir (68). insan T hiicreleri CD4 ve CDS8 farklilasma markerleri
disinda baglica CD2, CD3, CD5, CD7, CD28, CD98, CD99, CDI100 yiizey
markerlerini ve Major Histokompatibilite Kompleksi (MHC) klas-I antijenlerini
retirler. Ayrica CD45' in, hiicrenin aktivasyon durumuna gore degisen
izoformlarim tiretirler. CD45, bir 16kosit markeri olup TcR uyarimi igin tirozin
fosfataz etkinligi gosterir. CD45RA+ izoformu naif; CD45RO+ izoformu ise
bellek aktivasyon durumunda olan T hiicrelerinde {iretilirler. MHC klas-II
antijenleri sadece aktive T hiicrelerinde iiretilirler. Bundan bagska, IL-1, IL-2, IL-4,
IL-6 gibi gesitli sitokinler T hiicre gelismesine yardimci olurlar (67). CD30 aktive

Th2 ve CD26 ise aktive olmus Th1 hiicreleri lizerinden eksprese edilir (59, 68).
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AMAC

Bu calisma, Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan ve dogada uzun siire
kalma potansiyeline sahip organoklorlu (endosulfan) ve organofosfath
(kloropirifos) pestisitler ile PCB' lerin insan lenfosit kiiltiirlerinde Th1/Th2
polarizasyonu ve immiinofenotip (CD vyiizey belirtegleri) iizerine etkilerini

arastirmak amaciyla planlandi.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deneyde kullanilan denekler

Bu ¢alismada, 18 — 20 yaslarinda sekiz (8) saglikli, ayn1 kan grubu (0 Rh")
erkek goniilliilerden alinan kan 6rnekleri lizerinde gergeklestirildi. Sigara, alkol
veya diger bagimlilik yapict madde veya herhangi bir ilag kullanimi, herhangi bir
metabolik veya kronik hastalik, tonsillektomi ve splenektomi gibi cerrahi
operasyon ve allerji gibi immiin sistem bozukluklari bulunan denekler calismaya
dahil edilmedi. Denekler ¢alisma konusunda bilgilendirildi ve yazili onaylari

alindi.

4.2. Kullanilan kimyasal maddeler ve kitler

PCB 52 wve 77, endosulfan, kloropirifos, (-Glutami  N-2-
Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid (HEPES) ihtiva eden RPMI-
1640 ve New Brorn Calf Serum (FCS), Biological Industries (Israil),
Penicillin/Streptomycin Mediatech Collegro (VA, AK, HI, ABD), IFN-y, IL-13 ve
TGF-B Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) kitleri de BioSource
Internatiol,Inc." den (Camarillo, California ABD) saglandi. Kullanilan diger tiim
kimyasallar Sigma Chemical Co.( St. Louis, MO, ABD)' dan saglanildi.

PCB' ler, endosulfan ve kloropirifos dimetil siilfit oksit (DMSO)' da
¢Oziildii. DMSO' nun konsantrasyonu higbir deneyde %0.2"' den fazla olmadi ve
tiim deney protokollerinde PCB' ler, endosulfan, kloropirifos ve kontrol grubu ile

beraber DMSO' nun analizi yapildi.

22



4.3. Numunelerin alinmasi
Goniillii bireyler sabah saat 08:00 - 09:00 arasinda Firat Tip Merkezi
Immiinoloji laboratuarina davet edildi ve kan &rnekleri (toplamda 10 mL) alinda.
e 2 mL’ si EDTA ’l tiiplere flow sitometrik yontemle immiinofenotipik
ozelliklerinin belirlenmesi i¢in alindu.
e 8 mL' si kuru tiiplere “Dansite Gradient Santrifiij” yontemiyle lenfosit

izolasyonu i¢in alindi.

4.4. Deney protokolleri
Hiicre canliligi (viability) ve immiinofenotip (CD yiizey belirtegleri)
seviyelerinin belirlenmesi i¢in flow sitometri, sitokin tayinleri i¢in de ELISA

olmak iizere iki ayr1 deney protokolii uygulandi.

4.4.1. Flow sitometri analizleri
4.4.1.1. Periferik kandan lenfosit izolasyonu

Heparinize periferik kandan lenfosit veya lenfosit alt gruplarmin ayrimi
igin degisik yontemler uygulanabilmektedir. Ornegin Flow sitometri analiz
(FACS) cihaz1 ile lenfosit yiizey antijenlerine 6zgiil monoklonal antikorlar,
lenfosit ylizey antijenlerine 0zgiil antikor ile kapli magnetik boncuklar veya
eritrosit rozet formasyonu gibi degisik yontemler kullanilarak lenfosit veya
lenfosit alt gruplar1 ayristirilabilir.

Ancak dansite-gradient santrifiij yontemi en kolay olan yontemdir (Sekil
4.1). Dansite gradient yonteminin temeli kan hiicre gruplarmin birbirinden farkl

dansite 6zelliginin bulunmasina dayanur.
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Sekil 4.1: Dansite gradient yontemi ile monontikleer hiicre ayrimi

Dansite gradient santrifiij yonteminde ;
e Izolasyon igin 15 mL’ lik konik tabanl: steril test tiipleri (Cellstar PP test

tubes Greiner Labortechnic) alindi,

e Hiicre ayirict soliisyon olarak Ficoll-isopaque (dansitesi 1077 gr/lt)
Solution kullanildi,

e Steril tiiplere, kiiltiir kabini i¢inde 2 mL ayirici soliisyon ve yine yaklagik
2-2.5 mL kan eklendi,

e (Cokmesi beklendikten sonra 1800 devirde Hettich Universal 32 santrifij
cihazi1 kullanilarak 30 dakika 24°C” de santrifiij edildi,

e Santrifiij sonras1t Sekil 4.1' deki gibi tabaklanma go6zlendi. Eritrosit ve
graniilositlerin dansitesi 1.077' den daha fazla oldugu i¢in Ficoll-isopaque

icerisinden gecerek tiipilin dibine ¢okeldi,
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Mononiikleer hiicrelerin (lenfositlerin) dansitesi 1.077 'den daha diisiik
oldugu i¢in Ficoll-isopaque lizerinde kaldi,

Ficoll-isopaque iizerinde yiizen tabaka (buffy coat) steril pastor pipeti ile
dikkatlice topland1 ve diisiik devirde yikandi bdylece trombosit
kontaminasyonu azaltildi.

Yikanmis monontikleer hiicreler plastik petri kabinda 60 dakika
bekletilerek monositlerin zemine yapigmasi saglandi.

Boylece monositlerin plastige yapisma 6zelligi kullanilarak monositleri

uzaklastirilmis ve lenfositler elde edilmis oldu.

4.4.1.2. Hiicre kiiltiiriit hazirlanmasi

Hiicreleri yikamak ve kiiltiire etmek i¢in komplet medium hazirlandi.
Bunun i¢in L-glutaminli RPMI 1640 soliisyonuna, %10 oraninda %3’ likk
inaktive fetal calf serumu (Sigma-Aldrich Germany) eklendi ve 2 mM L-
Glutamine (yoksa), 20 mM HEPES (yoksa), %10 FCS, %1
Penicillin/streptomycin dikkatli bir sekilde triturasyonu yapildi.

Hiicreler, komplet medium ile yikandi.

Bunun i¢in, 400 devirde 5 dakika santrifiij edildi ve pelletin {lizerindeki
s1vt kisim atilarak yikama islemi tekrarlandi ve pellet karistirildi.

Hiicre sayimi igin 20 pl 72 sulandirilmis tripan blue kullanildi.

Hiicreler Thoma laminda sayildi ve her hiicre siispansiyonunda yaklagik
10" hiicre olacak sekilde ayarlandi.

Hiicre siispansiyonu 24 kuyucuklu steril doku kiiltiir plaklarina aktarildi.
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e Hazirlanan hiicre kiiltiirleri 37°C° de %5 CO;, inkiibatorde saklandi ve
yasatildi.

e Hiicrelerin canlilik orani (cell viability) tripan blue kullanilarak kontrol
edildi ve optimum sartlar saglaninca testlere baslandi.

Buna gore; test edilecek PCB bilesikleri (52 ve 77) (0.1 vel ul) ve
pestisitler (endosulfan ve kloropirifos) (1 ve 10 pl) iki farkli dozda uygulandi.
Deneyler KonA (pozitif kontrol) igeren ve igermeyen medyumda ayr1 ayri tekrar
edildi. Test ajanlarinin, hiicre besi yerlerine uygulanmasindan sonra hiicreler 48
saat slireyle Heraeus marka (Hera Cell, Almanya) %5 CO, , %95 hava
inkiibatoriinde inkiibe edildi. Uygulamalar basladiktan sonra, 24.ve 48. saatlerde
siipernatantlardan 0.3 mL alind1 ve sitokin dlgiimleri i¢in -20°C’ de sakland.

Deneylerin sonunda tiim kuyucuklardaki hiicre siispansiyonlar1 ayr1 ayri
santrifiij edilerek lenfositler ayristirildi, tekrar besi ile muamele edilerek, yiizey

CD belirtegleri flow sitometri ile tayini yapilmak i¢in hazirlandi.

4.4.1.3. Flow sitometri

Flow sitometrede temel prensip, lazer isimminin Oniinden hiicrelerin bir
tasiyic1 vasitasiyla tek tek gecmelerini saglamak ve bu esnada da kullanilan
prob/problarin emisyon floresanin goriintiilenmesi esasina dayanir. Bu sekilde
hiicrelerin morfolojileri hakkinda bilgi elde edilebilir. Bu bilgi lazer 1sin1 lazer
sacicilar (scatter) tarafindan saglanir. Flow sitometride, ileri dogru (forward) ve
yan (side) olmak iizere iki farkli lazer 151n sagic1 vardir. leri dogru 1sin sagici
hiicrelerin biiyiikliikleri, yan 151n saci¢i ise hiicrelerin graniil yapisi hakkinda bilgi

saglar. Nispeten homojen olarak belirli bir alanda goriilen hiicre topluluklar
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analizler i¢in siirlandirildi (Sekil 4.2). Burada amag, hem morfolojik hem de
bliyiikliik olarak birbirlerine en yakin olan hiicrelerden sonug¢ elde etmektir.
Hiicreler, 6zellikleri bilinen (dalga boylar1 biri birinden farkli) fluoresan proplarla

uygun sekilde muamele edilirse ayn1 anda birden fazla sonug elde etmek miimkiin

olabilmektedir.
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Sekil 4.2:  Analiz icin sinirlandirilan (gated) alanda nispeten homojen olan

canli hiicre toplulugu goriilmektedir.

Analizlere baslamadan once Flow sitometri cihazinin kalibrasyon islemleri

yapildi.

e Test prosediiriine uygun olarak her tiipe 5 pul monoklonal antikor ve 100

ul kan eklendi.
e  Tipler 1-2 dakika orta siddette vortekslendi.

e Bu asamadan sonra floresans kaybi olmamasi i¢in tiipler 20 dakika

karanlikta, oda sicakliginda (25°C) bekletildi.
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e Tiiplerin isleme hazir olmasi i¢in gerekli yikama ve karistirma islemlerini
TQ prep cihazi ile otomatik olarak yapildi.

e Cihazin gerekli voltaj ayarlar1 yapilarak tiipler Coulter EPICS XL-MCL
(Beckman Coulter) cihazi kullanilarak flow sitometrik olarak incelendi
ve Expo-32 analiz programi kullanilarak ayni cihaz da analiz edildi.

e Flow sitometride lenfosit hiicre (CD3, CD4, CDS8, CD14, CD16, CD19,
CD25, CD26, CD30, CD45, CD56) oranlari hesaplandi. Bunun igin
floresanla (FITC veya PE) isaretli monoklonal antikorlar (Coulter
Immunotech, France) kullanilarak Coulter EPICS XL-MCL cihazinda
analiz yapildi.

e EDTA’ I tlp icerisindeki periferik kan orneginden, tam kan lizis
yontemiyle eritrositler uzaklastirildi. Sonrasinda da her tiip i¢in uygun
cergeve (gate) igerisinde 5000 hiicre sayildi ve analizleri yapildi. Her bir
monoklonal antikorla reaksiyon veren lenfositler, floresan ozelliklerine

gore ayrilip sayilari yiizde olarak elde edildi.

CD Yiizey Belirtecleri:

- CD3 tiim T lenfositlerde bulunan belirtegtir,

- CD4 Th hiicre belirtect,

- CD8 Tc hiicre belirteci,

- CD45 ve CD14 lokosit ve monosit igaretleyicileridir,
- CD19 B lenfosit isaretleyicisidir,

- CD16+56 NK isaretleyicisidir,

- CD30 Th2 polarizasyonu gosterir,
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- CD4+25 T regiilator hiicre belirteci,

- CD4+26 Thl polarizasyonunu gosterir.

4.4.2. ELISA protokolii
4.4.2.1. ELISA ¢alisma prensibi

ELISA yontemi 6zgiil antijen-antikor baglanmasin1 gdstermek amaciyla
enzimle isaretli konjugat ve enzim substrat1 kullanilarak renklendirilmesi esasina
dayanir. Antijen ve antikor baglanmasi 6zgiil oldugu i¢cin ELISA ydnteminde
0zgil antikor kullanilarak ornekteki antijenin miktarini, 6zgiil antijen kullanarak
ornekteki antikorun miktarinmi 6l¢ebiliriz (69).

Calismamizda indirekt mikro ELISA yontemi kullanildi. Bu metot ile INF-
v (Th1 polarizasyonunu gosteren sitokin), IL-13 (Th2 polarizasyonunu gosteren
sitokin) ve TGF-$ (Th3 subgrubu sitokin) diizeyleri belirlenecektir.

Bu yontemde:

e 96 kuyucuklu, diiz tabanli polistren plaklar kullanilacaktir.

e Antijen kaph kuyucuklara 6rneklerimizden belirli bir miktarda birakilir ve
oda 1sisinda (25°C) veya 37°C’ de belirli bir siire bekletilir. inkiibasyon
sonunda kuyucuklara eklenmis olan 6rneklerimiz dokiilir ve kuyucuklar
tamponlanmis sivi ile yikanir. Burada ekledigimiz ornekler igerisinde
Ozgiil antikor var ise plaktaki antijene baglanir ve yikama isleminde
ortamdan uzaklasmaz. Ama ekledigimiz 6rnekler igerisinde 6zgiil antikor
yok ise plaktaki antijene baglanmaz ve yikma isleminde ortamdan

uzaklagir.

29



Plaklardaki antijenlere baglanan antikorlar1 isaretlemek igin yine
kuyucuklara belirli bir miktarda enzim konjugat birakilir ve inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonunda kuyucuklara eklenmis olan enzim konjugat aspire
edilir ve kuyucuklar tamponlanmis sivi ile yikanir.

Ikinci yikama islemi sonrasinda ortama bagl kalan konjugatin gosterilmesi
amaciyla kuyucuklara konjugattaki enzime uygun substrat ve reaksiyonun
goriliniir hale gelmesi i¢in kromojen igeren karisim eklenir. Kuyucuklara
eklenmis olan renksiz enzim substratt belirli bir siire sonrasinda
konjugattaki enzimin etkisiyle renklenir.

Enzimin aktivitesini durdurmak amaciyla H,SOj4 (stop soliisyonu) eklenir
ve olusan rengin koyulugu (optik dansitesi) ELISA okuyucusunda uygun

filtre kullanilarak degerlendirilir.

4.4.2.2. IL-13, TGF-B ve INF-y seviyelerinin belirlenmesi

IL-13, TGF-B ve INF-y ELISA analizleri Firat Universitesi Tip Fakiiltesi

Immiinoloji Laboratuarlarinda gergeklestirildi. Analizlere baslamadan &nce

numuneler(-20°C) ve ELISA kitinin (Color Reagents hari¢) (4°C) oda 1sisina

gelmesi beklendi.

REAJANLARIN HAZIRLANMASI:

A. Human (IL-13, TGF-B ve INF-y) Antibody, lizerine 3.5mL Assay Diluent

ilave edildi ve vortekslendi.

B. Recombinant ( IL-13, TGF-B ve INF-y) Standartlar1 seri diliisyon ile

hazirlamak i¢in 6nce 5 ve 6 adet deney tiipli hazirlandi ve tiiplerin icerisine

Assay Diluent ayn1 miktarda birakildi.Daha sonra hedef standart degerleri;
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» 1L-13 igin, 500, 125, 31.25, 7.81 ve 0.0 (pg/mL)

» TGF-B i¢in, 4000, 1000, 250, 62.5 ve 0.0 (pg/mL)

» INF-y i¢inde, 1000, 250, 125, 62.5, 15.6 ve 0.0 (pg/mL) olacak
sekilde depo stoktan belirli bir miktar alindi ve seri diliisyon
yapilarak standartlar hazirlandu.

C. Diluent Wash Buffer, 1000 mL dH,O ilave edilip iyice karistirildi.

D. Goat Anti-Human Conjugated Alkali Phosphatase, 6 mL Assay Diluent
ilave edilip vortekslendi.

E. Color Reagents bir falcon tiipi igerisine bosaltilip vortekslendi
(hazirlandiktan sonra iki saat igerisinde kullanilmasi gerektigi i¢in daha

sonra hazirlandi).

Omekler ¢oziiliip oda 1s1sma geldikten sonra asagida anlatilan calisma
asamasina gecildi.

1. Seri diliisyon ile hazirlanan standartlar, en yiiksek standarttan baslanarak
Pre-coadet 96-Well Plate'in kuyucuklarma sirastyla 100 pl konuldu.

2. Belirlenmis bir sirayla diger kuyucuklara da numunelerden 100 pl
aktarildu.

3. Plate, Asetat plate kaplayici ile kapland1 ve 37 °C'de 1 saat bekletildi.

4. Hazirlanmis olan yikama soliisyonu ile ELP 40 marka otomatik bir plate
yikayicisinda (BIO-TEC Instruments, Inc., Vermont, ABD) 1x4 kez
yikama yapildu.

5. Tim kuyucuklara 100 pl Biotin Conjugated Alkaline Phosphatese ilave

edildi.
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6. Plate Asetat plate kaplayici ile kaplandi ve oda 1s1sinda 1 saat bekletildi.

7. 4. basamakta anlatilan yikama islemleri tekrarlandi.

8. Tiim kuyucuklara Streptavidin-HRP'den 100 pl ilave edilip 30dk. oda
1s1sinda beklendi.

9. 4. basamakta anlatilan yikama islemleri tekrarlandi.

10. Tiim kuyucuklara Stabilized' den 100 pl ilave edilip 30dk. oda 1sisinda
beklendi.

11. Her kuyucuga 50 pl Stop soliisyonu eklendi.

12. Plate, ELX 800 Universal marka bir plate okuyucuda (BIO-TEC
Instruments, Inc., Vermont, ABD) uygun program secilerek 450 nm dalga
boyunda okutuldu.

Calisma prosediirii esnasindaki bekleme siireleri karanlikta gerceklestirildi.

4.5. Istatistiksel degerlendirme

Arastirmadan elde edilen bulgularin istatistiksel degerlendirmesi SPSS
16.0 for Windows Programinda yapildi. Tiim sonuglar Ortalama + SH olarak
gosterildi. IL-13, TGF-B ve INF-y sitokin bulgular1 Tek Yonlii Varyans Analizi
uygulandiktan sonra Post Hoc Tukey Test ile analiz edildi. Immiinofenotip (CD
yiizey belirteg) ylizde degerler ise Ki-Kare Test ile analiz edildi. p<0.05 istatiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. IL-13 sonuglari
5.1.1. PCB 52' nin IL-13 seviyeleri iizerine etkisi

Lenfosit hiicreleri, 0.1 ve 1 uM PCB 52 ile muamele edildikten 24 ve 48
saat sonra, IL-13 seviyelerinde meydana gelen degisiklikler Sekil 5.1' de
gosterildi. PCB 52' nin 0.1 ve 1 uM' lik konsantrasyonu, IL-13 seviyesinde hem
24 hem de 48 saatlik zaman periyodunda anlamli bir degisiklige neden

olmamustir.
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Sekil 5.1: PCB 52 uygulamasimi takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinin IL-13 seviyelerinde meydana gelen (Ort+=SH)

degisiklikler (p<0.05, Tek Yonlii Varyans Analizi Post Hoc. Tukey).

10 pg/mL KonA ihtiva eden medyum igerisindeki lenfosit hiicreleri, 0.1 ve
1 uM PCB 52 ile muamele edildikten 24 ve 48 saat sonra IL-13 seviyelerinde bir

degisiklik meydana gelmemistir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2: 10 pg/mL KonA varliginda PCB 52 uygulamasini takiben 24 ve 48 saat
sonra kontrole gore lenfosit hiicrelerinin IL-13 seviyelerinde meydana
gelen (Ort+=SH) degisiklikler (p<0.05, Tek Yonlii Varyans Analizi Post

Hoc. Tukey).
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5.1.2. PCB 77" nin IL-13 seviyeleri iizerine etkisi

Lenfosit hiicreleri PCB 77 ile 1 ve 10 uM muamele edildikten 24 ve 48
saat sonra, IL-13 seviyelerinde meydana gelen degisiklikler Sekil 5.3' de
gosterildi. PCB 77' nin 1 ve 10 uM' lik konsantrasyonu, IL-13 seviyesinde 24 ve

48 saatlik zaman periyodunda anlamli bir degisiklige neden olmamustir.
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Sekil 5.3: PCB 77 uygulamasmi takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinin 1L-13 seviyelerinde meydana gelen (Ort+=SH)

degisiklikler (p<0.05, Tek Yonlii Varyans Analizi Post Hoc. Tukey).
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10 pg/mL KonA ihtiva eden medyum igerisindeki lenfosit hiicreleri,1 ve
10 uM PCB 77 ile muamele edildikten 24 ve 48 saat sonra, IL-13 seviyelerinde

bir degisiklik meydana gelmemistir (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4: 10 pg/mL KonA varliginda PCB 77 uygulamasmi takiben 24 ve 48
saat sonra kontrole gore lenfosit hiicrelerinin IL-13 seviyelerinde
meydana gelen (Ort£SH) degisiklikler (p<0.05, Tek Yonlii Varyans

Analizi Post Hoc. Tukey).
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5.1.3. Endosulfanin IL-13 seviyeleri iizerine etkisi

Lenfosit hiicreleri 1 ve 10 uM endosulfan ile muamele edildikten 24 ve 48
saat sonra, IL-13 seviyelerinde meydana gelen degisiklikler Sekil 5.5' de
gosterildi. Endosulfanin 1 ve 10 uM' lik konsantrasyonu, IL-13 seviyesinde hem
24 hem de 48 saatlik zaman periyodunda anlamli bir degisiklige neden

olmamustir.
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Sekil 5.5: Endosulfan uygulamasini takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinin IL-13 seviyelerinde meydana gelen (Ort+SH)

degisiklikler (p<0.05, Tek Yonlii Varyans Analizi Post Hoc. Tukey).
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10 pg/mL KonA ihtiva eden medyum icerisindeki lenfosit hiicreleri, 1 ve
10 uM endosulfan ile muamele edildikten 24 ve 48 saat sonra yapilan analizlerde,

IL-13 seviyelerinde bir degisiklik meydana gelmemistir (Sekil 5.6).
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Sekil 5.6: 10 ng/mL KonA ihtiva eden medyum ile yapilan analizlerde endosulfan
uygulamasin1 takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore lenfosit
hiicrelerinin ~ IL-13  seviyelerinde meydana gelen (Ort+SH)

degisiklikler (p<0.05, Varyans analiz Tukey).

5.1.4. Kloropirifosun IL-13 seviyeleri iizerine etkisi
Kloropirifosun lenfosit hiicrelerine 1 ve 10 uM uygulanmasi sonucunda

zamana bagimli olarak 48. saat sonunda 10 pM' lik uygulamasinda IL-13
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seviyesinde anlamli bir artisa neden olurken (p<0.05), 1 uM' lik uygulamasin da

anlaml bir degisiklige neden olmamistir (Sekil 5.7).
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Sekil 5.7: Kloropirifosun uygulamasini takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinin IL-13 seviyelerinde meydana gelen (Ort+=SH)

degisiklikler (*p<0.05, Tek Yonli Varyans Analizi Post Hoc. Tukey).

10 pg/mL KonA ihtiva eden medyum igerisindeki lenfosit hiicreleri,1 ve

10 pM kloropirifos ile muamele edildikten 24 ve 48 saat sonra IL-13

seviyelerinde bir degisiklik meydana gelmemistir (Sekil 5.8).
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Sekil 5.8: Kloropirifosun uygulamasini takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinin IL-13 seviyelerinde meydana gelen (Ort+SH)

degisiklikler (p<0.05, Tek Yonlii Varyans Analizi Post Hoc. Tukey).

5.2. IFN-y sonuglan
5.2.1. PCB 52' nin IFN-y seviyeleri iizerine etkisi

Lenfosit hiicreleri 0.1 ve 1 uM PCB 52 ile muamele edildikten 24 ve 48
saat sonra, IFN-y seviyelerinde meydana gelen degisiklikler Sekil 5.9' de
gosterildi. PCB 52' nin 0.1 ve 1 uM' lik konsantrasyonu, IFN-y seviyesinde 24
saat sonunda bir degisiklige neden olmamistir; buna ragmen 48 saatlik zaman

periyodunda anlamli bir artiga neden olmustur (p<0.05).
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Sekil 5.9: PCB 52 uygulamasini takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore lenfosit
hiicrelerinin IFN-y seviyelerinde meydana gelen (Ort+SH) degisiklikler

(*p<0.05, Tek Yonli Varyans Analizi Post Hoc. Tukey).

10 pg/mL KonA ihtiva eden medyum icerisindeki lenfosit hiicreleri 0.1 ve

1 uM PCB 52 ile muamele edildikten 24 ve 48 saat sonra IFN-y seviyelerinde

anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir (Sekil 5.10).
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Sekil 5.10: PCB 52 uygulamasim takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinin IFN-y seviyelerinde meydana gelen (Ort+=SH)
degisiklikler (p<0.05, Tek Yonlii Varyans Analizi Post Hoc.

Tukey).

5.2.2. PCB 77' nin IFN-y seviyeleri iizerine etkisi

Lenfosit hiicreleri PCB 77 ile 1 ve 10 uM muamele edildikten 24 ve 48
saat sonra, IFN-y seviyelerinde meydana gelen degisiklikler Sekil 5.11' de
gosterildi. PCB 77' nin 1 uM' Iik konsantrasyonu IFN-y seviyesinde 24 ve 48
saatlik zaman periyodunda anlaml bir degisiklige neden olmamistir. PCB 77' nin

10 uM' lik konsantrasyonu IFN-y seviyesinde 24 saatlik zaman periyodunda
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anlamli bir degisiklige neden olurken 48 saatlik zaman diliminde anlamli bir

degisiklige neden olmamastir.
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Sekil 5.11: PCB 77 uygulamasi takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinin IFN-y seviyelerinde meydana gelen (Ort+=SH)
degisiklikler (*p<0.05, Tek Yonli Varyans Analizi Post Hoc.

Tukey).

10 pg/mL KonA varliginda IFN-y seviyesinde PCB 77 uygulamasini

takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore lenfosit hiicrelerinde 10 pM' lik

konsantrasyonunda her iki zaman periyodunda da anlamli bir degisiklik meydana
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gelmemistir. Ancak 1 uM' lik konsantrasyonunda 48. saat sonunda anlamli bir

artis meydana gelmistir ve bu degisiklikler Sekil.5.12' de gosterilmistir (p<0.01).
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Sekil 5.12: 10 pg/mL KonA ihtiva eden medyum ile yapilan analizlerde PCB 77'
nin uygulamasini takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore lenfosit
hiicrelerindeki IFN-y seviyelerinde meydana gelen (Ort£SH)

degisiklikler (**p<0.01, Varyans analiz Tukey).

5.2.3. Endosulfanin IFN-y seviyeleri iizerine etkisi

Lenfosit hiicre kiiltiirlerine 1 ve 10 uM' lik konsantrasyonlarda endosulfan

uygulamasinin, IFN-y seviyeleri iizerinde 24 ve 48 saat sonra anlamli bir
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degisiklik meydana gelememistir ve degisiklikler Sekil 5.13"' de, 10 pg/mL KonA

varliginda meydana gelen farkliliklar da Sekil 5.14' de gosterilmistir (p<0.05).
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Sekil 5.13: Endosulfan uygulamasini takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinin IFN-y seviyelerinde meydana gelen (Ort+=SH)

degisiklikler (p<0.05, Tek Yonlii Varyans Analizi Post Hoc. Tukey).
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Sekil 5.14: 10 pg/mL KonA ihtiva eden medyum igerisindeki lenfosit hiicreleri,
Endosulfan uygulamasini takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinin IFN-y seviyelerinde meydana gelen (Ort+SH)

degisiklikler (p<0.05, Varyans analiz Tukey).

5.2.4. Kloropirifosun IFN-y seviyeleri iizerine etkisi

Kloropirifosun lenfosit hiicrelerine 1 ve 10 pM ile muamelesi sonucunda
zamana bagimli olarak 48. saat sonunda 10 uM' lik uygulamasinda IFN-y
seviyesinde anlamli bir artisa neden oldu (p<0.05) (Sekil 5.15). 10 pg/mL KonA
ihtiva eden medyum igerisindeki lenfosit hiicrelerinin analizlerde ise 24 ve 48

sonunda anlamli bir degisiklik gézlenmedi (Sekil 5.16).
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Sekil 5.15:  Kloropirifosun uygulamasini takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole
gore lenfosit hiicrelerinin IFN-y seviyelerinde meydana gelen (Ort+
SH) degisiklikler (*p<0.05, Tek Yonli Varyans Analizi Post Hoc.

Tukey).
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Sekil 5.16: 10 pg/mL KonA varliginda kloropirifosun uygulamasini takiben 24
ve 48 saat sonra kontrole gore lenfosit hiicrelerinin IFN-y
seviyelerinde meydana gelen (Ort+SH) degisiklikler (p<0.05, Tek

Yonlii Varyans Analizi Post Hoc. Tukey).

5.3. TGF-f sonuclar:
5.3.1. PCB 52' nin TGF-p seviyeleri iizerine etkisi

Lenfosit hiicre kiiltlirtine 0.1 ve 1 uM PCB 52 ile muamele edildikten 24
ve 48 saat sonra, TGF-f seviyelerinde meydana gelen degisiklikler Sekil 5.17' de

gosterildi. PCB 52' nin 0.1 ve 1 uM' lik konsantrasyonunda 24 saat sonunda TGF-
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B seviyesinde doza bagimli olarak anlamli bir artisa neden olmustur (p<0.05,

p<0.01) ancak; 48 saat sonunda anlamli bir degisim gozlenmedi.
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Sekil 5.17: PCB 52 uygulamasimi takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinin TGF-f3 seviyelerinde meydana gelen (Ort+=SH)
degisiklikler (*p<0.05, **p<0.01, Tek Yonlii Varyans Analizi Post

Hoc. Tukey).

10 pg/mL KonA varliginda PCB 52' nin uygulamasini takiben 24 ve 48
saat sonra kontrole gore lenfosit hiicrelerinin TGF- seviyesinde, 48. saatin
sonunda anlamli bir azalmaya neden olmustur (p<0.01) ve meydana gelen

degisiklikler Sekil 5.18' de gosterilmistir.

49



Bl s
[ 48.saat

90 -

70 -
60 - T
50 -
40 -

30 +

KonA TGF-p Seviyesi (pg/ml)

20 +

10

Kontrol -+
DMSO -
PBC 52 (0.1 uM)
PBC 52 (1uM)

Sekil 5.18: 10 pg/mL KonA varliginda PCB 52' nin uygulamasini takiben 24 ve
48 saat sonra kontrole gore lenfosit hiicrelerinin TGF-f3 seviyelerinde
meydana gelen (Ort=SH) degisiklikler (**p<0.01, Tek Yonli

Varyans Analizi Post Hoc. Tukey).

5.3.2. PCB 77' nin TGF-p seviyeleri iizerine etkisi

Lenfosit hiicreleri PCB 77 ile 1 ve 10 puM ile muamele edildikten 24 ve 48
saat sonra, TGF-B seviyelerinde meydana gelen degisiklikler Sekil 5.19' da
gosterildi. PCB 77' nin 1 uM' lik konsantrasyonu TGF-f3 seviyesinde 48 saatlik
zaman periyodunda anlamli bir artisa neden olmustur (p<0.05). PCB 77' nin

10 pM' Ik konsantrasyonu TGF-B seviyesinde 24 ve 48 saatlik zaman
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periyodunda hem zamana hem de doza bagimli olarak anlamli bir degisiklige

neden olmustur (p<0.01).
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Sekil 5.19: PCB 77 uygulamasi takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinin TGF-f seviyelerinde meydana gelen (Ort+=SH)
degisiklikler (*p<0.05, **p<0.01, Tek Yonli Varyans Analizi

Post Hoc. Tukey).

10 pg/mL. KonA varliginda lenfosit hiicrelerinde TGF-3 seviyesinde

anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir (Sekil.5.20).
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Sekil 5.20: 10 pg/mL KonA ihtiva eden medyum igerisindeki lenfosit hiicreleri,
PCB 77" nin uygulamasini takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerindeki TGF-f3 seviyelerinde meydana gelen (Ort+

SH) degisiklikler (p<0.05, Varyans analiz Tukey).

5.3.3. Endosulfanmin TGF-f seviyeleri iizerine etkisi
Lenfosit hiicre kiiltiirlerine 1 ve 10 uM' lik konsantrasyonlarda Endosulfan
uygulamasinda, TGF-3 seviyelerinde 24 ve 48 saat sonunda anlamli bir fark

gbzlenmedi (Sekil 5.21).
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Sekil 5.21: Endosulfan uygulamasini takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinin TGF-f seviyelerinde meydana gelen (Ort+=SH)

degisiklikler (p<0.05, Tek Yonlii Varyans Analizi Post Hoc. Tukey).

10 pg/mL KonA varliginda endosulfann 1 ve 10 pM' lik
konsantrasyonlarda uygulamasii takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinde, 1 uM' ik konsantrasyonlarda TGF-f3 seviyelerinde anlamli

bir azalma gozlenirken; 10 pM' Ik konsantrasyonlarda anlamli fark

gozlenmemistir (Sekil 5.22) (p<0.05, p<0.01).
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Sekil 5.22: 10 pg/mL KonA ihtiva eden medyum igerisindeki lenfosit hiicreleri,
endosulfan uygulamasini takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole gore
lenfosit hiicrelerinin TGF-f seviyelerinde meydana gelen (Ort+=SH)
degisiklikler (*p<0.05, **p<0.01 Tek Yonlii Varyans Analizi Post

Hoc. Tukey).

5.3.4. Kloropirifosun TGF- seviyeleri iizerine etkisi

Kloropirifosun lenfosit hiicrelerine 1 ve 10 uM ile muamelesi sonucunda
TGF-f seviyeleri ilizerinde 24 ve 48 saat sonunda anlamli bir degisiklik meydana
gelmemistir (Sekil 5.23); 10 pg/mL KonA varliginda kloropirifoun lenfosit

hiicrelerine 1 ve 10 uM ile muamelesi sonucunda TGF-f3 seviyeleri iizerinde
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1 uM' ik konsantrasyonda 24 sonunda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir

ancak 48 saat sonunda anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.05) (Sekil 5.24).
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Sekil 5.23: Kloropirifosun uygulamasini takiben 24 ve 48 saat sonra kontrole
gore lenfosit hiicrelerinin TGF-B seviyelerinde meydana gelen (Ort+
SH) degisiklikler (p<0.05, Tek Yonli Varyans Analizi Post Hoc.

Tukey).
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Sekil 5.24: 10 pg/mL KonA varliginda kloropirifosun uygulamasini takiben 24
ve 48 saat sonra kontrole gore lenfosit hiicrelerinin TGF-3
seviyelerinde meydana gelen (Ort£SH) degisiklikler (*p<0.05, Tek

Yonlii Varyans Analizi Post Hoc. Tukey).

5.4. CD degerleri
5.4.1. Poliklorlu bifenillerin CD degerleri iizerine etkileri

Lenfosit hiicreleri PCB 52 ve PCB 77 ile muamele edildikten 48 saat sonra
kontrollere gore immiinofenotipler (CD yiizey belirtecleri) lizerine etkileri Tablo
5.1' de gosterildi. Gruplar arast anlamli farkliliklarin "p" degerleri tablo {izerinde

gosterilmistir.
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KONTROLLER | PCB 52 (01 M) | PCB 52 (1 pM) | PCB 77 (1 pM) | PCB 77 (10 pM)
48 h 48 h 48 h 48 h
CD 45 % 98.44 % 67.59 % 78.15 % 85.75 % 75.42
p< 0.001 p< 0.0001 p< 0.0001
CD3 % 68.04 % 72.86 % 76.70 % 69.26 % 74.30
CD 4 % 38.00 % 48.83 % 40.80 % 34.70 % 38.16
CD8 %3191 % 23.05 % 30.48 % 22.05 % 34.12
CD 19 % 7.81 % 17.78 % 17.87 % 25.54 % 15.63
p< 0.01
CD 16+56 % 20.99 % 23.58 % 28.18 % 37.68 % 34.26
p< 0.05
D 442 % 5.27 % 15.67 % 17.16 % 22.68 % 17.54
CD 4+25 p< 0.05 p< 0.05
CD 4+26 % 22.15 % 23.25 % 28.97 % 22.46 % 23.64
CD 4430 % 2.66 % 11.25 % 20.83 % 18.24 % 14.67
+ p< 0.001 p< 0.01
CD 23 % 10.30 % 22.22 % 27.89 % 14.13 % 16.13
p< 0.05 p< 0.01

Tablo 5.1 :

PCB 52 ve PCB 77' nin uygulamasini takiben 48 saat sonra kontrole

gore lenfosit hiicrelerinin CD seviyelerinde meydana gelen (Ort+

SH) degisiklikler (Ki-Kare Test).

5.4.2. Pestisitlerin CD degerleri iizerine etkileri

Lenfosit hiicreleri kloropirifos ve endosulfan ile muamele edildikten 48

saat sonra kontrollere gére immiinofenotip (CD ylizey belirtegleri) iizerine etkileri

Tablo 5.2' de gosterildi. Gruplar arast anlamli farkliliklarin "p" degerleri tablo

lizerinde gosterilmistir.
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Kloropirifos | Kloropirifos Endosulfan Endosulfan
KONTROLLER
(1pM)48h | (10pM)48h | (1pM)48h | (10 M) 48 h
% 71.50 % 31.40 %8191
CD 45 % 98 .44 % 86.50
7 v p<0.0001 p<0.0001 p<0.001
CD3 % 68.04 %4540 % 76.85 % 55.80 % 66.91
p<0.01
CD 4 % 38.00 %21.82 % 41.40 % 24.70 % 32.60
p<0.05
CD8 %3191 % 11.90 % 33.30 %21.14 % 30.00
p<0.01
CD 19 %7.81 % 8.57 % 15.12 %9.35 %9.55
CD 16+56 % 20.99 % 18.75 % 13.02 % 12.39 % 13.27
% 21.05 % 15.79
2 112 .
CD 4425 %5.27 0l 005 % 11.20 % 7.02
CD 4426 % 22.15 % 13.51 % 32.50 % 18.26 % 19.62
CD 4+30 % 2.66 % 14.62 % 1231 % 10.66 % 2.96
p<0.05
% 29.41 % 36.16
CD 23 % 10.30 % 15.70 % 11.11
’ p<0.01 7 ’ p<0.0001

Tablo 5.2 : Kloropirifos ve endosulfanin uygulamasini takiben 48 saat sonra

kontrole gore lenfosit hiicrelerinin CD seviyelerinde meydana gelen

(Ort+SH) degisiklikler (Ki-Kare Test).

5.4.3. Poliklorlu bifenillerin doz bagimli CD degerleri iizerine etkileri

Lenfosit hiicrelerine PCB 52' nin 0.1 ve 1 uM, PCB 77" nin 1 ve 10 uM
dozlarda uygulanmasindan 48 saat sonra doza bagimli olarak immiinofenotip (CD

yiizey belirtegleri) seviyelerinde anlamli bir fark gbézlenmedi ve meydana gelen

etkiler Tablo 6.3' de gosterildi.
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PCB52 (0.1 pM) | PCB52(1 pM) | PCB77 (1 pM) | PCB 77 (10 pM)
48 h 48 h 48 h 48 h
CD 45 % 67.59 % 78.15 % 85.75 % 75.42
CDh3 % 72.86 % 76.70 % 69.26 % 74.30
CDh4 % 48.83 % 40.80 % 34.70 % 38.16
CD8 % 23.05 % 30.48 % 22.05 % 34.12
CD 19 % 17.78 % 17.87 % 25.54 % 15.63
CD 16+56 Jo 23.58 % 28.18 % 37.68 % 34.26
CD 4+25 % 15.67 % 17.16 % 22.68 % 17.54
CD 4+26 % 23.25 % 28.97 % 22.46 % 23.64
CD 4+30 % 11.25 % 20.83 % 18.24 % 14.67
CD 23 % 22.22 % 27.89 % 14.13 % 16.13

Tablo 5.3 : PCB 52 ve PCB 77 'nin lenfosit hiicreleri ile muamele edildikten 48
saat sonra doza bagimli olarak CD seviyelerinde meydana gelen

(Ort£SH) degisiklikler (Ki-Kare Test).

5.4.4. Pestisitlerin doz bagimli CD degerleri iizerine etkileri

Lenfosit hiicrelerine kloropirifos ve endosulfanin 1 ve 10 uM dozlarda
uygulanmasindan 48 saat sonra doza bagimli olarak immiinofenotip (CD yiizey
belirtegleri) seviyelerinde anlamli bir fark gozlendi ve meydana gelen etkiler

Tablo 6.4' de gosterildi. Dozlar arasi anlamli farkliliklarin "p" degerleri tablo

tizerinde gosterilmistir.
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Kloropirifos Kloropirifos Endosulfan Endosulfan
(1 pM) 48 h (10 uM) 48 h (1pM)48 h (10 upM) 48 h
% 71.50 % 81.91
CD 45 % 86.50 p<0.05 % 31.40 p<0.0001
% 76.85
CD3 % 45.40 p<0.0001 % 55.80 % 66.91
CD4 % 21.82 % 41.40 % 24.70 % 32.60
CD8 % 11.90 % 33.30 % 21.14 % 30.00
CD 19 % 8.57 % 15.12 % 9.35 % 9.55
CD 16+56 % 18.75 % 13.02 % 12.39 % 13.27
CD 4+25 % 21.05 % 15.79 % 11.20 % 7.02
% 32.50
CD 4+26 % 13.51 p<0.001 % 18.26 % 19.62
CD 4+30 % 14.62 % 12.31 % 10.66 % 2.96
% 15.70
CD 23 % 29.41 p<0.05 % 11.11 % 36.16

Tablo 5.4 : Kloropirifos

ve endosulfanin lenfosit hiicreleri ile muamele

edildikten 48 saat sonra doza bagimli olarak CD seviyelerinde

meydana gelen (Ort+SH) degisiklikler (Ki-Kare Test).
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6. TARTISMA

Poliklorlu bifenillerin sitokin iiretimi iizerine olan etkileri:

Sitokinlerin ¢ogu temel olarak c¢ok kiigiik miktarlar ile etkili olan, kisa
yart Omirlii, parakrin ve otokrin aktivitelere sahip, glikoprotein yapida
molekiillerdir. Bununla birlikte, bir kisim sitokinler endokrin yolla viicudun uzak
bolgelerine periferik dolasim ile ulasarak, bu bolgelerde de etkili olurlar (70).
Farkli hastalik durumlarinda ya da yapilan in vitro ¢aligmalarla, Thl ve Th2
hiicrelerinin iirettigi sitokin seviyelerinde farkliliklar olabilecegi gosterilmistir.
Otoimmiin hastaliklarin patogenezinde genellikle Thl ve Th2 baskinliginin
onemli olduguna inanilmaktadir (71). Sandal ve arkadaslarinin yapmis olduklari
bir ¢alismada poliklorlu bifenillerden PCB 52 ve PCB 77' nin timiis hiicre
kiiltiirinde, Th1/Th2 polarizasyonuna ve sitokin salinim profiline etkisi
incelenmistir. Bu ¢alismada poliklorlu bifenillerin fare timosit kiiltiiriinde sitokin
tretim profilini belirgin bir sekilde Thl yoniinde degistirdigi vurgulanmistir.
Ozellikle PCB' ler IFN-y seviyesinde 6nemli bir artisa neden olurken IL-10
seviyesinde de bir azalmaya yol agmaktadir (72). Calismamizda PCB 52 ve PCB
77" nin lenfosit hiicre kiiltiirline uygulanmasinda [FN-y seviyesinde anlamli bir
artisa neden olurken, KonA' I1 hiicre kiiltiiriinde ise sadece PCB 77' nin IFN-y
seviyesini anlamli bir sekilde arttirdigi gozlendi. Sandal ve arkadaslarinin
poliklorlu bifenillerle yapmis olduklar1 baska bir calismada, insan lenfosit hiicre
kiiltiirtine yiiksek dozda PCB 52 ve PCB 77 uygulandiginda DNA kirilmalari
oldugu ve bunun da DNA hasarlarina neden oldugu gosterilmistir (73). PCB 77

kullanilan baska bir ¢alismada noral hiicre kiiltiirine de zamana ve
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konsantrasyona bagimli olarak hiicrede apoptozu hizlandirdigir gozlenmistir (74).
Planar PCB' lerin etki mekanizmalari, toksik etkisi yiiksek TCDD ile aynidir (75).
Planar PCB bilesenlerinin toksik etkilerini TCDD' nin etki mekanizmasinda
oldugu gibi Ah reseptorii iizerinden gosterdigi rapor edilmistir (76). TCDD ile
yapilan bir ¢calismada dalak hiicre kiiltiirlerinde Th2 hiicre sitokinlerinden IL-4 ve
IL-5 salinimini belirgin bir sekilde baskiladigi, IFN-y seviyelerini de yiikselttigi
bildirilmistir (77). Bu sonuglar, poliklorlu bifenillerin Th2 hiicre sitokinlerinin
tiretimini baskilayarak humoral immiiniteyi zayiflattigin1 ve Th1/Th2 dengesini
Thl yonilinde arttirdigin1 gostermektedir. Calismamizda ise KonA igermeyen
medyumda PCB uygulamalarmi takiben temel Thl sitokini olan IFN- vy
seviyelerinde anlamli bir artis gézlenmistir. KonA ile uyarilmamis hiicrelerde
PCB uygulamas1 TGF-f diizeylerini doza ve zamana bagimli artirirken, KonA
uygulanan ortamda TGF- seviyelerinde zamana bagimli bir azalma gozlenmistir.
Bu azalma hiicre kiiltiirinlin temel Th2 sitokinlerinden olan IL-13 te ise gerek
KonA ile uyarilmis gerekse KonA ile uyarilmamis grup da anlamli bir degisim
gozlenmemistir. Calismamizda IFN-y seviyelerinde ki anlamli artisin Th2

humoral immiiniteyi baskiladigin1 gostermektedir.

Pestisitlerin sitokin iiretimi iizerine olan etkileri:

Sitokinler, dogal ve spesifik immiin yanit olusumunda, immiin sistem
hiicrelerinin karsilikli iliskilerini diizenleyen glikoprotein yapisinda maddelerdir.
Hiicreler arasi sinyal proteinleri olan sitokinler, immiin ve inflamatuar yanit
olusumu, hematopoez ve yara iyilesmesi gibi farkli bircok olayn

diizenlenmesinde rol alir (70). Thl hiicreleri IFN-y, TNF-a ve TNF- ve IL-2
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sitokinlerini sekrete ederken, Th2 hiicreleri 1L-4, IL-5, IL-6, IL-6 ve IL-13
sitokinlerini sekrete ederler (70). Thl grup sitokinlerin temel goérevi hiicresel
immiin yanit1i uyarmak, Th2 grup sitokinlerin ise humoral yanitin1 uyarmaktir.
Pestisitlerin  yiiksek konsantrasyonlarmin insan NK hiicrelerinin sitotoksik
fonksiyonlar1 iizerindeki etkileri incelenmistir ve viicuda girdiginde NK
hiicrelerinin 24 saatten kisa bir siirede islevlerini yerine getirdigi goézlenmistir
(53). Organoklorlu bir pestisit olan endosulfan ile yapilan bir calismada
immiinotoksik etkileri incelenmistir ve erkek sicanlara farkli dozlarda 5, 10 ve 20
ppm ve 8-22 hafta siiresince yapilan uygulamanin l6kosit gogiinii ve 6zellikle
monosit goc¢iinii  baskiladigt ayrica hiicresel ve humoral immiiniteyi
baskiladigindan IgM ve IgG diizeylerinde azalmaya sebep oldugu gosterilmistir
(32). Endosulfan da igeren Hekzaklorobenzen, DDT, PCB, mireks, heptaklor,
aldrin ve dieldrinden olusan bir karisimin immiin fonksiyonlar {izerine etkileri
erkek ratlarda incelenmis ve NK hiicre aktivitesi ile lenfosit proliferasyonunun
onemli sekilde baskilandigi belirlenmistir (34). TGF-B temelde inhibitér bir
sitokin olarak gorev yapar ve diger bir etkisi ise B lenfosit hiicrelerinde IgA
yapimini arttirmaktir (78). Calismamizda da endosulfanin TGF-B' da hem doza
hem de zamana bagimli olarak anlaml1 bir azalmaya neden oldugunu saptadik. Bu
etkide B hiicrelerinde ki mukoza koruyucu o6zelligi bilinen IgA diizeylerinde
dolayl1 bir azalma yapiyor, bu da ilave ¢alismalarla gosterilebilir.

Organofosfat yapisinda genis spektrumlu bir pestisit olan kloropirifosun,
canli dokularinda birikme 6zelligi gosterdigi bilinmektedir (41). Organofosfathi
pestisitler primer olarak asetilkolin esteraz enzimini inhibe ederek norotoksik etki

gosterirler (43). Asetilkolin esteraz inhibisyonunun yani sira, serin hidrolaz i¢eren
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enzimler bu pestisitlerin hedefi olabilir. Bu enzimlerin inhibisyonu sonucu
asetilkolin birikir. Asetilkolin reseptorlerinin siirekli uyarimi sonucu muskarinik
ve nikotinik bulgular ortaya c¢ikabilir. Sinir-diiz kas ve sinir-salgi bezi
kavsaklarinda asetilkolinin artmasi salgilarda ve kas kontraksiyonlarinda artigin
goriilmesine neden olabilir. Santral sinir sisteminde davranigsal ve duygusal
bozukluklara, iskelet kaslarinda seyirmelere, koordinasyon bozukluguna ve
solunum baskilanmasma neden olabilirler (79-81). Organofosfatli pestisitlerin
immiinotoksik etkileri Galloway ve Handy tarafindan degerlendirilmistir (42).
Bagka bir calismada bir ay siireyle haftada iki kez oral gavajla 5 mg/kg
kloropirifos uygulanan siganlarda, KonA ile indiiklenmis T-lenfosit
blastojenezisinin bozuldugu bildirilmistir (43). Kronik olarak kloropirifosa maruz
kalan ve saglik sorunlar1 yasayan 29 kisilik bir kohort ¢alismada bireyler periferal
lenfosit fenotipleri, otoantikor iiretimi ve mitojenezis yoniinden arastirilmistir. Bu
olgularda yas ve cinsiyet farki olmaksizin, KonA ile indiiklenmis mitojeneziste
azalma ve otoantikor iiretiminde artis belirlenmistir (44). Calismamizda KonA ile
uyarilmayan lenfosit hiicre kiiltlirlinde zamana bagiml olarak IFN-y seviyesinde
anlamli bir artma goézlenirken, KonA ile indiiklenen lenfosit hiicre kiiltiiriinde
TGF-B' da zamana bagimli anlamli bir azalma gostermistir. Bu kloropirifosun Th1
proliferasyonunu artirict etkisinden kaynaklaniyor olabilir. Sonugta makrofajlarin
fagositik giiciinde artisa sebep olabilecegi diisiiniilebilir. Bu konuda Blakley ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada makrofaj fagositik aktivitesinde bir

degisiklik saptamislardi (43).
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Poliklorlu bifenillerin immiinofenotip belirtegleri iizerine etkileri:

Viicuttaki lenfosit hiicrelerinin % 70-80 kadarimi T lenfositler olustururlar
ve periferik kandaki T lenfositlerinin 3/2' sini CD4+, 3/1' ni CD8+ ylizey
reseptorleri tasirlar (82). Efektor T hiicreleri sitotoksik fonksiyon gosterirler ve
CD8+ yiizey reseptoriinii tasiyan subpopiilasyonu olustururlar (83). Th hiicreleri
olarak da adlandirilan CD4+ T lenfositleri; Th1l ve Th2 olmak iizere iki 6nemli alt
gruba ayrilir. CD4+/CD8+ oranm1 immiin balans i¢in 6nemlidir. Ciinkii immiin
cevabin optimal diizeyde siirdiiriilmesi bu hiicrelerin birbirlerinin fonksiyonlarini
kontrol ederek saglanir (83). PCB bilesenleri dogada uzun yillar boyunca kalici
olan bilesenlerdir (10). Insan sagligi iizerine toksik etkileri oldugu bilinmekte
ancak bu etkilerin hangi dokularda var oldugunun tespit edilmesi daha dnemlidir.
Bu bilesenlerin insan yag dokusu, idrar, serum ve siit numunelerinde mevcut
oldugunu rapor eden farkli ¢calismalar bulunmaktadir (11-13). Bununla ilgili bir
calisma Japonya' nin bat1 kesiminde ticari bir merkezde ve c¢evresinde yasayan,
108 saglikli goniillii annelerin bebeklerinden 3 yil iist liste Haziran ve Agustos
aylarinda numuneler toplanmis ve bebeklerin lenfosit alt gruplarint 6l¢mek icin
yapilmistir (84). Bu calismada total T hiicreler artarken igerisinde CDS8 sitotoksik
hiicre yiizeylerinin arttifit ve CD4' lerin CD8' lere gore yiizde oranlarmin
yiikseldigi goriilmiistiir. Yiiksek doza maruz kalan bebeklerde aktif T lenfositlerin
azaldig izlenmistir (84). Calismamizda ise lenfosit kiiltiiriinde PCB 52 ve PCB
77 nin T hiicre ve B hiicre fenotipleri lizerine etkilerini arastirdik. S6z konusu
PCB' ler total CD45 oranimnin da anlamli bir azalmaya neden olurken, total T
lenfosit (CD3) ve sitotoksik T hiicre ve yardimer T hiicre oranlarinda bir farklilik

yaratmadigl gozlendi. CD4+CD26+ Thl' leri, CD4+CD30+ ise Th2' leri isaret
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edebilecegi bildirilmistir (85). Calismamizda Th hiicrelerinde CD26 ve CD30
ekspresyonlarini  arastirdik. CD4+CD26+ ylizdelerinin degismedigi ancak
CD4+CD30+ anlamli bir artis oldugu gozlendi. PCB52 ise B hiicrelerde artisa
yine B hiicrelerde IgE reseptorii olan CD23 diizeylerinde artisa, CD4+CD25+
Treg ve NK hiicrelerde artisa neden oldugu gozlendi. Bunlarin sonucunda Th2
uyarani alerji yatkinligr ve baskilayic1 T hiicrelerde artigla hiicresel yanitin tersi

yonde etki edebilecegi izlenmektedir.

Pestisitlerin immiinofenotip belirtegleri iizerine etkileri:

Organofosfatli pestisitlerin immiinotoksik etkileri degerlendirilmistir. Bir
ay siireyle kloropirifos uygulanan sicanlarda KonA ile indiiklenmis T-lenfosit
blastojenezisi bozulmus, CD5+ ve CD8+ tasiyan lenfositlerin orani artmis, ancak
makrofajlarin fagositik aktivitesinde degisiklik meydana gelmemistir (43).
Calismamizda ise kloropirifosun etkisindeki T lenfositlerine bakildiginda total T
hiicrelerde CD4 (yardimci) ve CD8 (sitotoksik) azalma gozlenirken, Treg
hiicrelerde (CD4+25) belirgin artma ve yine B lenfositlerde ylizey ekspresyonu
IgE reseptor diizeylerinde artis izlendi. Kloropirifosun 1uM' lik dozuna kiyasla
10uM' lik dozda CD45 ve CD23 te anlamli bir azalma, total T lenfosit
CD4+CD26+ T lenfositlerinde artis izlenmistir. Yine yapilan baska bir ¢alismada
da kloropirifosa kronik olarak maruz kalan ve saglik problemleri olan 29 kisilik
bir grupta kohort periferal lenfosit fenotipleri, otoantikor iiretimi ve mitojenezis
yoniinden arastirilmistir. Bu olgularda yas ve cinsiyet farki olmaksizin, CD5+
fenotipinde azalma, CD28+ fenotipinde artma, KonA ile indiiklenmis

mitojeneziste azalma ve otoantikor iiretiminde artig belirlenmistir (44).
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Endosulfanin in vitro ortamda lenfositler {izerinde sitotoksik ve genotoksik
etkili oldugu belirlenmistir (35). Bu immiinotoksik etkiler koyun lenfositlerinde
de “lokosit goc¢ inhibisyon metodu” kullanilarak gosterilmistir (36). Balik
hiicrelerinde flow sitometre metodu ve FITC floresan boyasi kullanilarak yapilan
bir caligmada ise endosulfanin fagositik aktiviteyi azalttigr goriilmiistiir (37).
Ayrica baska bir ¢alismada, endosulfanin insan bobrek kanser hiicre kiiltiiriinde
Ostrojen reseptori araciligiyla sitokin sinyal iletisini etkileyebilecegi gdsterilmistir
(86). Endosulfanin 0Ostrojenik etkiye sahip bir endokrin bozucu oldugu
bildirilmistir (87). Calismamizda ise endosulfan etkisindeki T lenfosit hiicrelerinin
flow sitometrik degerlendirilmelerinde istatiksel olarak total T hiicrelerde (CD4
ve CD8) de anlamli bir degislik izlenmedi. Ancak CD45 yiizdelerinde kontrol
grubuna gore anlamli bir azalma, B lenfositlerde yiizey ekspresyonu IgE reseptorii
CD23 te ise anlamli bir artis s6z konusudur. Yine doza bagimli olarak gruplar
aras1 farki inceledigimizde endosulfanin I1pM' lik dozuna kiyasla 10uM' ik

dozunda CD45 yiizdelerinde anlaml1 bir azalma izlendi.

Sonu¢ olarak; B hiicrelerinde ki CD23 ekspresyonunda ve Thl
hiicrelerinde ki anlamli artig PCB' lere maruz kalan bireylerde asir1 duyarliliga
neden olabilir. Treg hiicrelerden CD4+25' te izlenen artis ise hiicresel immiin
cevabin baskilanmasina neden olabilir ki TGF-B' da saptadigimiz yiikselme bu
veriye paralellik gdstermektedir. Pestisitlerin ve 6zellikle de kloropirifosun total
hiicre kiiltiiriinde CD4+CD30 oranini, CD4+25'1 ve yine zamana bagimli olarak
IFN-y seviyesinde yaptig1 artisla, Th2 polarizasyonunu baskilayic1 bir etki

gosterdi.
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Biitiin bu bulgularimiz PCB' lerin ve pestistlerin immiin cevabi gerek
hiicresel gerekse humoral yoniinden ve sitokin yanitt bakiminda degistirebilirler.
Immiin cevabin PCB' lerin Th1 yéniinde, pestisitlerin ise Th2 ydniinde degisimine
neden olabilecegini gostermektedir. Bu konuda daha ileri bilgi, hiicre fonksiyon

caligmalariyla belirlenebilir.
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