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OZET

Imidacloprid’in Merkezi Sinir Sistemi ve Karaciger Uzerine Akut ve
Subkronik Etkilerinin Biyokimyasal ve Molektler Biyoloji Teknikleri ile

Arastirilmasi

Imidacloprid insektlere olan yiksek afinitesi sebebiyle tarimsal pestlere ve evcil
hayvanlarda da pire infestasyonlarma karsi yaygin olarak kullanilan bir neonikotinoid
insektisittir. Bu ¢alismada, imidaclopridin sinir sistemi ve karaciger dokusu (izerine potansiyel
akut ve subkronik toksik etkileri oksidatif-antioksidatif olaylar ve yangisal sistem analizleri
ile ratlarda incelendi. Wistar cinsi disi ratlar kontrol ve imidacloprid grubu olacak sekilde
rastgele iki gruba ayrildi (n=10 rat/grup). Fizyolojik tuzlu su iginde ¢6zdiiriilmiis imidacloprid
(10 uM) intravenoz olarak verildikten iki saat sonra hayvanlar sakrifiye edilerek karaciger ve
beyin dokular1 alindi. Calismada nitrik oksit (NO), malondialdehit (MDA), ksantin oksidaz
(XO), myeloperoksidaz (MPO), katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon (GSH) analizleri spektrofotometrik yontemle yapildi.
Sitokin ve nitrik oksit sentetaz (NOS) ekpresyon analizlerinde gercek zamanli PCR ydntemi
kullanildi. Imidaclopride maruz birakilan hayvanlarin beyin, plazma (p<0.001) ve karaciger
(p<0.003) orneklerinde NO diizeyinin anlamli bigimde yiikseldigi tespit edildi. Kantitatif
mRNA transkripsiyon analizleri imidaclopridin neden oldugu NO artisinin karacigerde iNOS
ve eNOS, beyinde ise sadece nNOS indiiksiyonuna bagli oldugunu gosterdi. Oksidan molekdil
uretici enzimlerden XO (p<0.001) ve MPO aktivitelerinin her iki dokuda arttigi (beyin:
p<0.009; karaciger: p<0.001) gorulirken karaciger (p<0.05) ve plazmada (p<0.001) anlaml
bicimde lipid peroksidasyonu tespit edildi. Antioksidan enzimlerden CAT, SOD ve GSH-Px
aktiviteleri imidacloprid uygulamasina farkli yanitlar verdi. Imidacloprid iki dokuda da hiicre
ici glutatyon diizeyinde (beyin: p<0.001; karaciger: p<0.05) anlamli bir azalisa neden oldu.
Imidacloprid beyin ve karacigerde yangisal sitokinlerden TNF-a, IL-6 ve IL-1p mRNA
transkripsiyonlarint stimiile ederek 2.5- 5.2-misli arttirdi. Buna karsin, yangi Onleyici
mediyatdr 1L-10 mRNA’s1 her iki organda da baskilandi. Deneysel olarak ydrGtulen bu
arastirmadan elde edilen verilere gore imidaclopridin hedef-dis1 organizmalarda merkezi sinir
sistemi ve karacigerde oksidatif stres ve yangiya bagl olarak 6nemli saglik problemlerine
neden olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Imidacloprid, Neonikotinoid, Oksidatif stres, Yangi, RT-PCR
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ABSTRACT

I nvestigation of Acute and Subchronic Effects of Imidacloprid on
Central Nervous System and Liver by Using Biochemical and Molecular

Biology Techniques.

Imidacloprid is a neonicotinoid insecticide and has been extensively used as a crop
pest and pet flea control programme because of its high affinity to insects. In the present
study, potential acute and subchronic neuro and liver toxic effects of imidacloprid were
analyzed in rats using antioxidant—oxidant and inflammatory system. In the study female
Wistar rats were allocated randomly into 2 groups as control and imidacloprid treated group
(n =10 rat/group). After intravenously administration of 10 puM imidacloprid which dissolved
in saline, the rats were sacrificed; liver and brains were surgically removed. Nitric oxide
(NO), malondialdehyde (MDA), xanthine oxidase (XO), myeloperoxidase (MPO), the
antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GSH-Px) and glutathione (GSH) were analysed spectrophotometrically analyzed.
Cytokine and nitric oxide synthease (NOS) expressions were measured by using real time
PCR method. Exposure to imidacloprid led to significant increases in NO concentrations in
brain, plasma (p<0.001) and liver (p<0.003) samples. The quantitative mRNA transcriptional
analyses demonstrated that imidacloprid-elevated production of NO levels due to the
induction of INOS, eNOS expressions in liver and nNOS in brain. The oxidant-generating
enzymes xanthine oxidase (p<0.001; brain and liver) and myeloperoxidase activities (brain:
p<0.009; liver: p<0.001) in both tissues were elevated and significant lipid peroxidation in
liver (p<0.05) and plasma (p<0.001) was observed. CAT, SOD and GSH-Px activities were
differently responded to imidacloprid administration. Significant intracellular GSH depletion
(brain: p<0.001; liver: p<0.05) was also measured in both tissues. Imidacloprid treatment up
regulated inflammatory cytokines TNF-a, IL-6 and IL-18 mRNA transcriptions by 2.5- to 5.2-
fold increases in brain and liver. Conversely, anti-inflammatory mediator IL-10 mRNA was
down-regulated in the both organs. The results obtained from this experimental rat study
suggest that imidacloprid causes essential health problems via oxidative stress and
inflammation in central nervous system and liver in non-target mammalian organisms such as
rats.

Keywords:. Imidacloprid, Neonicotinoid, Oxidative stress, Inflammation, RT-PCR
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1. GIRIS

Pestisitler zararli hayvanlarin ya da bdceklerin gelisimini énlemek, yok etmek veya
azaltmak i¢in gelistirilmis kimyasal maddeler veya bunlarin karisimlaridir. Glnimuzde
yaklasik 900 aktif kimyasal icerik ile hazirlanmis 20000’den fazla pestisit ¢esidi
bulunmaktadir. Etkiledikleri organizmalara gore insektisitler, herbisitler, fungisitler ve
rodentisitler olarak siniflara ayrilmaktadirlar (Gubler 1998). Pestisitler gida ve vektor
kokenli hastaliklarin kontrol edilmesiyle ekonomiye, ¢evreye ve toplum sagligina anlaml
etkileri vardir. Bununla birlikte memeliler ve insanlar i¢in toksik ve biyosidal etkili
maddelerdir. Bu ajanlarin hedef organizmalarina kars1 spesifik toksik etkileri olsa da;
insanlarda ve diger hedef-dis1 canlilarda norotoksik, genotoksik ve diger potansiyel yan
etkileri gelisebilmektedir (Weiss ve ark. 2004).

Yaygin olarak kullanilan pestisitlerin ¢ogu, farkli etki mekanizmalarina sahip cesitli
tipte kimyasal maddeler igermekle birlikte, insektisitlerin bir¢ogu sinir sistemi
fonksiyonlarini bozarak etkilerini gosterirler. Malation ve paration gibi bilesiklerin yer
aldigi organik fosforlular ve karbamilin bulundugu karbamatlar sinir ug¢larindaki
asetilkolinesteraz aktivitesini inhibe ederek ndéral transmisyonun sonlanmasini bloke
ederler. Diklorodifeniltrikloretan (DDT) gibi organik klorlular ise néron membranlarinda
katyon transferini etkileyerek noral irritabiliteye ve merkezi sinir sisteminin eksitasyonuna
neden olur. Deltametrin gibi piretrinler memeliler tarafindan hizla metabolize edilmesine
ragmen, bazi durumlarda alerjik reaksiyonlar olusturabilmektedir (Chaudhuri ve ark. 1999,
Simpson ve Schuman 2002, Weiss ve ark. 2004). Oksidatif stres, pestisit toksikasyon
basamaklarinin prooksidan ve antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin
bozulmasi ile sonuglanan son asamasidir (Banerjee ve ark. 2001).

Imidacloprid (IMI), thiacloprid ve acetamiprid gibi neonikotinoidler, son yillarda
organik fosforlular ve metilkarbamatlar yerine yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir.
Neonikotinoidlerin diger grup insektisitlere goére olumlu yanlari, hedef segici 6zellikte
olmalaridir. Etki mekanizmalar1 diger canlilara gore insektlerde nikotinik asetilkolin
reseptorlerine (NAChR) daha ylksek spesifite gostermeleridir (Tomizawa ve Casida 2000,
Tomizawa ve ark. 2007). Nikotinik asetilkolin reseptorleri ilk olarak sinir-kas sinapslarinda
tespit edilmis olmakla birlikte, yapilan son caligmalar bu reseptdrlerin yalnizca sinir

hiicrelerinde  bulunmadigini, ayn1 zamanda adipositler, makrofajlar, lenfositler,



keratinositler, karaciger, akciger ve bagirsak epitel hiicrelerinde de eksprese edildigini
ortaya koymaktadir (Gahring ve Rogers 2006, Kalamida ve ark. 2007, Abou-Donia ve ark.
2008). Bu sebeple, insektisitlerin olumsuz etkilerinin merkezi sinir sistemi disindaki diger
dokularda da ortaya c¢ikmasi muhtemeldir. Ancak bu konudaki arastirmalar oldukc¢a
siirhidir. Insan periferal kan hiicrelerinde yapilan bir calismada imidaclopridin DNA
hasarina neden oldugu bildirilmistir (Feng ve ark. 2005). Bazi arastirmalar imidacloprid
uygulamasinin sitogenetik, genotoksik, norotoksik (Karabay ve Oguz 2005) ve gebelikte
yavru gelisimi tizerine olumsuz etkilerini gostermistir (Abou-Donia ve ark. 2008).

Neonikotinoidlerin en 6nemli temsilcisi olan imidacloprid, Kklorlu bir nikotin olup
kloronikotinil sinifindandir. Bu sebeple hiicre diizeyinde etkisini nikotine benzer sekilde
spesifik olarak nAChR’iin alfa alt {nitelerine baglanarak gosterir (Zafeiridou ve
Theophilidis 2004). imidacloprid bdceklerde noronal sinir uyari iletimini bloke eder,
asetilkolin birikimine yol acar ve 6nce paralize ardindan da 6lume neden olur (Kidd and
James 1994). imidacloprid kirmizi ériimcekler, toprak piresi ve kirkayaklar gibi zararlilarin
tiitlin, pamuk, musir, seker pancari, patates, domates, patlican ve bamya gibi bitkiler ile
turunggillere verdigi hasarlar1 6nlemek amaciyla tohum ilaglamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Yue ve ark. 2003). Ayrica kedi ve kopeklerde pire infestasyonlarinin
onlenmesi ve tedavilerinde topikal olarak da kullanilmaktadir (Schulz-Jander ve Casida
2005). Tirk Gida Kodeksinde imidacloprid i¢in maksimum iist sinirlar pamuk tohumu igin
0.1 ppm, armut, elma, seftali, bugday, misir ve soya 0.05 ppm, domates, patates ve seker
pancar1 ise 0.02 ppm olarak belirlenmistir (Tirk Gida Kodeksi, 2004/42 teblig).
Imidaclopridin kedi ve kopeklerde harici olarak kullanilmasi, pamuk tohumunun kiispe
seklinde ruminant rasyonlarina katilmasi, meyve ve sebzelerin ise insanlar tarafindan
dogrudan tuketilmesi bu insektisitin besin zincirine kolayca girebilecegini gostermektedir.
Yapilan sinirlhi sayidaki bilimsel arastirma imidaclopridin sinir sistemi iizerine olumsuz
etkilerini ortaya koymaktadir (Tomizawa 2004, Matsuda ve ark. 2005). Fakat memeli
canlilardaki sistemik etkileri UGzerine yaymlanmis kapsamli bir arasgtirma heniiz
yapilmamustir.

Bu calismada, akut ve subkronik imidacloprid uygulanan ratlarda imidaclopridin
baglica hedef dokularindan olan sinir sistemi ile metabolize edildigi karacigerin
fonksiyonlar1, lipid peroksidasyon, oksidatif hasar ve yangisal olaylar molekiler ve

biyokimyasal teknikler kullanilarak arastirildi.



2. GENEL BILGI

2.1 Pestisitler

Pestisit; zararli bocek ya da hayvanlarin gelisimini 6nlemek, bunlar1 yok etmek veya
sayilarini azaltmak igin gelistirilmis bir madde ya da karisimdir (Abdollahi ve ark. 2003).
Pestisitlerin kullanimi ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. M.O. 1500’lere ait bir papiriis
tizerinde bit, pire ve esek arilarina karsi insektisitlerin hazirlanisina dair kayitlar
bulunmustur. 19. Yiizyilda zararlilara kars1 inorganik pestisitler kullanilmig, 1940’lardan
sonra pestisit tretiminde organik kimya endustrisinden faydalanilmig, DDT ve diger iyi
bilinen insektisit ve herbisitler kesfedilmistir. Bugiine kadar 6000 kadar sentetik bilesik
patent almasina karsin, bunlardan yaklasik %10’u ticari kullanim olanagi bulmustur.
Ulkemizde tarim1 yapilan kiiltiir bitkileri, sayilar1 200’ii asan hastalik ve zararlinin tehdidi
altinda olup, yeterli micadele yapilmadigi i¢in toplam iiriiniin yaklagik 1/3’i kayba
ugramaktadir. Bu kayiplarin 6nlenmesi bakimindan pestisitlerin uzun yillar kullanim
potansiyeline sahip olacagi muhtemeldir (Moses 1992). Ulkemizde degisik ticari
formiilasyonlar seklinde, yillik 30 bin ton civarindaki pestisit tlketiminde, en yogun
kullanilanlar sirastyla herbisitler, insektisitler ve fungusitlerdir (Giiler ve Cabanoglu 1994).
Yogun ve bilingsiz pestisit kullanimi sonucu gidalarda, toprak, su ve havada kullanilan
pestisitin kendisi ya da doniisiim tiriinleri kalint1 olarak bulunabilmektedir. Boylece hedef
olmayan diger organizmalar ve insanlar Gzerinde olumsuz etkileri gorilmektedir. Pestisit
kalintilarinin 6nemi ilk kez 1948 ve 1951 yillarinda insan viicudunda organik klorlu
pestisit kalintilarinin bulunmasiyla anlagilmistir. Pestisitlerin bazilar1 toksikolojik agidan
bir zarar olusturmazken; bazilarinin kanserojen, norotoksik ve hatta mutajenik etkiler
saptanmustir. Pestisit kalintilarinin en 6nemli kaynag1 gidalardir. Bu nedenle 1960 yilinda
Gida ve Tarmm Organizasyonu (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) “Pestisit Kalintilar1
Kodeks Komitesi’ni kurmusglar ve bu komitenin caligmalar1 sonucu konu ile ilgili
tanimlamalar yapilmis, bilimsel arasgtirma verilerine dayanilarak gidalarda bulunmasina
izin verilen maksimum kalint1 degerleri saptanmustir. Ulkemizde de tarimsal iiriinlerde
kullanilan pestisitlerin gidalarda bulunmasina izin verilebilir maksimum miktarlar iiriin ve

ila¢ bazinda belirlenmistir (Morgan 1992, Moses 1992).



Tarimsal alanlara, orman veya bahgelere uygulanan pestisitler hava, su ve topraga ve
bu ortamlarda yasayan diger canlilara gegmekte ve donilisiime ugramaktadir. Bir pestisitin
cevredeki hareketlerini; onun kimyasal yapisi, fiziksel ozellikleri, formiilasyon tipi,
uygulama sekli, iklim ve tarimsal kosullar gibi faktorler etkilemektedir. Pestisitlerin
puskurtllerek uygulanmasi sirasinda bir kismi bitki iizerinde ve toprak yiizeyinde
kalmaktadir. Havaya karisan pestisit rizgarlarla tasinabilir; yagmur, sis veya kar yagisiyla
tekrar yeryliziine donebilir. Bu yolla hedef olmayan diger organizma ve bitkilere ulasan
pestisit, bunlarda kalint1 ve toksisiteye neden olabilir. Toprak ve bitki uygulamalarindan
sonra toprak yiizeyinde kalan pestisitler, yagmur sulari ile yilizey akis1 seklinde veya toprak
icerisinde asagiya dogru yikanmak suretiyle taban suyu ve diger su kaynaklarina
ulasabilirler. Egim, bitki ortiisii, formiilasyon, toprak tipi ve yagis miktarina bagli olarak
taginan pestisitler, bu sularda balik ve diger omurgasiz su organizmalarinin 6lmesine; bu
organizmalardaki pestisit kalintisinin insanlarin gida zincirine girmesi ve kontamine olmus
sularin i¢ilmesiyle kronik toksisitenin olusmasina neden olurlar. Topraga gegen pestisitler
giines 1sinlarinin etkisiyle fotokimyasal degradasyona; bitki, toprak mikroorganizmalar1 ve
diger organizmalarin etkisiyle biyolojik degradasyona ugramakta; toprak kat1 maddeleri
(kil ve organik madde) tarafindan tutulmakta veya kimyasal degradasyona ugramaktadirlar.
Topragin yapisina gegmis pestisitler kapiller su vasitasiyla toprak yiizeyine taginmakta ve
buradan havaya karigabilmektedir. Topragin yapisi, kil ¢esidi ve miktar1, organik madde
igerigi, demir ve aliiminyum oksit icerigi, pH’st ve toprakta var olan baskin
mikroorganizma tiirleri tim bu olaylarn etkileyen faktorlerdir. Toprakta pestisitin
tutulmasiyla hareketi ve biyolojik alimi1 engellenmekte ve ¢esitli sekillerde degradasyonu
ile ya toksik o6zelligini kaybetmekte ya da daha toksik metabolitlerine doniisebilmektedir.
Pestisitin kendisinin ya da toksik doniistim iiriinlerinin hedef olmayan yerleri veya
organizmalar1 kontamine etmesi istenmediginden tim bu olaylarin bilinmesi ve

incelenmesi 6nem tagimaktadir (Koren ve Bisesi 1996, Morgan 1992, Moses 1992).

2.2 insektisitler

Insektisitler yaygin olarak tarim, ¢evre sagligi, insan ve hayvan saghg alanlarinda
kullanilan pestisit tirudir (Kanbur ve ark. 2008). Pestisitlerin ¢ogu, degisik etki
mekanizmalarina sahip farkli tipte kimyasal maddeler icermekle birlikte, insektisitler

etkilerini ¢ogunlukla sinir sistemi fonksiyonlarimi bozarak gosterirler (Gubler 1998).



Insektisitler etki mekanizmalarina gore 5 gruba ayrilirlar. Bunlar organik klorlular, organik
fosforlular, karbamatlar, piretiroidler ve neonikotinoidlerdir. Organik Klorlular, ntron
membranlarinda katyon transferini etkileyerek noral irritabiliteye ve merkezi sinir
sisteminin eksitasyonuna neden olur. Bu grubun en 6nemli temsilcisi ilk kez kullanilmaya
baslanilan insektisitlerden biri olan diklorodifeniltrikloretan (DDT)’dir. Organik fosforlular
ise sinir uglarindaki asetilkolinesteraz aktivitesini engelleyerek, fosforilasyon surecindeki
enzimi inaktif hale getirirler ve noral transmisyonu bloke ederler. Paration, diazinon gibi
bilesiklerin yer aldigi organik fosforlulardan en yaygin kullanilan1 malationdur.
Karbamatlar da etkisini organik fosforlulara benzer sekilde gerceklestiren insektisitlerdir.
En sik kullanilan temsilcisi karbamildir (Simpson ve Schuman 2002, Weiss ve ark. 2004).
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Piretiroidler, Chrysanthemum cinsi bitkilerden izole edilen dogal bilesiklerdendir
(Shafer ve ark. 2008). Piretiroid insektisitler siyano grubuna sahip olup olmamalarina gore
ikiye ayrilirlar. Buna gore permetrin gibi siyano grubu bulunmayan piretiroidler Tip I,
sipermetrin ve fenvelerate gibi siyano grubu bulunduranlar Tip Il olarak adlandirilirlar.
Piretiroidler merkezi sinir sistemi tzerine toksik etkilerini 6zellikle voltaj bagimli sodyum
kanallarinin aktivasyonunu ve kapanmasini inhibe edip membran gegirgenligini arttirarak
yapmaktadir. Boylece daha uzun siire a¢ik kalan membrandan daha ¢ok sodyum iyonunun

gecisine ve depolarizasyona neden olmaktadir (Ray and Fry 2006, Shafer ve ark. 2008).
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Insektisitlerin memeliler gibi hedef dis1 organizmalara verdigi zararli etkiler hakkinda

yapilan ¢aligmalarda bu ajanlarin toksik etkilerinin oksidatif stres ve yang ile baglantili



oldugu bildirilmislerdir (Rodgers ve ark. 1996, Kale ve ark. 1999, El-Khatib ve ark. 2004,
Possamai ve ark. 2007).

Son yillarda hedef secici 0Ozelliginden dolayr diger tiir insektisitler yerine
kullanilmaya baslanilan insektisit grubu ise neonikotinoidlerdir (Ihara ve ark. 2006). Etki
tarzlar1 diger canlilara gore insektlerde nikotinik asetilkolin reseptdrlerine (nAChR) yliksek
spesifite gostermeleridir. Thiacloprid, acetamiprid gibi bilesikleri igeren sinifin en dnemli

temsilcisi ise imidaclopridtir (Costa ve ark. 2009).
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2.2.1. imidacloprid

Imidacloprid, 1999 yilinda yeni nesil insektisit grubu olan neonikotinoidlerin ilk
tyesi olarak uretilen ve onemli bir sistemik insektisittir. Imidacloprid klorlu bir nikotin
olup kloronikotinil sinifindandir. Bu nedenle hiicre dizeyinde etkisini nikotine benzer
sekilde spesifik olarak nAChR’nilin 7 alfa alt {initesine baglanarak gosterir (Sekil 2.1,
Tomizawa ve Casida 2005, Abou-Donia ve ark. 2008). Imidacloprid béceklerde néronal
sinir uyar1 iletimini bloke ederek asetilkolin birikimine yol acip Once paralize, ardindan

O0lime neden olur.
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Imidacloprid kedi ve kopeklerde pire infestasyonlarinda topikal olarak kullanilan

baslica ajandir (Schulz-Jander ve Casida 2005). Bunun yaninda permetrin ile kombine



edilerek kopeklerde kenelere karst koruyucu etkili damla tarzinda da kullanilmaktadir
(Machida ve ark. 2008).
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Sekil 2.1. Imidaclopridin etki mekanizmasi (Dajas-Bailador ve Wonnacott 2004, Tracey 2009).

Imidaclopridin LDsg dozu ratlarda 450 mg/kg, farelerde ise 131 mg/kg/viicut agirhg
olarak bildirilmistir (Kidd ve James 1994, Federal Register 1995, Meister 1995).
Imidaclopridin akut toksik etkileri arasinda inkoordinasyon, titreme, aktivite ve kilo kayb1
gibi belirtiler sayilabilir. Yapilan arastirmalarda 1 yil siireyle imidaclopride (17 mg/kg)
maruz kalinmasinin erkek ratlarda tiroid lezyonlarina, disi ratlarda ise kilo artiginin
azalmasina neden oldugu bildirilmistir. 100 mg/kg tizeri dozlar ise disi ratlarda retina
atrofisine neden olmaktadir (Kidd ve James 1994, Federal Register 1995, Meister 1995).
Bunun yaninda insan periferal kan hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada imidaclopridin DNA

hasaria neden oldugu rapor edilmistir (Feng ve ark. 2005). Bazi arastirmalar imidacloprid



uygulamasinin sitogenetik, genotoksik, norotoksik (Karabay ve Oguz 2005) ve gebelikte
yavru gelisimi lizerine olumsuz etkilerini gostermistir (Abou-Donia ve ark. 2008).

Imidaclopridin  organizmadaki metabolizasyonu, sitokrom P450 tarafindan
imidazolidin hidroksilasyonu ardindan NADPH’in katildigi 5-hidroksi-imidacloprid ve
olefinin olustugu dehidrojenerasyon reaksiyonlari ile baslar. Sitokrom P450 ve flavin
monooksijenazlarin yiiriittiigi nitroimin indirgenmesi ve ikincil amin oksidasyonu ile
nitrosoimin, guanidin ve Ure tlrevlerine kadar yikimlanir (Parkinson 2001, Schulz-Jander
ve Casida 2002).

2.2.2. Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri

Nikotinik asetil kolin reseptorleri ilk olarak sinir-kas sinapslarinda tespit edilmis
olmakla birlikte, yapilan son calismalar bu reseptdrlerin yalnizca sinir hiicrelerinde
bulunmadigini, ayn1 zamanda adipositler, makrofajlar, lenfositler, keratinositler, karaciger,
dendritik, akciger ve bagirsak epitel hiicrelerinde de eksprese edildigini ortaya
koymaktadir (Gahring ve Rogers 2006, Kalamida ve ark. 2007, Abou-Donia ve ark. 2008).
Bu durum, imidaclopridin muhtemel olumsuz etkilerini, bu dokularda da gosterebilecegine
dair kanit olabilir.

Asetilkolin, nérotransmitterlerin prototipi olup bakteriler, algler, protozoalar ve ilkel
bitkilerde bulunmaktadir. Kolin asetil transferaz enziminin katalize ettigi kolin ile asetil
koenzim A reaksiyonu sonucu asetilkolin olusmaktadir. Asetilkolinesteraz ise asetilkolini
hidrolize eder. Asetilkolinin iki tip reseptorii vardir: nikotinik (NAChR) ve muskarinik
(MAChR). nAChR 290 kDa agirliginda bir proteindir. NAChR’leri Na* ve Ca?* girisi ve K*
cikisi ile yonetilen Klasik ligand-kapili iyon kanal proteinleri veya iyonotropik
reseptorlerdir. Alt tnite kompozisyonlar: bu reseptorlere degisik islevsel ve farmakolojik
Ozellikler kazandirmaktadir. Onyedi adet nAChR altunite geni pentamerik bir protein
kodlar ve bu genler 9 adet a (02-0.10), 3 adet B (B2-p4), v, & ve ¢ olarak adlandirilir (Sekil
2.2). Alfa7, nAChRs hem akson ve sinaps gelisiminde hem de sinaptik plastisitede rol
aldiklarindan, gelisimsel norotoksisitede olasi hedeftirler (Matsuda ve ark. 2005, Abou-
Donia ve ark. 2008).



A ety ACF rofire.

Sekil 2.2. Nikotinik Asetilkolin Reseptorlerinin Sematik Yapisi (Georgi 2005).

Asetilkolinin nikotinik kolinoreseptor ile etkilesmesi (o alt-iinitesine baglanarak) Na*
iyon kanalmin agilmasma neden olur. Ige dogru olan sodyum akisi membran
depolarizasyonuna ve aksiyon potansiyelinin iskelet kasmin transvers (T) tiibiilleri
boyunca yayilmasina neden olur. Bu da, sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum iyonlarmin
salinimimi1 ve bunu takip eden kimyasal ve mekanik olaylar sonucu kasin kasilmasini
saglar. Beyindeki nAChRIer sinaptik gecisi baslatmaktan ¢ok, diizenlemekte gorev alirlar.

2+,

nAChR’leri Ca** icin cok gecirgendir. Ca®*’nin bu diizenleyici etkilerde kritik bir rolii
vardir. Reseptor uyariminin ardindan gelisen iyon akici siirecinde bir¢ok hicre i¢i olusum

ile karisir (Gahring ve Rogers 2006).

2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar
2.3.1. Serbest Radikaller

Pestisitlerin kullanimiyla beraber insan ve hayvansal organizmalarda serbest oksijen
ve azot radikallerine bagli olarak dnemli saglik problemleri ve verim kayiplari ortaya cikar.
Yapilarinda eslesmemis elektron igeren atom, atom grubu veya molekiillere serbest radikal
denir. Serbest radikaller siklikla transfer zincirinde veya oksidazlar aracilifiyla meydana
gelen elektronlarin transferi ile olusabildikleri gibi, molekiildeki baglarin homolitik olarak
pargalanmasi sonucu elektronlardan her birinin farkli atomlar {izerinde kalmasiyla da
uretilebilirler. Ayrica iyonize radyasyon da serbest radikal kaynaklarindan biridir.
(Cherubini ve ark. 2005).

Oksijen, iki elektronu eslesmemis sekilde bir konfiglrasyona sahiptir. Bu yiizden
biradikal olarak degerlendirilmektedir. Oksijen molekiilii reaktif olmamasina ragmen diger
radikallerle reaksiyona girme 6zelligine sahiptir. Oksijen, iki elektronu eslesmemis sekilde

bir elektron dagilimina sahiptir (Vincent ve ark. 2004). Oksijen molekili tek elektron



alarak stiperoksiti (O;"), iki elektron indirgenmesi ile hidrojen peroksiti (H,O,) meydana
getirir. Superoksit, dogrudan zararli bir serbest radikal olmamakla birlikte, gecis metal
tyonlarinin indirgeyicisi ve H,O, kaynagi olarak 6nemli bir yere sahiptir. Siiperoksit
fizyolojik pH’da kendiliginden ya da siliperoksit dismutaz (SOD) ile katalize edilen bir
reaksiyonla H,O; olusturabilir (Vincent ve ark. 2004). Olusan H,0; ile demir tuzlarinin

reaksiyonu birgok radikalin olusumuna zemin hazirlar.
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Sekil 2.3. Serbest Radikal Olusum Reaksiyonlar1, Oksidan ve Antioksidan Enzimler (Temple ve ark. 2005).

Fenton reaksiyonunda O, éncelikle bir metal (Cu*? veya Fe*®) iyonu ile reaksiyona

girer boylece indirgenmis metal ve O, meydana gelir. Daha sonra indirgenen metal iyonu
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H,0; ile reaksiyona girerek baslangictaki metal iyonunu ve hidroksil radikalini (OH")
olusturur. H,O, OH" radikalini meydana getirmek icin Cu*? ile Fe*? iyonuna oranla daha
cok reaksiyona girer. Hidroksil radikali canli hiicrelerde bulunan polisakkaritler,
aminoasitler, fosfolipidler, DNA bazlar1 ve organik asitler gibi pek c¢ok molekiille
reaksiyona girebilir (Sies 1997).

Hidrojen peroksit, myeloperoksidaz enzimi (MPO) katalizorliginde CI ile
reaksiyona girerek daha gucli bir radikal olan hipokloriti (HOCI) meydana getirir (Sekil
2.3). HOCI', alkilperoksil radikali (OOCR), O, ve OH" ile birlikte lipid peroksidasyonunu
baslatan oksijen radikalidir (Patockova ve ark. 2003). Lipid peroksidasyonu, membranlarda
bulunan doymamis yag asitlerinin (PUFA) serbest oksijen radikalleri tarafindan
peroksitler, alkoller, aldehitler gibi c¢esitli iriinlere yikilmasi sonucu olusur. Lipid
hidroperoksitleri yikimlandiginda ¢ogu biyolojik olarak aktiftir. Bu bilesikler ya hiicre
diizeyinde metabolize edilirler ya da baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin
diger birimlerine hasar verirler (Halliwell 1991).

Ortamda artmis olarak bulunan reaktif oksijen tiirleri nitrik oksit (NO) ile birlesip
peroksinitrit (ONOOQO™) olusumuna yol agmaktadir. Peroksinitritin dogrudan DNA hasarina
yol agarak apoptotik yolaklari tetiklemesi s6z konusudur. NO memeli canli hiicreleri
tarafindan uygun miktarda iiretildiginde konak savunmasi, ndronal iletisim, yangi ve
vaskiler reguilasyon gibi fizyolojik sureclerde anahtar sinyal molekuli olarak gorev yapar
(Guo ve ark. 2003). Bunun yaninda asir1 ve kontrol edilemeyen NO sentezi, insanlarda
bircok 6limcil hasara neden olabilir. Bunlarin arasinda en 6nemlileri inme, diyabet,
norodejenerasyon, artrit ve kronik yangi bulunmaktadir (Ebadi ve Sharma 2003). Nitrik
oksit, NO sentetaz (NOS) adi verilen enzimler vasitasiyla L-arjininden sentezlenen,
kolaylikla hiicre i¢ine ve hiicre membranlarina difiize olup molekiiler hedeflerle reaksiyona
girebilen kiiciik, kismen kararli bir serbest radikal gazdir (Sekil 2.4). Farkli genlerden
kaynaklanan ve degisik sinyal yollariyla regiile edilen 3 tip NOS enzimi bulunmaktadir.
Bunlar néronal (nNOS), sitokin ve lipopolisakkarit-uyarilabilir (iNOS) ve endotelyal
(eNOS) nitrik oksit sentetazdir (Shimomura-Shimizu ve ark. 2005).

Nitrik oksitin dogrudan etkisi daha 1limli olmakla beraber, O ile birlesip ONOO
olusturarak olumsuz etkisini artirmaktadir. Peroksinitrit proteinlerdeki tirozin artiklarini
nitrotirozinleri olusturmak icin modifiye eder. Norofilamentlerin ve aktin gibi yapisal

proteinlerin nitrasyonu patolojik sartlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Insanlarda
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ateroskleroz, myokardiyal iskemi, septik ve hasarli akcigerler, yangisal bagirsak hastalig
ve amyotropik lateral skleroz gibi durumlarda nitrotirozinlerin ortaya ¢iktig

bildirilmektedir (Maeda ve Akaike 1998, Coleman 2001).
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Sekil 2.4 Nitrik Oksit (NO) sentezi ve fonksiyonu (Anonim, 2009).

Reaktif oksijen turleri mitokondriyal solunum zinciri, sitokrom P450 (Blanck ve ark.
1991), ksantin oksidaz, aldehit oksidaz, siklooksijenaz, monoamin oksidaz, NADPH
oksidaz gibi oksidatif enzimler (Toykuni 1999, De Groot 1994); ferrohemoglobin veya
myoglobin gibi hem proteinlerinin otooksidasyonu ile olusabilir. Bu hiicresel kaynaklarin
yani sira radyasyon, UV 1sinlari, sigara ve bazi ilaglar ¢evresel serbest radikal kaynaklari
olarak sayilabilir. Oksidanlarin 6zellikle ROS’lerin asir1 birikmesiyle olusan oksidatif
stres (Opara ve ark. 1999), membran lipidlerindeki doymamis yaglardaki baglar1 koparip
membran viskozitesini ve gegirgenligini arttirir, ayrica membran seciciligini de degistirir
(Prasad ve ark. 1989).

Reaktif oksijen tirlerinin olusumunun baslangicinda yer alan O;, enzim
aktivasyonlarinda bozulmaya ve iyon transferinde aksakliklara neden olurken, Fe*? iyonu
ile reaksiyona girip proteolizise neden olabilir (Giles ve ark. 2003). DNA’da ise; seker
halkalarinda kopmalar sonucu mutasyonlar, bazlardaki modifikasyonlara bagli translasyon
hatalari, zincir kirilmalar ile protein sentezinde inhibisyonlara neden olur, boylece hiicre
6lume gidebilir (Evans ve ark. 2003, Giles ve ark. 2003). Serbest radikaller; viicutta ayrica
yangi, bagisiklik sistemine ait hastaliklar, yaslanma, norolojik hastaliklar, ateroskleroz,
hipertansiyon, iskemik hasar, karsinojenez, mutajenez, infeksiyoz, karaciger, akciger, goz

ve iirolojik hastaliklara da neden olabilir (Zima ve ark.1995).
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Hiicreleri ROS’a karsi koruyan birgok enzimatik ve non-enzimatik mekanizma
bulunmaktadir. O,“i etkisizlestiren SOD, H;0’i hidrolize eden katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sistemleri ve paraoksanaz (PON); reaktif yan drinleri ve
lipid aldehidleri yok eden glutatyon transferazlar, ¢esitli ROS’lerini elimine eden
metallotioninler, hem oksijenazlar; oksidatif reaksiyonlar: baslatan Fe*® gibi gecis
metallerini baglayan seruloplazmin ve ferritin bunlarin arasinda sayilabilir. Enzimatik
olmayan antioksidanlar diisilk molekiiler agirlikli glutatyon (GSH), vitamin E, askorbat,
vitamin A, ubiquinon, Urik asit ve bilirubindir (Yu 1995, Halliwell 1999).

7 \

[ Mitokondri

MnSOD, GSH-Px

Elektron Transfer }
Zinciri

ROS M embranlarda

/ er, |
@ / Vit E, karotenoidler,

flavonoidler

Sitozolde; CAT, GSH-
kk Px, Cu-Zn SOD, GSHJ
\ 7/

Hiicrelerarasi Sivi \
Kan

Dolasimdaki antioksidanlar; vit C,
lipoik asit, GSH

Sekil 2.5. Reaktif Oksijen Tiirlerinin ve Antioksidanlarin Lokalizasyonu (Fineud ve ark. 2006).

Bakir-¢inko SOD (Cu-Zn SOD) sitozolde ve mitokondriyi saran iki zarin arasinda
bulunurken, manganez iceren SOD (Mn-SOD) ise mitokondriyal matrikste yeralir. Her iki
enzim de ROS kaynakli toksisitenin engellenmesinde dnemlidir (Fridovich 1997). CAT
oncelikle peroksizomlarda bulunmaktadir. iki hidrojen peroksitin reaksiyona girip su ve
molekdler oksijen olusturdugu tepkimeyi kataliz eder. Glutatyon peroksidaz sistemi, GSH-
Px, glutatyon rediiktaz (GR) enzimlerini ve GSH ile NADPH’1 iceren bir¢cok elemandan
meydana gelmektedir. GSH bu sistemin Onemli pargalarindan Dbiridir. Glutatyon
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transferazin kofaktorii olarak ilag ve kimyasallarin ve reaktif oksijen tiirlerinin
uzaklagtirllmasina yardimci olmaktadir. Biitin bu fonksiyonlarindan dolayr GSH
muhtemelen hiicredeki en dnemli non-enzimatik antioksidandir (Parke 1999, Sekil 2.5).

Serbest radikaller, pestisitlerin ve ¢evresel kimyasallarin toksisitesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Insan ve hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligmalar, pestisit kaynakli oksidatif
stresin viicutta toksikasyon mekanizmasinin bir pargasi oldugunu bildirmektedir. Pestisitler
oksidatif stresi uyararak ROS’lerinin Uretimini tetiklemekte ve antioksidanlar ve ROS
temizleyici enzim sistemlerinde degisikliklere neden olmaktadir. Pestisit intoksikasyonu
sonucu olusan oksidatif stres memeli canlilar ve diger organizmalarda hiicre ve doku
hasarma neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasar1 gibi
pestisit kaynakli molekiiler mekanizmalardan birisidir (Almeida ve ark. 1997, Orug ve
Uner 2000, Hazarika ve ark. 2003).

Pestisitler, htcrelerde sitokrom P450, peroksizomlar ve mitokondride enzimatik
sistemleri degisiklige ugratarak veya uyararak serbest radikaller olustururlar. Ayrica,
serbest radikalleri yok ederek ya da etkisizlestirerek hiicreleri koruyan enzimatik veya
enzimatik olmayan sistemleri tiiketebilir, inhibe edebilir veya tasiyabileceklerinden daha
fazla yuk yuklerler. Hicrelerde oksidatif hasar olusturarak lipid peroksidasyonu,
deoksiriboniikleik asit hasar1 veya protein degisikliklerine yol agarlar. Bunlar da azalmis
gap junction aracilikli haberlesme, transkripsiyon faktorlerinin (Aktivator protein-1,
Nukleer Faktor-kappa B) aktivasyonu, intrasellller kalsiyum, pH degisiklikleri veya hiicre
oliimii gibi hiicresel fonksiyon bozukluklarina yol agabilir (Bagchi ve ark. 1995, Lodovici
ve ark. 1997).

Siklodienler, organik fosforlular, karbamatlar, piretiroidler gibi insektisitlerin,
oksidatif stresin bir sonucu olarak lipid peroksidasyonuna, DNA hasarina, asir1 nitrik oksit
tiretimine, antioksidan mekanizmalarda degisikliklere neden oldugu bildirilmektedir

(Bagchi ve ark. 1995, Kanbur ve ark. 2008).
2.3.2. Yang ve Serbest Radikaller
Immun sistem viicudu cevresel stres faktdrlerine karsi savunma fonksiyonuna sahip

hiicresel, molekiiler ve kimyasal mediyatorleri kapsamaktadir. Bu stres faktorleri ¢esitli

mikroorganizmalar (viral, bakteriyel, fungal ajanlar), fiziksel hasar (yaniklar,

14



yaralanmalar) veya cevresel toksinler (yilan zehirleri, esansiyal olmayan metaller,
kimyasallar) olabilmektedir. Yangi immun sistemin doku hasarina kars1 ilk dogal korunma
yanitidir. Oncelikle dokuya zaran veren yabanci antijenin tipine gore spesifik bir yanit
geligir. Sonraki faktorler immun sistem hiicrelerinin saldir1 altindaki alana ulagmalari
acisindan Onemlidir. Bu fonksiyonu gergeklestirenler beyaz kan hiicreleri ve onlarin
yardimcilar1 kompleman sistem ve sitokinlerdir. Vicuda giren antijeni fagositoz yoluyla
elimine eden fagositik hticrelerdir. Bunlar grantlositler, notrofiller, monositler, makrofajlar
ve dendritik hucrelerdir. Fagositik hucrelerin en c¢arpict fonksiyonu hasarli bolgeye
gocleridir. Gorevleri sirasiyla: a) Marjinasyon ve yuvarlanma, b) Adezyon, ¢) Emigrasyon,
d) Fagositoz ve intravaskiiler yikim, e) Lokosit {iriinlerinin ekstraselliiler salinimidir (Sekil
2.6).

Fagositoz sirasinda serbest oksijen ve azot radikallerinin olusumu hiicre igci
patojenlerin 6ldiiriilmesi sirasinda makrofajlarin  ve nétrofillerin  kullandigr baslica
mekanizmalardandir. NOtrofil ve makrofajlar kemotaksi, imminkompleksler veya
fagositoz ile aktive edildiklerinde lizozomal enzimleri ve serbest oksijen radikalleri salarak
inflamatuar yanita eslik ederler. Fagositik hiicrelerin bakterisidal aktivitelerinin ¢ogu
oldukca yuksek miktarda oksijen metabolitleri ve MPO iceren fagolizozomda meydana
gelir. Oksidatif yangi, plazma membran iliskili NADPH oksidazin molekuler oksijeni
indirgeyerek O,  olusturmasi ve bu hiicrelerin mikrobisidal giiclinii olusturan reaktif
oksijen tdrlerinin Uretimi ile baslar (Sekil 2.7, Wink ve ark. 1997).

Yanginin diger ve Onemli elemanlar1 sitokinlerdir. Sitokinler dogal ve spesifik
immunitenin efektor fazinda iretilirler, bagisiklik ve inflamatuar yanitlarin olusturulup
diizenlenmesini saglarlar. Sitokinler, dogal ve edinsel immunitede rol alan ve hiicrelerin
immun fonksiyonlarim1 saglayan polipeptid molekiillerdir. Bu molekdiller, lenfositlerin
bliylime ve farklilasmasinda, antijenlerin eliminasyonunda ve hematopoetik hiicrelerin
gelisiminde rol alirlar (Abbas ve Lichtman 2005). Dogal bagisiklikta lipopolisakkarit
(LPS) gibi mikrobiyal iiriinler monooniikleer fagositleri dogrudan uyararak kendi
sitokinlerini salgilarlar. T hiicrelerinden tiireyen sitokinler yabanci antijenlerin 6zel olarak

taninmasina yanit sonucu meydana gelir (Oppenheim ve Netta 1994).
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Sekil. 2.6. Antijenlerin Taninmasi ve Fagosite Edilmeleri (Goldsby ve ark. 2002).

Yangida rol alan en 6nemli sitokinler, interldkinler (IL) ve timdér nekroz alfa (TNF-
a) dir. Ozellikle IL-1 ve TNF-a birgok ortak biyolojik dzellikleri paylasir. Her ikisi de aktif
makrofajlar, lenfosit ve diger hiicre tipleri tarafindan olusturulur ve proinflamatuar
sitokinler olarak adlandirilirlar (Abbas ve Lichtman 2005).

TNF-¢, immunoinflamatuar reaksiyonlarda diisiik konsantrasyonlarda (10 M) lokal
etki gosteren giiclii parakrin ve otokrin diizenleyicidir. Ayni1 zamanda bir¢ok hicre tipinde
biiyiime ve farklilagsmay1 diizenler. Ozellikle interferon-gama (IFN-y) ile kombinasyonu
sitotoksiktir. Calismalar, TNF-a’nin akut inflamasyonda ve antitimoral immiinitede en
onemli sitokin oldugunu gostermektedir. Notrofil ve endotel hiicrelerini uyararak adezyon

ve kemotaksisi yonetir. TNF-o; aktif monositler, makrofajlar ve daha diisiik diizeyde aktif
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T hicreler, B hicreler, mast hicreler, fibroblast, keratinosit, Kupffer hiicreleri, diiz kas,
sinovial ortl hucreleri ve bazofil gibi birgok hiicre tipinden salgilanmaktadir. Fibroblastlar
ve endotel hicreleri tarafindan salgilanan TNF-0, damar diiz kaslarin1 gevseterek kan
basincin1t ve doku perfiizyonunu azaltir. Bu etkileri diiz kas hiicrelerine dogrudan etki
ederek ve damar endotel hicreleri tarafindan salgilanan proktasiklin ve NO gibi
vazodilatatorleri uyararak indirekt yoldan yapar (Vasalli 1993, Deng ve ark. 1995, Goldsby
ve ark. 2002).
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Sekil 2.7. NADPH Oksidaz Sisteminin Uyarilmas1 ve Fagolizozomda Geligen Oksidatif Olaylar (Goldsby ve
ark. 2002).

IL-1 disiik konsantrasyonlarda lokal yangi mediyatoriidiir. 1L-1 ailesinin 3 (yesi
vardir: IL- la, IL-1p ve IL-1 reseptor antagonist (IL-1Ra). Endoteliyal hiicrelerde 16kosit
adezyonunu  duzenleyen yizey molekillerin  ekspresyonunu artirir.  Yiiksek
konsantrasyonlarda dolasima gecerek koagulasyon yolagini aktive eder, karacigeri
uyararak akut faz proteinlerinin tretimini artirir ve makrofajlar aktive eder. IL-1 baslica
monositler, makrofajlar, dendritik ve endoteliyal hiicreler ve bazi epitelyal hiicrelerde
uretilir (Dinarello 1997).

IL-6 dogal ve edinsel immunitede rol alir. Mononiikleer fagositler, vaskiiler

endoteliyal hticreler ve fibroblastlarda sentezlenir. Hepatositlerden akut faz reaktanlarinin
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sentezlenmesi ve notrofil yapimi dogal immunite olan rolleridir (Deng ve ark. 1995;
Delves ve ark. 2006).

IL-12, intraseliiler antijenlere karsi erken dogal yanitta ana mediyatordiir. Bu
antijenlere kars1 adaptif immun yamitin anahtar indiikleyicisidir. Ozellikle dogal Sldiiriicii
(NK) aktivitesini aktive eder, T ve NK hicrelerinden interferon gama (IFN-y) sainimini
artirtr. Ana kaynaklari, aktif mononiikleer fagositler ve dendritik hiicrelerdir. Dogal
immunitede lipopolisakkarit (LPS), viral enfeksiyon ve intraseliiler bakterilere karsi
savunmada etkilidir (Delves ve ark. 2006).

IL-10, aktif makrofaj ve dendritik hiicrelerin inhibitoriidiir. Dogal immun
reaksiyonlarin ve hiicresel immunitenin kontroliinde gérev alir. Aktif makrofaj ve dendritik
hicrelerden IL-12 salinimini inhibe eder. IFN-y, en 6nemli makrofaj uyarici sitokindir.
Aktif makrofajlarin fagosite ettikleri antijeni Oldiirmesini uyarir. Notrofilleri ve NK
hiicrelerinin sitolitik etkilerini uyarir (Goldsby ve ark. 2002).

Pestisitlerin yikic1 etkileri ile ilgili olarak oksidatif stres, mitokondriyal
disfonksiyon ve yang1 gibi ¢esitli mekanizmalardan sdz edilmektedir. Insektisitlere maruz
kalindiginda mikroglialarin aktif hale geldigi ve bunun sonucunda yangi Onciili
sitokinlerin ve serbest radikaller gibi sitotoksik molekiillerin agiga ¢iktig1 bildirilmistir (Liu
ve ark. 2002). Superoksit radikalinin, NO ve TNF-a’'nin birlikte dopaminerjik
norodejenerasyona neden oldugu rapor edilmistir (Gao ve ark. 2003). Piretiroidlerden
siflutrin ve organik fosforlu insektisitlerden klorprifos’un yangi mediyatorii olan IFN-y ve
IL-6 salimimim arttirdigi gosterilmistir (Mense ve ark. 2006). Bir organik klorlu olan
endosiilfanin ayn1 sekilde TNF-o, IL-1B ve IL-6 salimimimi arttirdigi ve iNOS gen
ekspresyonunu uyardig bildirilmistir (Han ve ark. 2007).

Bu tez ¢alismasinda yeni nesil neonikotinoid insektisitlerden imidaclopridin memeli

canlilar iizerine olas1 olumsuz etkileri yangi ve oksidatif stres agisindan incelendi.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler; imidacloprid (Fluka, USA), Bradford
reagent, Trizol, ksantin (Sigma, USA), sodyum Klordr, di sodyum hidrojen fosfat ayiraci,
hidrojen peroksit, triklor asetik asit, 2-thiobarbutirik asit, % 96’lik etanol, di potasyum
EDTA, cinko silfat, 2,2’- dinitro-5,5’-dithio-bis-dibenzoik asit, sodyum hidroksit, bakir
stlfat, glisin, sulfonilik asit, hidroklorik asit, dimetilstlfoksit (DMSO), n-naftil etilen
daimin, n-butanol, kloroform, di sodyum hidrojen fosfat, potasyum di hidrojen fosfat,

tetrametil benzidin, izopropanol (Merck, Almanya) dir.
3.2. Hayvan Materyali ve Imidaclopridin Uygulamsi

Bu arastirmada, 100-150 g agirligindaki Wistar cinsi disi ratlar kullanildi. Ratlar
MKU Veteriner Fakiiltesi’nde 6zel oda ve rat kafesleri icerisinde sabit oda sicakliginda (22
+ 2°C) ve standart ticari rat pelet yemi ile beslendi. Hayvanlarin dnlerinde daima yem ve
su bulunduruldu. Ratlarin teminini takip eden on giin siiresince adaptasyonlari saglandi.
Tesadufi ornekleme ile akut kontrol (Grup 1) ve akut imidacloprid grubu (Grup 2) ile
kronik kontrol (Grup 3) ve subkronik imidacloprid (Grup 4) grubu olmak tzere dort gruba
ayrildi (n=10 rat/grup).

Imidacloprid énce diisiik hacimde DMSO iginde, daha sonra fizyolojik tuzlu suda
(FTS) ¢Ozdurildu. Arastirmanin ilk bolimii olan akut uygulama sathasinda, hayvanlar
ketamin (50 mg/kg i.p.) anestezisi altinda 2.6 mg/100 g canli agirlik (10 pM) dozunda 250
pl hacmindeki imidacloprid subklavian venadan enjektorle yavas bir bigimde verildi. Bu
akut doz daha once literatirde belirtilen (Kidd ve James 1994) LDsp‘nin %’Une olacak
sekilde ayarlandi. Iki saat sonra anestezi altinda ratlarin kalplerinden kan almarak sakrifiye
olmalar1 saglandi. Kontrol grubu ratlara ayni1 miktarda DMSO igeren FTS verildi.

Arastirmanin kronik ¢alisma bolimunde ise imidacloprid dozu 1/15 LDsp ve vicut
agirliklart g6z Online alinarak hesaplandi (OECD 1998, guideline 408) ve ratlara misir
yaginda ¢ozdiiriilmiis 1 mg/kg canli agirlik/giin dozunda imidacloprid 30 giin siiresince
gavaj yoluyla verildi. Kontrol grubu hayvanlara da 30 giin boyunca ayni miktarda tasit
madde olan musir yagi verildi. Ratlar her ¢alisma sonunda ketamin ile genel anesteziye

alinarak yukarida belirtildigi gibi sakrifiye edildi.
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3.3. Kan ve Doku Orneklerinin Alinm

Her bir deneme sonunda anestezi altindaki ratlardan kan, beyin ve karaciger doku
ornekleri uygun kosullar altinda alind1 ve soguk PBS ile yikanip posetlenerek buz igerisine
konuldu. Dokular proteaz inhibitor [aprotinin, fenilmetansulfonilflorid (PMSF), leupeptin,
sodyum florid (NaF) (Sigma, USA)] karisimini igeren uygun homojenizasyon ¢ozeltisi
icinde homojenize edildi. Bu amagla sag karaciger lobu ile total beyin dokusu kullanildi.
Sitoplazmik icerigi ayristirilan 6rnekler eppendorf tliplere konuldu ve 12000 xg, 4°C’de 10
dakika santrifij (Heal Force; Neofuge 13R, Cin) edildi. Kalpten alinan kan ornekleri de
3000 rpm’de 15 dakika santrifij (Nive, Almanya) edilerek plazmalar1 ¢ikarildi.
Homojenatlardan elde edilen supernatantlardaki protein diizeyleri Bradford metodu ile

tespit edildi. Plazma ve homojenatlar analize kadar -86°C’de saklandh.
3.4. Biyokimyasal Analizler
3.4.1. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brilliant blue G-250, negatif bir
yiikke sahip oldugundan protein iizerindeki pozitif ylike baglanir. Boyanin kirmizi A max
=465nm) ve mavi (Amax =595nm) formu mevcuttur. Protein baglanmasi, kirmizi formun
mavi forma doniisiimiinii saglar. Deney su sekilde uygulandi: doku homojenatlarindan 20
ul alinarak tizerine 200 pl Bradford reagent ve 580 pl su ilave edildi. Oda 1sisinda 10
dakika bekletildikten sonra, absorbans 595 nm’de Ol¢iim yapildi. Standartlar yardimiyla
orneklerin protein diizeyleri hesaplandi (Bradford 1976).

3.4.2. Malondialdehit (MDA) Analizi

Plazma ve doku oOrneklerinde MDA tayini Yoshoiko ve ark. (1979) tarafindan
modifiye edilen yontemle spektrofotometrik olarak yapildi. Bu yontem lipid
peroksidasyonunun aldehit drtinlerinden biri olan MDA ile tiyobarbutirik asidin (TBA,
Merck) reaksiyonu temeline dayanmaktadir. MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks
olusturmakta ve bu ¢ozeltinin absorbansinin 535 nm’de spektrofotometrik dlcimi (UV
mini-1240 Shimadzu) ile lipid peroksidasyonunun derecesi saptanmaktadir. Elde edilen

sonuclar umol cinsinden verildi.
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3.4.3. Nitrik oksit (NO) Duzeylerinin Belirlenmesi

Plazma ve doku 6rneklerindeki NO 6Sl¢iimiinde bu molekiiliin yar1 dmriiniin ¢ok
kisa olmasi nedeni ile NO diizeyi gostergesi olan nitrit (NO3") ve nitrat (NO3’) duizeylerinin
saptanmasiyla hesaplanmaktadir. Bu amagla Griess metodu (Cortas ve Wakid 1990)
kullanildi. Kadmiyum granulleri (2-25 g.), suzge¢ kagidindan siizdiiriilerek 3 kez
deiyonize su ile yikandi. Glisin-NaOH tampon Il (15 g/L, pH=9.7) i¢inde 5 mmol/L
CuSQg solusyolunda 5 dk karistirilarak aktive edildi. 300 pl 6rnek alinarak 250 pl 75
mmol/L ZnSO4 ve 350 pl 55mmol/L NaOH eklendi. 10000 xg 4°C’de 3 d santrifuj edildi.
Elde edilen siipernatanttan 750 ul alinarak tizerine 250 pl glisin tampon | (45 g./L pH: 9.7)
ilave edildi. Bunun {izerine aktiflestirilen kadmiyum graniillerinden her tiipe bir graniil
olacak sekilde konuldu. Bu sekilde 10 dk karistirildiktan sonra hazir hale gelen
orneklerden 300 pl alinip tizerine 1125 pl ¢Ozelti 1 (N-naftil etilen diamin) ve 1200 pl
cozelti 2 (Salfanilik asit, 3 mmol/L HCL) eklenerek; érnek yerine su ilave edilerek
hazirlanan kore kars1 546 nm’de okuma yapildi. Elde edilen veriler plazma 6rnekleri igin

pumol/L, doku ornekleri icin pmol/mg protein cinsinden verildi.
3.4.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivites Tayini

Karaciger ve beyin doku homojenatlarinda GSH-Px aktivitesi Paglia ve Valentine
(1967) belirledigi yontemle ticari kit (Randox-Ransel 505, Irlanda) kullanilarak yapilds.
Deneyin prensibi GSH-Px’in cumene hidroperoksit ile glutatyonun oksidasyonu esasina
dayanir. Bu metotda H,O, varliginda GSH-Px’in olusturdugu okside glutatyon (GSSG),
glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi ile rediikte glutatyona (GSH) indirgenir.
NADPH’in NADP"’ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de tespit
edilmesiyle GSH-Px aktivitesi U/g protein seklinde hesaplandi.

3.4.5. Glutatyon (GSH) Analizi

Indirgenmis glutatyon (GSH) diizeylerinin &lgiimii, Sedlak ve Lindsay (1968)’in
gelistirdigi spektrofotometrik yonteme gore gerceklestirildi. Bu yodntemin prensibi,
reaksiyon ortamina ilave edilen 5,5-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)’in in stlfidril
gruplar1 tarafindan indirgenmesi sonucu, 1 mol siilfidrile karsiilk 1 mol 2-nitro-5-
merkaptobenzoik asit olusumuna dayanmaktadir. Elde edilen supernatantlardan 250 pl
alinip ayn1 miktarda % 10’luk triklor asetik asit (TCA) ile karistirilarak 8600 rpm’de 15 dk
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santriftj edildi. Deproteinize edilen 6rneklerden temiz bir tiipe 250 pl alinip tizerine 2 ml
0.3 M’lik Nay;HPO, ilave edildi. Bu karigimin ig¢ine 250 pl DTNB eklenerek vortekslendi
ve 5 d oda 1sisinda bekletildi. Ardindan 410 nm’de spektrofotometrede distile suya kars1

degerler okundu.
3.4.6. Katalaz Aktivitesi Analizi

Doku homojenatlarinda katalaz aktivite tayini Luck (1965)’a gore yapildi. Bu
analizin prensibi H2O3’in 1s1k spektrumunun ultraviyole dalga boyunun azalmasiyla artan
bir absorbans vermesine dayanir. Uygun bir tampon i¢inde bulunan H,O,’nun numunede
bulunan katalaz etkisiyle yikilmasi sonucu 240 nm’de absorbansta azalma goriiliir.
Absorbansta gozlenen azalma hizi katalaz aktivitesi ile dogru orantilidir. Standart
soliisyonun 240 nm’deki absorbansi 0.5 olmalidir. Absorbans bu degerden diisiikse kiigiik
miktarlarda H,O; ilave edilerek absorbansin 0.5 olmasi saglanir. Fosfat tamponu (1/15
mmol/L; pH=7) icin 3.522 g. KH,PO, ve 14.61 g. Na,HPO, distile suda ¢6zuldi ve 1
L’ye tamamlanarak pH 7’ye ayarlandi. Fosfat tamponunda H,O, ¢ozeltisi (10 mM), %
30’luk H,0; cozeltisinden 0.16 ml alinarak daha 6nce hazirlanmis olan fosfat tamponunun
100 ml’sinde seyreltildi.

Her Ornegin analizinden Once numunede bulunabilecek maddelerin sebep
olabilecegi absorbans yiikselmesi saptamak amaciyla kor deney hazirlandi. Kér deney igin
quartz kivete 2.95 ml fosfat tamponu tzerine 50 pl numune kondu. Spektrofotometre kor
deney olarak kabul edilen bu kiivete gore sifirlandi. Test isaretli quartz kiivete ise 2.95 ml
fosfat tampon iginde hazirlanmis H,O; ¢0zeltisi kondu ve 50 pl numune eklendi. Kivetler
alt-iist edilerek iyice karismasi saglandi1 ve spektrofotometreye yerlestirildi. 240 nm’de 30
saniye icinde absorbansta kaydedilen azalma takip edilerek “k” hiz sabiti hesaplandi.
Okunan degerlerden yapilan hesaplama sonucu elde edilen veriler k/g protein tiirlinden

verildi.

3.4.7. Ksantin oksidaz (XO) Aktivites Tayini

Ksantin oksidaz deneyi karaciger ve beyin homojenatlarinda Prajda ve Webwr
(1975)’in gelistirdigi yonteme gore calisildi. Bu yontemin esasi; numunede bulundugu
kabul edilen ksantin oksidazin ortamdaki ksantinden {irik asit olusturmasi prensibine

dayanir. Olusan {rik asit miktart % 100’luk TCA soliisyonu eklenmesi ile sabitlenir.
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Ozetle, deneyde kullanilan kor ve numune tiipleri tizerine 50 pl ksantin ve 2.8 ml fosfat
tamponu (PBS pH 7.4) konulup sadece numune tiplerine 150 ul 6rnek eklenerek su
banyosunda 37°C de 30 dk inkiibe edildi. Daha sonra kor tiiplerine de 150’ser ul drnek
eklendi ve reaksiyon 100 pl TCA soliisyonu eklenerek sonlandirildi. Tiipler 4000 g’de, oda
1isisinda 30 dK santrifiij edildikten sonra siipernatantlarin absorbanslar1 293 nm’de 6lgiildii.

Elde edilen veriler U/g protein olarak verildi.
3.4.8. Myeloperoksidaz (M PO) Aktivitesi Tayini

Myeloperoksidaz deneyi doku homojenatlarinda Andrews ve Krinsky (1982)
tarafindan gelistirilen yonteme gore calisildi. Myeloperoksidaz analizi igin 1.6 mM
tetrametilbenzidin (TMB), 80 mM sodyum fosfat buffer (pH 5.4) ve sodyum fosfat buffer
igerisinde hazirlanmis 0.3 mM H»0O; ¢ozeltisi kullanildi. 5 ml’lik test tiiptine 2.1 ml H,O5,
0.6 ml PBS ve 100 pul TMB igeren reaksiyon karisimi konuldu. Bunun iizerine 200 pl
homojenat eklendi ve 655 nm’de 1 dk arayla 4 6l¢iim yapildiktan sonra aradaki fark U/mg

protein olarak ifade edildi.

3.4.9. Karaciger Fonksiyon Testleri

Imidaclopridin karaciger fonksiyonlar1 iizerine muhtemel etkisinin belirlenmesi
amaciyla alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve laktat
dehidrojenaz (LDH) enzim aktiviteleri plazma 6rneklerinde ticari kitler (Thermo Infinity,
USA) kullanilarak spektrofotometrik olarak tespit edildi.

3.5. RNA izolasyonu

Molekiiler analizlerde kullanilacak RNA eldesi su sekilde yapildi. Yaklagik 100 mg
doku steril ependorflar igerisine alinip, tizerine 1 ml RNA izolasyon reaktifi (Trizol
Reagent) konuldu ve vorteksle karistirildi. Homojenat oda 1sisinda 5 dakika bekletildikten
sonra 12000 xg, 4° C’de 10 dakika santrifiij edildi. A¢ik renkli siipernatant temiz bir tiipe
aktarilarak oda 1sisinda 5 dakika bekletildi ve (zerine 0.2 ml kloroform ilave edilip, 15
saniye siireyle vortekste karistirildi. Oda 1sisinda 15 dakika bekletildikten sonra 6rnekler
12000 xg, 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan U¢ fazdan uUstteki
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renksiz faz (RNA icerir) yeni bir ependorf tiipe alinip, iizerine 0.5 ml izopraponol ilave
edildi. Tupler oda 1sisinda 5-10 dakika sureyle tutulduktan sonra 12000 xg 10 dakika
stireyle santrifiij edildi. Pelet tizerindeki siipernatant alinip pelet RNA % 75’lik etil alkol
ile yikand1. Vorteks edilip, 7500 xg’de 5 dakika slreyle santrifiij edildi. Stpernatant
atildiktan sonra RNA 10-15 dakika sureyle havada kurutuldu. 50-100 pl su (DEPC water-
dietilpirokarbonatli su) RNA peleti Gzerine ilave edilip, birka¢ kez pipetlenerek ¢coziinmesi
saglandi. Total RNA miktar1 ve saflig1 spektrofotometrede (ODyg Ve ODygp nm’de)
belirlendi. RNA/DNA orani 1.7-2.0 araligindaki 6rneklerin saflig1 yiiksek kabul edilip
cDNA (komplementer DNA) sentezinde kullanildu.

3.5.1. cDNA Sentezi ve Reverz Transkripsiyon (RT-PCR)

Elde edilen total RNA’dan cDNA sentezi (Fermentas ticari kiti kullanilarak) ise su
sekilde yapildi; otoklav edilmis 0.5 ml eppentorf tuplere 1-3 pg total RNA, 1 pl
oligo(dT)g primer konulup 12 ul’ye DEPC uygulanmis su ile tamamlandi. Karisim 3-5
saniye 13000 g’de santriiij edilip termal sayklirda (Toshiba) 70° C’de 5 dakika reaksiyona
tabi tutuldu. Siire sonunda karisim buz i¢inde sogutulup, santrifij edilerek tlpln dibinde
toplanmasi saglandi. Tiipiin lizerine 5x reaksiyon tamponu, ribolock riboniclease inhibitor
(20 U/ul), 10 ul ANTP karisimi konulup karistirildi ve kisa siireli santrifiij edildi ve termal
sayklirda 37° C’de 5 dakika tutuldu. Tuplere 1 ul revertAid m-multi-v reverz transkriptaz
ilave edildi. Termal sayklirda 42° C’de 60 dakika sire ile RNA cDNA' ya doniistiiriildii.
cDNA sentezinin tamamlanmasi i¢in tiipler 70°C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra
PCR kullanimina hazir hale getirildi ve kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi, genetik materyaller (DNA ve RNA)
tizerinde segilmis bir boélgenin in vitro sartlar altinda oligoniikleotid primer ve Taq
polimeraz enzim kullanilarak bir otomatik termosayklir yardimiyla ¢ogaltilma metodudur.
PCR reaksiyonunda birinci dongii denatiirasyon, ikincisi primer yapismasi (annealing) ve
ticlincli dongii zincir uzamasi (extention) olmak {izere li¢ basamaktan olusur. Dongii sayisi
30-40 arasinda degisir. PCR reaksiyonu i¢in Orneklerden hazirlanan ¢cDNA’lardan 2 pl
alindi, tizerine 0.5 U DNA Taq polimeraz iceren Syber Green PCR mastermiks ve her bir
reaksiyona spesifik bir ¢ift primer (oligonukleotid) ilave edildi. Reaksiyonda 100 ng
duzeyinde TNF-a, IFN- vy, IL-6, IL-10, IL-12, IL-1B ve iNOS, eNOS ve nNOS spesifik
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primerleri literatlirde belirtilen baz dizgeleri sentezi yaptirilarak kullanildi (Tablo 1). DNA
amplifikasyonu PCR yontemi ile anlik PCR sistemi (Real-Time PCR, Stratagene, USA)
kullanilarak yapildi. Amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine
ait dongii esigi (Ct) degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon

diizeylerinin nisbi degisimleri 2"°°' metodu ile hesapland: (Pfaffl 2001). Bu hesaplamada;

DDCt = (Cthedef gen — Ctbeta actin)denek grubu — (Cthedef gen — Ctbeta actin)kontrol grubu

formiilii uygulanacak; hesaplanan deger her bir gen igin 2°°%' formiilinde yerine
konularak mRNA ekspresyon diizeyi misli olarak azalma ya da artis seklinde belirlendi.
Endojen kontrol olarak beta aktin geni kullanilacak ve her bir 6rnege ait beta aktin gen
diizeyine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme (normalizasyon)
uygulandi. PCR g¢alismalarinda her gruptan 4 6rnek rastgele segilecek ve bunlarin 3 tekrari
yapilarak ortalamalari alindi.

Real Time PCR sisteminde syber green boyasi ¢ift iplikcikli DNA pargasina
baglanarak elektriksel impuls ile birlikte floresan 1s1ma yapar ve bu 1g1ma sistemin lazer
dedektorii tarafindan alinarak, bilgisayar ortaminda grafik formatina gevrilir. Olgiilen
floresans siddeti PCR iiriinliniin miktar1 ile dogru orantilidir. Daha sonra gruplar arasindaki

farklar misli (kati) cinsinden tablolarda verildi.

3.6. ISTATISTIKSEL METOT

Arastirmada elde edilen veriler, SPSS 9.05 (Statistical Package for Social Sciences)
programinda, One-way ANOVA varyans analizi yontemi kullanilarak yapildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel farklar Duncan testi ile belirlendi. p<0.05 ve alt1 istatistiksel olarak
6nemli kabul edildi. Degerler ortalama + standart hata (S.E) seklinde verildi.
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Cizelge 1. RT-PCR analizlerinde kullanilan primer baz dizgeleri ve PCR kosullari.

Transkript Primer sekanslari Uran (bp) PCR program
TNF-a F | TACTGAACT TCG GGG TGATTGGTCC 295 93°C-1 d/55°C-1 d/72°C-1 d (40 siklus)
R | CAGCCT TGT CCC TTG AAG AGA ACC
IFN-y F | ATC TGG AGG AAC TGG CAA AAG GACG 288 94°C-15s/60°C-75s/72°C-30s (35 siklus)
R | CCT TAG GCT AGA TTC TGG TGA CAG C
IL-10 F | GACTTT AAG GGT TAC TTG GGT TGC 201 93°C-1 d/55°C-1 d/72°C-1d (40 siklus)
R | CACTGCCTTGCT CTTATT TTC ACA
iNOS F | GGC AGACTGGATTTG GCT GGTC 945 Bagslangig: 94°C -2 d; 94°C-45 s/59°C-1 d/72°C-1 d; final: 72°C-1d (35 siklus)
R | AGG TGT TCC CCA GGT AGG TAGC
nNOS F | ACCCCGTCCTTT GAATAC CAG 444 Bagslangi¢: 94° 3 min; 94°-45 s/56°-1 min/72°-45s; final: 72°-7 min (35 siklus)
R | GACGCT GTT GAATCG GACCTT
eNOS F | AAGACAAGGCAGCGGTGGAA 292 94°-30s/ 60°-30s/ 72°-90s (35 siklus)
R | GCAGGGGACAGGAAATAGTT
B-Actin F | CATCGT CACCAACTGGGACGAC 466 95°C - 60 s/ 55°C — 70 s/72°C — 100 s 35 (35 siklus)
R | CGT GGC CATCTC TTG CTC GAA G
IL-12 F | AGATGA CAT CACCTGGACCT 386 94°C-30s/ 60°C-30s/ 72°C-1d (35 siklus)
R | CTTTGG TTC AGT GTGACC TTC
IL-1B F | ATAGCA GCT TTC GAC AGT GAG 748 94°C — 4d; 94°C — 30 s/50°C — 45 s/72°C — 90 s (30 siklus)
R | GTC AAC TAT GTC CCG ACC ATT
IL-6 F | TTG CCG AGT AGA CCT CAT AGT GACC 614 94°C — 1d; 94°C — 30 s/55°C — 30 s/72°C - 1d; final: 72°C — 7d (35 siklus)

R | CAAGAG ACT TCCAGCCAGTTGC

F: forward, ileri; R: reverse, geri
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4. BULGULAR

4.1. Akut Donem Sonuclar:

4.1.1. Kisa Siireli imidacloprid Uygulamasinin NO Uretimine EtKisi.

Ratlara intravendz yolla imidacloprid enjeksiyonundan iki saat sonra hayvanlardan
alinan plazma, beyin ve karaciger dokularinda Griess yontemi ile NO diizeyleri saptandi.
Imidacloprid grubunda NO diizeyinin sirasiyla plazma ve beyinde p < 0.001 6nem
diizeyinde ve karacigerde ise p<0.01 6nem diizeyinde arttig1 gézlendi.

600 -

500 +

400 +

300 +

200 +

Plazma NO dizeyi (umol/L)

100 - =
=

Kontrol IMI

Sekil 4.1. Imidacloprid uygulamasinin plazma NO iiretimine etkisi.
Intravendz olarak imidacloprid uygulanip 2 saat bekletilen ratlarin plazma 6rneklerinde (429.72 + 25.55)
kontrol grubuna gore (101.82 + 2.52) yaklasik 4 kat artig tespit edildi (p<0.001).

27



3,5 1

w
1

N
al
1

L
al
1

[
1

Beyin NO diizeyi (umol/mg protein)
N

0,5 -

Kontrol IMI

Sekil 4.2 Akut imidacloprid maruziyetinin beyinde NO Uretimine etkisi.
Imidacloprid maruziyeti sonucu beyinde NO diizeyi kontrol grubunda 1.75 + 0.02, IMI grubunda ise 3.41 +
0.007 olarak bulundu (p<0.001).
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Sekil 4.3. Kisa donem imidacloprid enjeksiyonun karacigerdeki NO iiretimine etkisi.
Karacigerde NO diizeyi kontrol grubunda 9.21 + 1.2 olarak dlgiiliirken, IMI grubunda bu deger yaklasik iki
kat artarak 17.55 + 1.7°e yikseldi (p<0.01).
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4.1.2. Iimidaclopride Maruz Birakilan Ratlarin Dokularinda Lipid
Peroksidasyon Diizeyi.

Malondialdehit (MDA), doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan ve
lipid peroksidasyonun indeksi olarak en sik kullanilan parametredir. Imidaclopridin, 10uM
dozunda intravendz uygulanmasidan iki saat sonra hayvanlardan alinan plazma (p<0.001)
ve karaciger (p<0.05) Orneklerinde lipid peroksidasyonunu arttirdigi saptanirken beyinde
(p>0.05) degisiklik gozlenmedi.
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0 T
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Sekil 4.4 imidacloprid uygulamasinin plazma malondialdehid diizeyine akut etkisi. Imidaclopride maruz
kalan hayvanlarin plazma orneklerinde plazma MDA diizeyi kontrol grubuna (5.14 = 0.27) gore IMI
grubunda (9.76 + 1.15) %50’lik bir artig goriildii (p<0.001).
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Sekil 4.5 Kisa siireli imidacloprid maruziyetinin beyin malondialdehid diizeyine etkisi.
MDA duzeyi kontrol grubunda 2.22 + 0.16, IMI grubunda ise 2.53 £ 0.19 olarak tespit edildi p>0.05.
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Sekil 4.6 imidacloprid intravenz uygulamasinin karaciger malondialdehid diizeyine etkisi.
Karacigerde lipid peroksidasyonu iki kat artig gostererek kontrol grubunda 0.48 £ 0.02 olan MDA diizeyi IMI
grubunda 0.98 £ 0.03 bulundu (p<0.05).
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4.1.3. imidaclopride Akut Maruziyetin Ksantin Oksidaz (XO) Aktivitesine
Etkisg.

Iki saat siireyle imidaclopride maruz birakilan ratlarin dokularinda siiperoksit
radikalinin olusumunu katalize eden ve 6nemli bir oksidan enzim olan XO aktivitesi
Olgiilerek olusan oksidatif hasar tespit edilmeye c¢alisildi. Bunun sonucunda bu enzim

aktivitesinin beyin ve karacigerde (p<0.001) anlamli bigimde arttig1 belirlendi.
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Sekil 4.7. Imidacloprid uygulamasinin beyin ksantin oksidaz aktivitesine etkisi. 2.6mg/100g canli agirlik
olacak sekilde uygulanan imidaclopridin XO aktivitesini %20 oraninda arttirdig1 goriildi (p<0.001).
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Sekil 4.8. Kisa siireli imidacloprid uygulamasinin karaciger ksantin oksidaz aktivitesine etkisi.
XO aktivitesinin karacigerde artig gosterdigi tespit edilirken degerler kontrol grubunda 0.074 £ 0.002, IMI
grubunda 0.158 = 0.003 olarak bulundu (p<0.001).
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4.1.4. Imidacloprid Enjeksiyonunun Myeloperoksidaz (MPO) Aktivitesine
Etkisg.

Ozellikle yangi olusumunda H,0;’in CI iyonu ile birlesip HOCI olusturmasini
kataliz eden diger bir oksidan enzim olan MPO aktivitesinin beyinde (p<0.009) ve

karacigerde (p<0.001) 6nemli sekilde arttig1 saptandi.
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Sekil 4.9. Imidacloprid maruziyetinin beyin myeloperoksidaz aktivitesine akut etkisi. Imidacloprid
maruziyetinin ardindan beyinde MPO aktivitesi IMI grubunda (21.89 + 1.02) kontrole gore (17.32 + 1.01)
artig gosterdi (p<0.009).
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Sekil 4.10. Kisa siireli imidacloprid enjeksiyonunun karaciger myeloperoksidaz aktivitesine etkisi.
Karaciger MPO aktivitesinin IMI grubunda (16.12 + 0.72) kontrole gore (8.13 = 0.68) iki kat arttig1 goriildi
(p<0.001).
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4.1.5. imidaclopride Kisa Siireyle Maruz Birakilan Rat Dokularinda Katalaz
(CAT) Aktivitesi.

Hidrojen peroksitin etkisizlestirilmesinde gorev alan antioksidan enzimlerden

katalaz aktivitesi beyin ve karacigerde degisiklige ugramadigi tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 4.11. imidaclopridin kisa siireli uygulamasiin beyin katalaz aktivitesine etkisi. Kontrol grubu (1.49 +
0.27), IMI grubu (1.36 £ 0.23). p>0.05
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Sekil 4.12. imidacloprid uygulamasinin karaciger katalaz aktivitesine etkisi.
Kontrol grubu (9.4 + 0.001), IMI grubu (8.1 + 0.001) p>0.05.
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4.1.6. Kisa Siireli imidacloprid Uygulamasmn Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Aktivitesine Etkisi.

Stiperoksit anyonunun hidrojen peroksite doniistiiriilmesi reaksiyonunu kataliz eden
SOD enzim aktivitesi karacigerde artis (p<0.05) gosterirken beyinde anlamli bir degisiklik
gostermedi (p>0.05).

Beyin SOD Aktivitesi (U/mg protein)
=
4]

Kontrol IMI

Sekil 4.13. Kisa siireli imidacloprid maruziyetinin beyin superoksit dismutaz aktivitesine etkisi.
Kontrol grubu (2.51 £ 0.11), IMI grubu (2.60 £ 0.11). p>0.05
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Sekil 4.14. imidacloprid’in karaciger stiperoksit dismutaz aktivitesine etkisi.
Imidaclopridin SOD aktivitesini artirdig1 degerler kontrol grubunda 3.52 + 0.08, IMI grubunda 3.95 + 0.1
olarak 6lguldu (p<0.05).
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4.1.7. imidacloprid Enjeksiyonunun Beyin ve Karaciger Glutatyon Peroksidaz
(GSH-Px) Aktivitesine Etkisi.

CAT gibi hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene doniistiiriilmesinde gorev
alan GSH-Px enzim aktivitesi beyinde istatistiksel anlamda artarken (p<0.001),

karacigerde ise tam tersine bir diisiis saptandi (p<0.001).
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Sekil 4.15. imidaclopridin kisa dénemde beyin glutatyon peroksidaz aktivitesine etkisi.
Bu enzimin aktivitesi beyinde yaklasik 3 kat artt1. Yapilan 6l¢iimler sonucu elde edilen verilerin ortalamasi

kontrol grubunda 264.39 + 22.78, IMI grubunda 755.94 + 12.33 olarak bulundu (p<0.001).
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Sekil 4.16. Imidacloprid verilen ratlarda karaciger glutatyon peroksidaz aktivitesi. Karaciger GSH-Px
aktivitesi beyindeki aksine yaklasik %25 oraninda azaldi (p<0.001).
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4.1.8. Imidaclopridin Kisa Siireli Uygulamasimin Glutatyon (GSH)
Konsantrasyonuna Etkisi.

Onemli hiicre ici antioksidanlardan biri olan GSH (glisin, sistein, glutamik asit)
konsantrasyonu beyinde<0(@01) ve karacigerde (p<0.05) Onemli diizeyde

azaldi.

Beyin GSH Diizeyi (umol/mg protein)
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W

Kontrol IMI

Sekil 4.17. imidaclopridin akut uygulamasinin beyin glutatyon diizeyine etkisi.
Beyin GSH diizeyi IMI grubunda (0.38 + 0.012) kontrole (0.47 + 0.016) istatistiksel anlamda azalma goraldi
(p<0.001).
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Sekil 4.18. Imidacloprid kisa siireli uygulamasinin karaciger glutatyon diizeyine etkisi.
Karacigerde GSH degeri beyine oranla daha ¢ok azalarak kontrol grubunda 1.04 £+ 0.09 iken IMI grubunda
0.75 + 0.04’e distii (p<0.05).
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4.1.9. imidacloprid Uygulamasmin Plazma K alsiyum Diizeyine Etkisi.

Kalsiyum diizeyi, imidacloprid uygulanan ratlarin plazmalarinda kontrole gore daha

yuksek bulundu (p<0.001).
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Sekil 4.19. Kisa siireli imidacloprid uygulamasinin plazma kalsiyum diizeyine etkisi. Kontrol grubunda 7.72
+0.02 olan Ca*" diizeyi, imidacloprid grubunda ortalama 8.34 + 0.05’e yiikseldi (p<0.001).
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4.1.10. Kisa Siireli Imidaclopride maruziyetin Karaciger Enzim Aktivitelerine
Etkisi.

Karaciger hiicrelerinde olusabilecek hasarin belirlenmesi i¢in karaciger fonksiyon
testlerinden alanin aminotransferaz (ALT), aspartat amino transferaz (AST), ve laktat
dehidrojenaz (LDH) enzimlerinin aktiviteleri 6lculdi. ALT aktivitesinde bir degisiklik
gozlenmezken, AST ve LDH aktivitelerinin (p < 0.001) imidacloprid uygulanmasinin

ardindan anlaml bigimde azaldig1 saptandi.
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Sekil 4.20. Kisa siireli imidacloprid uygulamasinin alanin aminotransferaz aktivitesine etkisi.
Alanin aminotransferaz aktivitesinin 2 saatlik imidacloprid uygulamasinin ardindan kontrol grubunda 29.79 +
1.81, IMI grubunda ise 37.8 + 4.12 oldugu goriildii p > 0.05.
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Sekil 4.21. imidacloprid’in akut maruziyetinin aspartat aminotransferaz aktivitesine etkisi.
Imidacloprid uygulanan ratlarin plazmalarinda &lgiilen aspartat aminotransferaz aktivitesi kontrol grubu

degerleri 166.44 + 7.36 iken IMI grubunda azalarak 106.58 + 3.45 oldu (p <0.001).
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Sekil 4.22. imidacloprid’in akut maruziyetinin laktat dehidrojenaz aktivitesine etkisi.
Imidacloprid maruziyeti ardindan laktat dehidrojenaz aktivitesi IMI grubunda (163.03 + 2.55) kontrol
grubuna (266.49 + 6.74) gore yaklasik 1.5 kat azald1 p < 0.001.
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4.1.11. RT-PCR Yo6ntemi ile Yangisal Sitokinlerde Transkripsiyon Analizleri

Gergek zamanli RT-PCR yontemi ile yapilan kuantitatif mMRNA analizlerinde
imidacloprid  uygulanan rat beyinlerinde TNF-a, IL-6 ve IL-1p mRNA
transkripsiyonlarinin up-regiile oldugu saptandi. Diger yandan IFN-y ve IL-12 mRNA
transkripsiyonlarinin ise baskilandigi tespit edildi. Karacigerde IFN-y ve IL-12 mRNA
trankripsiyonu belirlenemezken, TNF-a, IL-6 ve IL-1p mRNA transkripsiyonlann
beyinde oldugu gibi uyarildig: tespit edildi. Anti-inflamatuar sitokinlerden biri olan IL-10
gen ekspresyonunun beyinde 3.2-misli ve karacigerde 3.3-misli down-regiile oldugu

belirlendi.
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Sekil 4.23. Akut imidacloprid maruziyeti sonrasi rat beyinlerinde sitokinlerin mRNA transkripsiyonlarinin
misli degerleri.
TNF-0, IL-6 ve IL-1PB ekspresyonlan Kkontrole gore sirasiyla, 2.6, 3.6, 5.2-misli artarken, IFN-y ve 1L-12

mRNA transkripsiyonlari sirastyla 8.51 ve 5.14 misli down-regile oldu.
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34 TNF-a

Relatif mRNA (misli degisim)

4= IL-10

Sekil 4.24. imidacloprid uygulanan rat karacigerlerinde sitokinlerin mRNA transkripsiyonlarmin misli
degerleri.

TNF-0, IL-6 ve IL-18 mRNA transkripsiyonlan kontrole gore sirasiyla, 2.3, 3.6, 5.2-misli up-regiile olurken,
IFN-y ve IL-12 ekspresyonu saptanmadi.
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4.1.12. RT-PCR yontemi ile beyinde NOS transkripsiyon analizi

Imidaclopride maruziyet sonrasi, NOS enzimlerinden hangisinin, iiretimi uyarilan
NO’in kaynagi oldugunu belirlemek amaciyla bu enzimlerin ger¢ek zamanli RT-PCR
yontemi ile gen ekspresyonu analizleri yapildi. Bunun sonucunda beyin dokusunda iNOS

ve eNOS mRNA transkripsiyonunun baskilandigi, nNOS mRNA transkripsiyonunun ise

indiklendigi goriildi.
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Sekil 4.25. Imidacloprid uygulanan rat beyinlerinde NOS mRNA transkripsiyonlarmin misli degerleri.
Yapilan RT-PCR analiz sonuglarina gore beyinde iNOS 6.34-misli, eNOS 11.2-misli baskilanirken, nNOS

mMRNA transkripsiyonu 2.11-misli up-regdile oldu.
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Fluorescence (dR)

o

Sekil 4.26. hn‘idaclopride maru‘z kala‘n rat”beyin‘lerind‘e B-aktin ve iNOé mRNA transkripsiyonlarlm;l

amplifikasyon grafigi (ortalamayi en iyi yansitan 6rnekler gosterilmistir: Ct degerleri IMI grubu 23.65 ve f3-
aktin 23.47; kontrol grubu 24.53 ve B-aktin 21.67).

Fluorescence (dR )
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Sekil 4.27. Imidaclopride maruz kalan rat beyinlerinde B-aktin ve nNOS MRNA transkripsiyonlariin

amplifikasyon grafigi (ortalamayi en iyi yansitan 6rnekler gosterilmistir: Ct degerleri IMI grubu 23.97 ve f3-
aktin 19.45; kontrol grubu 23.55 ve B-aktin 20.12).
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Sekil 4.28. Imidaclopride maruz kalan rat beyinlerinde p-aktin ve eNOS mRNA transkripsiyonlarimin
amplifikasyon grafigi (ortalamayi en iyi yansitan 6rnekler gosterilmistir: Ct degerleri IMI grubu 34.19 ve (-

aktin 25.22; kontrol grubu 34.05 ve p-aktin 21.59).
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4.1.13. RT-PCR yoOntemi ile karacigerde NOS transkripsiyon analizi

Imidacloprid uygulanan ratlarin karacigerlerinde RT-PCR ile yapilan gen ekspreyonu
analizlerinde iINOS ve eNOS mRNA transkripsiyonlarinin up-regiile oldugu saptandi.

8 7 miNOS
O eNOS

Relatif mRNA (misli degisim)

Sekil 4.29. Imidacloprid verilen rat karacigerinde NOS mRNA transkripsiyonlarinin misli degerleri.
Karacigerde iNOS ve eNOS izoenzimlerinin her ikisinin ekspresyonu imidacloprid tarafindan kontrole gore

sirastyla 6.54 ve 1.32-misli uyarild.
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Flugrescence (dR)
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Sekil 4.30. Imidaclopride maruz kalan rat karacigerinfie

-aktin ve iINOS mRNA transkripsiyonlarinin

amplifikasyon grafigi (ortalamayi en iyi yansitan 6rnekler gosterilmistir: Ct degerleri IMI grubu 21.86 ve f3-
aktin 18.64; kontrol grubu 22.13 ve p-aktin 21.61).

Flugrescence (dR)
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Sekil 4.31. Imidaclopride maruz kalan rat karacigerinde p -aktin ve eNOS mRNA transkripsiyonlarimnin

amplifikasyon grafigi (ortalamayi en iyi yansitan 6rnekler gosterilmistir: Ct degerleri IMI grubu 21.67 ve f3-

aktin 18.95; kontrol grubu 22.38 ve B-aktin 20.06).
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4.2. Subkronik Donem Sonuglari

4.2.1 Uzun Siireli imidaclopride Maruziyetin Nitrik Oksit (NO) Uretimine
Etkisi.

Ratlara 30 gun suresince ginde bir kez gavaj yoluyla imidacloprid (1mg/kg/gin)
verildikten sonra Otenazi edilen hayvanlardan kan alinarak plazmalari ¢ikarildi, beyin ve
karaciger homojenatlar1 hazirlandi ve Griess yontemi ile NO diizeyleri saptandi. Beyin
(p<0.05) ve karaciger (p<0.001) NO diizeyleri anlamli bi¢imde artarken plazma

orneklerinde istatistiksel bir anlam bulunmadi.
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Sekil 4.32. Subkronik imidacloprid maruziyetinin plazma nitrik oksit dretimine etkisi. Kontrol grubu: 38.57 +
3.2, IMI grubu: 27.53 + 2.24, p>0.05.
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Sekil 4.33. imidaclopridin oral uygulamasinin beyindeki NO iiretimine etkisi.
30 gun imidacloprid verilen rat beyinlerinde kontrol grubunda 3.35 + 0.26 olan NO dlzeyi artarak IMI
grubunda 4.35 + 0.25 oldu p<0.05.

= 3,5+

N
N al w
1 1 1

=
al
1

[N
1

o
(6]
1

Karaciger NO dlizeyi (umol/mg protein

o

Kontrol IMI

Sekil 4.34. imidacloprid maruziyetinin karacigerdeki NO iiretimine etkisi.
Imidacloprid verilen grupta NO diizeyi (2.8 = 0.19) kontrole gore (1.32 + 0.16) yaklagik 2 kat artt: p<0.001.
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4.2.2. imidacloprid Uygulamasinin Lipid Peroksidasyonuna Subkronik Etkisi.

Imidaclopridin  6zellikle membran lipidlerine olas1 oksidan etkileri lipid
peroksidasyon indeksi olan malaondialdehid (MDA) analizi yapilarak arastirildi. Plazma,
beyin (p<0.001) ve karaciger (p<0.003) dokularinda MDA diizeyinin anlamli bigimde
artmasiyla subkronik imidacloprid maruziyetinin lipid peroksidasyonuna neden oldugu

belirlendi.

Plazma MDA diizeyi (umol/L)

H
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R

Kontrol IMI

Sekil 4.35. imidacloprid uygulamasinin plazma malondialdehid diizeyine etkisi.
Plazma lipid peroksidasyon diizeyi kontrol grubunda 2.42 + 0.15 olarak oélcilirken, IMI grubunda 5.71 +
0.60 seklinde bulundu p<0.001.
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Sekil 4.36. Imidacloprid uygulamasimin beyin malondialdehid diizeyine subkronik etkisi.
Kontrol grubunda 7.52 + 0.46 olan beyin lipid peroksidasyon diizeyi IMI grubunda 10.95 + 0.39’a yikseldi
p<0.001.
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Sekil 4.37. Subkronik imidacloprid uygulamasinin karaciger malondialdehid diizeyine etkisi.
Lipid peroksidasyonu karaciger dokusunda da (kontrol; 16.43 £ 0.21, IMI: 20.4 + 1) anlamli bigimde artt1
P<0.05.
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4.2.3. Subkronik Imidacloprid Uygulamasimin Ksantin Oksidaz Aktivitesine
Etkisi.

Hidrojen peroksit kaynagi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olan oksidatif
stres mekanizmasimin onemli radikali siiperoksitin olusumunda gorev alan XO enzim

aktivitesi kisa donemde oldugu gibi beyinde ve karacigerde artig gosterdi (p<0.001).
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Sekil 4.38. imidacloprid subkronik maruziyetinin beyin ksantin oksidaz aktivitesine etkisi.
Imidacloprid maruziyetinin ardindan beyinde XO aktivitesi IMI grubunda (0.014 + 0.0002) kontrole gére
(0.0094 + 0.0005) artis gosterdi p<0.001.
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Sekil 4.39. Otuz giin stireyle uygulanan imidaclopridin karaciger ksantin oksidaz aktivitesine etkisi.
Imidaclopridin XO aktivitesini artirdig1 degerler kontrol grubunda 0.058 + 0.01, IMI grubunda 0.078 + 0.3
olarak 6l¢uldu p<0.001.
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4.2.4. Imidacloprid Uygulamasimin Myeloperoksidaz Aktivitesine Subkronik
Etkisi.

Myeloperoksidaz, hidrojen peroksit (H,0,) varliginda kloriir, iyodir ve bromiiriin

oksidasyonunu katalizleyerek hipoklorik asit (HOCI), hipoiyodik asit (HOI) ve hipobromik
asit (HOBr) olusturur. Bu bilesikler ve bunlarin tuzlar gii¢lii oksidanlar olup, biyolojik
olarak 6onemli molekiillerle reaksiyona girerek mikroorganizmay1 etkileyen toksik ajanlar
meydana getirirler. 30 giinliik imidacloprid uygulamasi ardindan aktivitesi o6l¢iilen MPO
enzimi beyinde degisiklige ugramazken, karacigerde (p<0.001) istatistiksel anlamda artis
tespit edildi.
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Sekil 4.40. Imidacloprid uygulamasinin beyin myeloperoksidaz aktivitesine etkisi. Kontrol grubu (12.57 +
0.43), IMI grubu (12.95 + 0.35) p>0.05.
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Sekil 4.41. imidaclopridin ratlarda karaciger myeloperoksidaz aktivitesine etkisi.
Bir ay boyunca 1mg/kg/giin olacak sekilde verilen imidaclopridin MPO aktivitesini %33 oraninda arttirdigi
goriildii p<0.001.
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4.2.5. imidacloprid Uygulamasinin Beyin ve Karaciger Dokularinda Katalaz
Aktivitesine Etkisi.

Katalaz yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Hiicrede olusan

hidrojen peroksidi (H,O,) hidroksil serbest radikali (OH’) olusumunu onlemek igin

ortadan kaldirir. Gavaj yoluyla oral olarak verilen imidacloprid 6nemli antioksidan
enzimlerden CAT aktivitesini beyin (p<0.05) homojenatlarinda arttirirken, karacigerde

anlaml bir degisiklige sebep olmadi.
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Sekil 4.42. Kronik imidacloprid maruziyetinin beyin katalaz aktivitesine etkisi.
Beyin CAT aktivitesinin IMI grubunda (0.261 + 0.002) kontrole gore (0.451 + 0.005) yaklagik iki kat arttig1
gorildi p<0.05.
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Sekil 4.43. imidaclopridin uzun siire verilmesinin karaciger katalaz aktivitesine etkisi.
Kontrol grubu (6.82 £ 0.21), IMI grubu (6.56 + 0.28) p>0.05.
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4.2.6. Imidaclopride Uzun Siire Maruz Kalan Ratlarin Dokularinda

Slperoksit Dismutaz Aktivitesi.

SOD’m fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
radikalinin lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi korumaktir. Siiperoksit
dismutaz enzim aktivitesinin imidaclopride 30 gln siiresince maruziyet sonucunda beyin

ve karaciger dokularinda herhangi bir degisiklige ugramadigi tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 4.44. imidacloprid uygulanan rat beyinlerinde siiperoksit dismutaz aktivitesi. Kontrol grubu (1.801 *
0.009), IMI grubu (1.665 + 0.002) p>0.05.
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Sekil 4.45. imidaclopridin oral uygulamasinin karaciger stiperoksit dismutaz aktivitesine etkisi.
Kontrol grubu (2.38 £ 0.07), IMI grubu (2.26 + 0.03) p>0.05.
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4.2.7. Uzun Siireli imidacloprid Uygulanan Ratlarda Glutatyon Peroksidaz
Aktivitesi.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu igerir,
tetramerik yapidadir. Glutatyon, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.

Hucre ici antioksidan enzim olan GSH-Px aktivitesinin akut uygulamadaki sonuglarin

aksine beyinde ya da karacigerde anlamli bir degisiklik gostermedigi saptand1 (p>0.05).
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Sekil 4.46. imidacloprid kronik uygulamasimin beyin glutatyon peroksidaz aktivitesine etkisi. Kontrol grubu
(173.28 £ 8.98), IMI grubu (200.39 + 25.88) p>0.05.
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Sekil 4.47. imidacloprid verilmesinin karaciger glutatyon peroksidaz aktivitesine etkisi.  Kontrol grubu
(173.99 + 4.25), IMI grubu (181.07 + 4.95) p>0.05.
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4.2.8. Imidacloprid Verilen Ratlarin Beyin ve Karaciger Dokularinda

Glutatyon Konsantrasyonu.

Enzimatik olmayan diisiikk molekiiler agirlikli antioksidanlardan glutatyon (GSH)
¢ok Onemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek
hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Kronik maruziyet sonras1t GSH diizeyi beyinde akut

doneme benzer sekilde azalirken (p<0.05), karacigerde ayni azalma goriilmedi.
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Sekil 4.48. imidaclopride kronik maruziyetin beyin glutatyon diizeyine etkisi.
Imidaclopridin GSH diizeyini azalttig1 degerler kontrol grubunda 0.37 = 0.01, IMI grubunda 0.34 + 0.004
olarak 6lculdi p<0.05.

4,5 -

N
1

3,5 1

w
1

2,5

N
1

1,5 A

[
1

Karacider GSH Diizeyi (umol/mg protein)

0,5 A

Kontrol IMI

Sekil 4.49. imidacloprid maruziyetinin karaciger glutatyon diizeyine subkronik etkisi. Kontrol grubu (3.9 +
0.04), IMI grubu (4.01 £ 0.06) p>0.05.
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4.2.9. imidacloprid Uygulamasimin Plazma K alsiyum Diizeyine Etkisi.

Nikotinik asetilkolin reseptdr agonisti imidaclopridin akut uygulamasinin Ca?*
diizeyini daha anlamli etkiledigi goriildii. Kronik dénemde de Ca®* diizeyininin buna
benzer sekilde istatistiksel anlamda arttig1 (p<0.05) belirlendi.
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Sekil 4.50. Subkronik imidacloprid uygulamasiin plazma kalsiyum diizeyine etkisi. Imidacloprid
maruziyetinin ardindan plazma Ca®* diizeyi IMI grubunda (8.19 % 0.1) kontrole gore (8.62 + 0.06) artis
gosterdi p<0.05.

57



4.2.10. Subkronik Diizeyde Imidaclopride Maruz Birakilan ratlarda Karaciger
Enzim Aktiviteleri.

Otuz gun suresince 1mg/kg/gun dozunda imidacloprid uygulanan ratlarda karaciger
fonksiyonlart alanin aminotransferaz (ALT), aspartat amino transferaz (AST) ve laktat
dehidrojenaz (LDH) aktiviteleri analiz edilerek degerlendirildi. Buna gére ALT aktivitesi
degismezken, imidaclopridin AST ve LDH aktivitelerinde (p < 0.001) anlamli dizeyde

inhibisyona neden oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.51. Subkronik imidacloprid uygulamasinin alanin aminotransferaz aktivitesine etkisi.

Degerler kontrol grubunda 37.11 + 3.6, IMI grubunda ise 46.01 + 5.74 olarak bulundu (p > 0.05).

58



180 A
160 -

140 -

120 -

100 +

80 -

AST (UIL)

60 -

40 -

20 -

O -
Kontrol

IMI

Sekil 4.52. Subkronik imidacloprid uygulamasinin aspartat aminotransferaz aktivitesine etkisi.

Gavaj yoluyla bir ay suresince uygulanan imidacloprid aspartat aminotransferaz aktivitesini IMI grubunda
(97.84 + 2.73) kontrol grubuna (147.06 * 6.48) gore anlamli bigimde (p < 0.001) azaltt1.
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Sekil 4.53. Subkronik imidacloprid uygulamasinimn laktat dehidrojenaz aktivitesine etkisi.

Imidacloprid’e kronik maruziyet sonucu laktat dehidrojenaz aktivitesi IMI grubunda (98.24+ 5.21) kontrol
grubuna (256.79+ 2.11) gore 2.5 kat azaldi (p < 0.001).
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4.2.11. RT-PCR Yontemi ile Yangisal Sitokin Transkripsiyon Analizi

Bir ay boyunca gavaj yoluyla imidacloprid uygulanan ratlarin beyin ve karaciger
dokularda ger¢cek zamanli RT-PCR yoOntemi ile kuantitatif mRNA analizleri yapild:.
Imidacloprid uygulanan ratlarin beyinlerinde yang1 mediyatdrlerinden TNF-a, IL-6, IL-1B
ve IFN-y mRNA transkripsiyonlariin up-regiile oldugu goriiliirken, I1L-12 ekspresyonunun
baskilandigi belirlendi. Karacigerde TNF-o, IL-18, IL-12 ve IFN-y mRNA
transkripsiyonlart indiiklenirken, IL-6 ekspresyonunun inhibe tespit edildi. Anti-
inflamatuar sitokinlerden IL-10’un ise beyin ve karacigerde gen ekspresyonu tespit

edilemedi.
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_25 -

Sekil 4.54. Subkronik imidacloprid uygulanan rat beyinlerinde sitokinlerin mRNA transkripsiyonlarinin misli
degisimleri.

TNF-0, IL-6, IL-1p ve IFN-y mRNA transkripsiyonlan kontrole gore sirasiyla, 1.65, 14.32, 7.51, 4.19-misli
artarken, IL-12 mRNA transkripsiyonu ise 21.55- misli baskilandi.
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Sekil 4.55. Imidacloprid verilen rat karacigerlerinde sitokinlerin mRNA transkripsiyonlarmin misli
degisimleri.
TNF-a, 1L-12, IL-1B ve IFN-y gen ekspresyonlamin kontrole gore sirasiyla, 2.05, 5.54, 1.51, 1.63-misli

uyarilirken, IL-6 mRNA transkripsiyonunun ise 4.95- misli inhibe oldu.
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4.2.12. RT-PCR yontemi ile beyinde NOS transkripsiyon analizi

Ger¢ek zamanli RT-PCR yontemi ile gen ekspresyonu analizleri yapilan NOS
enziminin beyinde u¢ izoformunun da (iNOS, nNOS ve eNOS) indiklendigi saptandi.

6 BiNOS
O nNOS
5 - H eNOS

H

Relatif mRNA (misli degisim)
w

Sekil 4.56. Imidacloprid uygulanan rat beyinlerinde NOS mRNA transkripsiyonlarinin misli degisimleri.
Yapilan RT-PCR mRNA transkripsiyon analizlerine gore beyinde iNOS 4.76-misli, nNOS 1.13, eNOS 3.97-

misli up-regile oldu.
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Sekil 4.57. Imidaclopride subkronik maruz kalan rat beyinlerinde p-aktin ve iNOS mRNA

transkripsiyonlarinin amplifikasyon grafigi (ortalamayi en iyi yansitan 6rnekler gosterilmistir: Ct degerleri
IMI grubu 29.28 ve B-aktin 24.93; kontrol grubu 26.86 ve B-aktin 24.76).
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Sekil 4.58. Imidaclopride subkronik maruz kalan rat beyinlerinde B-aktin ve nNOS mRNA

transkripsiyonlarinin amplifikasyon grafigi (ortalamayi en iyi yansitan drnekler gosterilmigtir: Ct degerleri
IMI grubu 27.41 ve B-aktin 25.85; kontrol grubu 25.37 ve B-aktin 24.01).
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Sekil 4.59. Imidaclopride subkronik maruz kalan rat beyinlerinde B-aktin ve eNOS mRNA

transkripsiyonlarinin amplifikasyon grafigi (ortalamay1 en iyi yansitan drnekler gosterilmistir: Ct degerleri

IMI grubu 26.03 ve B-aktin 21.10; kontrol grubu 24.84 ve B-aktin 21.90).
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4.2.13. RT-PCR yontemi ile karacigerde NOS transkripsiyon analizi

Karacigerde yapilan mRNA analizlerinde akut donemde de belirlendigi gibi iNOS ve
eNOS mRNA transkripsiyonlarinin up-regiile oldugu saptandi.
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Sekil 4.60. Imidacloprid verilen rat karacigerinde NOS mRNA transkripsiyonlarinin misli degerleri.
Yapilan RT-PCR gen ekspresyon analizlerine gore karacigerde artan NO kaynagimin iNOS (1.1-misli) ve
eNOS (1.16-misli) oldugu saptandi.
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Sekil 4.61. Imidaclopride subkronik maruz kalan rat karacigerinde p-aktin ve iNOS mMRNA
transkripsiyonlarinin amplifikasyon grafigi (ortalamay1 en iyi yansitan drnekler gosterilmistir: Ct degerleri

IMI grubu 21.72 ve B-aktin 18.04; kontrol grubu 21.65 ve B-aktin 18.17).
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Sekil 4.62. Imidaclopride subkronik maruz kalan rat Kkaracigerinde p-aktin ve eNOS mMRNA
transkripsiyonlarinin amplifikasyon grafigi (ortalamay1 en iyi yansitan drnekler gosterilmistir: Ct degerleri

IMI grubu 21.57 ve B-aktin 18.01; kontrol grubu 21.63 ve B-aktin 18.29).
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5. TARTISMA
5.1. Akut Donem Tartisma

Yeni nesil pestisitlerden imidacloprid gibi neonikotinoidler delici ve emici insektlere
kars1 oldukca etkili olmalar1 ile karakterizedir. Imidacloprid bdceklerde etkisini
nAChR’lerine baglanarak gdstermesi bu reseptorlerin bulundugu diger canlilar1 6zellikle
memelileri olas1 hedefi haline getirmektedir (David ve ark. 2007). Son yillarda yapilan
caligmalarda insanlarda imidaclopridin neden oldugu zehirlenme vakalar1 rapor edilmistir
(Wu ve ark. 2001, Proenca ve ark. 2005, David ve ark. 2007, Shadnia ve Moghaddam
2008). Literatirde vyapist ve etki mekanizmasi tartisilmasina ragmen, yapilan
aragtirmalarda imidaclopridin memeli dokular tizerine toksisitesi ile ilgili ¢alisma henliz
bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda imidaclopridin memeli canli modeli olarak
kullanilan ratlarin merkezi sinir sistemi ve karaciger lizerine olas1 akut etkileri oksidatif
stres ve yangisal olaylar yoninden incelenmistir.

Nitrik oksitin molekiiler oksijen varliginda reaktif nitrojen tiirlerini olusturarak DNA
gibi biyomolekiillere zarar verdigi, ¢esitli enzimleri inhibe ettigi ve lipid peroksidasyonunu
tetikledigi bilinmektedir (Wink ve Mitchell 1998). Bu c¢alismada ratlarin 2 saat siiresince
10 uM diizeyde imidaclopride maruziyeti plazma, beyin ve karaciger dokularinda NO
diizeyini anlamli bi¢imde arttirdi ve kontrole gore antioksidan kapasiteyi degistirdi.
Yapilan kantitatif mRNA analizleri imidacloprid tarafindan uyarilan NO iiretiminin
karacigerde iNOS, beyinde ise nNOS ekspresyonuna bagli oldugunu gosterdi. nNOS ve
eNOS izoformlar1 Ca®* bagimli NOS’lar olarak adlandirilmaktadir. nNOS’un kalsiyum-
kalmodullin tarafindan aktive edildigi bilinmektedir (Bredt ve Synder 1990). NO
fizyolojik sartlarda insan ve hayvanlarin sinir sisteminde yer alan bir sinyal iletim
molekiludir.  Ancak yiksek konsantrasyonlarda superoksit ile reaksiyona girerek
olusturdugu peroksinitrit bir¢ok biyolojik molekiiliin oksidasyonuna ve DNA kirilmasina
(fragmentasyonuna) da neden olabilir (Choi ve ark. 2006). Imidacloprid uygulamasi
ardindan, NO iiretiminin yaninda, sirasiyla hipoklorit ve sliperoksit olusum reaksiyonlarini
kataliz eden MPO ve XO aktivitelerinin beyin ve karacigerde uyarildigi saptandi. Serbest
radikallerin iiretimi arttik¢a, antioksidan sistem zayiflar ve hiicre membranlarinda lipid
peroksidasyonuna neden olur (Kalra ve ark. 1994, Kale ve ark. 1999, Rezg ve ark. 2008).

Caligilan tiim dokularda NO hasar tespit edilmesine ragmen ratlarin sadece karaciger ve
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plazma Orneklerinde lipid peroksidasyonu belirlendi. Lipid peroksidasyonu doymamis yag
asitlerinin oksidatif dejenerasyonu olarak tanimlanan ve oksidatif stresin belirteglerinden
biridir (Muthukumaran ve ark. 2008). Bu ¢alismada, imidacloprid kaynakli NO ve diger
reaktif oksijen tlirlerinin artigi1 ile lipidlerin peroksidasyonuna bagli olarak doku hasari
olabilecegi belirlendi. Imidacloprid ve NO iiretimi ile ilgili yapilan bir calisma heniiz
bulunmamasina ragmen, Haberberger ve ark. (2003) nAChR’lerinin rat dorsal kok
ganglion noronlarinda NOS’u aktive ettigini gostermistir.  Nagata ve ark. (1996)
imidaclopridin rat PC12 hiicrelerinde nAChR aracili iletken akim olusturdugunu
bildirmiglerdir. nAChR agonisti nikotin sitokrom CYP2A6 indiiksiyonu sonucu asiri
miktarda reaktif oksijen radikalleri olusturup lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir
(Yamazagi ve ark. 1999). Bulgularimiz ve nikotin ile ilgili diger ¢alismalarin paralellik
gostermesi (Yildiz ve ark. 1998, Kovacic ve Cooksy 2005, Kalpana ve ark. 2007)
imidaclopridin bazi hiicre tiplerinde nAChRs iizerinden nikotine benzer sekilde etki
edebilecegini gdstermektedir. Imidaclopridin sinir sistemi disinda etkilerinin olmasi siirpriz
degildir. Ciinkii nAChR’lerinin makrofajlar, lenfositler, adipozitler, bagirsak, karaciger ve
akcigerde eksprese edildigi kanmitlanmistir (Gahring ve Rogers 2006, Serobyan ve ark.
2007).

Kolinerjik noronlar nAChRs eksprese ederler ve imidaclopride karsi oldukga
duyarhdirlar. imidaclopridin voltaj-kapili kalsiyum kanallar1 araciligiyla Ca** miktarim
arttirdign gosterilmistir (Jepson ve ark. 2006). NO dretimindeki Ca?* ihtiyacina bagh olarak
kanallardan gecen Ca®* eNOS, nNOS ve nikotinik uyarim ile dogrudan iliskilidir (Zayas ve
ark. 2002). NO’in diger sistemlerde kalsiyum aracili hiicresel toksisiteye dahil oldugu
bildirilmistir (Kobzik ve ark. 1994). Bunun yaninda, oksidatif stres iyonik dengesizligin ve

2+,

artan Ca“ " ’un ortak triintidiir. Bu ¢alismada beyin ve karacigerde MPO ve XO gibi oksidan
enzimlerin aktivitelerinin onemli bi¢imde arttigi bulunmustur. Bu artisin olasi nedeni
reaktif oksijen tirlerinin tretimiyle beraber artan hire ici kalsiyum dizeyi olabilir (Sharma
ve Rohrer 2007). Analiz sonucu goriilen imidaclopridin neden oldugu plazma kalsiyum
diizeyindeki artisin, beyin ve karacigerde NO iiretiminin uyarilmasiyla baglantili oldugu
diistiniilmektedir.

Glutatyon (GSH) organizmada protein olmayan tiyol yapili molekiil olup reaktif
oksijen turleri ve diger serbest radikaller gibi toksik bilesiklere karsi hiicre i¢i koruma

mekanizmasinda anahtar rol oynamaktadir (Anderson ve Luo 1998). Yapilan bu ¢alismada
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imidacloprid uygulamasi sonucu beyin ve karacigerde GSH konsantrasyonunun anlamli
bicimde diismesi antioksidan kapasitenin GSH tarafindan baskilandiginin bir kaniti
olabilir. GSH herbisitlerin ve insektisitlerin oksidatif etkilesimlerinin antagonize
edilmesinde 6nemli gdrevlere sahiptir (Parke ve Piotrowski 1996). Bir herbisit olan
paraquatin neden oldugu GSH azalisinin dokular toksisiteye duyarli hale getirdigi ¢cok eski
caligmalarda ortaya konmustur (Bus ve ark. 1976). Bu tezde elde edilen sonuclara benzer
sekilde, Muthukumaran ve ark. (2008) nikotin uygulamasinin rat karaciger ve
akcigerlerinde GSH diizeyini ve SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerini diistirdiigiinii rapor
etmislerdir. Nikotin ve imidacloprid gibi nAChR agonistlerinin memelilerde benzer sekilde
farkli dokularda oksidatif olaylar1 uyardig1 ortaya konmustur.

Daha once yapilan aragtirmalar siiperoksit anyonunun ve H,O5’in nikotin kaynakli
serbest radikal {iretiminde ve hiicresel antioksidanlarin azalisinda ana neden oldugunu
gostermektedir (Yildiz ve ark. 1998, Kalpana ve Menon 2004, Huang ve ark. 2005). SOD,
CAT ve GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin lipid peroksidasyonunun zararli etkilerine
karst korumada ¢ok O6nemli rolleri vardir. Endojen antioksidan enzimlerin performansi
olusan serbest radikalleri yok edebilmek i¢in baslangicta artar, fakat daha sonra azalma
meydana gelir bu da oksidatif hasar1 olusturur (Kalra ve ark. 1994). Bu g¢alismadan elde
edilen sonuglara goére imidacloprid uygulamasi beyinde GSH-Px aktivitesini 3 Kkat
arttirirken karacigerde anlamli bigimde azalttigi tespit edildi. Bu sonug¢ imidaclopridin
ROS’lerinin iiretimini uyarmis oldugunu fakat karacigerde SOD’in 6nciil savunmasiyla
karsilastigin1 ardindan ortaya ¢ikan SOD’in toksik yan {iriini H,O7’in ise GSH-Px
tarafindan ortadan kaldirilmig olabilecegini gostermektedir (Vidyasagar ve ark. 2004).
Ikincil savunmanin GSH-Px tarafindan yapilmasinin nedeni bu enzimin H,O; ic¢in daha
diisik Ky, degerine sahip olmasidir. Ugiincii bariyer ise CAT enzimidir (Debnath ve
Mandal 2000). Elde edilen verilere gore CAT aktivitesinde bir degisiklik gdzlenmemistir.
Diger bir deyisle, imidacloprid maruziyetinden sonra sistem 6ncelikle SOD sonra GSH-Px
aktivitesini artirarak koruma saglamistir (Winterbourn 1993). GSH-Px temelde karacigerde
sitozol ve mitokondride lokalize olmaktadir, bu sebeple karaciger bu enzimin ana kaynagi
olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle GSH-Px aktivitesinin karacigerde azalmasinin
nedeni imidaclopridin bu dokuda birikmesiyle olusan oksidatif stresin enzim proteinini
inaktif hale getirmesi olabilir (EI Tawil ve Abdel-Rahman 2001, Giray ve ark. 2001).
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Nitrik oksit yangi ve bagisikligin gelisiminde dnemli bir molekiildiir. NO’in yangi
kaynakl1 hiicre ve doku disfonksiyonuna neden olabilecegi bildirilmektedir (Grisham ve
ark. 1999). Ayrica NO’in artrit, hemorajik sok, hepatit ve bazi otoimmun hastaliklar gibi
kronik yangisal rahatsizliklarin mekanizmasina dahil oldugu disiiniilmektedir (Loscalzo ve
Welch 1995, Nathan 1997, Hierholzer ve ark. 1998). Han ve ark. (2007) NO Uretiminin
yanginin derecesini yansitabilecegini ve pestisitler gibi kimyasallarin yangi siireci iizerine
etkilerinin degerlendirilmesi bakimindan 6nemli oldugunu savunmuslardir. NO ve
ROS’lerinin yani sira IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi yang dnciilii sitokinler de bir¢ok
otoimmun ve yangisal hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadirlar (Elenkov ve
Chrousos 2002). Bu calismada, imidacloprid maruziyeti sonucu her iki dokuda da TNF-a,
IL-6 ve IL-1B ekspresyonlar uyarilmistir. IL -1 immun ve ysalg yanitlarin
baslatilmasinda ve regiilasyonunda gorevli énemli bir sitokindir ve i¢inde olgun T ve B
hicreleri, monositler, nétrofiller, fibroblastlar ve endoteliyal hiicrelerin oldugu genis bir
hedef hiicre spektrumuna sahiptir (Dinerello 1997). Imidaclopride maruz kalan rat
dokularinda artan IL-1p erken yangnciilii reaksiyonlarmin sonucu ol dugunu
gostermektedir (Eder 2006). Baz1 yangi 6nciilii sitokinlerde artigla birlikte imidacloprid
yangi Onleyici IL-10 transkripsiyonunu inhibe etmistir. Bu olay, yangisal olaylarin giiclii
olmasi ile agiklanabilir. Beach ve Whalen (2006) insektisit maruziyetine bagl olarak 1L-10
sekresyonunda azalma oldugunu bildirmisleridir. Han ve ark. (2007) makrofajlarda
norotoksik bir organik Kklorlu insektisit olan endosiilfanin NO {iretimini ve yangi Onciilii
sitokinlerden TNF-o, IL-1B, IL-6 diizeylerini ve bunlarin gen diizeyindeki
ekspresyonlarinin arttigint bildirmislerdir. Caligmalar nikotinin makrofajlardan TNF-a ve
IL-1B sahnimini arttirdi i1 gostermistir (Wang ve ark. 2004). Gao ve ark. (2003) tarim
alaninda kullanilan kimyasallara maruziyet sonucu aktive olan glial hiicrelerin baslica
sitokinler olmak (zere, reaktif nitrojen turleri ve ROS’leri gibi norotoksik faktorler
salgilayarak beyin hasarina neden oldugunu rapor etmislerdir. Cevresel faktorlerin merkezi
sinir sistemindeki yangisal olaylar1 tetikledigi bdylece noronal toksisiteyi arttirdigi
bildirilmistir (Campbell 2004).

Karacigerdeki hiicrelerin 6nemli bir kismini teskil eden hepatositler, enzim agisindan
zengin hiicreler olduklarindan organizmanin en aktif ve cesitlilik gosteren enzimatik
aktivitesine sahiptirler. Karacigere spesifik baslica enzimler alanin aminotransferaz (ALT),

aspartat aminotransferaz (AST) ve laktat dehidrojenaz (LDH)’dir. ALT hepatositler
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sitozolliinde, AST ise mitokondride sentezlenir. Arastirmada, karaciger fonksiyonlarmin
degerlendirilebilmesi amaciyla ALT, AST ve LDH enzimlerinin aktiviteleri 6l¢iildi. Buna
gore, imidacloprid ALT aktivitesinde onemli bir degisiklik yapmazken, AST ve LDH
aktivitelerini anlamli bigimde azalttig1 saptandi. Pestisitlerin, kullanildigi tarim alanlarinda
insanlar lizerine toksik etkileri ile ilgili ¢alismalarda renal va hepatik toksisiteyi arttirdigi
belirlenmistir (Brovwer ve ark. 1991). Ayrica, yapilan arastirmalarda pestisitlerin karaciger
ve kas dokularida fonksiyonel bozulmalara neden oldugu saptanmistir (Izushi ve Ogata
1990). el Demerdash ve ark. (2003) sipermetrin ile yaptiklari bir ¢calismada ALT ve AST
aktivitelerinin inhibe edildigini bildirmislerdir. Mishra ve Shukla (1997) endosiilfan
kullanarak yaptiklari in vivo ve in vitro ¢alismada bu insektisitin hem karacigerde hem de
iskelet kasinda enzim ile kompleks olusturarak inhibisyonuna bodylece aktivitesinin
azalmasina neden oldugunu tespit etmislerdir.

Bu aragtirmadan elde edilen bulgulara gore, gerek bitki insektleri ile miicadelede,
gerekse kedi ve kdpeklerde pirelerin kontroliinde yaygin olarak kullanilan imidaclopridin
hedefinde bulunmayan organizmalarda da oksidatif stresi ve yangiy1 tetikleyerek akut

saglik problemlerine neden olabilecegi gosterilmistir.
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5.2. Subkronik Donem Tartisma

Gunumuzde pestisit kullanimi tarim zararlilar1 ve insektlere karsi miicadelenin
baslica metodudur. Fakat cevrede ve bitkilerde kalint1 birakan bu kimyasallar hedef-dist
oraganizmalarda geri doniisiimsiiz zararlar verebilmektedir. Diinyada yillik yaklasik 2.5
milyon ton kullanilan pestisitlerin  %99.9’u hedef pestlere ulagsmadan c¢evreyi
kirletmektedir (Qian ve ark. 2009). Pestisitlerin omurgalilarda yaptig1 olumsuz etkiler
arasinda oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, dopamin tastyicilar ile etkilesim ve
yangi yer alir (Ascherio ve ark. 2006). Pestisitlere akut maruziyetlerde ndrotoksik etkilerin
baglantisi iyi bilinmesine ragmen (Lotti 2000), kronik diizeyde maruziyetin potansiyel
etkileri tam olarak tespit edilememistir (Alavanja ve ark. 2004). imidacloprid gibi
neonikotinoid insektisitler yiiksek etkinlikleri, memeli canlilar gibi hedef-dis
organizmalara karsi diisiik toksisitesi ile organik klorlular ve organik fosforlular yerine
tercih edilmektedirler.  Ancak etkilerini nikotinik asetilkolin reseptorleri Gzerinden
gostermeleri memeliler i¢in de toksik olabilecegini gostermektedir (Chao ve Casida 1997).
Bu tez ¢alismasinin ilk boliminde imidaclopridin akut etkileri ¢aligilmig ve imidaclopride
kisa siireli maruziyetin pestisitlerin toksikasyon mekanizmalar1 i¢inde kabul edilen
oksidatif stresi ve yangiyr tetikledigi gOsterilmistir. Tezin bu ikinci asamasinda ise
imidaclopridin olas1 subkronik etkileri ratlarda merkezi sinir sistemi ve karaciger iizerine

oksidatif stres ve yangisal olaylar yoninden analiz edildi.

Nitrik oksit kardiyovaskiiler, néronal ve immun sistem homeostazinda kritik rollere
sahip diatomik bir molekildur. Bu 6nemli fizyolojik fonksiyonlarina ragmen NO’in ayn1
zamanda toksik bir ajan oldugu da bilinmektedir (Grisham ve ark. 1999). Bu ¢alismada 30
giin boyunca gavaj yoluyla imidacloprid verilen ratlarin beyin ve karaciger dokularinda
NO konsantrasyonunun 6nemli 6lgiide arttigi saptandi. NO iireten enzimlerin gercek
zamanli (Real Time)-PCR metodu ile yapilan mRNA ekspresyon analizleri sonucunda
beyinde INOS, nNOS ve eNOS; karacigerde ise iNOS ve eNOS mRNA
transkripsiyonlariin uyarildig: tespit edildi. Bashkatova ve ark. (2004) ratlarda rotenon ile
yaptiklar1 60 giinlik ¢aligma sonucunda beyin dokusunda NO diizeyinin ¢alismamiza
paralel sekilde arttigin1 gostermislerdir.

Noronal nikotinik asetilkolin reseptorlerinin Ca** gegirgenligi oldukga fazladir.

Ayrica, néronal nAChRlerinin aktivasyonu sonucu artan Ca®* Gretimi onemli hiicre ici
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sinyaller olusturabilir (Vernino ve ark. 1992, Dajas-Bailador ve Wonnacott 2004). Rathouz
ve ark. (1996), nikotinik agonistlerin NAChR’lere baglanmasiyla voltaj-kapili Ca*
kanallarinin aktive oldugunu ve bunun sonucunda hiicre ici Ca?* salgilanmasini arttigini
bildirmislerdir. Tsuneki ve ark. (2000) uzun sureli nikotine maruz kalan farelerin
beyinlerinde nAChRlerinin 7a (initeleri tizerinden aktivasyonu ile Ca** mobilizasyonunun
arttigin1 rapor etmiglerdir. Plazma orneklerinde yaptigimiz analizler kalsiyum diizeyinin
uzun sdreli imidacloprid verilmesinin ardindan arttigin1 gosterdi. Bu sonug farkli pestisit
calismalar1 ile de desteklenirken (Imamura ve ark. 2006, Pourkhalili ve ark. 2009),
Tomizawa ve Casida (2002) imidaclopridin metabolitlerinden desnitro-imidacloprid ile
yaptiklar1 arastirmasinda, bu metabolitin nikotinik asetilkolin reseptdrleri iizerinden
inozitol -3-fosfat aracili (IP3) hiicre ic¢i kalsiyum mobilizasyonunu ve ekstraseliler sinyal
regule-edici kinaz (ERK) yolagini aktive ettigini bildirmislerdir. Heeschen ve ark. (2002)
ayni sekilde noronal hiicrelerde bu yolagin @ - nAChR (zerinden aktive edilmesi sonucu
ca®* bagimli endoteliyal nitrik oksit sentetaz (eNOS) aktivasyonuna neden oldugunu
saptamislardir. Ayrica nAChR’lerinin uyarilmasinin  NO {iretimini arttirdigi farkli
aragtirmalarla da gosterilmistir (Clouse ve ark. 2000, Green ve ark. 2000).

Karaciger pestisit metabolizmasinin yer aldigi baslica organdir. Organizmanin
toksik kimyasallara karsi etkili bi¢cimde miicadele etmesini saglamaktadir. Ancak
pestisitlerin insan ve hayvanlarda karaciger hasar1 olusturdugu bilinmektedir. Ayrica,
DDT, lindan gibi cesitli pestisitlere kronik maruziyetlerde karacigerde patolojik ve
enzimatik degisikliklerin meydana geldigi bilinmektedir (Dikshith 1991). Pestisitlerin
toksik etkileri sonucu olugan serbest oksijen radikalleri bir¢cok oksidatif olayr ve lipid
peroksidasyonu tetikleyerek doku hasarlarina neden olur (Kanbur ve ark. 2008). Beyin,
yiiksek oranda metabolik aktiviteye, diisiik antioksidan kapasiteye ve yenilenemeyen
noronal hiicrelere sahip oldugundan, oksidatif hasara kars1 en hassas dokudur (Shohami ve
ark. 1997). Bunun yani sira, insan beyni yiksek duzeylerde doymamis yag asidi, demir ve
bakir igerdiginden lipid peroksidasyonuna karsit da oldukc¢a duyarlidir (Qureshi ve ark.
2004). Atessahin ve ark. (2005) sipermetrin ile yaptiklari bir ¢alismada bu insektisitin
karaciger, beyin, bobrek ve kanda lipid peroksidasyonuna neden oldugunu bildirmislerdir.
Fortunato ve ark. (2006) malationun subkronik etkilerini incelemek amaciyla ratlardan
serobrospinal sivi ve beyin ornekleri alarak yaptiklar: ¢alismada lipid peroksidasyonunun

arttigini bildirmislerdir. Ksantin oksidaz aktivitesinin diger insektisit uygulamalarina
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benzer sekilde (Sakai ve ark. 1995, Terzi ve ark. 2004, Domico ve ark. 2007) bu ¢alismada
da kronik imidacloprid maruziyeti sonucu artmasi, ortama yiiksek oranda siiperoksit
anyonunun TUretildigine isarettir. Bu bakimdan, bu arastirmada 30 giin siiresince
imidacloprid uygulanan ratlarda lipid peroksidasyon indeks parametrelerinden MDA
diizeyinin plazma, beyin ve karaciger dokusunda artist Onemlidir. Artan lipid
peroksidasyonuna bagli olarak, membran akigkanligmin ve lipid igeriginin bozulup
sitotoksisiteye ve hiicresel 6liime neden olabilecegi muhtemeldir (Lopez ve ark. 2007).
Pestisit metabolizmasi sonucu olusan zincirleme oksidatif reaksiyonlarin yan
tirtinleri, peroksizomlarin proliferasyonu ile birlikte H,O, ve DNA hasarina neden olan
diger radikallerin iiretilmesini tetikleyebilmektedir (Hodgson ve Levi 1996). Bu durum
calismamizda H,O7’1 su ve oksijene doniistiiren katalaz (CAT) aktivitesinin artisini da
aciklamaktadir. Ancak SOD ve GSH-Px gibi diger hicre ici antioksidan enzim
aktivitelerinde bir degisiklik bulunmadi. Uzun siireli pestisit maruziyetlerinde antioksidan
savunma mekanizmasinin etkilendigi bildirilse de (Thapar ve ark. 2002) antioksidan enzim
aktiviteleriyle ilgili ¢alisma sonuclar1 olduk¢a degiskenlik gostermektedir. Baz1 ¢alismalar
pestisitlerin neden oldugu oksidatif stres ve serbest radikalleri kompanze etmek amaciyla
aktivasyonun arttigini bildirirken (Bayoumi ve ark. 2001,; Kalender ve ark. 2004), bazi
arastirmalar enzimlerin pestisit metabolizmast sonucu olusan oksidan molekiillerin
enzimlere baglanarak aktivitelerini inhibe ettigini gostermektedir (Panemangalore ve ark.
2000, Kanbur ve ark. 2008). Glutatyon (GSH) kimyasal detoksikasyonda kritik éneme
sahip bir tripeptittir. Proteinlerdeki sulfhidril (-SH) gruplarin1 rediikte halde tutar ve bu
gruplar1 oksidasyona karst korur, bdylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller. Glutatyon (GSH) yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve
amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar. Imidaclopridin akut etkilerinin
calisildigi bu arastirmada, tiim dokularda GSH diizeyi azalis gostermesine ragmen
subkronik imidacloprid maruziyeti sonucu GSH diizeyinin sadece beyinde azaldigi,
karacigerde ise degismedigi saptandi. Beyindeki bu azalisin nedeni pestisitlerin neden
oldugu serbest oksijen radikallerinin ve yan iirlinlerinin tiretimi sonucu GSH konjugasyonu
veya GSH’un glutatyon distlfide (GSSG) oksitlenmesi olabilir (Banerjee ve ark. 1999).
Della Morte ve ark. (1994) 7 farkli insektisitle (Alaklor, Atrazin, Benomil, Captan,

Linuron, Metil Paration ve Propanil) yaptiklar1 ¢caligmada, insektisitlere maruziyet sonucu
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dogal antioksidan savunmanin degisiklige ugradigini, 6zellikle GSH diizeyinin azaldigini
rapor etmiglerdir.

Pestisitler, igerdigi bilesige ve dozuna gére immun sistem tizerine baskilayici ya da
uyarici etkiye sahiptir. Uyarici etkileri otoimmun ve alerjik hastaliklarin gelismesine neden
olabilmektedir (Ascherio ve ark. 2006). Myeloperoksidaz enzimi primer notrofillerin
graniillerinde yer alan bakterisidal 6zellige sahip hipokloritin (OCI) katalizlenmesinden
sorumlu oksidan bir enzimdir (Tokarska-Rodak ve ark. 2004). Artan serbest radikallerin
l6kositlerin birikmesine ve dolayli yoldan nétrofil aktivasyonuna neden oldugu rapor
edilmistir. Ayrica bir organik klorlu insektisit olan endosiilfanin kronik maruziyetinde
notrofil aktivasyonu sonucu MPO aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Mor ve Ozmen 2010).
Gabbianelli ve ark. (2009) ratlarda permetrinin subkronik etkilerini inceledigi ¢alismasinda
stiperoksit anyonunun 33 misli, hidrojen peroksit-myeloperoksit sisteminin aktivasyonunun
ise 67 misli artti@ini; bunun nedeninin notrofillerin plazma membran dizeyindeki
fizikokimyasal degisiklikler olabilecegini ileri slirmiistiir. Buna dayanilarak uzun siire
imidaclopride maruz kalan ratlarda karaciger MPO aktivitesinin artmasinin oksidatif
siireclerin yogunlugunu ve yanginin varligin1 gosteren bir kanit olabilecegi diisiiniilebilir.
Buna paralel sekilde bu arastirmada sitokinlerin yapilan mRNA transkripsiyon analizlerine
gore; beyinde TNF-o, IL-6, IL-1B ve IFN-y mRNA transkripsiyonlar artarken, IL-12
ekspresyonu baskilandi. Karacigerde ise TNF-a, IL-1p, IL-12 ve IFN-y mRNA
transkripsiyonlart indiiklenirken, IL-6 ekspresyonunun inhibe edildigi goruldd. TNF-a
yardimer T-1 hiicrelerinden, makrofajlardan ve dogal o6ldiirticii (NK) hiicrelerde iiretilir.
IFN-y’nin ise ana kaynagi yardimci T-1 hiicreleri olmasina ragmen ayrica CD8" T
hicreleri, NK hicreleri ve IL-18 tarafindan uyarilan diiz kas hiicreleri de IFN-y uretebilir
(Gerdes ve ark. 2002, Tenger ve ark. 2005). IFN-y ve TNF-a sinerjik etkili sitokinlerdir.
Bunun nedeni uyardiklart sinyal yolaklarinin etkilesimi ve IFN-y’nin, TNF-a
reseptorlerinin yiizey ekspresyonlarini arttirmasi olabilir (Schoder ve ark. 2004). Omiirtag
ve ark. (2008) endostilfanin subkronik maruziyeti sonucu oksidatif stresle baglantili olarak
artan yangi Onciilii sitokin ekspresyonuna (TNF-a ve IFN-y) bagh olarak hepatotoksisite
meydana geldigini bildirmislerdir. Bir organik klorlu olan dieldrinin 7 giin subkutan
uygulanmasinin (10 mg/kg/gun) IL-6 Gretimini ve c-JUN aktivasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir (Pruett ve ark. 2006). Alluwaimi ve Hussain (2007) splenositlerde bir organik

fosforlu insektisit olan diazinonun 30 gunlik uygulamasinin ardindan IFN-y ve IL-12
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mRNA sentezlerinin uyarildigin1 tespit etmislerdir. Makrofajlarda DTT metaboliti ile
yapilan calismalarda ROS {iretiminin ve oksidatif stresin bu metabolit tarafindan
tetiklenerek NF-xB yolg@imnin aktivasyonunu saglayip (Kim ve ark. 2004; Shi ve ark.
2009). Makrofajlardaki iNOS ekspresyonu transkripsiyonel diizeyde kismen NF-xB
tarafindan diizenlendigi ve NADPH’a benzer sekilde, IFN-y, TNF-a ve IL-1p gibi yang
onciili sitokinler tarafindan uyarildigi bilinmektedir (Ustyugova ve ark. 2007). Nitrik oksit
ve yangl Onciili sitokinlerin (TNF-a, IL-1B , IL-6) iiretimini uyardigini ayrica gen
ekspresyon diizeylerini up regiile ettigini bildirmislerdir (Kim ve ark. 2004). Dutta ve ark.
(2008) DDT toksikasyonuna maruz kalan makrofajlarda NO ve TNF-a iiretiminin arttigini
boylece yangisal reaksiyonlarin, sitokin dengesizligi ve immun dis-regilasyonunun
olustugunu bildirmislerdir. Bir organik klorlu olan lindanin rat karacigerinde oksidatif
strese neden olarak NF-kxB’nin DNA’ya baglanma aktivitesini ve TNF-a’nin NF-xB
bagimli ekspresyonunu arttirdigini, boOylece hepatotoksisite olusturdugunu tespit
etmiglerdir (Videla ve ark. 2004). Bu bilgilerle birlikte subkronik imidacloprid
caligmasinda beyin ve karacigerde NO artisi, yangi onciilii sitokinlerin ekspresyonlarinin
stimile edilmesi ve yangi onleyici sitokin olan ayrica diger sitokinlerin salgilanmasini
inhibe edip immun sistemi baskilayan IL-10 ekspresyonunun uyarilmamasi imidaclopridin
yanginin kroniklesme asamasinda, diger insektisitlere benzer bigimde, NF-kB yolag
lizerine etki gdstermis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Imidaclopridin karaciger fonksiyonlar: iizerine verecegi muhtemel hasar ALT, AST
ve LDH aktiviteleri analiziyle tespit edilmeye ¢alisildi. Buna goére, uzun sureli
imidaclopride maruziyetin akut maruziyete benzer bicimde etkiledigi ve sadece AST ve
LDH aktivitelerinin 6nemli dizeyde inhibe ettigi saptandi. Bir arastirmada, ratlarda 13
hafta siireyle verilen klorpirifosun ALT ve AST diizeylerini azalttig1 bildirilmistir (Barna-
Lloyd ve ark. 1990). Buna paralel sekilde Ambali ve ark. (2007), klorpirifosa uzun siireli
maruziyetin bu enzimlerin aktivitesini diisiirdiigiinii tespit etmislerdir. Ribeiro ve ark.
(1999) kimyasallarin topraktaki canlilara toksisitesini degerlendirebilmek i¢in paration ile
yaptiklar1 caligmada bu insektisitin LDH ve asetilkolinesteraz aktivitelerini azalttigini ve
bu parametrelerin toksisite testlerinde kriter olabileceklerini saptamiglardir.

Bu arastirmadan elde edilen bulgulara gore, diger insektisitlerle karsilastirildiginda
daha giivenilir oldugu savunulan, bu sebeple diinyada olduk¢a yaygin bicimde kullanilan

imidaclopridin kronik duzeyde hedef olmayan organizmalarda da oksidatif strese neden
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olup kronik yangiy1 tetikleyebilecegi ve ciddi saglik problemlerine neden olabilecegi

deneysel ortamda ortaya konmustur.
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6. SONUC

Sonug olarak, basta insanlar olmak tizere imidacloprid kullaniminin diger memeli canli
saglig lizerine yapabilecegi olumsuz etkiler bu ¢alismada rat modeli ile arastirildi. Buna
gore, hayvanlarin imidaclopride gerek diisikk dozda kisa siireli, gerekse uzun siireli maruz
kalmalar1 oksidan olaylara neden oldugu, buna bagli olarak yangisal olaylarin aktive
oldugu ve karaciger fonksiyonlarindan bazilarinin da inhibe edildigi bu arastirma
sonuglarina gore tespit edildi. Kullaniminin insan ve diger yiiksek yapili canlilara karsi
giivenilir oldugu iddia edilen imidaclopridin diger etkileri yapilacak kapsamli aragtirmalar

ile ortaya konmasi faydali olacaktir.
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