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DANISMAN: Yrd.Do¢.Dr. Yusuf SEVGILER
Yil: 2012, Sayfa: 78
UYE: Yrd.Dog.Dr. Mustafa COSKUN
UYE: Yrd.Do¢.Dr. Ahmet GENC

Bu c¢alismada hedef olmayan canlilara etkisi nedeniyle kullanimi tartisma konusu olan
neonikotinoid insektisid imidaclopridin eseye- ve siireye-bagimli oksidatif stres potansiyeli ve
norotoksisitesi, sitokrom P450 inhibitorii piperonil biitoksid ve aldehid oksidaz inhibitorii menadione
modiilatorliigliinde Sprague-Dawley siganlarin bobrek dokusunda arastirilmistir. Bu amagla, intraperitonal
imidacloprid, piperonil biitoksid ve menadione uygulamasindan 12 ve 24 saat sonra erkek ve disi
sicanlarda bobrek total glutatyon, tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri ve protein miktarlar: ile glutatyon
peroksidaz, glutatyon S-transferaz, katalaz ve total kolinesteraz enzim aktiviteleri spektrofotometrik
yontemlerle incelenmistir.

Imidacloprid her iki eseyde de 12. saatte herhangi bir etki yapmamaktadir. Erkek siganlarda 24.
saatte imidacloprid, total glutatyon miktarinin, lipid peroksidasyonunun ve total kolinesteraz aktivitesinin
artmasina, protein miktarinin azalmasina neden olmustur. Aym siirede disilerde yalmzca glutatyon S-
transferaz aktivitesinde artis belirlenmistir. Piperonil biitoksid ve imidaclopridin birlikte uygulamasi
erkek siganlarda lipid peroksidasyonunun azalmasina ve total kolinesteraz aktivitesinin artmasina yol
acmigtir. Disilerde piperonil biitoksidin neden oldugu lipid peroksidasyonundaki azalma kontrol
diizeylerine ulagmugtir. Imidaclopridin indiikledigi glutatyon S-transferaz aktivitesi piperonil biitoksid
etkisi ile daha da artmugtir. Menadione redoks aktif 6zelligiyle erkek siganlarda total glutatyon miktari ile
katalaz aktivitesinin artmasimna, protein miktarinin azalmasina neden olmustur. Imidacloprid ve
menadionenin birlikte etkisinde ayr1 uygulamalarda artan total glutatyon ile azalan protein miktarlarinda
iyilesme, glutatyon peroksidaz aktivitesi ile lipid peroksidasyonunda azalma belirlenmistir.

Imidaclopridin eseye-bagimli oksidatif ve ndrotoksik etkilerinin imidaclopridin hiicreye alinimini
saglayan aktif transport sistemleri ile erkeklerde daha aktif bir sekilde metabolize olmasini saglayan
sitokrom P450 ve aldehid oksidaz aktivitelerindeki eseye-bagimli farkliliklar nedeniyle olabilecegi
diigiiniilmektedir. Imidaclopridin neden oldugu oksidatif etkiler, olasilikla nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin aktivasyonu yoluyla hiicre igine Ca?* alimmina baglidir ve total kolinesteraz aktivite artigt
imidaclopridin bu etkisine adaptif bir yanittir. Erkeklerde piperonil biitoksid 6n uygulamasi ile azalan
lipid peroksidasyonu artan katalaz ve total kolinesteraz aktivitesine bagl olabilir. Disilerde piperonil
biitoksid IMI-indiiklii glutatyon S-transferaz aktivitesini artirmaktadir ve sitokrom P450 disindaki
metabolik siireglerde olugan imidacloprid metabolitleri ile glutatyon konjugasyonunun arastirilmasi
gerekmektedir. Erkek sicanlarda menadione etkisinde aldehid oksidaz-aracilikli imidaclopridin metabolit
olusumunun azalmasiyla imidacloprid ve menadione toksisitesi hafiflemektedir. Disilerde menadione
uygulamasi, imidacloprid toksisitesini belirlemede yararl olmustur.

Anahtar Kelimeler: Imidacloprid, Esey Farkliligi, Piperonil biitoksid, Menadione, Oksidatif
Stres, Kolinesteraz



ABSTRACT
Master Thesis
GENDER-SPECIFIC OXIDATIVE and NEUROTOXIC EFFECTS of
IMIDACLOPRID MODULATED by PIPERONYL BUTOXIDE and MEDIONE
in the KIDNEY OF SPRAGUE-DAWLEY RATS
Mustafa YARDIMCI
Adiyaman University
Institute of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
ADVISOR: Assist.Prof.Dr. Yusuf SEVGILER
Year: 2012, Page: 78

Member: Assist.Prof.Dr. Mustafa COSKUN
Member: Assist.Prof.Dr. Ahmet GENC

Because of its negative impact on non-target organisms, neonicotinoid insecticide imidacloprid
application is debated recently. Gender- and duration-dependent oxidative stress and neurotoxicity
potential of imidacloprid which modulated by piperonyl butoxide, a cytochrome P450 inhibitor and
menadione, an aldehyde oxidase inhibitor were investigated in the kidney of Sprague-Dawley rats in the
present study. For this purpose, imidacloprid, piperonyl butoxide and menadione were injected
intraperitoneally. Renal total glutathione, thiobarbituric acid reactive substances and protein contents and
glutathione peroxidase, glutathione S-transferase, catalase and total cholinesterase enzyme activities were
measured spectrophotometrically 12- and 24-h after administration.

Imidacloprid in both sexes did not make any impact at 12-h. Total glutathione content, lipid
peroxidation and total cholinesterase activity increased, while protein content was decreased in male rats
at 24-h. Glutathione S-transferase activity increased in females at the same duration. Imidacloprid after
piperonyl butoxide injection caused a decrease in lipid peroxidation and an increase in total cholinesterase
activity in males. Decreased lipid peroxidation by piperonyl butoxide reached to control levels after
imidacloprid injection in females. Piperonyl butoxide led to a further increase in imidacloprid induced
glutathione S-transferase activity. Menadione as a redox-active compound caused an increase in catalase
activity and total glutathione content and a decrease in protein content in male rats. Both of menadione
and imidacloprid led to decrease in protein content and to increase in total glutathione concentration while
an improvement was observed in their combined effects in males. Moreover, glutathione peroxidase
activity and lipid peroxidation levels decreased.

It was thought that gender-dependent oxidative and neurotoxic potential of imidacloprid originated
from gender-specific active transport systems that are allowed to imidacloprid entry to the cell and
cytochrome P450 and aldehyde oxidase enzyme systems which are more actively metabolized
imidacloprid in males than females. Imidacloprid-related oxidative effects may be dependent to Ca®*
entry to the cell from the nicotinic acetylcholine receptor activation and increase in total cholinesterase
activity is an adaptive response to the receptor activation caused by imidacloprid. Decreased lipid
peroxidation levels by piperonyl butoxide pre-treatment could be dependent to elevated catalase and total
cholinesterase activities in males. Piperonyl butoxide increased imidacloprid-induced glutathione S-
transferase activity in females, and then glutathione conjugation of imidacloprid metabolites generated
from other metabolic processes than cytochrome P450 should be investigated. Attenuation was observed
in imidacloprid and menadione toxicities which could be related with decreased aldehyde oxidase
catalysed imidacloprid metabolite formation. Menadione co-treatment is beneficial to determine the
imidacloprid toxicity in females.

Keywords: Imidacloprid, Gender Difference, Piperonyl butoxide, Menadione, Oxidative Stress,

Cholinesterase
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1. GIRIS
1.1 Neonikotinoid Insektisidler

Neonikotinoidler, insektisidlerin son 30 yilda gelistirilen en yeni sinifi olup
homopterler, hemipterler ve siphonapterler gibi tarim zararlilarina ve evcil hayvanlarin
eksternal parazitlerine kars1 miicadelede 6nem kazanarak (Tomizawa ve Casida 2005)
organofosforlu, organoklorlu ve piretroid bilesiklerin yerini almaya baslamislardir
(Kocaman ve Topaktas 2007). Neonikotinoid insektisidler 3 altsinifa ayrilir: ilk nesil
neonikotinoidler kloronikotiniller olup; imidacloprid (IMI), nitenpyram, acetamiprid ve
thiaclopridi, ikinci nesil neonikotinoidler tianikotinil olup thiamethoxam ve
clothianidini, tiglincii nesil neonikotinoidler furanonikotiniller olup dinotefuran: kapsar
(Vo vd. 2010). Genellikle memelilerde, kuslarda ve baliklarda boceklere oranla daha
tlimlt akut ve kronik toksikolojik profile sahiptirler (Tomizawa ve Casida 2005).
Organofosforlu ve piretroid insektisidlerden farkli olarak tarim zararhilarinda bu
bilesiklere karsi daha az direnglilik gelisimi meydana gelmektedir (Puinean vd 2010).
Bu bilesiklerin 2005 yilinda diinya yillik insektisid pazarmin %11-15’in1 olusturdugu
bildirilmektedir (Tomizawa ve Casida 2005).

Neonicotinoids
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Sekil 1.1 Neonikotinoid insektisidlerin kimyasal formiilasyonu (Matsuda vd. 2009)



Neonikotinoidler, nikotinik asetilkolin reseptorlerinin (nAChR) agonistidir
(Tomizawa ve Casida 2009). nAChRIleri pentamerik ligand kapili iyon kanallarinin cys-
loop siiper ailesinin bir tiyesidirler (Liu vd. 2010). Omurgali nAChRleri 10a, 4B, v, 9, €
alt Unitelerinin ¢esitli kombinasyonlarda bir araya gelmesiyle olusan pentamerik
transmembran bir kompleksdir (Tomizawa ve Casida 1999; Costa vd. 2009; Liu vd.
2010) ve hem omurgalilarda hem de omurgasizlarda temel eksitator
norotransmitterlerdir (Costa vd. 2009). Neonikotinoid insektisidler ve analoglarinin
etkileri nAChR alt tiplerine gore degisebilir (Tomizawa ve Casida 1999, Vo vd. 2010).

Memeli nAChRlerinin birgogu biiyiik olasilikla loop D’de temel katyonik
rezidiilerinin olmamasindan dolay1 neonikotinoidlere az duyarlilik gosterirler ve bu
bilesiklerin giivenirligi memeli nAChRlerine oranla bocekler igin yiiksek segiciligine
dayandirilmaktadir (Honda vd. 2006; Tomizawa vd. 2007; Liu vd. 2010). Bazi
neonikotinoidlerin ve metabolitlerinin memelilerde nAChR ifadesini artirmasi ve bunun
sonucunda memelilerde toksik etki gostermesinden dolayr kullanimlari tartigmalidir
(Broznic vd. 2008). Neonikotinoidlerin  biyotransformasyonlart1  ¢ogunlukla
detoksifikasyon mekanizmalarin1  igerirken, bazi durumlarda biyoaktivasyon
mekanizmalarmi kapsar (Tomizawa ve Casida 2005). Metabolizmalar1 sonucunda
nAChR seciciligi, bilesige bagl olarak artar veya azalir. Ornegin IMI’nin desnitro
metabolitleri (DN-IMI) bocek nAChRleri igin detoksifikasyon iiriinii iken memeli
NAChRIeri igin aktif tiirevlerdir (Honda vd. 2006).

1.1.1 Imidacloprid

Imidacloprid (IUPAC adr: N-[1-[(6-Chloro-3-pyridyl)methyl]-4,5-
dihydroimidazol-2-yl]nitramide; CAS No: 138261-41-3) ilk defa 1994 yilinda
ruhsatlandirilmig sistemik neonikotinoid insektisiddir (EPA 2008). IMI yiiksek etkili
neonikotinoid insektisidlerin bilinen en iyi Ornegidir (Tomizawa ve Casida 1999).
Sebzelerde, meyvelerde, seker pancarinda, pamukta ve piringte homopter ve hemipter
zararlilarin miicadelesinde (Matsuda vd. 2001), kedi ve kopeklerde siphonapterlerle
miicadelede (Tomizawa ve Casida 2005) kullanilmaktadir. Diinya genelinde en cok
satan pestisidlerden biri olup 120’den fazla iilkede 140’tan fazla tarimsal iriinde
kullanilmaktadir (David vd. 2007; Drobne vd. 2008). T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik



Bakanligi, Gida ve Kontrol Genel Miidiirligli’niin yaymladig istatistiklere gore 2010
yilinda saf halde 132.222 L, mineral yag ile birlikte 164.325 L IMI satist
gerceklestirilmistir
(http://www.gkgm.gov.tr/birim/bitki_koruma_ur_alet/faaliyet/2011_vyili_istatistiki_bilgi
ler_formu.rar). Tiirkiye An Yetistiricileri Merkez Birligi’nin girigimleri ile Gida, Tarim
ve Hayvancilik Bakanligi, Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigli tarafindan aygigeginde
tavsiye edilmedigi halde kullanilan IMI’'nin 17.12.2010 tarihli karar ile bu tarim
tirtiniinde kullanilmayacag bildirilmektedir (http://www.tab.org.tr/korgem-2790.pdf).
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imidacloprid

Sekil 1.2 Imidaclopridin kimyasal formiilasyonu

CIZELGE 1.1. Imidaclopridin Fiziksel Ozellikleri

OZELLIK DEGER
Molekiiler Agirhk 255.7
Suda Céziiniirliik (200°C) 0.51g/L
diklorometan 50.0-100.0 g/L
izopropanol 1.0-2.0 g/L
Coziiniirliik toluen 0.5-1.0 g/L
(20°C) n-hekzan >0.1 g/L
yag 0.061g/100g
Kaynama Noktasi 136.4-143.8°C
Topraktaki Yar1 Omrii 49-190 giin

Imidacloprid genel olarak memelilerde diistik akut ve kronik toksisiteye sahiptir
(Nagata vd. 1998). IMI'nin memelilerdeki toksikolojik dnemi metabolizmasindan ileri
gelmektedir (Schulz-Jander ve Casida 2002). nAChR blokaj1 yoluyla nérotoksik etki
gosteren IMDI'nin meyve sinegi nAChRlerine sicandakine gore daha fazla afinite

gosterdigi belirlenmistir (Liu vd. 2010). IMI molekiilii 6-kloro-3-piridinil grubu ve 2-
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nitroimino-imidazolidin grubunun bir metilen zinciriyle birlesmesiyle olusur (Matsuda
vd. 2001). 6-kloro-3-piridinil pargasi, alt tip dzgiinliigiine sahip ¢ok giiglii ve selektif
nikotinik agonist bilesiklerin bazilarinda bulunur (Tomizawa ve Casida 1999).
Toksisite, baglanma ve reseptor aktivasyonu bu ii¢ islevsel gruptan ve ayni zamanda
gruplarin hidrofobisitesinden etkilenir. Nitroimin grubu ve nitrojeni ile belirli aminoasid
rezidiileri arasindaki elektrostatik etkilesimler, IMI’nin seg¢ici toksisitesinin
belirlenmesinde anahtar bir role sahiptir. Imidazolidin halkasinin 2-pozisyonunda bir
=N-NO; bileseninin varlig1 ayn1 pozisyonda bir =CH-NO, grubu iceren bilesiklere gore
bir farklilik yaratir. Fakat =N-NOy’nin varlig1 reseptdr afinitesini anlamli derecede
azaltir. 2-pozisyonundaki nitrojen atomunun varliginda hidrofobisite arttig1 i¢in azalma
telafi edilir (Matsuda vd. 2001).

Memelilerde IMI’nin biyotransformasyonu bazi biyoaktivasyon tepkimelerini
icerir. Fakat bilesik, c¢ogunlukla detoksifikasyon mekanizmalar1 tarafindan
inaktivasyona ugrar. Metabolizmasindaki iki ©Onemli enzim sitokrom P450-3A4
(CYP3A4, EC 1.14.14.1) ve aldehit oksidazdir (AOX; EC 1.2.3.1). CYP3A4 birkag
molekiiler bolgede oksidasyondan sorumluyken, AOX nAChRIerde agonist etkisinin
artmasi ya da azalmasiyla sonuglanan nitro bileseninin tepkimelerinden sorumludur
(Costa vd. 2009). IMI basta CYP3A4 olmak ilizere CYP450 aracilikli tepkimelerle
biiyiik 6l¢iide 5-hidroksi IMI’ye (Schulz-Jander vd. 2002), bu bilesik de daha sonra 6-
kloronikotinik aside yikilmaktadir (Broznic vd. 2008). IMI’nin CYP3A4 metabolizmasi
baslica imidazolidin kisminin oksidasyonunu ve sonra nitroguanidin bileseninin
rediiksiyonunu igerir (Honda vd. 2006).

Bu tepkimelerde IMI’nin nitroguanidin kismini indirgeyerek (Honda vd. 2006) rol
oynayan enzim neonikotinoid nitrorediiktaz da denilen AOX enzimidir (Dick vd. 2005).
Metabolik kararsizlig1 memelilerde DN-IMI gibi biyoaktif toksikantlarin olusumuna yol
acar (WHO 2001). IMI ve DN-IMI, baglanma bolgelerine afinitelerinde biiyiik farklilik
gosterirler. IMI, bocek nAChRlerinde kuvvetli etkiye sahipken, memelilerde etki
gostermez; oysa DN-IMI memelilere boceklerden ¢cok daha fazla aktiftir (Tomizawa ve
Casida 1999). DN-IMI'nin erkek albino Swiss-Webster farelerine 24 saatlik LDs degeri
8 mg/kg iken IMI’nin 45 mg/kg’dir (Tomizawa vd. 2001). Desnitro metabolitleri diisiik

derisimlerde mitojen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) ve ekstraseliiler sinyal ile



diizenlenen kinaz (ERK) haberlesme siirecini ve bu yolla sinir hiicresinin yasam ve

6liim mekanizmalarini etkilemektedir (Tomizawa ve Casida 2002).
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IMI desnitro-IMI
Sekil 1.3. IMI’nin, DN-IMI’ye metabolik doniisiimii (D’ Amour ve Casida 1999)

Ksenobiyotiklerin toksisitesinin degerlendirilmesinde piperonil biitoksid (PBO) ve
menadione (MEN) gibi metabolizma diizenleyicilerinin kullanimi, arastirilan bilesigin
etki mekanizmasini anlamak i¢in uygulanan bir yontemdir (Nebbia 2001; Ghanayem ve
Hoffler 2007).

1.2 Piperonil biitoksid

Piperonil biitoksid (IUPAC adi: 5-[2-(2-butoxyethoxy) ethoxymethyl] -6-propyl-
1,3-benzodioxole; CAS No: 51-03-6) metilendioksifenil grubu bir bilesik olup CYP450
enzimlerini ve esterazlari inhibe ederek birlikte kullanildig1 insektisidin etkisini artirir
(Sivori vd. 1997; Bingham vd. 2011). Ozellikle piretroid bilesiklerin sinerjisti olarak
yogun kullanilmasina karsin 31.08.2011°den bu yana {ilkemizde kullanimi
yasaklanmistir (http://www.gkgm.gov.tr/birim/bitki_koruma ur alet/faaliyet/
yasaklanan_bku_aktif_maddeleri_listesi.zip).

1.3 Menadione

Menadione [Vitamin K3, IUPAC adi: 2-Methylnaphthalene-1,4-dione, CAS No:
58-27-5] AOX enziminin spesifik inhibitoriidiir ve redoks aktif bir bilesik olarak reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) artisina neden olabilmektedir (Abe ve Saito 1996; Chung vd.
1997; Cui vd. 2005).



1.4 Oksidatif Stres

Bir¢ok ksenobiyotigin toksisitesi yalnizca kendi toksisite potansiyeli ile degil,
ayn1 zamanda ROS {liretme yetenekleri ile de iliskilidir (Abdollahi vd. 2004). Oksidatif
stres, ROS olusumu ile antioksidant savunma kapasitesi arasindaki dengenin
bozulmasindan kaynaklanan, ROS hiicresel membran lipidleri, proteinler ve DNA gibi
makromolekiiller lizerinde hasar yapma etkisini kapsamaktadir (Dringen 2000; Broznic
vd. 2008; Staicu vd. 2011). Aerobik canlilar i¢in olmazsa olmaz bir element olan
oksijen, bazi durumlarda bu canlilara zarar verebilmektedir. Oksijenin olas1 zararl
etkilerinin bircogu diger maddeleri okside etme kapasitesi yiiksek olan ROS olusumu ve
aktivasyonundan dolayidir (Abdollahi vd. 2004). Biyolojik sistemlerde bir¢ok cesidi
bulunan ROS, olusum yerlerine, fizyolojik islevlerine, reaktifliklerine ve biyolojik yari
omiirlerine gére ayrilabilir (Schulz vd. 2000). ROS; siiperoksit radikal anyonu (O;"),
singlet oksijen (*0.), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikalleri (OH) gibi
inorganik molekiiller veya alkoksil ve peroksil radikalleri gibi organik molekiiller
seklinde de ayirmak miimkiindiir (Dringen 2000; Valavanidis vd. 2006; Robbins ve
Zhao baskida).

Reaktif oksijen tiirleri, enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerin sonucu
olarak hiicrede siirekli meydana gelir (Abdollahi vd. 2004). Hiicrede ROS’un yaklasik
%35°1 elektron transfer zincirinde O2’nin indirgenmesi sirasinda olusur, bu ROS’un
birinci hiicresel kaynagidir. Bazi oksidasyon enzimleri ROS olusumuna katkida
bulunur; bu ikinci hiicresel kaynaktir. Diamin oksidaz, triptofan dioksijenaz, ksantin
oksidaz ve sitokrom P450 O, olusumuna katkida bulunurken, guanil siklaz ve glukoz
oksidaz H,0; olusumuna katkida bulunur. Baz1 ksenobiyotikler, mitokondriyal elektron
transport zincirinin ya da antioksidant enzimlerin inhibisyonu yoluyla hiicredeki ROS
olusumunu artirirlar; bu da hiicrede tigiincii ROS kaynagidir (Kelly vd. 1998).

Elektron transfer zincirinde, oksijen dort elektronla indirgendikten sonra sitokrom
¢ oksidaza aktarilir. Oksijenin bir elektronla indirgenmesi ve sonra elektronlarin bir
kisminin akistan kagmasi sonucu bir ROS onciilii olan O, anyonu olusur. O," anyonu
hizlica H,O,’e donistiirilir ve H,O,, mitokondri membranindan disartya kolayca
difize olur (Adam-Vizi ve Starkov 2011). H,O; metal iyonlarinin katalizledigi
tepkimelerle ‘'OH’ne doniisiir (Aoyama vd. 2008).



Reaktif oksijen tiirleri bir sinyal molekiilii olarak rol oynamasina karsin bazi
apoptotik mekanizmalar1 tetikleyen DNA hasar1 ve lipid peroksidasyonu gibi hiicresel
hasar siire¢lerinde de yer alir (Robbins ve Zhao baskida). ROS Parkinson, Alzheimer,
katarakt, cilt yaglanmasi, astim vb. birgok hastaliga neden olabilmektedir (Abdollahi vd.
2004).

Oksidatif stres kosullarinda, poliansatiire yag asitlerince zengin olan hiicre ve
organel membranlarinda bulunan lipidlerin oksidatif modifikasyonlari ile hiicrenin bir
ve iki valansli elektronlara gegirgenligi artmakta, membran enzimleri inhibe olmakta ve
hatta lizozim gibi yapilarin igerigi bosaltilarak hiicrenin sindirimi baslamaktadir. Bu
nedenle biyolojik membranlardaki peroksidasyonun kontrol edilememesi membran
yapist ve islevini bozarak hiicrenin Oliimiine neden olmaktadir (Djordjevic 2004).
Oksidatif hasarin 6nemli bir indikatorii olmasi bakimindan lipid peroksidasyonu
derecesinin dl¢iilmesinde tiyobarbiturik asit reaktif maddelerinin (TBARS) belirlenmesi

yaygin olarak kullanilmaktadir (Spiteller 2001).

1.5 Antioksidant Savunma

Aerobik canlilar ROS hasarina karsi koymak i¢in birkag mekanizmaya sahiptir.
Antioksidant terimi herhangi bir maddenin hedef molekiil iizerindeki oksidatif hasari
engellemesi ya da geciktirmesi seklinde tanimlanir. Antioksidant aktivite gosteren
birgok madde vardir; fakat iki temel sistemde kategorize edilebilir. ROS hasarindan
korunmada temel sistem oksidasyonu engelleyen enzimatik sistemdir, digeri enzimatik
olmayan antioksidant bilesiklerdir. Enzimatik sistem biitiin radikalleri saf dist
birakmaya calisir; fakat oksidatif stres savunma mekanizmasinin kapasitesinden yiiksek
ise savunma sisteminin ikinci hatti enzimatik olmayan antioksidant bilesikler devreye
girebilir (Abdollahi vd. 2004). Antioksidant enzimler; katalaz (CAT; EC 1.11.1.6),
siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1), glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.8.1.7),
glutatyon peroksidaz (GPx; EC 1.11.1.9) ve glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18)
ile enzimatik olmayan antioksidantlar, rediikte glutatyon (GSH), vitamin E, vitamin C,
tiyoredoksin vd. kapsar (El-Gendy vd. 2010).

Siiperoksit dismutaz enzimi agiga ¢ikan O, ‘yi H,O,’ye doniistiiriirken, aerobik

organizmalarin peroksizomlarinda bulunan CAT enzimi, agiga ¢ikan H,0O,’yi su ve



molekiiler oksijene doniistiirmektedir (Pandey vd. 2003; Park ve Oh 2011). CAT, GPx
enziminin aksine H,O’nin detoksifikasyonu i¢in hiicresel indirgeyicilere gereksinim

duymaz ve bu iki enzim yarisma halindedir (Cheung vd. 2004; Mhamdi vd. 2010).

Oz._ __SOD_> H202
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Glutatyon peroksidaz, H,O, varliginda substrat olarak kullandigi GSH’in
elektronlarini H,O,’ye aktarir ve GSH’1n GSSG’ye oksidasyonunu katalizler (Sun 1990;
Rodriguez vd. 2004). Selenyum bagimli bir enzim olan GPx lipid peroksidleri ve

H,O,’nin indirgenmesinde énemli bir role sahiptir (Espinoza vd. 2008).

H,0,+2GSH —_GPX_ , GSSG + H,0

Glutatyon  S-transferaz, baslica  ksenobiyotiklerin ~ ve  karsinojenlerin
detoksifikasyonunda yer alir ve merkaptiirik asit olusumunun ilk basamagini katalizler.
Organik hidroperoksitlerin birgok formuna ve H,O’ye kars1 aktif degildir (Sun 1990).
GST varliginda, elektrofilik metabolitler ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda
GSH geri doniisiimsiiz olarak tiiketilir (Reid ve Jahoor 2001).

GSH+R-X —GST ,  GSR + HX

Tiyol gruplart igeren antioksidant savunma bilesenleri ROS-aracilikli oksidatif
hasardan korunmada ikincil savunma hattin1 olusturmaktadir (Sinha vd. 2009). GSH (y-
glutamilsisteinilglisin), antioksidant savunmada yer alan protein olmayan bir tiyol
bilesigidir (Dringen 2000). y-Glutamilsistein sentetaz (y-GCS; EC 6.3.2.2), glutatyon
sentetaz (GS; EC 6.3.2.3) gibi sentez enzimleri, GPx, GR ve GST gibi islevinde yer alan
enzimler ile y-glutamil transpeptidaz (y-GT; EC 2.3.2.2) gibi intra ve interseliiler
transportunda yer alan enzimlerin hepsi birden glutatyon redoks sistemini
olusturmaktadir (Kulinsky ve Kolesnichenko 2009). Son ¢alismalar GSH’in; sinyal
iletimi, hiicre ¢ogalmasi ve gen ekspresyonu ile apoptozun diizenlenmesinde rol aldigini

one siirmektedir. GSH, ayrica, DNA metabolizmasi, protein sentezi, ¢esitli enzimlerin



aktivasyonu ve immiin sistemin desteklenmesi gibi bir takim hiicresel siireclerde de rol
oynar (Bharath vd. 2002).

Glutatyon hiicrede 2 ana formda bulunur; GSH ve okside glutatyon (GSSG). Tiyol
grubu (-SH) GSH’mm en reaktif grubudur. Bir ya da iki elektron oksidasyon
tepkimelerinde yer alir (Kulinsky ve Kolesnichenko 2009). GSH’1n de novo sentezini y-
GCS saglamaktadir (Cnubben vd. 2001). GSH hiicrede serbest ya da proteinlere bagl
sekilde bulunabilir. Serbest glutatyon genel olarak rediikte haldedir ve oksidatif stres
stiresince GPx katalizli enzimatik ya da non-enzimatik GSSG’ye doniisiir (Pastore vd.
2003; Wu vd. 2004). GR araciligryla NADPH varliginda GSH’a indirgenir (Cnubben
vd. 2001; Pastore vd. 2003). Rediikte ve okside glutatyon oran1i (GSH/GSSG) oksidatif
stresin belirlenmesinde 6nemli bir parametredir (Pastore vd. 2003). Yogun oksidatif
stres kosullarinda GSH/GSSG oranini korumak amaciyla GSSG, olustugu zaman hiicre
membranindan disart salinir ve hiicrede net GSH kaybi1 meydana gelir (Camera ve
Picardo 2002; Wu vd. 2004). Bu nedenle kanda ya da ekstraseliiler sivida dl¢iilen GSSG
miktart dokunun ya da hiicrenin oksidatif stres durumunun anlasilmasinda 6nemlidir
(Camera ve Picardo 2002). Hiicresel total GSH (tGSH) miktarinin hiicresel oksidatif
stres durumunu belirten duyarli bir parametre oldugu bir¢ok ¢alismada gosterilmistir

(Yang ve Dettbarn 1996; Yang vd. 1996).
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Sekil 1.4 Glutatyonun islevi (Dringen vd. 2000)
1.6 Kolinesterazlar
Kolinesteraz (ChE) aktivitesi toksisite ¢alismalarinda siklikla oOlgiilen bir

parametredir. Asetilkolinesteraz (AChE; EC 3.1.1.7) sinaptik alanda asetilkolinin (ACh)

koline yikimindan sorumludur ve inhibisyon ACh’nin birikimine neden olmaktadir.



Buna karsin, butirilkolinesteraz (BChE; EC 3.1.1.8) hem ACh’nin, hem de butirilkolinin
(BuCh) yikimini katalize eder. Neonikotinoid insektisidler organofosforlu bilesiklerde
oldugu gibi dogrudan ChE inhibisyonuna neden olmazlar (Dondero vd. 2010).
Organofosforlu  bilesikler gibi ChE inhibitorlerinin  indiikledigi  kolinerjik

hiperaktiviteye ve lipid peroksidasyonuna neden olan ROS birikimini baslatir (Yang vd.
1996; Yang ve Dettbarn 1996).
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2. KAYNAK OZETLERI

Oksidatif stres ksenobiyotiklerin toksik etki mekanizmalarinda yer alan 6nemli bir
olgudur (Ojha ve Srivastava 2012). Pestisidleri de kapsayan c¢evresel Kkirleticilerin
oksidatif potansiyellerinin neden oldugu hiicresel hasarin altinda yatan mekanizmay1
belirlemek {izere yapilan c¢alismalarda, memeli tlirleri model organizma olarak
kullanilmaktadir (Valavanidis vd. 2006). Sicanlarda bobrek dokusu, giinde 5 L kani
filtre ederek toksik bilesikleri yogunlastirmaktadir ve toksik ksenobiyotiklerin etkisine
oldukga duyarhidir (Swain vd. 2011).

Farelere intraperitonal (i.p.) verilen organofosfatli pestisid dimethoatenin farkli
derisimlerinin subkronik etkisinde bobrek dokularinda AChE aktivitesinin inhibe
oldugu, CAT aktivitesinin ve lipid peroksidasyonunun doza-bagimli olarak arttigi
bildirilmistir. Dimethoatenin LDsg degerinin %2’si kadar diisiik dozda subkronik etkide
oksidatif strese neden olabildigi vurgulanmaktadir (Ayed-Boussema vd. 2011).

Siganlara oral yolla uygulanan organofosfatli pestisidler chloropyrifos, parathion
ve malathionun akut etkisinde bobrekte GSH miktar1 ve GSH/GSSG oran1 azalirken,
GSSG miktar1 ve GR aktivitesinin arttigi belirlenmistir. Bu pestisidlerin artan GR
aktivitesine karsin azalan GSH miktar1 nedeniyle kuvvetli oksidatif etki yaptiklari ve
oksidatif stresin organofosfatli pestisidlerin genel toksisite mekanizmalarindan biri
olabilecegi bildirilmistir (Ojha ve Srivastava 2012).

Oral yolla uygulanan piretroid pestisid lambda cyhalothrinin subkronik etkisinde
siganlarda bobrek dokusunda lipid peroksidasyonu artarken, CAT, SOD, GPx ve GST
aktiviteleri azalmistir. Bu c¢alismada artan lipid peroksidasyonu nedeniyle lambda
cyhalothrin-indiikli nefrotoksisitede oksidatif stresin yer aldigi, bununla birlikte azalan
GSH miktarlarinin bobregi ROS hasarina duyarl hale getirdigi bildirilmistir (Fetoui vd.
2010).

Insektisid dimethoate, fungusid zineb ve herbisid glyphosatenin oldukga diisiik
dozlarinin subkronik etkisinde sican bdbrek dokusunda lipid peroksidasyonunun ve
CAT aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. ROS-indiiklii oksidatif lipid hasarinin her ig¢
pestisidin de asil toksik etkilerinden biri oldugu bildirilmektedir (Astiz vd. 2009).

Intragastrikal uygulanan karbamatli pestisid methiocarbin 1/50 LDsy degerinin

subkronik etkisinde si¢an karaciger ve bobrek dokularinda lipid peroksidasyonunda artis
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ile birlikte GSH miktarinda, SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde azalma belirlenirken,
GR aktivitesinde degisim olmamistir. Methiocarbin karacigere oranla bobrekte daha
fazla dejeneratif oksidatif hasara neden oldugu ve bunun karacigere gére bobregin daha
diisiik antioksidant kapasiteye sahip olmasi nedeniyle olabilecegi belirtilmistir (Ozden
vd. 2009).

Fungusid metiram etkisinde Swiss albino fare bobreginde meydana gelen
histopatolojik degisimlerin antioksidant savunmanin azalip, lipid peroksidasyonunun
artmasina neden olan aktif metabolitler nedeniyle olabilecegi bildirilmektedir (Sakr vd.
baskida).

Acetamipridin ticari formiilasyonu Mospilan’in g¢evresel derisimlerinin etkisinde
tatlh su midyesi Anadonta cygnea’da sindirim kanali ve solunga¢ dokusunda SOD
aktivitesinin ve GSH miktarinin azaldigi, lipid peroksidasyonunun arttig1 bildirilmistir.
Acetamiprid AChE aktivitesinde bir degisime neden olmamaktadir (Mishchuk ve
Stolyar 2008).

Oral acetamiprid uygulanan farelerde testis dokusunda lipid peroksidasyonu ve
nitrik oksit diizeyi artarken, CAT, GPx ve SOD enzim aktiviteleri azalmistir.
Acetamipridin testislerde olasilikla metabolitleri ile oksidatif stres yoluyla iireme
islevlerine hasar verebilecegi vurgulanmaktadir (Zhang vd. 2011).

Son yillarda insana ve hedef olmayan organizmalara az etkili olan, hedef
organizmalara etkili insektisid gelistirme ¢abalar1 artmistir (Tomizawa ve Casida 2009).
Neonikotinoid bilesiklerin ndrotoksik ve oksidatif etkileri ¢esitli ¢alismalarda
incelenmis olmakla birlikte modiilator esligindeki etkileri degerlendirilmemistir.

Subkiitan uygulanan neonikotinoid insektisid thiamethoxamin subkronik etkisinde
sicanlarin beyin dokusunda AChE aktivitesi azalmistir. Bu etkinin ana bilesikten mi
yoksa metabolitlerinden mi kaynaklandigini belirleyebilmek icin ileri calismalara
gereksinim duyuldugu belirtilmektedir (Rodrigues vd. 2010).

Neonikotinoid thiaclopridin akut ve subakut etkisinde sican dalak, kemik iligi ve
timus dokularinda lipid peroksidasyonu artarken GSH miktari, CAT ve GPx aktiviteleri
azalmistir. SOD aktivitesinin dalak ve kemik iliginde artis gosterdigi; GST aktivitesinin
ise yalniz timus dokusunda azaldig1 belirlenmistir. Bobrek hasari ile iligkili serum {ire

ve kreatinin diizeylerinin de artti@i ve antioksidant savunmanin bu pestisidin
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metabolizmasi sirasinda tretilen oksidatif molekiiller nedeniyle zayiflamis olabilecegi
bildirilmistir (Aydin 2011).

Calisma konusu olan IMI’nin memelilerde oksidatif stres olusturma potansiyeli ile
ilgili ¢alismalar bulunmaktadir:

Tatli su baligi Cyprinus carpio’da karacigerde IMI, kisa siireli etkide GSH
miktarin artirirken uzun siirede azaltmistir. Karaciger ve beyinde lipid peroksidasyonu
ve protein karbonil miktarinda artma ve karacigerde total protein miktarinda azalma
bulunmustur (Serbes 2011).

Oral IMI uygulanan fare karaciger dokusunda lipid peroksidasyonunda, GST ve
GPx aktivitelerinde artis, GSH miktarinda azalma belirlenmistir. IMI’nin temel
sitotoksik etki mekanizmasi igerisinde oksidatif stresin Onemli bir yer tuttugu
bildirilmektedir (EI-Gendy vd. 2010).

Oral uygulanan IMI’nin kronik etkisinde sigan yumurtalik dokusunda yalnizca
yiiksek dozda (20 mg/kg/giin) lipid peroksidasyonunda artis, GSH miktarinda ve SOD,
CAT ve GPx enzim aktivitelerinde azalma belirlenmistir. Artan lipid
peroksidasyonunun GSH azalmas: ile iligkili olabilecegi bildirilmektedir (Kapoor vd.
2011). Kapoor vd. (2010) aym siire ve dozda yumurtalik dokusuna benzer sekilde
karacigerde lipid peroksidasyonunun arttigin1 ve GSH miktarinin, SOD, CAT ve GPx
aktivitelerinin azaldigim1 belirlemistir. Bobrek dokusunda, GSH miktarinda ve
antioksidant enzim aktivitelerinde degisim olmaksizin lipid peroksidasyonu artmaktadir.
Bu calismalar sonucunda disi sicanlar i¢in 10 mg/kg/giin etki gozlemlenmeyen doz ve
20 mg/kg/giin ise etki gozlemlenen en diisiik doz olarak belirlenmistir.

Intravendz IMI etkisinde sican karaciger dokusunda lipid peroksidasyonunun ve
SOD aktivitesinin arttigi, GSH miktarinin ve GPx aktivitesinin azaldig1 bildirilmistir.
Beyin dokusunda lipid peroksidasyonunda ve SOD aktivitesinde herhangi bir degisim
belirlenemezken artan GSH miktarina bagh olarak GPx aktivitesi artmistir. Her iki
dokuda da CAT aktivitesi degismemistir. Nikotin ve IMI gibi nAChR agonistlerinin
memelilerde oksidatif potansiyele sahip olduklart ileri stirilmektedir (Duzguner ve
Erdogan 2010).

Akut IMI etkisindeki izole insan lenfositlerde DNA hasarinin olustugu
belirlenmistir (Feng vd. 2005). Akut IMI etkisindeki siganlarda hareket azalmasi,
yiiriime zorlugu, titreme, ishal ve spazm bulgulari bildirilmistir (Najafi vd. 2010).
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Imidaclopridin ChE aktivitesine etkileri farkli organizmalarda gosterilmistir:

Subakut IMI etkisindeki toprak solucan1 Aporrectodea nocturna ve Allolobophora
icterica’da AChE aktivitesinin degismedigi bildirilmistir. IMI’nin enzim aktivitesinden
¢ok nAChRlerinin blokaji yoluyla etkili oldugu belirtilmistir (Capowiez vd. 2003).
Midye Mytilus galloprovincialis’in  solunga¢ dokusunda IMI etkisinde AChE
aktivitesinin azaldigi, neonikotinoid thiacloprid etkisinde ya da her ikisinin
kombinasyonunda aktivitenin  arttifi  belirlenmistir. Buna goére ChE’larin
neonikotinoidlere yanitinin tiire-6zgii oldugu belirtilmistir (Dondero vd. 2010).

Annelerine gebeligin 9. giiniinde i.p. IMI uygulanan 30 giinlik Sprague-Dawley
sican yavrularinda beyin dokusunda AChE aktivitesinin arttigi bildirilmistir. Beyin
dokusunda AChE aktivitesinin artmasinin, ACh miktarinin dolayisiyla optimal nAChR
islevlerinin azalmasindan kaynaklanan noérotoksik etkilere katkida bulunabilecegi
bildirilmektedir (Abou-Donia vd. 2008).

Pestisid etkisinde ChE aktivitesinde eseye de bagli olabilen farkli yanitlar elde
edilmistir:

Malathionun akut etkisindeki erkek ve disi Wistar irki1 sicanlarin serebral korteks
ve hippokampusunda AChE aktivitesinin azaldigi, bu inhibisyonun erkek si¢anlarda
daha belirgin oldugu bildirilmistir. Bu pestisidin etkisine erkek beyin dokusunun daha
duyarli oldugu belirtilmektedir (Maris vd. 2010).

Imidacloprid, fare bobreginde, uygulamadan 6 saat sonra %30-35 oraninda
Olciilmekte ve 48 saat sonra biiyiik 6l¢iide atilmaktadir (Broznic vd. 2008). Sicanlarda
atilim %380 idrar ve %20 fegesle gergeklesir. Atilimin %90°1 24 saatte tamamlanirken,
48 saatte tamami atilir (Sheets 2001).

Imidaclopridin metabolizmasinda CYP3A4 ve AOX enzimlerinin énemli oldugu;
CYP3A4’tin farkli molekiil noktalarinda oksidasyonu saglarken; AOX’un nitro
bilesenini indirgeyerek, hem bdcek hem de omurgali nAChRIlerinde agonist etkiyi
artirtp ya da azalttigi bilinmektedir (Honda vd. 2006; Costa vd. 2009). AOX’un
omurgalt nAChRlerinde agonist etkiyi artirdigi, CYP3A4’{in buna herhangi bir etkisinin
olmadigi da bildirilmektedir (Honda vd. 2006).

Imidacloprid ve alkol alarak intihar girisiminde bulunan bir hastada oligiirik
bobrek hasarini da iceren ¢oklu organ hasari olusmustur. Bobrek hasarinin olusumunda

diger organlarda meydana gelen hasarlarin etkisi olabilecegi, alkoliin IMI
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metabolizmasinda yer alan AOX aktivitesini etkiledigi ya da IMI metabolitlerinin
etkisini artirmig olabilecegi de diistiniilmektedir (Yeh vd. 2010).

Biyotransformasyon tepkimeleri, ksenobiyotiklerin toksisitesinin artmasina neden
olabilirken, GSH ve diger konjugasyon bilesiklerinin miktarinin azalmasina ya da ROS
olusumuna da yol agabilir (Nebbia 2001). Metabolizma diizenleyicilerinin varliginda
ksenobiyotiklerin toksisitelerinin degerlendirilmesi, o bilesiklerin etki mekanizmalarini
anlamak bakimindan kullanilan bir yontemdir (Nebbia 2001; Ghanayem ve Hoffler
2007).

PBO ve MEN’in pestisidlerle birlikte oksidatif ve norotoksik etkilerine iligskin
calismalar bulunmaktadir:

Akut DEF (S,S,S-Tributyl phosphorotrithioate) etkisindeki Ictalurus punctatus’da
beyin, karaciger ve plazma dokularinda PBO’nun, DEF’in AChE inhibe edici etkisine
antagonistik rol oynadigi belirlenmistir. PBO’nun AChE aktivitesini inhibe eden DEF
metabolitlerinin olusumunu yavaslattig1 6ne siiriillmektedir (Straus ve Chambers 2006).

Organofosfatli fenthionun akut ve subakut etkisindeki Oreochromis niloticus’un
beyin dokusunda kisa siireli fenthion etkisi, GSSG ve TBARS miktarlarinda,
GSH/GSSG oraninda ve GST enzim aktivitesinde azalma, tGSH, GSH, HSP70
miktarlarinda, GSH/GSSG oraninda ile GR ve GST enzim aktivitelerinde artis meydana
gelmistir. PBO’nun fenthion ile birlikte uygulanmasi tiim etki siirelerinde tGSH, GSH
miktar1 ve GSH/GSSG oraninda azalisa, GSSG, HSP70 ve TBARS miktarlarinda artisa
neden olmustur. Tiim etki siirelerinde fenthionun AChE inhibisyonuna neden oldugu
fakat PBO’nun uzun siirede bu etkiyi azalttigi belirlenmistir. Modiilator olarak
kullanilan PBO’nun fenthionun oksidatif stres olusturma etkisini artirdigi ve AChE
inhibisyon etkisini azalttig1 belirtilmektedir (Temiz 2011).

Lambda cyhalothrinin akut etkisinde O. niloticus’da karaciger dokusunda, tGSH,
GSH ve TBARS miktarlarinin ve GST aktivitesinin arttigi, PBO modiilasyonu altinda
kaspaz-3 aktivitesinin azaldigi, tGSH, GSH, HSP70 ve TBARS miktarlarinin ve GPx ve
GST aktivitelerinin arttig1 belirlenmistir. PBO’nun lambda cyalothrinin oksidatif stres
potansiyelini artirdig1 bildirilmektedir (Piner ve Uner 2012).

1, 4 ve 8 hafta oral yolla PBO uygulanan farelerde ROS iiretiminin arttigi
belirlenmistir. 1 ve 4 hafta boyunca PBO etkisindeki farelerde CyplA, Cyp2A5, Cyp2B9
ve Cyp2B10 gibi oksidatif stres ile ilgili genler asir1 ifade edilmistir. 8 hafta etkide kalan
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farelerde ise bunlarin yaninda DNA tamiri ile ilgili genlerde de ifade artis1 bulunmustur
(Muguruma vd. 2006).

Organofosfatli pestisid fenitrothion, piretroid pestisid lambda cyhalothrin ve
PBO’nun standart karistminin ¢esitli derisimlerinde inkiibe edilen sican beyin
homojenatlarinda doza ve zamana baglh olarak lipid peroksidasyonunda artma ve GSH
miktar;, SOD, CAT, GST ve AChE aktivitelerinde ise azalma belirlenmistir (El-
Damerdash 2011).

Intraperitonal PBO ve parathion uygulanan fare beyin homojenatlarinda ChE
inhibisyonunun parathion etkisindeki homojenatlara gore ii¢ kat daha gec basladigi
bildirilmistir. PBO’nun parathionun oksidatif metabolizmasini inhibe ederek kolinerjik
semptomlar1 geciktirdigi diistiniilmektedir (Mirer vd. 1977).

Organofosfatli azinphos-methyl ve PBO etkisindeki sicanlarda akut toksisitenin
yaninda, karacigerde non-protein tiyollerin azaldig: bildirilmistir. Bu insektisidin akut
toksisitesindeki azalmanin PBO’nun metabolik aktivasyonu inhibe etmesi nedeniyle
olabilecegi bulunmustur (Sultatos ve Woods 1988).

Potasyum siyaniir ile inkiibe edilen fare beyin homojenatlarinda lipid
peroksidasyonunun arttigi, PBO uygulanan homojenatlarda ise azaldigi bildirilmistir.
Karmasik-iglevli oksidazlarm (MFO) karistigi detoksifikasyon mekanizmasinin
inhibisyonuyla PBO’nun etkili olabilecegi belirtilmektedir (Yamamoto 1998).

Erkek Fischer 344 sican renal kortikal hiicre kiiltiiriinde, metabolit olusumu
yoluyla herbisid propanilin neden oldugu ve laktat dehidrojenaz salinimi ile belirlenen
nefrotoksisiteye karst PBO uygulamasinin koruyucu etki yaptigi belirlenmistir (Rankin
vd. 2008).

Redoks aktif bir bilesik olarak ROS artisina neden olabilen MEN’in (Abe ve Saito
1996; Chung vd. 1997; Cui vd. 2005) diger ksenobiyotiklerle birlikte etkisinin
arastirildig caligmalar bulunmaktadir:

Intraperitonal paraquat ve MEN’in kronik etkisinde Oncorhynchus mykiss’in
karaciger dokusunda yalniz paraquat uygulanan grupta GR aktivitesi artig gosterirken
MEN uygulanan grupta anlamli bir degisiklik olusmamistir. Bobrek dokusunda da
anlaml degisiklik belirlenmemistir (Akerman vd. 2003).

Glutatyon azaltict ajan phorone ve MEN’in birlikte akut etkisinde si¢an

plazmasinda ve karacigerinde GSSG miktarinin arttigi ve karacigerde lipid
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peroksidasyonunun olugmadigi bildirilmistir. MEN’in hepatositlerde protein tiyolleri
azalttig1 ve toksisitesini lipid peroksidasyonu iizerinden gostermedigi belirtilmektedir
(Hong vd. 2009).

Insektisid rotenone, paraquat ve MEN’in akut etkisinde sican beyin
homojenatlarinda, yalniz pestisid uygulanan gruplara oranla ROS olusumunun azaldigi
bildirilmistir. MEN’in bu etkisinin elektron transfer zincirinde yer alan kompleks I’i
baskilamasindan dolay1 oldugu vurgulanmaktadir (Isaev vd. 2004).

MEN’in akut etkisinde sican glomeriil homojenatlarinda GSH igeriginin %80
oraninda azaldigi belirlenmistir. Oksidatif stres araciligiyla bobrek hiicrelerinde hasara
neden oldugu bilinen MEN’in, ROS olusturma kapasitesi ve toksisitesinin protein
sentezinin inhibisyonuyla yakindan iligkili oldugu vurgulanmaktadir (Morgan vd.
1998).

Bu tez ¢aligmasinda, son zamanlarda hedef olmayan bal arilarina verdigi zarardan
dolayr iilkemizde kullanimi tartisma konusu olan IMI’nin, modiilatér varliginda
oksidatif stres olusturma potansiyeli ve norotoksik etkilerinin incelenmesi hedef
olmayan organizmalara etkilerinin ve ¢evresel risklerinin degerlendirilmesinde yararli
bilgiler sunacaktir. IMI’nin oksidatif stres olusturma potansiyeline ve ndrotoksisitesine
iligkin caligmalar olmasina karsin, eseye- ve siireye-bagimli olarak PBO ve MEN
modiilatorliigiinde bu etkileri hakkinda bir calismaya rastlanilmamistir. Bu ¢alismada
modiilatorler ile IMI'nin Faz-I metabolitlerine doniisiimii baskilanarak, toksisitenin ana
bilesikten mi yoksa metabolitlerinden mi kaynaklandiginin belirlenmesi amaglanmistir.
IMI’nin bobrek dokusunda oksidatif stres olusturma potansiyelini belirlemek amaciyla
tGSH miktar1 ve GSH-bagimli enzimler olan GPx ve GST enzim aktiviteleri ile CAT
aktivitesine ve lipid peroksidasyonuna etkileri, ndrotoksisitesini belirlemek amaciyla
total Kkolinesteraz (tChE) aktivitesine etkileri tek basmma ya da MEN ve PBO

modiilatorliigiinde esey ve silire ayriminda incelenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

Bu calismanin, Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
02.07.2010 tarihli 11 nolu toplantida alinan karar ile aragtirma etigi yoniinden uygun
olduguna karar verilmistir. Calisma materyali olan Sprague-Dawley disi ve erkek sigan
omekleri Cukurova Universitesi TIBDAM Merkezi’nden alinarak Cukurova
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Genetik Laboratuvari’na
aktarilmig ve 7 giin siireyle ortam kosullarina adaptasyonlar1 saglanmistir. Laboratuvar
sicakligi 22+1°C ve bagil nemi %65+5 olup ve dogal aydinlatma periyodu
uygulanmistir. Sicanlar ad libitum olarak beslenmistir. Bulunduklari kafes icerisindeki

talag giinliik olarak degistirilerek temizlik saglanmistir.

3.1.1 Kimyasal Maddeler

1,1°,3,3’-tetramethoksipropan Sigma
1-Kloro-2,4-dinitro-benzen CDNB Sigma
2-Tiyobarbitiirik Asit TBA Merck
5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit) DTNB Sigma
5-Siilfosalisilik Asit SSA Sigma
Asetilkolintiyoiyodiir AChI Sigma
Bakar stlfat CuS0,.5H,0 Merck
Dimetil siilfoksid DMSO Carlo-Erba
di-Potasyum hidrojen fosfat K,HPO, Merck
di-Sodyum etilendiamin tetraasetik asit EDTA Sigma
di-Sodyum hidrojen fosfat Na;HPO,4.7H,0 Merck
Etil Alkol Sigma
Folin-Ciocalteu’s fenol ayiraci Sigma
Glutatyon rediiktaz GR Sigma
Imidacloprid IMI Sigma
Menadione MEN Sigma
Piperonil biitoksid PBO Sigma
Potasyum dihidrojen fosfat KH2PO4 Merck
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Rediikte L-glutatyon

S1gir serum albumini

Sodyum dihidrojen fosfat

Sodyum hidroksit

Sodyum karbonat

Sodyum kloriir

Sodyum potasyum tartarat
t-Butil hidroperoksid

Tiyobarbiturik asit

Tris baz

Tris hidroklorir

B-Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat

3.1.2 Cihazlar ve Gerecler

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Inkiibatorlii Double Beam Spektrofotometre

Analitik Terazi

Kaba Terazi

-80°C Derin Dondurucu
Buzdolab1

Su Banyosu

Sogutmal1 Masaiistii Santrifiij
Genel Amach Santrifij

Farkli Olgeklerde Otomatik Pipetler
pH metre

Vortex

Etuv

Saf Su Cihazi

Buz Makinast

Teflon Baslikli Homojenizator

Isiticili Manyetik Karistirici
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GSH

NaH,PO,4.2H,0
NaOH

Na,COs

NaCl

TBA

Tris HCI
B-NADPH

Sigma
Sigma
Merck
Carlo-Erba
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Sigma

Sigma

Shimadzu UV-1800

Ohaus

AND FX-3000i

New Brunswick U570
Vestel BZP-XL3442W
Daihan Wisd WB22
Hettich Universal 320 R

Hettich Eba 21

Gilson

Thermo Orion 2 Star
LABART MVS-1

Nuve EN 120

Millipore Rios 8
Scotsman AF-80
Daihan Wisd HS-30E
Daihan Wisd MSH-20A



3.2 Yontem

Toksikoloji denemeleri i¢in disi ve erkek siganlar kendi aralarinda rastgele her biri
200’er gramlik 6 sigan igeren farkli gruplara ayrilmis ve denemeler 12 ve 24 saat olmak
tizere iki farkli stirede tekrarlanmistir. Denemelerin baslangicinda siganlara MEN ve
PBO’nun sirasiyla 25 mg/kg ve 100 mg/kg dozlart i.p. olarak uygulanmistir. 90 dakika
sonra IMI'nin i.p. LDs dozu olan 170 mg/kg (WHO 2001) i.p. enjeksiyonla verilmistir.
Enjeksiyonlardan 24 saat 6nce siganlarin beslenmesi kesilmis ve denemeler siiresince
sicanlara besin verilmemistir. IMI, PBO ve MEN dimetil siilfoksid (DMSO) icerisinde
¢Ozlilmiistiir.

Deneme Gruplar1:

1. Serum fizyolojik kontrol grubu: Bu gruptaki sicanlara enjeksiyon stresini

elimine etmek tizere i.p. serum fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapilmustir.

2. Cozici kontrol grubu: Bu gruptaki siganlara i.p. ¢oziici sivi (DMSO)
enjeksiyonu yapilmstir.
IMI grubu: Bu gruptaki siganlara i.p. 170 mg/kg IMI enjeksiyonu yapilmustir.
PBO grubu: Bu gruptaki siganlara i.p. 100 mg/kg PBO enjeksiyonu yapilmustir.
MEN grubu: Bu gruptaki siganlara i.p. 25 mg/kg MEN enjeksiyonu yapilmistir.
IMI + PBO grubu: Bu gruptaki si¢anlara i.p. 100 mg/kg PBO enjekte edildikten

o ok~ w

90 dakika sonra i.p. 170 mg/kg IMI uygulanmustir.
7. IMI + MEN grubu: Bu gruptaki siganlara i.p. 25 mg/kg MEN enjekte edildikten
90 dakika sonra i.p. 170 mg/kg IMI uygulanmustir.

Her bir siirenin sonunda si¢anlar servikal dislokasyon yoluyla 6ldiirtiliip, bobrek
dokular1 buz iizerinde disekte edilmistir. Bobrek dokusu serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra kurulanip tartilmistir. Dokular kuru buz igerisinde (-78°C) hizla
Adiyaman Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Laboratuvari’nda
bulunan -80 °C’lik dondurucuya tasinmis ve biyokimyasal analizler yapilincaya kadar
burada saklanmustir.

Biyokimyasal analizler i¢in dokular %1.17 KCl igeren 50 mM pH 7.4 fosfat
tamponunda 1/10 (w/v) olacak sekilde homojenizator ile buz igerisinde homojenize
edilmistir. Homojenatlar 10500 x g’de +4°C’de 30 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen
stipernatant GPX, GST, CAT, total kolinesteraz (tChE) enzim aktivitelerinin, TBARS ve
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protein miktarlarinin belirlenmesinde kullanilmistir. tGSH miktarinin belirlenmesi igin
siipernatantlar 1/0.5 (v/v) oraninda %10 5-siilfosalisilik asit ile karistirilip 10500 x g’de
5 dakika santrifiij edilmistir ve bu islemden elde edilen siipernatantlar tGSH miktarinin

belirlenmesinde kullanilmistir.
3.2.1 Biyokimyasal Analizler

3.2.1.1 Total GSH Yontemi

Total GSH miktari, DTNB, NADPH ve GR varliginda enzimatik dongii prosediirii
ile dl¢iilmektedir. GSH, DTNB tarafindan okside edilirken, ortamda bulunan GSSG ve
diger ¢oziiniir tiyol bilesikleri ile GSH’1n olusturdugu distilfid baglanmalar1 GR enzimi
varliginda B-NADPH’1n indirgenmesi ile GSH’a doniistiiriilmektedir. Meydana gelen
sar1 renkli 2-nitro-5-tiyobenzoik asidin absorbansi 412 nm’de 6l¢iilmektedir (Anderson
1985). Elde edilen absorbans degerleri standart GSH grafigi ile derisim degerlerine

doniistiiriilmektedir.

Ayrraclar
1. 143 mM Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (6.3 mM EDTA igeren, pH 7.5)
2. 0.3 mM B-NADPH
3. 6 mM DTNB
4. 50 U/mL Glutatyon Rediiktaz

Yontem
Total GSH miktarin1 dlgmek icin ¢ozeltiler kiivetlere asagidaki sekilde eklenir
(Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1 Total Glutatyon Yontemi

Cozeltiler Miktar (pL)
NADPH 700
DTNB 100
Ornek 25
Saf su 165
Calkalanir ve 30°C’de 3 dk. inkiibe edilir
GR 10

Calkalanarak 412 nm dalga boyunda, 30°C’de, 0. dakika ve 5. dakikalardaki absorbans
degerleri kaydedilir. Sonuglar tGSH i¢in hazirlanan standart grafikten degerlendirilir.

Standart Grafigin Hazirlanmasi

Caligma tamponu ile 1000 ng/mL’lik GSH stok ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bu stok
¢Ozelti, calisma standartlarinin hazirlanmasinda kullanilmak tizere 100, 200, 400, 600,
800 ve 1000 ng/mL’lik derisimlerde seyreltilmistir. Standart grafik i¢in total GSH

miktarinin belirlenmesinde kullanilan yontem kullanilmigtir.

0,018 -
0,016 -
0,014 -

0,012 -

0,01 4 y = 2E-05x

0,008 - R?=0,9907

0,006 -
0,004 -

0,002 -

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 3.1 Total GSH standart grafigi
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3.2.1.2 Glutatyon Peroksidaz Yontemi

Glutatyon peroksidaz, GSH’in H,O, ve organik hidroperoksitler ile GSSG’ye
yiikseltgenmesini  kataliz eder. t-biitil hidroperoksid bulunan ortamda GPx’in
olusturdugu GSSG, GR ve NADPH yardimiyla GSH’a indirgenir. GPx aktivitesi,
NADPH’in NADP"’ye vyiikseltgenmesi sirasindaki absorbans farkinin 340 nm dalga
boyunda okunmasi ile 6l¢iiliir (Beutler 1984).

Ayriraclar
1. 1M Tris Tamponu (pH 8.0)
2. 0.1MGSH
3. 10U/mLGR
4. 2 mM NADPH
5. 7 mM t-Biitil Hidroperoksid

Yontem
Glutatyon peroksidaz aktivitesini 6lgmek i¢in ¢ozeltiler kiivete asagidaki sekilde
yerlestirilir (Cizelge 3.2). Kor olarak 6rnek kiivetinin karsisinda her zaman saf su iceren

kivet bulunur.

Cizelge 3.2 Glutatyon Peroksidaz Yo6ntemi

Cozeltiler Miktar (pL)

Saf su 660

1M Tris tamponu 100
0.1 M GSH 20

10 U/mL GR 100

2 mM NADPH 100
Ornek 10
37°C’de 10 dk. inkiibe edilir
t-biitil hidroperoksid 10
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Olusan tepkime 37°C’de 340 nm dalga boyunda 0. ve 2.5. dakikalardaki absorbans

degerleri Olgiilerek izlenir.

Hesaplama

. AABS vVt
GPx aktivitesi (U/mL) = . 22 % Vo

AABS = Zamana gore absorbans degisimi
t=Zaman
Vt = Toplam hacim

V6 = Ornek hacmi

GPx aktivitesi

protein miktari

GPx spesifik aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.1.3 Glutatyon S-Transferaz Yontemi

Glutatyon S-transferaz, elektrofilik bilesiklerin detoksifikasyonunu GSH’in -SH
grubu ile tepkimesini katalizleyerek saglar. GST aktivitesi, 1-kloro-2,4-dinitrobenzenin
(CDNB), GSH ile konjugasyonu sirasindaki absorbans farkinin 340 nm dalga boyunda
okunmasi ile 6l¢iiliir (Habig vd. 1974).

Ayrraclar
1. 100 mM Tris Tamponu (pH 7.4)
2. 1mM CDNB
3. 1 mM Rediikte Glutatyon

Yontem
GST aktivitesini dlgmek icin ¢ozeltiler kor ve ornek iceren kiivetlere asagidaki

sekilde eklenir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3 Glutatyon S-Transferaz Yontemi

Cozeltiler Kor (unL) Ornek (pL)
Tris Tamponu 1100 1050
CDNB 50 50
GSH 50 50
Ornek - 50

Calkalanarak 25°C’de, 340 nm dalga boyunda, 2 dakika boyunca absorbansdaki artis

seklinde olgiliir.
Hesaplama
AABS vt
GST Aktivitesi (umol/dakika/mL) = ~
0.0096xV0
GST Aktivitesi

GST Spesifik Aktivitesi(umol/dakika/mg protein) =

Protein miktar:
AABS= Zamana gore absorbans degisimi

Vt = Toplam Hacim

V6 = Ornek Hacmi

0.0096=1 mM CDNB’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi absorbans degeri

3.2.1.4 Katalaz Yontemi
Katalaz H,O,’nin suya ve molekiiler oksijene yikimini kataliz eder. H,O, nin
CAT tarafindan yikim hiz1 H>O7’in 230 nm’de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak

spektrofotometrik olarak dlgiilebilir (Beutler 1984).

Ayrraclar
1. 10 mM H,0,
2. 1 M Fosfat Tamponu (pH 7.0)
3. Tris Tamponu (pH 8.0)
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Yontem
Katalaz enzim aktivitesini 6lgmek i¢in ¢ozeltiler kor ve 6rnek olmak tizere farkl

kiivetlere asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Katalaz Yontemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (pL)
Tris tamponu 50 50
H,0, - 900
H,0O 930 30
Calkalanir ve 37°C’de 10 dK. inkiibe edilir.
Ornek 20 20

Kor ve 6rnegin absorbansi 230 nm dalga boyunda 0. ve 2.5. dakikada 6l¢iiliir.

Hesaplama

AOD x Vt

Katalaz aktivitesi (U/mL) = 00712 Vo

AOD = Zamana gdre absorbans degigimi
Vt = Toplam hacim
V& = Ornek hacmi

0.071 = H,07’in 230 nm’deki mM ekstinksiyon katsayisi
Katalaz Aktivitesi

Protein miktari

Katalaz Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.1.5 Total Kolinesteraz Yontemi

Kolinesterazlar, asetilkolinin tiyokolin ve asetata parcalanmasi tepkimesini
katalizlerler. Uriin olarak agia ¢ikan tiyokolin ile DTNB’nin tepkimesi sonucu sari
renk veren 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit olusur. Olusan rengin siddeti 412 nm’de 6lgiiliir
(Ellman vd. 1961).

Asetilkolintiyoiyodiir L Tiyokolin

Tiyokolin + DTNB 5-tiyo-2 nitrobenzoik asit
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Ayriraclar
1. 0.1 M Na-K Fosfat Tamponu (pH 8.0)
2. 0.1 M Na-K Fosfat Tamponu (pH 7.0)
3. 0.01 M DTNB
4. 0.015 M Asetilkolintiyoiyodiir

Yontem
Total kolinesteraz enzim aktivitesini 6lgmek ic¢in ¢ozeltiler kor ve 6rnek olmak

tizere farkl kiivetlere asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5 Total Kolinesteraz Y 6ntemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Fosfat Tamponu 2700 2600
Ornek 200 200
DTNB 100 100
Calkalanir ve 30°C’de 5 dk. inkiibe edilir.
Asetilkolintiyoiyodiir - 100

Ornek ve kor kiivetlerinin 412 nm dalga boyunda, 0. ve 5. dakikadaki absorbanslar

Olciiliir.

Hesaplama

C . . AABS Vt
tChE Aktivitesi (wmol/dakika /mL) = — X v X 13,6
(§]

tChE Aktivitesi
Protein miktari

tChE Aktivitesi (umol/dakika/mg protein) =

AABS = Zamana gore absorbans degisimi
t = Zaman
Vt = Toplam hacim

V6 = Ornek hacmi
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3.2.1.6 TBARS Yontemi
Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri aerobik kosullarda TBA ile 100°C’de
inkiibasyon sonucu pembe renkli bir kompleks olusturur, bu kompleks

spektrofotometrede 535 nm’de Ol¢iiliir.

Yontem

200 pL ornege 200 pL %10uk trikloroasetik asit ilave edilir, vortekslendikten
sonra 500 rpm'de 10 dakika santrifiij edilir. 300 uL siipernatanta 300 pL %0.67'lik
tiyobarbitiirik asit ilave edilir. Vortekslendikten sonra 100°C kaynar su banyosunda 10
dakika bekletilir. Ornekler oda sicakligina sogutulduktan sonra iizerlerine 100 pL saf su
eklenir, calkalandiktan sonra absorbans 535 nm'de olgiiliir (Wills 1966).

Standart Grafigin Hazirlanmasi

1,1°,3,3 -tetramethoksipropan  kullanilarak 100 ng/mL  stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Calisma i¢in bu stok ¢ozelti 10, 20, 40, 60, 80, 100 ng/mL seyreltilerek
grafik c¢iziminde bu c¢ozeltilerin analizinden elde edilen absorbans degerleri
kullanilmistir. Standart grafik i¢in TBARS miktarinin belirlenmesinde kullanilan

yontem kullanilmistir.
0,07 ~
0,06 -

0,05 ~

y = 0,0006x
0,04 - . R?=0,9922

0,03 ~
0,02 -

0,01 ~

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Sekil 3.2 TBARS standart grafigi
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3.2.1.7 Protein Yontemi

Proteinlerin ¢ogu tirozin, triptofan ya da her iki aminoasidi de igerirler. Bu
aminoasidler serbest ya da katlanmamuis bir polipeptid zincirinde mavi renk olusturmak
tizere fosfotungustik asit-molibdik asit ayiracini (Folin-Ciocalteu’s ayiract) indirgerler.
Bu yontemde proteinler bakir-peptid bagi-protein kompleksini olusturmak iizere alkali
cozeltide Cu®* ile tepkimeye girerler. Ortama Folin-Ciocalteu’s ayiraci eklendiginde
indirgeme siireci igerisinde bakir-protein kompleksleri ile tirozin, triptofan rezidiileri
birlesirler. Renklendirilmis ¢dzeltinin absorbanst 750 nm dalga boyunda 6lgiiliir (Lowry

vd. 1951).

Ayiraclar
1. Alkali Na;COj ¢ozeltisi
2. Bakur siilfat-Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi
%1 CuS0O,4.5H,0
%2 Na-K tartarat
Kullanilacagi zaman bu ¢ozeltiler esit hacimde karistirilarak hazirlanir.
3. Alkali ¢ozelti (glinlik olarak hazirlanmistir): 50 mL alkali Na,COj3 ¢ozeltisi 1
mL Bakir siilfat-Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi ile karistirilarak hazirlanir.
4. Folin-Ciocalteu’s ayiract: 1 mL Folin-Ciocalteu’s 1.5 mL saf su ile karigtirilarak

hazirlanir.

Standart Grafigin Hazirlanmasi

Sigir serum albumini kullanilarak 1000 pg/mL’lik stok protein ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Calisma i¢in bu ¢ozelti 100, 200, 400, 600, 800 pg/mL derisimlerde
seyreltilerek grafik ¢iziminde bu ¢ozeltilerin analizinden elde edilen absorbans degerleri

kullanilmistir.
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0,8 -
0,7 - y =0,0011x
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Sekil 3.3 Protein standart grafigi

Yontem

Stipernatanttan 0.3 mL alinir, iizerine 3 mL alkali ¢6zelti ilave edilip 15 dakika
oda sicakliginda bekletilir. 0.3 mL Folin-Ciocalteu’s ayiraci eklenerek 30 dakika oda
sicakliginda bekletilir ve bu siire sonunda 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede

okunur. Ayni islem 0.3 mL saf su kullanilarak kor i¢in uygulanir.

Hesaplama
Orneklerin icerdigi protein miktarr sigir serum albumini kullanilarak hazirlanan

standart grafikten degerlendirilir.

3.2.2 Istatistiksel Analiz

Biyokimyasal analiz sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 17.0 paket
programinda (SPSS Inc., Chicago, IL, A.B.D.) yapilmistir. Siirekli bir degisken
yoniinden ikiden ¢ok bagimsiz grup arasinda farklilik olup olmadigini incelemek i¢in
P<0.05 6nem derecesinde Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Kruskal-Wallis testinde
Onem gosteren parametrelerde siirekli bir degisken yoniinden bagimsiz iki grup arasinda
fark olup olmadigini test etmek icin Mann-Whitney U Testi uygulanmistir. Parametreler
arasindaki korelasyonu belirlemek tizere Sperman rho testi kullanilmistir (Siimbiiloglu

ve Stimbiiloglu, 2005).
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada Sprague-Dawley sigan bobrek dokusunda neonikotinoid insektisid
IMI’nin, CYP450 inhibitérii PBO ve AOX inhibitérii MEN’in modiilatorliigiinde 12 ve
24 saatlik stirelerde, tGSH miktarina, GPx, GST ve CAT enzim aktivitelerine, lipid
peroksidasyonuna, tChE enzim aktivitesine ve protein miktarlarina etkisi esey ayrimi

yapilarak arastirilmastir.

4.1 Céziicii Dimetilsiilfoksidin (DMSO) incelenen Parametrelere Etkisi

Imidacloprid, PBO ve MEN i¢in ¢06ziici olarak kullanlan DMSO’nun
parametrelere etkisi Cizelge 4.1°de verilmistir.

Erkek sicanlarda 12. saatte DMSO lipid peroksidasyonunu kontrole gore %34
oraninda azaltmistir. 24. saatte GST aktivitesinin %67 oraninda artmasma neden
olmustur.

Disi sicanlarda 12. saatin sonunda test edilen parametrelerde herhangi bir degisim
olmazken, 24. saatte tGSH miktari, GPx aktivitesi ve lipid peroksidasyonu sirasiyla

%19, %22 ve %30 oraninda azalmis, protein miktar1 %20 oraninda artmistir.
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CIZELGE 4.1 Sprague-Dawley sicanlarinda bobrek dokusunda ¢ziicii DMSO’nun GPx, CAT (U/mg protein), GST ve tChE (uM/dak/mg
protein) enzim aktivitelerine, tGSH (uM/mg protein), TBARS (nmol/mg protein) ve protein miktarlarina (mg/mL

homojenat) etkileri

tGSH GPx GST CAT tChE TBARS PROTEIN
SF 1.40+£0.06  5.59+£1.08  224.17£23.23  149.68+1.37  0.0018+£0.0001  367.03+10.03%* 0.66+0.017
ERKEK L2 DMSO  1.32£0.07  3.92+0.22  220.63+19.23  163.53£7.62  0.0023+0.0002  242.85x16.93° 0.72+0.025
SF 1.24+0.06  2.53£0.08  68.11+3.93% 132.00+6.69  0.0017+0.0000  279.16+13.38  0.80:£0.020
ERKEK 24 DMSO  1.14+£0.03  2.69+0.21  113.46+12.35°  129.42+4.33  0.0017+0.0000  255.72+11.26  0.84+0.023
N SF 2.55+0.09  3.50+0.09 83.51+7.76 148.95+5.70  0.0024+0.0002  393.80+£16.31  0.50+0.017
Dist12 DMSO  2.30£0.13  3.30+0.23 94.33+7.94  158.50+14.49  0.0026£0.0001  255.45+70.63  0.51+0.028
N SF 2.05£0.20° 3.86£0.27°  63.13+3.62 129.21+3.22  0.0017+0.0001  465.48+29.67%  0.56+0.030°
DIt 24 DMSO  1.67£0.04° 3.01£0.09°  53.97+1.64 116.09£6.40  0.0018+0.0001  327.86+26.26" 0.67+0.014°

X+Sx = Aritmetik ortalama+Standart hata. a ve b harfleri ayn1 siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi gostermek amaciyla kullanilmigtir.

Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=6).
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4.2 Piperonil Biitoksid ve Menadionenin Modiilatorliigiinde Imidaclopridin tGSH
Miktarma Etkisi

Piperonil biitoksid ve MEN modiilatorliigiinde IMI'nin tGSH miktarina etkisi
Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Imidacloprid, PBO ve MEN’in 24 saatlik etkilerinde erkek si¢anlarda ¢oziicii
kontrole gore tGSH miktar1 sirasiyla %31, %26 ve %27 oraninda artis gostermistir
(Sekil 4.1). IMI+PBO ectkisinde IMI ya da PBO verilen siganlara gére herhangi bir
anlamli degisim belirlenmemistir. IMI+MEN etkisinde IMI ya da MEN gruplarina gore
sirastyla %13 ve %10 oraninda azalma saptanmistir; fakat tGSH miktarindaki artis
¢oziicii kontrole gore %14 oraninda anlamlidir. PBO ve IMI+PBO etkisinde artan tGSH
miktar1 ile azalan protein miktari arasinda negatif korelasyon bulunmustur; sirasiyla r? =
-0.943, P<0.01 ve r? = -0.943, P<0.01. IMI+PBO etkisinde kontrol diizeylerine azalan
lipid peroksidasyonu ile artan tGSH miktar1 arasinda ise pozitif korelasyon oldugu

belirlenmistir (I’2 = 0.886, P<0.05).

#Erkek 12 Saat #Erkek 24 Saat = Disi 12 Saat mDigi 24 Saat
35
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

Kontrole Goére Ylzde Degisim

-10 -

IMI PBO MEN IMI+PBO IMI+MEN

Sekil 4.1 Sprague-Dawley sicanlarinda bobrek dokusunda PBO ve MEN
modiilatorliigiinde IMI’nin tGSH miktara (uM/mg protein) etkileri
*. Kontrole gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)

t : IMI grubuna gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)
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CIZELGE 4.2 Sprague-Dawley sicanlarinda bobrek dokusunda imidaclopridin piperonil biitoksid ve menadione modiilatorligiinde tGSH

miktarina (uM/mg protein) etkileri

tGSH
Erkek Disi
12 saat 24 saat 12 saat 24 saat
Coziicii Kontrol 1.32+0.07 1.14+0.03% 2.30+0.13 1.67+0.04
IMI 1.33+0.07 1.49+0.02° 2.39+0.07 1.74+0.06
PBO 1.41+0.10 1.44+0.06"° 2.56+£0.05 1.69+0.11
MEN 1.25+0.07 1.45+0.03° 2.30+0.05 1.76+0.15
IMI+PBO 1.39+0.11 1.41+0.11°¢ 2.49+0.12 1.67+0.07
IMI+MEN 1.45+0.24 1.30+0.05° 2.25+£0.05 1.69+0.07

X+Sx = Aritmetik ortalama+Standart hata. a, b ve c harfleri ayni siire igerisinde gruplar arasmdaki ayrimi gostermek amaciyla

kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=6).
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4.3. Piperonil Biitoksid ve Menadionenin Modiilatorliigiinde Imidaclopridin GPx

Enzim Aktivitesine Etkisi

Piperonil biitoksid ve MEN modiilatorliigiinde IMI’'nin GPx enzim aktivitesine
etkisi Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°de gdsterilmistir.

Erkek sicanlarda 24 saat sonunda IMI+MEN etkisinde GPx enzim aktivitesi
¢oziicli kontrole ve MEN’e gore sirasiyla %23 ve %24 oraninda, IMI+PBO etkisinde
PBOQO’ya gore %22 oraninda azalmistir (Sekil 4.2).

BErkek 12 Saat # Erkek 24 Saat =Disi 12 Saat mDisi 24 Saat
40 -
30 -
20 -
10 -

0

-10 -

-20 -

Kontrole Goére Ylzde Degisim

r

jU]
IMI PBO MEN IMI+PBO IMI+MEN

-30 -

Sekil 4.2 Sprague-Dawley siganlarinda bobrek dokusunda PBO ve MEN
modiilatorliigiinde IMI’nin GPx enzim aktivitesine (U/mg protein) etkileri

*. Kontrole gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)

y: MEN grubuna gore istatistiksel ayrimi géstermektedir (P<0.05)

r : PBO grubuna gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)
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CIZELGE 4.3 Sprague-Dawley siganlarinda bobrek dokusunda imidaclopridin piperonil biitoksid ve menadione modiilatorliigiinde GPx
enzim aktivitesine (U/mg protein) etkileri

GPx
Erkek Disi
12 saat 24 saat 12 saat 24 saat
Coziicii Kontrol 3.92+0.22 2.69+0.21% 3.30+0.23 3.01+0.09
IMI 3.87+0.22 2.82+0.23%¢ 2.88+0.19 3.41+0.19
PBO 3.97+0.32 2.74+0.10% 3.324+0.24 3.81+£0.27
MEN 3.59+0.08 2.73+0.08% 2.91+0.12 3.5840.17
IMI+PBO 3.52+0.24 2.13+0.16 2.89+0.23 3.50+0.17
IMI+MEN 3.43+0.17 2.07+0.05° 2.79+0.10 3.86+0.26

X+£Sx = Aritmetik ortalamatStandart hata. a, b ve ¢ harfleri ayn1 siire icerisinde gruplar arasindaki ayrimi gdstermek amaciyla

kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=6).
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4.4 Piperonil Biitoksid ve Menadionenin Modiilatorliigiinde Imidaclopridin GST
Enzim Aktivitesine Etkisi

Piperonil biitoksid ve MEN modiilatorliigiinde IMI’nin GST enzim aktivitesine
etkisi Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3°de gdsterilmistir.

Disi siganlarda 24 saat sonunda IMI, MEN, IMI+PBO ve IMI+MEN etkisinde
GST enzim aktivitesinde ¢o6ziicti kontrole gore sirasiyla %28, %62, %98 ve %86 artis
belirlenmistir (Sekil 4.3). PBO etkisinde aktivite %32 oraninda azalma gdstermistir.
IMI+PBO etkisinde aktivitedeki artis IMI ya da PBO verilen gruplara gore sirasiyla
%54 ve %192 oraninda da anlamlidir. IMI+MEN etkisindeki artis ise IMI grubuna gore
%45 oraninda dnemlidir. IMI etkisinde artan GST enzim aktivitesi tGSH miktarn ile
pozitif korelasyon gdstermistir (r* = 0.928; P<0.01). IMI+MEN etkisinde artan GST
enzim aktivitesi ayni siirede artan lipid peroksidasyonu ile korele degildir (r* = 0.143;

P>0.05).

mErkek 12 Saat #Erkek 24 Saat =Disi 12 Saat mm Disi 24 Saat
120 -

J *1 r

=
o
o

*t
80 -

20 -

Kontrole Goére Yizde Degisim
N
o

IMI PBO MEN IMI+PBO IMI+MEN

Sekil 4.3 Sprague-Dawley siganlarinda bobrek dokusunda PBO ve MEN
modiilatorliigiinde IMI’nin GST enzim aktivitesine (uM/dakika/mg protein) etkileri

*. Kontrole gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)
t : IMI grubuna gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)
r : PBO grubuna gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)
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CIZELGE 4.4 Sprague-Dawley sicanlarinda bobrek dokusunda imidaclopridin piperonil biitoksid ve menadione modiilatorliiginde GST
enzim aktivitesine (uM/dakika/mg protein) etkileri

GST
Erkek Disi
12 saat 24 saat 12 saat 24 saat
Coziicii Kontrol 220.63+£19.23 113.46+12.35 94.33+7.94 53.97+1.64%
IMI 216.77+18.20 120.40+5.74 80.27+3.94 69.15+1.06°
PBO 222.67+17.83 119.47+10.67 93.25+7.56 36.60+0.68°
MEN 206.69+16.16 126.92+12.85 96.53+5.66 87.44+5.01°
IMI+PBO 210.22+3.94 113.44+10.41 88.26+6.88 106.74+7.35°
IMI+MEN 223.53+11.77 123.58+8.87 90.58+5.34 100.37+4.67¢

X+Sx = Aritmetik ortalama+Standart hata. a, b, ¢ ve d harfleri ayni siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi gostermek amaciyla

kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=6).
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4.5 Piperonil Biitoksid ve Menadionenin Modiilatorliigiinde Imidaclopridin CAT
Enzim Aktivitesine Etkisi

Piperonil biitoksid ve MEN modiilatorliigiinde IMI’'nin CAT enzim aktivitesine
etkisi Cizelge 4.5 ve Sekil 4.4°de gdsterilmistir.

Erkek siganlarda 24 saat sonunda PBO ve IMI+PBO etkisinde ¢6ziicli kontrole
gore CAT enzim aktivitesinde her iki grupta da sirasiyla %19 ve %18 oraninda, MEN
ve IMI+MEN etkisinde ¢oziicii kontrole gore sirasiyla %16 ve %14 oraninda artig
belirlenmistir (Sekil 4.4). IMI etkisinde CAT aktivitesi ayni siirede artan lipid
peroksidasyonu ile negatif korelasyon gostermektedir (r* = -1.000; P<0.01).

sErkek 12 Saat # Erkek 24 Saat =Disi 12 Saat i Disi 24 Saat
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IMI PBO MEN IMI+PBO IMI+MEN

Sekil 4.4 Sprague-Dawley sicanlarinda bobrek dokusunda PBO ve MEN
modiilatorliigiinde IMI’'nin CAT enzim aktivitesine (U/mg protein) etkileri

*. Kontrole gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)
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CIZELGE 4.5 Sprague-Dawley sicanlarinda bobrek dokusunda imidaclopridin piperonil biitoksid ve menadione modiilatorliiginde CAT
enzim aktivitesine (U/mg protein) etkileri

CAT
Erkek Disi
12 saat 24 saat 12 saat 24 saat
Coziicii Kontrol 163.53+7.62 129.42+4.332 158.50+14.49 116.09+6.40
IMI 159.56+4.82 140.58+3.44% 145.61+10.43 120.38+5.54
PBO 148.56+6.32 153.31+6.90° 138.98+10.80 105.31+4.90
MEN 153.95+5.90 150.60+3.24° 122.99+10.51 125.64+8.57
IMI+PBO 159.97+7.80 152.21+6.87° 137.47+£5.81 127.65+4.64
IMI+MEN 132.884+12.93 147.38+3.90° 133.46+9.81 122.67+£2.04

X+Sx = Aritmetik ortalama+Standart hata. a ve b harfleri ayn1 siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi gdstermek amaciyla kullanilmistir.

Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=6).
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4.6 Piperonil Biitoksid ve Menadionenin Modiilatorliigiinde Imidaclopridin Lipid

Peroksidasyonuna Etkisi

Piperonil biitoksid ve MEN modiilatorliigiinde IMI’nin TBARS miktarina etkisi
Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5’de gosterilmistir.

Erkeklerde 24. saatte ¢oziicii kontrole gore TBARS miktar1 IMI ve PBO etkisinde
sirastyla %18 ve %21 oraninda artmistir (Sekil 4.5). IMI+MEN etkisinde %21 oraninda
azalma belirlenmistir. IMI ve PBO etkisinde artan lipid peroksidasyonu, IMI+PBO
etkisinde kontrol diizeylerine azalmigtir. IMI+MEN etkisindeki azalma IMI ve MEN
gruplaria gore de sirasiyla %33 ve %20 oranlarinda anlamlidir.

Disilerde, IMI+MEN etkisinde ¢oziicii kontrole gore ve IMI+PBO etkisinde
PBO’ya gore %25 oraninda artis belirlenmistir.

mErkek 12 Saat = Erkek 24 Saat =Disi 12 Saat mDisi 24 Saat
50 ~
40 -
30 -
20 A
10 -

0 -
_10 -

Kontrole Goére Ylzde Degisim

-20 -

1oy

IMI PBO MEN IMI+PBO IMI+MEN

-30 -

Sekil 4.5 Sprague-Dawley siganlarinda bobrek dokusunda PBO ve MEN
modiilatorliigiinde IMI’nin TBARS miktaria (nmol/mg protein) etkileri

*: Kontrole gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)

t : IMI grubuna gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)

v: MEN grubuna gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)

41



CIZELGE 4.6 Sprague-Dawley sicanlarinda bobrek dokusunda imidaclopridin piperonil biitoksid ve menadione modiilatorliigiinde

TBARS miktarina (nmol/mg protein) etkileri

TBARS
Erkek Disi
12 saat 24 saat 12 saat 24 saat

Céoziicii Kontrol 242.85+16.93 255.72+11.26% 255.45+70.63 327.86+26.26%°
IMI 251.03+25.82 302.25+2.73° 331.50+22.23 384.79+28.09%°
PBO 292.63+17.99 308.22+19.09° 316.75+33.10 301.93+25.99°
MEN 326.60+27.22 252.71+£3.992 362.10+23.78 366.23+28.06%°
IMI+PBO 301.50+16.55 247.87+19.05%° 338.19+25.73 377.70+17.63%
IMI+MEN 250.68+14.29 203.38+11.32° 358.24+18.81 408.62+14.82°

X+Sx = Aritmetik ortalama+Standart hata. a, b ve c harfleri ayni siire igerisinde gruplar arasmdaki ayrimi gostermek amaciyla

kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=6).
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4.7 Piperonil Biitoksid ve Menadionenin Modiilatorliigiinde Imidaclopridin tChE
Enzim Aktivitesine Etkisi

Piperonil biitoksid ve MEN modiilatérliigiinde IMI’nin tChE enzim aktivitesine
etkisi Cizelge 4.7 ve Sekil 4.6’da gdsterilmistir.

Erkeklerde 12 saat sonunda, IMI+PBO etkisinde ¢oziici kontrole, IMI’ye ve
PBO’ya gore sirastyla %48, %79 ve %42 oraninda artis belirlenmistir (Sekil 4.6).
IMI+MEN etkisinde IMI’ye oranla %58 artis meydana gelmistir. 24. saatte IMI,
IMI+PBO ve IMI+MEN etkisinde ¢oziicii kontrole gore sirastyla %29, %71 ve %65
oraninda artis belirlenmistir. IMI+PBO etkisindeki artis, IMI ya da PBO verilen
gruplara oranla sirastyla %32 ve %81 anlamlidir. IMI+MEN etkisinde MEN’e gore
enzim aktivitesi %75 oraninda artmustir.

Disilerde 12. saatte MEN etkisinde aktivite %19 oraninda azalmis, IMI+MEN
etkisinde kontrol diizeylerine ulagmistir. 24. saatte IMI+MEN, tChE enzim aktivitesinin

IMTI’ye gore %19 oraninda azalmasina neden olmustur.

wErkek 12 Saat #Erkek 24 Saat #Disi 12 Saat mDisi 24 Saat

80 -
70 -
60 -
50
40 -
30
20
10 -

0
-10 1 &
oo |
-30 -

Kontrole Gore Yiizde Degisim
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IMI PBO MEN IMI+PBO IMI+MEN

Sekil 4.6 Sprague-Dawley sicanlarinda bobrek dokusunda PBO ve MEN
modiilatorliigiinde IMI’nin tChE enzim aktivitesine (uM/dakika/mg protein) etkileri

*. Kontrole gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)

t : IMI grubuna gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)
y: MEN grubuna gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)
r : PBO grubuna gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)
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CIZELGE 4.7 Sprague-Dawley siganlarinda bébrek dokusunda imidaclopridin piperonil biitoksid ve menadione modiilatorliigiinde tChE

aktivitesine (uM/dak/mg protein) etkileri

tChE
Erkek Disi
12 saat 24 saat 12 saat 24 saat
Céziicii Kontrol 0.0023+0.0002%° 0.0017+0.002 0.0026+0.00012 0.0018+0.0001%°
IMI 0.0019+0.00022 0.0022+0.0001° 0.0027+0.0002% 0.0021+0.00012
PBO 0.0024+0.0003%° 0.0016+0.0001% 0.0029+0.0002% 0.0019+0.00012
MEN 0.0028+0.0002° 0.0016+0.0001°% 0.0021+0.0001 " 0.0018+0.0001°
IMI+PBO 0.0034+0.0002° 0.0029+0.0002° 0.0027+0.0% 0.0020+0.00012
IMI+MEN 0.0030+0.0003"° 0.0028+0.0003"° 0.0025+0.00012 0.0017+0.0001°

X+Sx = Aritmetik ortalama+Standart hata. a, b ve c harfleri ayni siire igerisinde gruplar arasmdaki ayrimi gostermek amaciyla

kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=6).
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4.8 Piperonil Biitoksid ve Menadionenin Modiilatorliigiinde Imidaclopridin

Protein Miktarina Etkisi

Piperonil biitoksid ve MEN modiilatorliigiinde IMI'nin protein miktarina etkisi
Cizelge 4.8 ve Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Erkek siganlarda 12. saatte IMI+MEN protein miktarinin ¢oziicii kontrole, IMI’ye
ve MEN’e gore sirastyla %14, %11 ve %14 oranlarinda artmasina neden olmustur
(Sekil 4.7). 24 saat sonunda IMI, PBO, MEN ve IMI+PBO etkisinde ¢oziicii kontrole
gore sirasiyla %18, %14, %18 ve %16 oranlarinda azalma meydana gelmistir.

IMI+MEN etkisinde IMI’ye ve MEN’e gore %9 oraninda artis belirlenmistir.

sErkek 12 Saat # Erkek 24 Saat =Disi 12 Saat i Disi 24 Saat
20 -
15 - i3
o | i

Kontrole Goére Yizde Degisim
o
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-15 -
*
=20 - * *
IMI PBO MEN IMI+PBO IMI+MEN

Sekil 4.7 Sprague-Dawley sicanlarinda bobrek dokusunda PBO ve MEN
modiilatorliigiinde IMI’nin protein miktarma (mg/mL homojenat) etkileri

*. Kontrole gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)
 : IMI grubuna gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)
v: MEN grubuna gore istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05)
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CIZELGE 4.8 Sprague-Dawley siganlarinda bébrek dokusunda imidaclopridin piperonil biitoksid ve menadione modiilatorliigiinde protein

miktaria (mg/mL homojenat) etkileri

PROTEIN
Erkek Disi
12 saat 24 saat 12 saat 24 saat
Céziicii Kontrol 0.72+0.025%° 0.84+0.0232 0.51+0.028 0.67+0.014
IMI 0.74+0.028" 0.69+0.014" 0.54+0.017 0.59+0.053
PBO 0.67+0.0192 0.72+0.017°° 0.48+0.020 0.68+0.021
MEN 0.72+0.029%° 0.69+0.011° 0.53+0.011 0.64+0.029
IMI+PBO 0.73+0.029%° 0.7120.029"° 0.53+0.033 0.63+0.023
IMI+MEN 0.82+0.018° 0.75+0.015% 0.51+0.017 0.61+0.019

X+£Sx = Aritmetik ortalama+Standart hata. a, b ve c harfleri ayni siire igerisinde gruplar arasmdaki ayrimi gostermek amaciyla

kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=6).
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5. TARTISMA

5.1 Coziicii olarak kullamilan DMSQO’nun etkisinin degerlendirilmesi

Calismamizda IMI, PBO ve MEN’in ¢6zdiiriildiigii DMSO yaglar, karbohidratlar,
boyalar, regineler ve polimerlerin ¢oziiciisii olarak kullanilmasmin yaninda birgok
pestisid formiilasyonuna ¢6ziicli amagli inert madde olarak da katilmaktadir (EPA
2006). Biyolojik sistemlerde ‘OH ve hidroperoksil radikali (HOO) olusturarak protein
oksidasyonuna ve lipid peroksidasyonuna yol acan oksidan maddelere karst DMSO,
antioksidan Ozellik gosteren bir bilesiktir. Bunun yaninda, igerdigi siilfidril grubu
nedeniyle protein tiyollerin oksidasyonu yoluyla prooksidan o6zellik de
gosterebilmektedir (Sanmartin-Suarez vd. 2011).

Bu g¢alismadan elde edilen bulgular, antioksidan ve prooksidan olarak iki yonli
etkisi bulunan ¢6ziici DMSO’nun eseye ve siireye bagimli etkileri oldugunu gostermesi
bakimindan 6nemlidir. Erkek sicanlarda 12. saatte azalan lipid peroksidasyonunun
¢oziici DMSO’nun antioksidan 06zelliginden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Buna
karsin ayni sitirede disi siganlarda DMSO’nun ¢alisilan parametrelere herhangi bir etkisi
bulunmamustir.

Erkek Fischer 344 si¢anlarinda DMSO’nun N-(3,5-dichlorophenyl) succinimide
(NDPS) indiiklii nefrotoksisiteye kars1 koruyucu etki yaptig1 bildirilmistir (Rankin vd.
1995). GST aktivitesinin apoptoz sinyal-diizenleyici kinaz-1 (ASK-1) aktivitesinin
azaltilarak hiicrenin apoptozdan kurtulmasinda 6nemli oldugu bilinmektedir. Apoptoz
indiikleyici tiyoasetamid etkisindeki erkek Lewis sican ve BALB/C fare hepatosit
kiiltiirlerinde DMSO’nun farkli GST izoformlarinin ekspresyonunu artirarak ASK-1-
bagimli apoptozun inhibe edilmesini sagladigi belirlenmistir (Gilot vd. 2002).
Calismamizda, erkek sicanlarda 24 saat sonunda yalmizca GST aktivitesindeki artigin
olasilikla DMSO’nun bu etkisinden kaynaklanabilecegi diistiniilmekte, in vivo gézlenen
bu etki ile ilgili daha ileri ¢aligmalara gereksinim duyulmaktadir. Rogiers vd. (1990)
kiiltiire alinan sigan hepatositlerinde belirlenen CYP450 ve GST aktivite azalmasinin
DMSO eklenmesi ile o©nlendigini ve DMSO’nun kiiltiire alinan hiicrelerin

stabilizasyonunu sagladigini bildirmislerdir.
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Disi sicanlarda 24. saat sonunda azalan tGSH miktarmin DMSO’nun tiyol
oksidasyonu yoluyla prooksidan o6zelliginden kaynaklandigi ve GSH’1 substrat olarak
kullanan GPx aktivitesinin bu nedenle azalmis olabilecegi diisiiniilmektedir. DMSO,
disi siganlarin bobreginde ayn1 anda TBARS igerigindeki azalma yoluyla antioksidan
ozellik de gostermektedir. Oysaki DMSO’nun fare karacigerinde asetaminofen-indiiklii
GSH azalmasma karst koruyucu etki yaptigi buna karsin tek basina GSH miktari
tizerine herhangi bir etkisinin bulunmadigi gosterilmistir (Park vd. 1988). Erkek
Sprague-Dawley sigan beyin homojenatinda H,O, ve FeCl; ile olusturulan oksidatif
stres modelinde DMSO’nun doza bagli olarak lipid peroksidasyonu ve protein karbonil
iceriginde azalma ile belirlenen antioksidan ozellik gosterdigi, fakat protein tiyol
oksidasyonu yoluyla da prooksidan 6zellik sergiledigi belirlenmistir (Sanmartin-Suarez
vd. 2011).

5.2 Imidaclopridin eseye-bagimh prooksidatif ve norotoksik -etkilerinin

degerlendirilmesi

Wistar 1rki disi sicanlarda oral yolla uygulanan IMI’nin kronik etkisinin, bobrek
glomertil ve tiibiillerinde dejenerasyonun yani sira artan kan lire azotu diizeyleri ile
belirlenen nefrotoksisiteye neden oldugu gosterilmisticr (Bhardwaj vd. 2010).
Calismamiz, sican bobrek dokusunda IMI'nin prooksidatif ve ndrotoksik etkilerinin
esey ve siire degigkenlerine bagl oldugunu gosteren ilk arastirma bulgularini sunmasi
bakimindan 6nemlidir. IMI'nin 12 saat etkisinde her iki eseyde de herhangi bir degisim
belirlenmemistir. 24. saatte erkek sican bobreginde tGSH miktari, tChE aktivitesi ile
lipid peroksidasyonu artarken protein miktar1 azalmistir. Disilerde ise yalnizca GST
aktivitesinde artis bulunmustur. IMI’nin sican ve farelerde toksik etki mekanizmasi
igerisinde oksidatif stresin yer aldigi daha onceki ¢alismalarla kanmitlanmistir (Duzguner
ve Erdogan 2010, Kapoor vd. 2010, El-Gendy vd. 2010).

Bobrek bir¢cok kimyasal i¢in hedef organlardan bir tanesidir. Proksimal tiibiiler
hiicrelerin zayif asidik ya da bazik organik bilesikleri, aminoasit konjugatlarini ve
paraquat gibi kuaterner bilesikleri tasima yetenegi, bu bilesiklerin bu hiicrelerde toksik
diizeylerde birikimine neden olabilmektedir (Rankin 2005). insan Caco-2 hiicre hattinda

IMI’nin fizyolojik sicaklikta enerji bagimli ve protein yapida bir tasiyici ile yiiksek
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oranlarda hiicreye alindigi, pasif siireclerin de IMI alimiminda etkili oldugu ve P-
glikoprotein ya da ¢oklu ilag direng proteini (MRP) yapisinda olmayan bir tasiyici ile
hiicre disina atildigi belirlenmistir (Brunet vd. 2004). Alinimini ve atilimini saglayan
stirecler arasinda bir denge bulunmakla birlikte, yiiksek absorbsiyon oranlar1 nedeniyle
IMI’nin omurgali hiicrelerinde toksik etkilerinin olabileceginin goz ardi edilmemesi
onerilmektedir. Sican bobreginde organik katyon tasiyicilarinin (OCT2) (Slitt vd. 2002)
ve BCRP (meme kanseri direng proteini) (Tanaka vd. 2005) gibi aktif tasimada yer alan
proteinlerin erkeklerde daha baskin oldugu ve bunun hormonal etkilerle meydana
gelebilecegi bildirilmistir.

Erkek sican karacigerinde CYP3A substratlarinin, aktif tagimada yer alan P-
glikoprotein mRNA diizeylerini disilere gore daha yiiksek oranda artirdigir bulunmustur
(Salphati ve Benet 1998). IMI de biiyik olgide CYP3A4 ile biyotransformasyona
ugramaktadir (Schulz-Jander ve Casida 2002). Bir defada gavaj uygulamasindan sonra
a¢ birakilan erkek Fischer 344 sicanlarinda ochratoxin A’nin maksimum plazma
derisimlerine disilere gore daha kisa siirede ulastig1 belirlenmistir (Vettorazzi vd. 2010).
Calismamizda toksisite denemelerinden 24 saat Once beslenme kesilmis ve bundan
sonra besin verilmemistir. Ksenobiyotiklerin in vivo toksisite degerlendirmelerinde
ksenobiyotigin verilme yolunun yaninda deney hayvanlarinin aclik durumlari ile yas ve
esey farkliliklariin da dikkate alinmasi gerekliligi Onerilmektedir (Vettorazzi vd.
2010).

Sprague-Dawley 1rki siganlarin bobrek dokusunda i.p. uygulanan IMI her iki
eseyde de 12. saatte herhangi bir etki gostermezken, IMI’nin prooksidatif etkileri 24.
saatte erkek siganlarda disilere oranla daha belirgindir. Sicanlarda oral ya da intravenoz
uygulamadan 24 saat sonra bdbreklerden atilimin biiyiik 6lgiide tamamlandigi ve
IMI'nin erkeklerde daha etkin sekilde metabolize edildigi bildirilmektedir (EMEA
2009). Benzer sekilde, geng erkek Sprague-Dawley sican bobrek ve karaciger
homojenatlarinda nikotinin metabolit olusumunun disilere gére daha fazla oldugu
bulunmustur (Kyerematen vd. 1988). Bir protein kinaz inhibitorii olan ML3403 ({4-[5-
(4-Fluorophenyl)-2-methylsulfanyl-3H-imidazol-4-yl]-pyridin-2-yl }-(1-phenylethyl)-
amine)’iin feniletil halkasinin N-dealkilasyonundan CYP3A4’iin sorumlu oldugu,
Wistar 1rki erkek siganlarda tiim metabolitlerin daha hizli olustugu ve 6zellikle feniletil

bileseninin  oksidatif uzaklastirilmasinin  erkeklerde daha hizli  gergeklestigi
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belirlenmistir (Kammerer vd. 2007). Bir karsinojen olan clofibratenin Fischer 344 erkek
sicanlarda karaciger ve bobrekte CYP4A izoformlarinin ekspresyon diizeylerini digilere
oranla daha ¢ok artirdig1 ve erkek-spesifik ekspresyonun hormonal kontrol altinda ve
dokuya 6zgii oldugu bildirilmistir (Sundseth ve Waxman 1992).

Yiiksek dozlarda nikotin enantiyomerlerinin indiikledigi oksidatif stresin,
olasilikla CYP450 enzim aktivitelerinde artis yoluyla serbest radikal iiretiminden
kaynaklandig1 belirtilmistir (Yildiz vd. 1998). Nikotin benzeri bir insektisid olan
IMI’nin oksijen gerektiren faz-I metabolizmasinda basta CYP3A4 olmak iizere farkli
CYP450 izoenzimlerinin yer aldigi bilinen bir olgudur (Schulz-Jander ve Casida 2002).
Ksenobiyotiklerin CYP450-aracilikli metabolizmalarinda O,” ve H,O;’nin ardisik
olarak olusabilecegi (Cnubben vd. 2001, de Almeida vd. 2007, Valavanidis vd. 2006)
ve bu radikallerin Fenton tepkimesi ile lipid peroksidasyonu, protein ve DNA
oksidasyonuna yol acan ‘OH gibi daha tehlikeli tiirlerin olusumuna neden olabilecegi
bildirilmektedir (Halliwell ve Gutteridge 1999, de Almeida vd. 2007). Calismamizda
IMI etkisinde CAT aktivitesinin yiikksek TBARS diizeyleri ile negatif korelasyon
gostermesi, lipid peroksidasyonunun olast H;O; olusumundan koken aldigimi akla
getirmektedir. Lipid peroksidasyonu oksidatif stresin belirlenmesinde siklikla kullanilan
bir parametredir (Cnubben vd. 2001) ve IMI’nin, bobregi de kapsayan farkli sican
dokularinda peroksidatif etkisinin bulundugu daha onceki ¢alismalarda gosterilmistir
(Duzguner ve Erdogan 2010, Kapoor vd. 2010, EI-Gendy vd. 2010).

Oral uygulanan IMIP’nin 24 saat etkisinden sonra erkek Swiss albino fare
karacigerinde GST aktivitesinin arttigi belirlenmistir (El-Gendy vd. 2010). GST,
substratt GSH’1n elektrofilik ksenobiyotikler ile konjugasyonunu katalizleyen enzimdir
(Cnubben vd. 2001). Calismamizda, IMI’nin prooksidatif etkisi disilerde, erkeklerde
oldugu gibi, 24. saatte gozlenmistir ve artan GST aktivitesi tGSH miktar ile koreledir.
Herbisid paraquat etkisindeki O. niloticus disilerinde GST aktivitesinin erkeklere gore
daha fazla artis gosterdigi saptanmistir (Figueiredo-Fernandes vd. 2006). Kahverengi
Norveg siganlarinda karacigerde total GST protein diizeyinin ve bu toplam igerisinde o
ve u izoenzimlerini olusturan alt {inite 1, 2 ve ozellikle 3 ve 4’lin erkeklerde ¢ok daha
fazla oldugu bildirilmektedir (Rogiers vd. 1991). Fenobarbital etkisinde alt iiniteler 1 ve
2’nin alt Uinite 3 ve 4’e oranla daha fazla arttig1 da belirlenmistir. Sican bobreginde

karacigere oranla daha az miktarda olan bu alt {initelerin, toksisiteye duyarlilikta organ
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farkliliklarini yansitabilecegi bildirilmistir (Guthenberg vd. 1985). Her ne kadar,
IMTI’nin faz-1 metabolitlerinin GSH konjugatlar1 seklinde énemsiz diizeylerde atildig:
bilinse de (WHO 2001), total GST aktivitesinin Ol¢iildiigii ¢alismamizin sonuglarina
gore sigan bobreginde hangi GST izoenziminin IMI ile etkilestigini gosteren ¢alismalara
gereksinim vardir.

IMI’nin memelilerde toksik DN-IMI'ye doniisiimiinii kataliz eden AOX
enziminin de ROS iiretiminde etkili oldugu bildirilmektedir (Kundu vd. 2012). Dunkin-
Hartley Guinea pig (Cavia porcellus) karaciger homojenatinda pheanthridinenin AOX-
katalizli oksidasyonu sirasinda O," ve H,O; olustugu ve bu olusumun MEN,
chlorpromazine ve scopoletin gibi inhibitorlerle engellendigi bulunmustur (Al-Omar ve
Al-Arifi 2005). 3,39-diaminobenzidine (DAB) igeren ortamda inkiibe edilen erkek
Wistar sican karaciger ve incebarsak kesitlerinin histokimyasal incelemesinde AOX
enziminin Oy olusumuna neden oldugu ve MEN’in ROS olusumunu engelledigi
belirlenmistir (Kerver vd. 1997). Phtalazine, indol-3 aldehid ve 2-pirimidinon gibi
substratlarin varliginda AOX-bagimli HyO; olusumunun MEN ve B-estradiol varliginda
yiiksek oranlarda inhibe oldugu saptanmigtir (Al-Omar vd. 2005). Sprague-Dawley
sigan karaciger homojenatinda Fe? -indiiklii lipid peroksidasyonunun disilere gore
erkeklerde daha yiiksek oldugu ve progesteron ve testosterona gore lipid
peroksidasyonunda belirgin azalmaya neden olan estradioliin AOX inhibisyonu yoluyla
etkili olabilecegi bildirilmistir (Huh vd. 1994). Ergin erkek ve disi C57BL/6J fare
karacigerinde testosteron ve dihidrotestosteron gibi androjenlerin AOX aktivitesini
artirdigl, estradioliin ise erkeklerde aktiviteyi azalttigi belirlenmistir (Ventura ve
Dachtler 1981). Bu bilgiler 1s1ginda, AOX-aracilikli IMI biyotransfomasyonunun ROS
kaynagi olarak islev gordiigii ve estradiol gibi esey hormonlarimin AOX inhibisyonu
yoluyla IMDI’nin eseye-bagimli  oksidatif  toksisitesine katkida  bulundugu
distiniilmektedir.

IMI etkisinde C. carpio’da karaciger ve beyin dokularinda protein
karbonilasyonunun ve lipid peroksidasyonunun arttig1 ve karaciger dokusunda protein
miktarinin azaldig1 belirlenmistir (Serbes 2011). ROS etkisiyle protein karbonilasyonu
peptid iskeletinin geri doniisiimsiiz hasarina neden olmakta (Franco vd. 2009) ve iliml
ya da gecici oksidatif stres kosullarinda proteazom aktivitesi, dolayisiyla da intraseliiler

proteoliz artig gostermektedir (Shang ve Taylor 2011). Calismamizda, IMI etkisinde
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total protein iceriginde meydana gelen azalmanin bu tip bir yikima isaret ettigi
diistinilmektedir. Bununla birlikte, IMI toksisitesi nedeniyle artan enerji
gereksinimlerini karsilamak {izere proteinler gibi karbohidrat olmayan glikoz
kaynaklarmin kullanilmis olabilecegi de varsayilmaktadir. Swiss albino fare
karacigerinde karbamatli carbosulfan etkisinde azalan total protein miktarinin karaciger
islev bozuklugunu ya da artan protein katabolizmasimi gdosterdigi bildirilmistir
(Ksheerasagar ve Kaliwal 2006). Organofosfatli monocrotophos etkisindeki Wistar 1rki
sigan beyninde, azalan total protein miktar1 ile artan proteaz aktivitesi arasinda
korelasyon bulunmus ve azalan protein miktarlarinin stres kosullarinda artan enerji
gereksinimini karsilamaya yonelik fizyolojik bir strateji olabilecegi belirtilmistir
(Swamy vd. 1992).

Ilimli oksidatif stres kosullarinda GSH sentezindeki artisa bagli adaptif bir
mekanizma olarak GSH miktarinda artis meydana gelebilmektedir. Bunun yaninda,
yogun oksidatif stres kosullarinda GSH diizeyi azalarak adaptif korunma mekanizmasi
kaybedilmektedir (Zhang vd. 2004). IMI etkisinde erkek sicanlarda 24. saatte belirlenen
tGSH miktarindaki artigin, artan H,O; derisimine yanit olarak arttig1 diistiniilmektedir.
Buna karsin, intravendz IMI etkisinde Wistar irki disi siganlarda karaciger ve beyin
GSH miktar1 azalirken, TBARS miktariin arttig1 belirlenmistir (Duzguner ve Erdogan
2010). Sentetik piretroid cypermethrin ve fenvalerate etkisindeki erkek Wistar sigan
eritrositlerinde CAT aktivitesi ile GSH miktar1 ve lipid peroksidasyonunun arttigi
bildirilmistir (Kale vd. 1999).

Imidacloprid ChE enzimlerine etki etmek tiizere tasarlanan bir pestisid degildir.
Organofosfatli insektisidlerin AChE aktivitesinin inhibisyonu yoluyla ACh birikimine,
ACh birikiminin kolinerjik muskarinik ve nikotinik reseptdrlerin aktivasyonlarina ve bu
reseptorlerin bir siire sonra desensitizasyonuna neden olduklar1 bildirilmistir (Hazarika
vd. 2003, Milatovic vd. 2006). IMI’yi ve 6zellikle DN-IMI’yi de kapsayan (Tomizawa
ve Casida 2000) neonikotinoidlerin bu reseptorlerde desensitizasyonu izleyen reseptor
say1 artisina neden olduklari bildirilmektedir (Akaike vd. 2010; Le Questel vd. 2011).
Erkek Sprague-Dawley sican kasinda organofosfatli diisopropylphosphorofluoridate
(DFP)’nin indiikledigi in vivo ROS ve ardisik lipid peroksidasyonu artiginin, NAChR
antagonisti d-tubocurarine ile Onlendigi belirlenmistir (Yang vd. 1996). Nikotini de

kapsayan bir takim toksinlerin hedefi olan nAChRlerinin kas, akciger (Gotti ve
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Clementi 2004) ve bobrek (Yeboah vd. 2008) gibi dokularda bulundugu ve yiiksek ROS
derigimlerinin etkisinde lipid peroksidasyonu ya da protein ve DNA oksidasyonu
yoluyla bu reseptorlerin yapisinin ve ekspresyonlarmin etkilendigi belirtilmistir (Guan
2008). Bobreklerde yogun bulunan o,nAChRIerinin Ca®*’a yiiksek derecede permeabl
oldugu ve nérotransmitter salmmi gibi Ca®*-bagimli olaylarda 6nemli rol oynadig
bildirilmektedir (Oshikawa vd. 2003). Neonikotinoid insektisidler acetamiprid ve
IMI'nin Sprague-Dawley sigan serebellar hiicre kiiltiiriinde o;nAChRleri araciligiyla
hiicreye Ca?* almmmum indiikledigi ve o;nAChRlerine spesifik antagonist -
bungarotoksin ile bu etkinin giderildigi belirlenmistir (Kimura-Kuroda vd. 2012).
Intraseliller Ca**, ROS derisiminde artisa neden olmakta ve antioksidantlar ile Ca*
kanal bloke edici bilesikler, yiiksek Ca®" derisiminin neden oldugu sitotoksisitenin
azalmasin1 saglamaktadir (Bondy ve LeBel 1993, Milatovic vd. 2006). Aminoasit
sekans1 norotoksik f-amiloid peptidine yakin olan ve AChE’in C-terminalinde yer alan
peptidin Wistar sigan hippokampal hiicre kiiltiirinde 0;nAChR-aracilikli Ca** alinimina
bagli olarak oksidatif stres indiiksiyonuna ve hiicre Olimiine neden oldugu
belirtilmektedir (Day ve Greenfield 2003). Intravendz IMI etkisindeki disi Wistar
sicanlarda karaciger ve beyinde ROS kaynag: prooksidant enzimler olan ksantin oksidaz
ve myeloperoksidaz aktivitelerindeki ve beyinde nitrik oksit miktarindaki artisin yiiksek
plazma Ca”" derisimine bagl olabilecegi bildirilmistir (Duzguner ve Erdogan 2010).
Oksidant t-biitilhidroperoksitin indiikledigi oksidatif strese yanit olarak sican
astroglial hiicrelerinde intraseliiler AChE aktivitesi yaninda, AChE saliniminin arttig1 da
bildirilmistir (Bond vd. 2006). Calismamizda IMI etkisinde 24. saatte ve yalnizca erkek
bireylerde tChE aktivitesinin arttigi belirlenmistir. Bu artisin, IMI’nin etkisiyle ACh- ve
Ca’*-aracilikli  oksidatif stresten korunmak iizere adaptif bir yanit oldugu
diistiniilmektedir. IMI’nin ACh olmadan memeli nAChRlerine baglanamadigi (Matsuda
vd. 2005), ACh baglanmasinin reseptorde olasilikla konformasyonel degisime yol
agcmasi nedeniyle memeli reseptorlerinde etki meydana geldigi bildirilmistir (Kimura-
Kuroda vd. 2012). IMI verilen Sprague-Dawley sican yavrularinda gozlenen AChE
aktivite artigimn hiicre igine Ca** aliumu ile indiiklenen apoptotik olaylar nedeniyle
meydana gelebilecegi bildirilmistir (Abu-Donia vd. 2008). ACh miktarinda azalma
saglayan AChE aktivitesindeki artisin nAChR islev kaybi1 sonucu ndrodejenerasyona

isaret ettigi de belirtilmektedir. Neonikotinoid insektisid thiaclopridin tek ve IMI ile
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birlikte uygulamasinda midye Mytilus galloprovincialis solunga¢ dokusunda AChE
aktivitesinin arttigi, IMI etkisinde ise azaldigt bulunmustur (Dondero vd. 2010).

Neonikotinoidlerin AChE enzimine etkisinin tiirlere baglh olabilecegi belirtilmektedir.

5.2.1 Imidaclopridin eseye-bagimh prooksidatif ve norotoksik potansiyeline
PBO’nun etkileri

Sitokrom  P450-aracilikli  metabolizmanmn, IMI  toksisitesine  etkisinin
belirlenmesinde PBO gibi sinerjistlerin kullanilmasi yararlidir (Schulz-Jander ve Casida
2002). PBO’yu da kapsayan metilendioksifenil bilesikleri memelilerde bifazik etki
gostermektedir. Baglangigta, PBO metaboliti-CYP450 kompleksi olusumu araciligiyla
CYP450-aracilikli biyotransformasyon inhibe olurken, daha sonralart CYP450 protein
miktarinin yaninda aktivitede artis meydana gelebilmektedir (Adams vd. 1993).
PBO’nun erkek Fischer 344 sicanlart ve CD-1 farelerinde CYP450 protein miktarini
artirdig1 ve CD-1 farelerinde CYP3A aktivitesini indiikledigi belirlenmistir (Phillips vd.
1997).

Piperonil biitoksidin subakut etkisindeki erkek Fischer 344 si¢anlarinda, bobrek
agirligi ve serum iire azot diizeylerindeki artis ve histopatolojik degisimler ile Olgiilen
nefrotoksisite belirlenmistir (Fujitani vd. 1992 ve 1993). Calismamizda, PBO etkisinde
erkek siganlarda tGSH miktar1 ve CAT aktivitesi ile lipid peroksidasyonu artmus,
protein diizeyleri azalmistir. PBO’nun farelerde aril hidrokarbon reseptdr aktivasyonuna
bagimli ya da bagimsiz siireglerle CYP450 indiiksiyonuna neden oldugu bildirilmistir
(Adams vd. 1993; Ryu vd. 1997). CYP450 indiiksiyonunun ve aril hidrokarbon reseptor
aktivasyonunun basta O,” ve H;0, olmak iizere ROS birikimine neden oldugu
bilinmektedir (Dalton vd. 2002; de Almeida vd. 2007). Sprague-Dawley sigan karaciger
ve plazmasinda CYP450 indiikleyicisi fenobarbital etkisinde artan, ROS olusumunu
gosteren, F2-isoprostan miktariin spesifik CYP450 inhibitorti 1-aminobenzotriazole ile
kombine etkisinde azaldig1 belirlenmistir (Dostalek vd. 2007).

Imidacloprid ve PBO’nun ayr1 uygulamalarinda artan lipid peroksidasyonu,
birlikte uygulamada kontrol seviyelerine gerilemistir ve PBO 6n uygulamasi, IMI
etkisinde her iki uygulama siiresinde de tChE aktivitesinde artisa neden olmustur. Erkek

Fischer 344 sicanlarinda 3,5-dikloroanilinin hepatik ve renal toksisitesinin PBO 6n
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uygulamas ile arttigi ve toksisitenin olasilikla ya ana bilesikten kaynaklandigi ya da
CYP450-araciliklt metabolizmanin baskilanmasi nedeniyle diger metabolik slireglerde
aciga c¢ikan metabolitler nedeniyle olustugu bildirilmistir (Valentovic vd. 1995).
Calismamizda, PBO 6n uygulamasinin kendisi de ROS kaynagi olan AOX-aracilikli
tepkimelerde iiretilen metabolit miktarinda artisa neden oldugu diisiiniilmektedir. Artan
tChE aktivitesi nedeniyle IMI’'nin nAChRlerine baglanmasinda etkili olan ACh
miktarindaki azalma yoluyla lipid peroksidasyonunun azaldigi onerilmektedir. Erkek
Sprague-Dawley sican kasinda organofosfatli DFP’nin  ACh birikimi yoluyla
indiikledigi in vivo ROS ve ardisik lipid peroksidasyonu artiginin nAChR antagonisti d-
tubocurarine ile Onlendigi belirlenmistir (Yang vd. 1996). Calismamizda lipid
peroksidasyonundaki azalma, artan tChE aktivitesinin yaninda PBO 6n uygulamasi
nedeniyle artan CAT aktivitesine de bagli olabilir.

Baliga vd. (1996) domuz bdbrek proksimal tiibiil hiicre kiiltiiriinde (LLC-PK1)
H20,-indiikli sitotoksisiteye karst PBO’nun, 'OH ya da H,O, ile etkilesme ya da
demirin azaltilmasindan baska bir yol ile koruyucu etki yaptigmi belirlemislerdir.
Cisplatin etkisindeki erkek Sprague-Dawley siganlarinda bobrekte bleomisin ile dlgiilen
demir miktarindaki artis ve CYP450 proteini miktarindaki azalmanin PBO varliginda
kontrol diizeylerine ulastig1 belirlenmistir (Baliga vd. 1998). Ayni ¢alismada cisplatin
etkisindeki LLC-PK1 hiicrelerinde de PBO ayni etkilere neden olmaktadir. Buna gore
PBO’nun CYP450 enziminin aktif merkezindeki hem gruplarina baglanip buradan
katalitik demir salimmin1 engelleyerek oksidatif etkilerin azalmasini sagladig
belirtilmektedir.

O. niloticus’da sentetik piretroid lambda-cyhalothrin ve PBO’nun ayri
uygulamalarinda artan GST aktivitesine birlikte uygulamanin herhangi bir etkisi
bulunmazken, ayr1 uygulamalarda artan lipid peroksidasyonunda azalma meydana
gelmistir (Piner ve Uner 2012). Calismamizda, disi siganlarda PBO GST aktivitesinin
yaninda lipid peroksidasyonunda azalmaya neden olmustur. PBO ve IMI’nin birlikte
etkisinde GST aktivitesi artarken, lipid peroksidasyonu kontrol diizeyindedir. PBO
etkisiyle CYP450 disindaki metabolik siireglerde aciga ¢ikan metabolitlerin GSH ile
konjugasyonunu saglamak tizere GST aktivitesi artmis olabilir. Juvenil isopod Porcellio
scaber’de IMI etkisinde GST aktivitesinin arttigi belirlenmistir (Drobne vd. 2008).
Endojen ve eksojen elektrofilik bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu katalizleyen GST
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aktivitesindeki artisin IMI detoksifikasyonu ile iligkili olup olmadigini belirlemek iizere

ileri galismalarin gerekli oldugu bildirilmektedir.

5.2.2 Imidaclopridin eseye-bagimh prooksidatif ve norotoksik potansiyeline
MEN’in etkileri

Calismamizda MEN, erkek sicanlarda ve 24. saatte tGSH miktar1 ile CAT
aktivitesinin artmasina, protein miktarinin azalmasina neden olmustur. MEN’in O," ve
H,0, olusumu yoluyla oksidatif etki gosterdigi bilinmektedir (Abe ve Saito 1996).
Wistar sigan kortikal astrosit kiiltiirinde MEN toksisitesinin doza- ve siireye-bagimli
oldugu ve SOD, CAT gibi antioksidant enzimlerin yaninda demir selatlastiricilar ile
toksisitenin azaldig1 bulunmustur (Abe ve Saito 1996). Erkek Fischer sicanlarinda MEN
etkisinde karacigerden safraya tGSH ve GSSG atiliminin hizlandig1 ve plazma tGSH ve
GSSG miktarmin arttigi belirlenmistir (Hong vd. 2009). izole sigan hepatositlerinin
MEN ile inkiibasyonu doza-bagimli GSH azalmasi1 ile GSSG ve protein tiyol-GSH
disiilfid miktarinda artisa neden olmaktadir (Bellomo vd. 1987). Erkek Fischer 344
sican bobrek proksimal tiibiiler hiicrelerinde eksojen olarak verilen oksidant t-butil
hidroperoksitin intraseliiler GSH’in GSSG’ye oksidasyonuna neden oldugu ve
ekstraselliller GSSG’nin de hiicre igine tasindigi bulunmustur (Visarius vd. 1996).
Hiicre i¢ine alinan GSSG’nin GSH’a rediiklenmedigi ve oksidatif kosullar altinda
hiicrelerin GSSG rediiksiyonundan ¢ok GSH’1 disaridan alarak korunma sagladigi
belirtilmistir. Organofosfatli fenthion ve GSH sentez inhibitorii biitiyonin siilfoksimin
etkisindeki O. niloticus’da bobrekte tGSH ve GSH ile GSSG’nin GSH’a doniistimiinii
kataliz eden GR aktivite artis1 nedeniyle plazma kaynakli GSSG’nin GSH kaynagi
olarak kullamilabilecegi bildirilmektedir (Sevgiler ve Uner 2010). MEN’in sigir
pulmoner arter endotel hiicre kiiltiirinde GSH miktarin1 azaltip MEN-GSH konjugat
miktarmi ve H,O; olusumunu artirdigi belirlenmistir (Chang vd. 1992). Eksojen GSH
varliginda GSH’1n hiicre i¢ine alinmasini saglayan y-GT enziminin etkisiyle hiicre i¢i
GSH iiretiminin arttig1 ve MEN-indiiklii ATP kaybinin 6nlendigi de bildirilmistir. Erkek
Sprague-Dawley izole proksimal tiibiiler hiicre kiiltiirinde eksojen GSH ve GSSG’nin
hiicre icine tasindigi ve t-biitil hidroperoksitin neden oldugu hiicre oliimiine karsi

koruma sagladiklar1 belirlenmistir (Hagen vd. 1988). Buna gore, in vivo MEN
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etkisindeki erkek Sprague-Dawley si¢anlarda bobrekte MEN-indiiklii H,O, tiretimine
yanit olarak tGSH miktar1 ile CAT aktivitesinin arttigt ve tGSH artisinin plazmadan
tGSH ve GSSG alinimina bagli oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizda, disilerde MEN etkisinde 12. saatte tChE aktivitesi azalirken, 24.
saatte GST aktivitesi artmistir. Insan serumunda ChE aktivitesinin ve eritrositlerinde
ACh sentezinin son basamagini kataliz eden kolin asetilaz aktivitesinin MEN etkisinde
azaldig bildirilmistir (Vorhaus 1952, Taylor vd. 1952). Torda ve Wolff (1944) MEN’in
zaylf ChE inhibitorii oldugunu, fakat ACh sentezinin MEN etkisinde baskilandigini
belirlemisler ve MEN’in bu etkisinin oksidasyon-rediiksiyon potansiyeli ve tiyol
gruplart ile tepkime verebilme yetenegine bagli olabilecegini belirtmislerdir. Disi
Sprague-Dawley sican trombositlerinde MEN’in hiicresel tiyol miktarini azaltarak LDH
saliimu ile Ol¢iilen hasara neden oldugu, ekstraseliiler tiyol desteginde hiicresel hasarin
ortadan kalktig1 belirlenmistir (Cho vd. 1997). Erkek Wistar sigcanlarda karacigerde
MEN etkisinde GST aktivitesi uzun siirede artmaktadir (Sidorova ve Grishanova 2004).
Sican proksimal tiibiiler ve epitelyal hiicrelerinde MEN’in N-asetil sistein konjugati
(merkaptiirik asit formu), GSH konjugatina gore belirgin derecede daha toksiktir ve
merkaptiirik asit formu redoks aktif 6zelligini korumaktadir (Lau vd. 1990, Brown vd.
1991). Ayrica, GR aktivitesinin inhibisyonunun, merkaptiirik asit formunun toksisitesini
artirdigt ve GSH konjugasyonunun, Kinon g¢ekirdeginin redoks aktif ozelliginin
azaltilmasiyla etkili oldugu disiiniilmektedir (Brown vd. 1991). MEN’e direngli insan
K300 hiicrelerinde MEN-indiiklii oksidatif toksisiteye direncin, MEN toksisitesinden
korunmada 6nemli olan GSH miktarim siirdiirmek tizere GST nin adaptif azalmasi ile
iligkili olabilecegi bildirilmistir (Chiou ve Tzeng 2000). Buna karsin, Vallis ve Wolf
(1996) Cricetulus griseus (Cin hamsteri) ovaryum hiicrelerinde MEN’in oksidatif
toksisitesine direncin GST ve GPx aktivitelerindeki artigla ilgili oldugunu belirtmistir.
Buna gore, disilerde plazma kaynakli, MEN’in merkaptiirik asit formlarinin neden
oldugu toksisiteden korunmak tizere GST-aracilikli GSH konjugasyonunun 6nemli
oldugunu diisiinmekteyiz.

Aldehid oksidaz ve substratt N-metil nikotinamid varliginda IMI’nin fare
fibroblast M 10 hiicrelerinden elde edilen 04p2 nAChRIlerine etkinliginin arttigi ve AOX
tepkimesinin MEN varliginda azaldig: bildirilmistir (Honda vd. 2006). Erkek Sprague-

Dawley sigan ve balik Pagrus major karacigerinde organofosfatli fenthionun metaboliti
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fenthion siilfoksidin, fenthiona indirgenmesinin AOX enzimi tarafindan katalizlendigi
ve bu doniisimin MEN ve estradiol gibi bilesiklerle baskilandigi belirlenmistir
(Kitamura vd. 2003). Erkek Wistar sican beyin homojenatt mitokondriyal
fraksiyonunda, kompleks I inhibisyonu yoluyla O," olusumu ve dolayisiyla membran
biitiinliglinii bozan pestisid rotenonun bu etkisinin, diisiik doz nikotin ile azaltildig1
bildirilmistir (Cormier vd. 2003). Calismamizda, kendisi de ROS kaynagi olan AOX-
katalizli DN-IMI olusumunun (Kundu vd. 2012), MEN tarafindan azaltilmasiyla hem
MEN hem de IMI-indiiklii oksidatif etkilerin hafifledigi onerilmektedir. IMI etkisinde
MEN 6n uygulamasi, erkek sicanlarda 24. saatte IMI ve MEN’in neden oldugu tGSH ve
protein miktarlar1 ile lipid peroksidasyonundaki degisimlerin diizelmesine, GPX
aktivitesinin azalmasina neden olmakla birlikte, CAT ve ChE aktivitelerindeki artisa
herhangi bir etki yapmamaktadir. H,O, ve serbest radikal olusumunu saglayan -
amiloid peptid etkisinde sigan PC-12 hiicrelerinde artan lipid peroksidasyonunda ve
hiicre oOliimlerinde diisiik doz nikotin ile iyilesmeler oldugu; aksine, yliksek doz
nikotinin bu kimyasallarin etkisini kuvvetlendirmenin yaninda, kendisinin de benzer
toksik etkilere neden oldugu belirlenmistir (Guan vd. 2003).

Disilerde 24. saatte IMI, MEN’in neden oldugu GST aktivasyonunu etkilemezken
lipid peroksidasyonunda artisa neden olmaktadir. MEN etkisinde CYP1A2 aktivitesinin
arttig1 (Sidorova vd. 2005) ve bu enzimin IMI’nin nitroimin grubunun rediiksiyonunda
da etkili oldugu (Schulz-Jander ve Casida 2002) bilinmektedir. Insan HEPG2 hepatoma
hiicre kiiltiiriinde organofosfatli metil-parathion ve paraokson etkisiyle artan aldo-keto
rediiktaz aktivitesinin, DNA’ya hasar veren benzo(a)piren 0-kinon tiirevlerinin ve ROS
tiretiminin artmasina neden oldugu ve bdylece genotoksik etkinin arttig1 dnerilmektedir

(Hreljac ve Filipic 2009).

58



6. SONUC ve ONERILER

1. Sigan bobrek dokusunda IMI’nin prooksidatif ve norotoksik etkilerinin esey
ve siire degiskenlerine bagli oldugunu goésteren ilk arastirma bulgular1 elde
edilmistir.

2. Imidacloprid metabolizmasinda yer alan ve ROS kaynag1 olan AOX-aracilikli
tepkimelere esey hormonlarinin etkisinin, IMI’nin eseye-bagimli oksidatif
toksisitesine katkida bulundugu disiiniilmektedir. Bununla birlikte, esey
hormonlarinin IMI toksisitesine etkilerinin degerlendirildigi ¢aligmalara
gereksinim vardir.

3. IMI etkisinde erkeklerde artan tChE aktivitesinin asetilkolin- ve Ca®*-aracilikli
oksidatif stresten korunmak iizere adaptif bir yanit oldugu diistintilmektedir.

4. Erkek sicanlarda artan CAT aktivitesinin yaninda, olasilikla PBO’nun
CYP450°’nin hem grubundaki demiri koruma etkisi ile lipid peroksidasyonu
azalmaktadir. Disilerde IMI’nin indiikledigi GST aktivitesinin PBO etkisi ile
kuvvetlenmesi nedeniyle, IMI ve CYP450 disindaki siireglerde agiga ¢ikan
metabolitlerin detoksifikasyonunda GST’nin iligkisi arastiriimalidir.

5. Erkek sicanlarda MEN-indiiklii H,O; iiretimine yanit olarak tGSH miktari ile
CAT aktivitesi artmaktadir ve plazma tGSH ve GSSG’si bobrekte GSH
kaynagi olarak kullanilabilir.

6. Kendisi de ROS kaynagi olan AOX-katalizli tepkimelerde MEN etkisiyle
diisiik miktarlarda agiga ¢ikan IMI metabolitleri nedeniyle, hem MEN hem de
IMI-indiiklii oksidatif etkilerin azaldigi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak,

1. Diinya c¢apinda yogun kullanim alani bulan IMI'nin toksisite
degerlendirmelerinde siire ve esey bagimlilig: dikkate alinmalidir.

2. IMT’in oksidatif toksisitesine yanit olarak arttigin1 disiindiigiimiiz tChE
aktivitesini bu yoniiyle degerlendirmek iizere IMI etkisinde ChE inhibitorleri
vererek yeni ¢aligmalar planlamaktayiz.

3. Bulgular iilkemizde ve yurt disinda c¢evre koruma c¢aligmalarmin kirlilik
izleme programlarinda ve ekotoksikolojik risk degerlendirme calismalarinda

kullanilabilecektir.
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