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OZET

Probiyotiklerin Kronik Neonikotinoid (Acetamiprid, iImidacloprid) Toksisitesi
Uzerine Etkilerinin Ratlarda Arastirilmasi

Amagc: Ratlarda neonikotinoid pestisitler ile olusturulan kronik toksisite
deneyinde; karaciger, bagirsak, bobrek ve beyin dokusu iizerinde pestisitlerin olas1 toksik
etkilerinin bir probiyotik olan Saccaromyces Boulardii ile 6nlenilmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alisma, 72 adet, erkek Wistar Albino tiirii ratlar iizerinde
yapildi. Acetamiprid 12.4 mg/kg, imidacloprid 5.7 mg/kg ve probiyotik 1x10° CFU,
Img/kg dozlarinda 13 hafta boyunca oral olarak verildi. Deney siiresi boyunca haftalik
agirliklar1 alind1 ve kaydedildi. Deney sonunda sevofluran anestezisi altinda alinan kan
orneklerinden hematolojik, biyokimyasal tetkiklerin yani sira, Comet testi ile de
genotoksik analizler yapildi. Alinan organlarin agirliklar tartildiktan sonra, dokularda
Likid Kromatografi/Kiitle Spektrofotometri ile imidacloprid, acetamiprid ve metabolitleri
olan 6-chloronicotinic acid kalint1 analizi yapildi. Dokulardaki hasar1 tespit etmek igin
histopatolojik incelemeler yapildi. Ayrica beyin dokusunda 8 OHdG ve GFAP, bagirsak
dokusunda IL-6 immiinpozitiflikleri immiinhistokimyasal yontemler ile tespit edildi.

Bulgular: Ratlarin haftalik agirlik degisiklikleri ile biyokimyasal-hematolojik
parametrelerde ki degisiklikler de anlamli bir fark bulunmadi. Probiyotigin karaciger ve
bobrek dokusunda acetamiprid birikimini azalttigi ve istatistiksel olarak bunun c¢ok
anlamli oldugu tespit edildi. Probiyotik, imidacloprid birikimini de azaltti fakat bu
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Probiyotik tedavisi uygulanan pestisit gruplarinda
beyin dokusunda 8 OHdG ve GFAP ve bagirsakta IL-6 immiinpozitifliginin istatistiksel
olarak azaldig1 bulunmustur. Genotoksik analizde ise probiyotik verilen gruplarda bir
hasar olusmadi, sadece acetamiprid grubunda DNA hasar1 olustugu bulundu.
Histopatolojik inceleme de acetamiprid ve imidacloprid’in incelenen organlarda hasara
neden oldugu ancak probiyotigin bu hasar1 azalttigini da gordiik.

Sonug: Probiyotik olarak kullanilan Saccharomyces Boulardii’nin kronik pestisit
maruziyetinde dokular1 korudugu, genotoksik hasar olusmasini 6nledigi, inflamasyon ve
apoptozisin siddetini azalttigt ayn1 zamanda karaciger ve bobrekte imidacloprid ve
acetamiprid kalintilarin1 azaltarak hasar1 6nledigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Acetamiprid, imidacloprid, neonikotinoid, probiyotik,

saccharomyces boulardii



ABSTRACT

Investigation of the Effect of Probiotics on Chronic Neonicotinoid
(Acetamiprid, Imidacloprid) Toxicity in Rats

Aim: In the chronic toxicity experiment formed by neonicotinoid pesticides in
rats, it was aimed to prevent potential toxic effects of pesticides on liver, intestine, kidney
and brain tissues using a probiotic, Saccharomyces Boulardii.

Material and method: This study has been performed on 72 male Wistar Albino
rats. Acetamipride 12.4 mg/kg, imidacloprid 5.7 mg/kg and probiotic 1x10° CFU 1mg/kg
were administered orally for 13 weeks. Weekly weights were measured and recorded
throughout the experimental period. Blood samples were taken under sevoflurane
anesthesia at the end of the experiment for hematological and biochemical tests as well
as the Comet test for genotoxic analysis. After weighing the organs imidacloprid,
acetamiprid, and metabolite 6-chloronicotinic acid residue analysis were performed on
tissues by Liquid Chromatography/Mass Spectrophotometry. Histopathological
examinations were performed to determine the damage in the tissues. In addition, 8 OHdG
and GFAP in brain tissue and IL-6 immuno-positivity in the intestinal tissue were
determined by immunohistochemical methods.

Results: There was no significant difference in weekly weight changes and
biochemical-hematological parameter changes in rats. It was found that probiotic
significantly reduced acetamiprid deposition in liver and kidney tissue. Whereas probiotic
also reduced imidacloprid deposition, this was not statistically significant. It was found
that 8 OHdG and GFAP in brain tissue and IL-6 immuno-positivity in the intestine were
statistically reduced in probiotic-treated pesticide groups. The genotoxic analysis
revealed no damage in groups which received probiotics, DNA damage was detected only
in the acetamiprid group. Histopathological examination also showed that acetamiprid
and imidacloprid caused damage to the organs examined but probiotic reduced this
damage.

Conclusion: Consequently; it was found that Saccharomyces Boulardii, used as
probiotic, protected tissue in chronic pesticide exposure, prevented genotoxic damage,
decreased the severity of inflammation and apoptosis and also prevented damage by
reducing imidacloprid and acetamiprid residues in liver and kidney.

Keywords: Acetamiprid, imidacloprid, neonicotinoid, probiotic, saccharomyces
boulardii
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

6-CNA : 6-chloro nicotinic acid

8 OhDG :  8-hidroksi-2'-deoksiguanozin

AAD - Antibiyotiklerle iliskili ishal

AB . Avrupa Birligi

ABD . Amerika Birlesik Devletleri

ACE : Acetamiprid

ACh : Asetilkolin

AChE :  Asetilkolinesteraz

ALP :  Alkaline phosphatese

ALT :  Alanine aminotransferase

AST :  Aspartat aminotransferase

Cd : Kadmiyum

COMET : Tek Hiicreli Jel Elektroforezi

DT50 :  Pestisitin uygulanan alanin % 50'sine dagilmasi icin gereken siire
EPAV :  Victoria Cevre Koruma Otoritesi (Avustralya)
ERA : Cevresel Risk Degerlendirmesi

ERK :  Hiicre Dis1 Sinyalle Diizenlenen Kinaz
GM :  Bagirsak Mikrobiyotasi

HCT : Hematokrit

HGB - Hemoglobin

IG . Immiinglobulin

IL-6 : Interleukin-6

IMI : Imidacloprid

IPM :  Biitlinlesik Zararli Yonetimi
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Koc

LDH
LGIC
LO(A)EL
LO(A)EC
MAPK
MCHC
MCV
nAChR
NO(A)EL
NO(A)EC
OECD
PKC

PLT

RBC
S.Boulardii
USEPA
TP

WBC

WHO

Toprak Organik Karbon-Su Ayrisma Katsayisi

Lactate Dehydrogenase

Ligand Kapil1 iyon Kanali

Gozlenebilen hicbir yan etki gostermeyen doz
Gozlenebilen etkinin goriildiigii en diisiik konsantrasyon
Mitojenle Aktiflestirilen Protein Kinaz

Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu
Ortalama eritrosit hacmi

Nikotinik Asetilkolin Reseptorii

Gozlenebilen higbir yan etki gostermeyen doz
Gozlenebilen higbir yan etki gostermeyen konsantrasyon
Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii

Protein Kinaz C

Platelet

Kirmizi kan hiicreleri

Saccharomyces Boulardii

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
Transformasyon Uriinleri

Beyaz kan hiicreleri

Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Probiyotikler, belirli miktarlarda tiiketildiginde konakg1 sagligi lizerinde olumlu
etkilere neden olan mikrobiyel gida katkilar1 olarak tanimlanmaktadir.! Probiyotiklerin;
pestisitler, agir metaller ve aflatoksin gibi ¢evresel toksinlerin emilimini 6nledigini
gosteren birgok bilimsel ¢alisma bulunmaktadir.” ® Calismalardan elde edilen sonuglar
probiyotik kullaniminin insanlarin ve hayvanlarin saglikli beslenmesinde ve mikrobiyal
enfeksiyonlardan korunmasinda ucuz ve giivenli bir yol olduguna isaret etmektedir.®
Probiyotiklerin mide asitligi, safra tuzlari, ve cesitli enzimlere ragmen bagirsaga gecip
kolonize olmalar1 ve canliliklarini koruyabilmeleri i¢in, diizenli olarak tiiketilmesi
gerekmektedir.® Bir¢ok bilimsel ¢alisma diizenli olarak probiyotik ve iiriinlerinin alimimin
vitaminlerin biyosentezine (0rnegin, vitamin K) ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuna
katki sagladigini, ayrica mukozal epitel iizerindeki baglanma yerleri igin patojenik
mikroplarla rekabet ederek konakg¢1 bagisikligint giiclendirdigini ve insan sagligina bir
¢ok alanda katki sagladigini ortaya koymustur.5® Saccharomyces boulardii (S. boulardii),
iistlin fizyolojik ve metabolik 6zellikleri olan bir probiyotik mayadir. S. Boulardii, Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) tanimina gore (“Yeterli miktarda uygulandiginda, konaga saglik
yarar1 saglayan canli bir mikroorganizma”) probiyotik olarak kabul edilmigtir. S.
boulardii, enfeksiyoz enterit ve Clostridium-difficile ile iligkili enterokolopatilerin
Onlenmesi ve tedavisi i¢in yaygin sekilde kullanilmaktadir. Genellikle toksikolojik
aragtirmalarda laktik asit bakterileri tercih edilmis ve bunlarin canliligin1 koruyabilmesi,
kolonilesmesi ve toksik maddelere baglanma kapasitesi analiz edilmistir. S. Boulardii’nin
calismamizda tercih edilme sebebi ise, toksikolojik arastirmalarda kullanildigina dair
literatiirde bir ¢alismanin bulunmamasidir. Yine ¢alismamizda toksik madde olarak
kullandigimiz neonikotinoidler de =zirai alanda yaygin sekilde kullanildig1 igin

calismamizda tercih edilmistir. Insektisitlerin en yeni smifi olan neonikotinoidler, delici



emici zararlilara karsi bitki koruma igin miikkemmel potens ve sistemik etkiye
sahiptirler.’® Ozellikle imidacloprid’in (IMI) boceklerde yiiksek toksisite gostermesi,
diinya ¢apinda yaygm olarak kullanilmasini saglamistir.'* Acetamiprid (ACE) ise
neonikotinoid grubunda {iretimine baglanan ikinci bilesik olup, ilk kez mospilan ticari ad1
ile Japonya’da satisa sunulmustur. Neonikotinoidler kesfedildikten yaklasik 20 y1l sonra
insektisid pazarina hakim olmus ve diinya ¢apinda yillik satislar1 3.5 milyar dolar
asmistir. Neonikotinoidlerdeki aktif maddenin yillik tiretimi 2010 yilinda yaklagsik 20.000
ton oldugu tahmin edilmektedir ve 2012 yilinda bitki koruma amaciyla yapilan satiglarin
%85'ini  neonikotinoidler olusturmustur.>**  Neonikotinoidlerin ~ diisiik memeli
toksisitesine sahip olduklar1 yoniindeki asli inanca ragmen, artan neonikotinoid
kullaniminin  insanlarda, omurgali ve omurgasiz hayvanlarda noérotoksisite,
immiinotoksisite, hepatotoksisite, nefrotoksisite ve reprodiiktif sistem tiizerinde ciddi
sitotoksik etkilerinin oldugu yapilan calismalarla belirlenmistir.®>'’ ACE’nin hepatik
membran yapisina zarar vererek, hepatoseliiler hasara neden oldugu ve omurgalilarda
savunma bariyerlerini bozdugunu ve pro-inflamatuar sitokin artigina sebep oldugu
gosterilmistir.’® ° IMI (2.5, 5 ve 10 mg/kg ) 28 giinden daha uzun siire farelere
uygulandiginda, yiiksek dozunun 6zellikle hiicre aracili bagisiklik yanitin1 baskiladigi ve
gecikmis tipte asir1 duyarhilik yanitini azalttigi bulunmustur. Yapilan calismalarin
sonuglar1, IMI'nin 5 mg/kg’dan yiiksek dozlarinin immiinstipresif etkiye sahip oldugunu
ve uzun siireli IMI maruziyetinin bagisiklik sistemine zararli olabilecegini gostermistir.2
Bunlara benzer yapilan birgok ¢alismada da neonikotinamidlerin pro-inflamatuar sitokin
ekspresyonunu arttirdigini gostermistir. Bizde c¢alismamizda, ratlarda neonikotinoid
pestisitler ile olusturulan kronik toksisite deneyinde; karaciger, bagirsak, bobrek ve beyin
dokusu tizerinde pestisitlerin olas1 toksik etkilerinin bir probiyotik olan S. Boulardii ile

Onlenilmesini amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pestisitlerin Tarihcesi

Pestisitler, eski c¢aglardan beri kullanilmaktadir. MO 1550 yillarinda yazildig
sanilan Ebers Papiriislerin de, evlerden pirelerin uzaklastirilmasi ic¢in yapilmasi
gerekenler i¢in listeler bulunmustur.?* En eski kayzt, evi temizlemek igin kiikiirt yakilmas1
gerektigini soyleyen Homerus’un Odesa Destanidir (XXII, 492-494). Romali bir yazar
olan yaslh Plinius, li¢ veya dort yiizyil 6nce pestisit kullanimina dair bir¢ok anekdot
toplamustir (Shepard, 1939).2! Bir Yunan doktoru olan Dioscorides (M.S. 40-90) kiikiirt
ve arsenigin toksik oOzelliklerini biliyordu. Cinlilerin M.S. 900’lii yillarda bahge
boceklerini kontrol etmek ic¢in arsenik siilfit kullandiklarin1 gosteren kayitlar vardir.
Veratrum album ve Veratrum nigrum gibi sahte hellebore tiirleri Romalilar tarafindan
rodentisit olarak kullanilmistir.?! Bakir bilesiklerinin 1807'den bu yana mantar &ldiiriicii
degeri oldugu bilinmektedir ve Bordeaux karisimi (hidrath kire¢ ve bakir siilfat) ilk kez
1883 yilinda Fransa'da kullanilmistir.2! Carbon disulfide, 1854'ten beri bocek fumiganti
olarak kullanilmaktadir. Misirlilar ve Romalilar tarafindan zehir olarak bilinen
hidrosiyanik asit, bocek koleksiyonlarindaki miize zararlilarini 61diirmek i¢in 1877'de bir
fumigant olarak kullanildi.?! 1930'larin ortalarina kadar, pestisitler esas olarak dogal
kokenli veya inorganik bilesiklerdi. Arsenik, zararlilar ile miicadele de ¢ok 6nemli bir rol
oynamustir, 1939'da Shepard arsenik i¢in “tehlikeli niteliklerine ragmen her zaman 6nemli
miktarlarda kullanilacak™ demistir.?* Nikotin, 1725'ten bu yana Giiney Amerika'da bir
balik zehiri olarak kullanilan, rotenon gibi diinyay1 saran bir bocek ilaci olarak yaygin
olarak kullanilmaktadir.?* Mercury chloride, 1891'den bu yana yaygin bir mantar ilaci
olarak kullanildi ve phenyl (1915), alkyloxyalkyl (1920) ve alkyl (1940) civa gibi organik
formlar1 ile yavas bir sekilde yer degistirdi.?* Halka acik kullanim icin ortaya cikan ilk

sentetik organik insektisitler, 1930’lu yillarin basinda dinitro bilesikleri ve



thiocyanatlardi. 1935 ve 1950 arasindaki donem, DDT ve diger chlorinated
hydrocarbon’lu bocek ilaglarmin gelisimi ile karakterize edildi.?! 19401 yillarn
ortalarindan itibaren cyclodiene tipi chlorinated hydrocarbonlar pazara sunuldu.?

Pestisit kullaniminin tarihi gelisimi Tablo 2.1. de verilmistir.

Tablo 2.1. Pestisit kullaniminin tarihi gelisimi®*

Pestisit Kullaniminin Tarihi Gelisimi

M.O. Yunanlilar tarafindan Siilfiir kullanimi

1000

900 Cinliler tarafindan Arsenik kullanimi1

1763 Nikotin ve ham tiitiin’lin insektisit olarak kullanilmasi
1800’ler  Pyrethrinler’in Asya da ilk kez kullanim1

1848 Rotenoidler’in ilk kez kullanimi

1939 DDT’nin insektisidal 6zelliklerinin P.Muller tarafindan kesfi
1940-50  Organochlorin’li insektisitlerin gelistirilmesi

1944 Parathion’un G. Schrader tarafindan sentezi

1950’ler  insektisidal karbamatlarin gelistirilmesi

1963 [k formamidine pestisit olan Chlordimeform’un A.G.Schering

tarafindan sentezlenmesi
1970’ler  Modern pyrethroidler’in gelismesi

Pestisit kelimesi zararlilar1 6ldiirmek i¢in kullanilan insektisit, herbisit, fungisit,
rodentisit, aga¢ koruyuculari, bahge kimyasallar1 ve ev dezenfektanlar1 igeren genel bir
terimdir. Sentetik pestisitler ihtiya¢ duyulan ¢esitli yollara gore siniflandirilirlar ancak en
yaygin siniflama etki yolu, hedef zararliya etkisine ve kimyasal kompozisyonuna gore
olanlardir. Etki mekanizmasina gore siniflandirma sistemik ve sistemik olmayan (temas
yolu) seklindedir. Sistemik olmayan pestisitler, bitkilere penetre olmaz ve vaskiiler
sistemlerine karigmaksizin hedef zararliya temas yolu ile etkilerini gdsterirler. Bu gruba
paraquat ve diquat dibromide 6rnek olarak verilebilir. Sistemik etkili pestisitler bitkilere
1yi penetre olurlar ve vaskiiler sistemlerine gegerek istenilen etkiyi meydana getirirler. Bu
gruba 2,4-D ve glyphosate ornek verilebilir. Pestisitlerin etkiledikleri hedef zararlilara

gore smiflandiriimast Tablo 2.2. de verilmistir.??



Tablo 2.2. Pestisitlerin hedef alman organizmaya gore siniflandirilmasi.?2

Pestisit cesitleri Hedef organizma
Insecticide Bocekler
Herbicide Yabani otlar
Rodenticide Kemirgenler
Fungicide Mantarlar
Acaricide ve Miticide Oriimcek akarlari
Molluscicide Yumusakcalar
Bactericide Bakteriler
Avicide Kus zararlilari
Virucide Viriisler
Algicide Algler

Pestisitler i¢in yapilan kimyasal siniflama, aktif maddenin kimyasal dogasina gore
kategorize edilmistir. Bu ¢esit siniflama pestisitin efikasitesi, fiziksel ve kimyasal
ozellikleri ile ilgili ipucu vermesi sebebi ile uygulama sekli, oranlar1 ve uygulama
sirasinda alinmasi gereken onlemler ile ilgili 6nemli bilgiler vermektedir. Siniflandirma
4 ana grup olarak yapilmaktadir; Organochlorine, Organophosphate, Carbamate ve

Pyrethroid. Siniflandirma Tablo 2.3. de verilmistir.?2

Tablo 2.3. Pestisitlerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi

insektisitler
Dogal Sentetik
[N S RN S
Bitki Mineral inorganik Organik
yaglan

Pyrethrum Organochlorine Organophosphate  Carbamate Pyrethroid

Azadirachtin DDT = Malathion Propoxur J= Deltamethrin
BHC == Temephos Bendiocarb = Cyfluthrin
== Fenthion Carbaryl J= Bifenthrin
== Dichlorvos = Lambda-cyhalothrin
= Fenilrothion = Permethrin
== Pirimiphos methyl



WHO, hayvanlarin % 50'sinde 6liim meydana getiren medyan 6ldiiriicii doza
(LD50) ve laboratuvar hayvanlarmin davranislarina gore tehlike simniflandirmasi
yapmustir. Bu siralama diizeni, I'den IV'e kadar olan sayilarla en diisiikten en yiiksek

toksisiteye gore olusturulmus, ¢ok tehlikeli, yiiksek derecede tehlikeli, orta derecede

tehlikeli, hafif derecede tehlikeli olarak simiflandirilmistir.?®  Pestisitlerin - bu
siniflandirmasi Tablo 2.4.’de verilmistir.
Tablo 2.4. WHO’ya gore pestisitlerin toksisite siniflamasi
Sinif Toksisite Ornekler
Smif IA Olagantisti tehlikeli Parathion, Dieldrin
Smif IB Yiiksek derecede tehlikeli Eldrin, Dichlorvos
Sinif IT Orta derecede tehlikeli DDT, Chlordane
Smif 11T Hafif derecede tehlikeli Malathion

Neonikotinoid insektisitlerin kesfi, son otuz yildir zirai ila¢ arastirmalarinda bir
kilometre tas1 olarak diistiniilebilir. Bugiin, neonikotinoidler pyrethroidlerin
ticarilestirilmesinden bu yana piyasaya sunulan en hizli biiyiiyen insektisit sinifin1 temsil
etmektedir.2* 2006 yilinda, neonikotinoid ailesi diinya capinda yillik yaklasik 1.56 milyar
dolarlik satis gerceklestirmistir ve bu da kiiresel bocek ilact pazarinin yaklasik % 17'sini
temsil etmektedir.®® Neonikotinoidler (neonikler), nikotinik asetilkolin reseptorii
(nAChR'ler) tizerindeki norotoksik etkilerinden dolay1 bocek oldiiriicii olarak kullanilan
bir kimyasallar sinifidir. Organophosphate ve carbamate insektisitlerin mevcut toksik
etkilerinin fazla olmasi yeni ila¢ gelistirme arayislarini dogurmustur ve bu amacla
gelistirilen neonikler, polen, nektar ve yaprak sivilar1 dahil olmak iizere muamele edilmis
bitkilerin tiim kisimlarina ve bu bitkilerden elde edilen yiyeceklere sistemik etkili olarak
tasarlanmistir.*® 28 Insektisitler; tarim ve bahcecilikte zararli bocekler ile miicadele etmek

icin, ormancilikta kereste koruma icin, su iirtinleri yetistiricili§inde baliklar1 koruma igin;



evcil hayvanlar ve hayvancilik da vektor kontrol iglemleri i¢in; kentsel yasamda da ev
haserelerine kars1 miicadele etmek icin kullanilirlar.'3

2.2. Pestisitlerin Farklh Biyolojik Organizasyon Seviyelerine Etkileri

Cevreye salinan pestisitlerin ekosistemdeki uzun vadeli etkilerinden kisa vadeli
etkilerine kadar cesitli olumsuz ekolojik etkileri olabilir. Pestisitler, akut ve kronik
toksisiteleri nedeniyle cevresel kirleticiler arasinda ayr1 bir yere sahiptir. Pestisit
uygulamasindan sonra (serpme, pilskiirtme veya tohumlarin 1slatilmasi yoluyla
puskiirtiilerek) toprak veya sudaki organizmalar etkilenebilir. Pestisitlerin, direkt hedefi
olmayan bu organizmalar iizerindeki dolayl toksik etkileri ihmal edilmemelidir. Halen
tarrmda kullanilan bilesikler biyolojik olarak ¢ok aktiftir ancak spesifiklikleri diisiiktiir.?’

Bir pestisitin  toksisitesi, deneysel ¢alismalarda artan dozlar verilerek
biyobelirtegler araciligi ile belirlenir. Uygulanan doz ve organizma cevabi arasindaki bu
iligski grafiksel olarak doz-cevap egrisi olarak gosterilir. Organizmalarin % 50'sinden
fazlasinin 61diigii medyan oldiirticii doz (LD50) veya konsantrasyon olan (LC50) belirli
bir dozda toksisiteyi tanimlamak i¢in kullanilan yaygin bir dl¢timdiir. ECx, maksimum
etkinin % x'ine (6rnegin,% 10, 20 veya 50) ulastigi, test numunesinde etkili
konsantrasyondur. Daha duyarli hayvanlarin ilk once bir pestisit dozu tarafindan
etkilendigi doz-cevap egrisindeki spesifik noktaya esik seviyesi denir. Esik seviyesi,
egrinin dogrusal tepki bolgesinin baglangicidir ve ‘Gozlenebilen higbir yan etki
gostermeyen doz/konsantrasyon’ (NO(A)EL/NO(A)EC) ve ‘Gozlenebilen etkinin
gorildiigli en diisiik doz/konsantrasyon’ (LO(A)EL /LO(A)EC) arasindaki ayrimdir.
NO(A)EC degeri, kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir etkiye neden olmayan
test edilen en yiiksek konsantrasyon iken LO(A)EC degeri, kontrole kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir etki ortaya ¢ikaran test edilen en diisiik konsantrasyondur. Ek olarak,

bir pestisitin etkileri sadece konsantrasyon/doz ile degil ayn1 zamanda akut (yiiksek



konsantrasyonlarda kisa siireli maruz kalma), sub-kronik (orta vadeli maruz kalma) ve

kronik (diisiik konsantrasyonlarda uzun siire maruz kalma) maruz kalma siiresi ile de

degisebilir. Doz-yanit egrisi Sekil 2.1. de verilmistir.? 2°
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Sekil 2.1. NOEC, LOEC ve EC50 toksisite parametresiyle bir doz yanit egrisinin
genel semasi. (0 Kontrol, ¢ tedavi, * kontrole gére anlaml fark)?

NOEC ve LOEC verilerinin ekotoksikolojide kullanim1 1990'larda yayimlanan
bilimsel verilerden sonra ciddi bir sekilde elestirilmistir.>>** Her ne kadar 1998 yilinda
yapilan bir OECD c¢alistayinda NOEC’lerin rehberlik ve toksisite testlerinde uluslararasi
standartlardan ¢ikartilmasi tavsiye edilmis olsa da NOEC ve LOEC tahminleri halen
giiniimiizde OECD istatistik yayimlarinda kullanilmaya devam etmektedir. Genel olarak,
bu elestirilere ragmen, NOEC'ler ve LOEC'ler baska bir standartlagtirilmis alternatif
bulunmadig i¢in literatiirde siirekli olarak kullanilir ve raporlanir. Pestisitler gibi ¢cevresel
kimyasallarin, gevresel risk degerlendirmesi (ERA, Environmental Risk Assessment)
agirlikli olarak laboratuvar toksikolojik analizlere ve daha once yapilmis caligmalarin
sonuglarina dayanmaktadir. Bu degerlendirme tipik olarak etki tahminleri ve maruz

kalma konsantrasyonlarinin karsilastirilmasina dayanir. ERA dort adimda tamamlanir;



tehlike tanimlamasi, doz-cevap degerlendirmesi, maruz kalma analizi, ve risk
karakterizasyonudur.3*

ERA'nin yam sira, bu alanda, Amerika Birlesik Devletler (ABD) Bilimler
Akademisi tarafindan 1969'da resmilestirilmis Biitiinlesik Zararli Yonetimi (IPM) olarak
bilinen ilging bir terim daha vardir. IPM, biiyiik 6l¢iide, zararlilarin biyolojik ve kimyasal
kontroliinii hasere yonetimi ile birlestiren entegre kontroliin bir kombinasyonudur. Ek
olarak, Avrupa Komisyonu Uye Devletleri de IPM standartlarina gore diisiik doz pestisit
uygulamasi ile tarim yapilmasini desteklemektedir. IPM, zararlilar1 ve neden olduklari
hastaliklar1 ve yabanci otlar1 kontrol etmek icin bocek ilact kullanimini en az diizeye
indirmeyi hedeflemektedir. IPM uygulamasi ile birlikte standartlar gelistirilmis ve
2014'ten itibaren Avrupa Birligi (AB) genelinde zorunlu kilinmistir.®®

Genel olarak, toksisite testleri, kimyasallarin (6rnegin, pestisitlerin) potansiyel
insan sagligi ve cevre iizerine tehlikeli etkilerini belirlemek icin yapilir. Insan
toksikolojisi, tanim1 geregi, kimyasallarin tek bir tiir tizerindeki etkileriyle ilgilidir. Bu
durumda, arastirma ve testler, tek bir temel amag i¢in yapilir, oda bireyin sagligini
korumaktir. Pestisitler, insanlarda saglik sorunlarina yol acabilecek nemli bir kirletici
kayna@ olarak kabul edilmektedir.®® Diger kimyasallarin cogunun aksine, istenmeyen
organizmalar1 kontrol etmek icin kasten ¢evreye yayilirlar, ancak insanlar gibi hedef dis1
yasam formlarina da ulasabilirler. Pestisitlere kullandigimiz yiyeceklerden, sudan ve
havadan maruz kaliriz ve bu durumlarda maruz kalma stiresi, kirletici karisimlarin igerigi,
etki sekli degerlendirilmelidir. Bu nedenle tarimda pestisit kullanima siirekli izlemeye tabi
tutulmalidir.

Insan toksikolojisinin aksine, sadece kimyasallarin farkli tiirdeki bireyler
tizerindeki etkisiyle degil ayn1 zamanda kimyasallarin iist organizma diizeylerine etkisi

ile de ilgili olan ekotoksikoloji temel olarak ti¢ farkli disiplinden gelismistir: toksikoloji,



uygulamali ekoloji ve ¢evre kimyasi. Ekosistemler ¢ok sayida tiir igerir ve pestisitler de
farkl1 birgok biyolojik tiir izerine etki gOsterirler. Pestisit etkisi basit / dogrudan olabildigi
gibi kompleks sekilde gida ag1 ile de indirekt olarak etkilesime gecebilir.3” *® Direkt
etkiler, bilesigin etki mekanizmasina, konsantrasyonlarina ve maruz kalma siiresine bagl
olarak degisebilir. 3°#! Pestisit maruziyetinin hassas tiirler iizerindeki ileriye doniik
etkileri; hayatta kalma oraninin diismesi, beslenme bozukluklari, biiyiimede gecikme ve
iireme yetenegi gibi farkli sub-lethal son noktalar iizerindeki etkileri igerir.*** Ayrica
pestisit uygulamasindan sonra, sularda ki bircok omurgasiz tiirlin ¢esitliliginin,
yogunlugunun ve biyokiitlesinin azalmasima da dikkat gekilmistir.*> 40

Eko-toksikolojik arastirmalarda, toksik etki mekanizmalari igeren hiicresel ve
biyokimyasal etki caligsmalari, hiicre kiiltiirii ve tiim organizma modellerinde yapilan
calismalar kadar onemlidir, ¢iinkii kimyasal maddeler ve biota arasindaki birincil
etkilesim hiicrelerin yiizeyinde veya i¢inde olusur. Birlikte ele alindiginda, aciklanan bu
iki yaklagim birbirini biitiinlestirir ve son olarak kirletici maddelerin (6rnegin IMI) canlt
sistemler {lizerindeki (biyota ve insanlar) etkilerinin anlasilmasini saglar.

2.3. Neonikotinoidler

Mevcut sentetik organik insektisitler dogal iirlinlerin modifiye edilmesi ile
kesfedildi.!® Nikotin hala Cin'de 6zellikle bir bocek ilac1 olarak kullanilmaktadir fakat
3’,4’-dehydronicotine ve 3-alkylaminomethyl-pyridineler iizerinden insektisidal
aktivitesi gelistirilmeye galisilmistir ancak basarili olunamamistir.*” Neonikotinoidlerin
oncusli, ev sinekleri ve bezelye yaprak bitine karsi orta derecede etkili olan, 2-
dibromonitromethyl-3-methylpyridine, Kaliforniya'daki Shell Development Company de
1970 yilinda kesfedilmistir.*®*° Neonikotinoidler bitki koruma ve pire kontrolii igin
kullanilan son derece giiclii yeni sinif insektisitdirler.®! Bu smif insektisitler imidacloprid,

acetamiprid, clothianidine, ve thiocloprid’i igerir. Bu insektisitler 6zellikle a4p2 alt tipi
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nikotinik asetilkolin reseptor (NAChR) agonisti olup néromiiskiiler paralizi olusturarak
oliime neden olur.'? insan zehirlenme vakalarinda, morbidite ve mortalitenin az olmasinin
sebebi memelilere kiyasla boceklerde ki nAChR'leri i¢in oldukga secici olmalaridir.
Insanlar da maruziyet sonras1 klinik veriler de bunu destekliyorsa, bitki korumada daha
yaygin olarak kullanilan kolinesteraz inhibitérlerinin (organophosphate ve carbamate
bilesikleri) yerini alabilirler.® 4752

Neonikotinoidler, bocek oldiiriicii etkisi olan tiitiin bitkisinden (Nicotiana
tabaccum) izole edilen nikotinden tiiretilmis bir grup insektisittir. Dogal insektisit olarak
yaygin olarak  kullanilmigtir.  Neonikotinoidler —omurgasizlarin nAChR’lerini
hedefleyerek, zararli boceklerin ve helmintlerin etkili kontroliinii saglarlar.>**® 6-chloro-

3-phyridilmetil ve nitroimin gruplarinin kimyasal birlesimi sonucu IMI adi verilen

nikotinik insektisidin ilk tipinin sentezi gerceklesmistir (Sekil 2.1).%
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Sekil 2.2. Sentetik insektisit imidacloprid'in ve neonikotinoid ailesinin yapis1.%’
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Bir¢ok farkli pestisitler igerisinde organofosfatlar en fazla kullanimi yaygin
olanlardir ancak yiiksek oranda da toksiktirler, dolayis1 ile siirekli olarak yiiksek
potansiyelli, ancak toksisitesi az yeni bilesikler gelistirilmektedir. IMI de yeni bir
insektisittir ve ticari kullanim igin gelistirilmis olan neonikotinoidlerin kimyasal siifinin
ilk iiyesidir.®® Bu grubun diger yaygin 6rnekleri arasinda Acetamiprid, Clothianidin,
Dinotefuran ve Thiacloprid bulunur. IMI, boceklere karsi yiiksek 6ldiiriicii potansiyelinin
olmasi, diisiik memeli toksisitesi ve uzun etki siiresine sahip olmasi amaglanarak
gelistirilmistir. Hayvan c¢aligmalar1 temelinde, "orta derecede toksik" olarak
smiflandirilmistir (WHO tarafindan sinif 2 ve Victoria Cevre Koruma Otoritesi (EPAV)
tarafindan zehirlilik kategorisi II). Herhangi bir iilkede yasaklanma, kisitlanma, iptal
edilme durumu yoktur veya yasa dist degildir.® Amerika Birlesik Devletleri Cevre
Koruma Ajansi (USEPA) tarafindan 1994 yilinda bir pestisit olarak kullanilmaya
baslanmistir ve su anda en ¢ok satan bocek ilaclarindan birisidir.%° Delici ve emici
zararlilara kars1 ¢ok giiclii ve sistemik bir etkiye sahiptir.X° 7 ana ticari neonikotinoid, 3
yapisal bilesenden (A, B, C) ve 12 farkl substitiientten olusur.%! Siniflandirma Tablo 2.5

de verilmistir.

Tablo 2.5. Neonikotinoidlerin kimyasal yapilarina gére siniflandiriimasi.®*
Neonikotinoid Bilesik Yapisal bilesenler
kisaltmasi

Chloropyridinyl (CP)

Imidacloprid IMI Al1B1C1
Nitenpyram NIT Al1B2C2
Thiacloprid THI Al1B3C3
Acetamiprid ACE Al1B4 C3
Clorothiazolyl (CT) CLO A2 B5C1
Clothianidin TMX A2 B6 C1
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Tablo 2.5. (Devami)

Neonikotinoid Bilesik Yapisal bilesenler
kisaltmasi

Thiamethoxam

Tetrahydrofuryl (THF)

Dinotefuran DIN A3 B5C1
A heterocyclylmethyl kisim o P N
B h li lic halk ‘c:"m;;‘*cu, E"r‘;} ‘c'&;\f':"" \c;‘x_ﬁw, '*c"';:"“cm
eterocyclic veya acyclic halka o o m o o
C =NNO; , =CHNO; veya =NCN o )
o U L T,
& e
c1 TN
A3 lj c3

ACE ve IMI yaygin olarak kullanilan neonikotinoid pestisitlerdir ve bocek nAChR'lerine
secici olarak baglanirlar.%?

2.3.1. imidacloprid

Imidacloprid [1- (6-kloro-3-piridil metil) -n-nitro imidazolidin-2-iliden amin,
CAS No0.-138261-41-3] chloronicotinyl nitroguanidine grubu bilesiklerin kimyasal
familyasinin, insektisidal yeni bir smifina aittir.®® 255.7 g mol™'in molekiiler agirhig: ile
C9H10CINsO2 molekiiler formiiliine sahiptir. Goriiniiste, renksiz kristallerden olusur

(Sekil 2.2).

N o
Cl / \ HN—N(
N\
N=— O

Sekil 2.3. Imidakloprid’in yapisal formiilii

IMI'nin fizikokimyasal 6zellikleri nedeni ile yaprak ve tohum tedavisi, toprak sirt1

ve kokiinii iceren uygulama yerlerinin olmasi, genis bir yelpazede kullanigh olmasini
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saglar.* IMI yeni neslin 6nemli temsilcilerinden biridir ve patenti 1985 yilinda Bayer
tarafindan alinmis ve 1991 yilinda piyasaya siiriilmiistiir.®®

IMI'nin ticari formiilasyonlari, farkli boceklerin kontrolii i¢in genis alanlarda
kullanilmaktadir.®® IMI formiilasyonlar1 tohumlar i¢in bulamag, konsantre, graniil,
islatilabilir toz gibi bircok degisik farmasotik sekillerde bulunabilir.” Tarimsal
uygulamalarda etkili bir sonug elde etmek i¢in bir¢ok farkli ¢oziictiler ile ¢oziliirler ve
bu ¢oziicliler IMI'nin toksisitesini ve biyoyararliligini degistirebilecek formiilanlar (6rn.
dimethyl sulfoxide (DMSO), N-methylpyrrolidone (NMP), propylene carbonate ve diger
¢oziiciiler) igerirler. IMI formiilasyonlar1 kristal kuvars silika ve naftalin gibi toksik
ozellikleri olan kimyasallar1 da icerir.%® Bu bilesiklerin toksisitesi ve bunlarin IMI veya
diger bilesenlerle olasi sinerjik etkileri ile ilgili kii¢iik bir endise bile ciddi olarak dikkate
alinmalidir.%® " Ticari formiilasyonlarmin toprak (50 g/ha ile 320 g/ha) ve yaprak (73
mg/L ile 150 mg/L) icin farkli konsantrasyonlarda olduguna dikkat etmek onemlidir.
Farkli formiilasyonlar i¢in zamanla elde edilen verilerin son degerlendirmesinde,
yapraklarda ve islenmis bitkilerin ¢iceklerinde, yiiksek miktarda IMI oldugu ve kalinti
seviyelerinde tekrarlayan uygulamalarda, giderek artis oldugu belirtilmistir.”* Veriler,
IMI formiilasyonlarinin yillik bazda kullaniminin sonunda birikim yapabilecegini
gostermistir. Son bulgular nedeniyle, neonikotinoid sinifi (IMI igeren) i¢cindeki bazi ticari
iriinler yeniden degerlendirme altina alinmis ve birikimi 6nlemek i¢in daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulmustur.’
IMI, diger yaygin olarak kullanilan pestisitlere kiyasla nispeten kisa bir siiredir kullanilsa
bile, tiim bocek ilaglar1 i¢inde diinyadaki en biiyiik kullanim oranina sahip olmustur.

2.3.1.1. imidacloprid’in Etki Mekanizmasi

IMD’nin etki sekli, nikotinik kolinerjik sinir sistemindeki ndrotransmisyonu

engellemesine dayanir. IMI, bocekler ve omurgalilarda noéronal ve noromiiskiiler
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baglantilarda NAChR'lerine baglanir. nAChR'leri, merkezi katyon gegirgen por
¢evresinde diizenlenmis bes zar proteininden olusan cys-loop ligand kapili iyon kanali
(LGIC) siiper ailesinin iiyeleridir.”> Bu iyon kanallar1 hizla, uyarici kimyasal
norotransmiter  asetilkolinin  (ACh) etkilerini, sinaps seviyesinde membran
depolarizasyonuna doniistiiriir. Reseptor normalde kapali bir durumda bulunur ancak,

ACh baglanmasindan sonra, kompleks kanal agilarak katyonlar i¢in gecirgen olur (Sekil

2.4).
(a)
-
6 nm |
(b) Acetylcholine
Synaptic | binding site
y sPace | — .
3nm p = A 'y} .
X X X X \ 8 ) > ~|‘\/ x
Wa
2 hm CYtosol 3

Sekil 2.4. Nikotinik asetil kolin reseptoriiniin yapisi
(Synaptic space: Sinaptik aralik, Acetylcholine binding site: Asetil kolin

baglanma alani, Cytosol: Sitozol, Gate: Kap1)

IMI reseptor protein iizerine etki edip sinir hiicrelerini uyararak dogal olarak
olusan ACh sinyal tramisyonunu uyarir.”® Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi tarafindan
hizl1 bir sekilde bozunan ACh'nin aksine, IMI ya ¢ok yavas ya da higbir sekilde etkisiz
hale getirilmez.%8 IMI tarafindan uzun siireli nAChR'nin aktivasyonu desensitizasyonuna

neden olur ve reseptoriin bloke edilmesi felce ve 6liime neden olur.
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2.3.1.2. Bocek nACh Reseptorleri

Yesil seftali yaprak biti, beyaz sinek, hamambdcegi, gogmen akasya ve meyve
sinegi dahil olmak tizere bir¢ok zararli boceklerde nAChR'lerinde yiiksek afiniteli IMI
baglanma bolgeleri tespit edilmistir.>* 5 877 2-nitroimino-imidazolidine grubu, bocek
nAChR'lerinin seg¢iciliginde kilit bir rol oynar. Neonikotinoidler protonlanmis degildir ve
kolayca protonlanmis bir azot yerine, elektronegatif bir nitro veya siyano grubu
alabilirler. Bu elektronegatif farmakofor’un da, bocek nAChR'lerinde ki katyonik bir alt
bolgeye baglandigi ileri siiriilmektedir.!® Genel olarak, IMI'nin bécek beyin nAChR 'leri
lizerindeki afinitesi, memelilerdekine gére énemli 6lgiide yiiksektir. Ornegin, IMI'nin
Drosophila sp. reseptorlerine afinitesi memeli reseptdriine olan afiniteden 550 kat daha
fazladir.’®

2.3.1.3. Memeli nACh Reseptorleri

Yapilan c¢alismalar, IMI’nin memeli nikotinik reseptorleri ile de etkilesime
girdigini gdstermistir.”® IMI'nin baglanma afinitesi ve agonist potansiyeli bazi omurgali
tirleri i¢in bildirilmistir ve rekombinant 04p2 tavuk ndral nikotinik asetilkolin
reseptorleri ve o7 reseptorleri ile parsiyel agonist oldugu gosterilmistir.’ 8 8Ayrica fare
BC3HI1 kas hiicrelerinde ve N1E115 neuroblastoma hiicrelerinde ki nAChR'leri tizerinde
agonist etki gsterdigi bulunmustur.8

IMI'ye maruziyeti sonrasi reseptor ve hiicresel diizeyde meydana gelen birkag ek
etkiyi tanimlamak 6nemlidir. Pauly ve ark.®? yaptig1 bir calisma da IMI'nin (3 giinliik
maruziyet sonrasi) fare M10 hiicre hattinda a4p2 nAChR alt tipini up-regule ettigini
gostermislerdir. Bu up-regiilasyon genellikle reseptor desensitizasyonu ile iliskilidir.%
Hiicresel diizeyde, nAChR'lerin aktivasyonunun hemen etkisi hiicre ic¢i kalsiyum
seviyesindeki artis ve daha sonrasinda karmasik bir downstream sinyal yolunu aktive

eden membran depolarizasyonudur.®
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nAChR downstream sinyal yolunda yer alan ana bilesenlerden biri, mitojenle
aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) olarak da bilinen hiicre dis1 sinyalle diizenlenen
kinazdir (ERK). Tomizawa ve ark.®® yaptiklar1 bir ¢alismada IMI, 30 dakika
inkiibasyondan sonra fare néroblastom N1E-115 hiicrelerinde ERK kaskadini harekete
gecirmistir. IMI’nin a4p2 reseptor uyarimi, ERK'nin Ca*? ve protein kinaz C (PKC)
bagimli sekilde fosforilasyonu ile birlesir. Bu sebeple ERK yolu, nAChR’yi uyarimina
katkisindan baska bircok spesifik genin ekspresyonuna da aracilik eder.®® Bircok insan
noropatolojisi, nAChR genlerinin genetik degisikliklerine baglanmistir.®® Bu reseptorler
ayrica Parkinson ve Alzheimer gibi ¢esitli norodejeneratif hastaliklarda farkli seviyelerde
rol oynamustir. Uzun siireli ve diisiik dozlu pestisit maruziyeti, kanser, lireme sagligi
sorunlar1 ve ¢esitli norolojik bozukluklar gibi hastaliklara sebep oldugunu gosteren az da
olsa caligmalar mevcuttur ve bu calismalarin sayilari giderek artmaktadir.®’

2.3.1.4. Imidakloprid’in Cevresel Etkileri

Tarimda zaralilarin kontrolii i¢in kullanilan pestisitlerin uygulanmasindan sonra
farkli ulasim ve doniisiim siirecleri ortaya ¢ikabilir. Bir pestisitin kaderi, ortamin ii¢ ana
kompartimanda ki davranigin igerir: hava, toprak ve su. Genel olarak, IMI'nin gevreye
yayilmasinin ana yollar1 aquatik fotoliz, mikrobiyal bozunma ve bitkilerin alimidir.
Hava: IMI'nin bazi1 formiilasyonlari, alan dis1 bolgelere siiriiklenmeye izin veren spreyler
olarak uygulanir. IMI’nin diisiik buhar basinc1 (20°C’de 2 x 107 Pa) ve diisiik toprak
adsorpsiyon katsayisi, toprak ve yapraktan buharlasma oldugunu gosterir. Bu alandaki
sprey uygulamalarindan hemen sonra toplanan hava orneklerinde IMI kalintilar
saptanmamistir. 389

Toprak: IMI igin suda ¢oziiniir olmasi ve diisiik Koc degeri (Toprak Organik
Karbon-Su Ayrisma Katsayisi), toprak pargaciklarina adsorpsiyonunu azaltir. Yapilan
alan ¢aligmalari ile IMI i¢in genis bir DT50 degeri oldugu belirlenmistir. DT50, pestisitin

uygulanan alanin % 50'sine dagilmasi i¢in gereken siiredir ve IMI igin bu deger yaklasik
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80 giin ile 2 y1l arasinda degisebilir. °* 92 Toprakta IMI kalic1l1g1, toprak tipi, pH ve toprak
ortiistiniin varlig1 veya yoklugu gibi ¢ok ¢esitli faktorlere baglidir. Hareketliligi de
etkileyen ¢ok Onemli faktorler ise, aktif maddelerin kimyasal yapisi ve formiilasyon
ozellikleridir.% Ayrica, toprak kalitesini iyilestirmek i¢in kullanilan organik maddeler
(organik giibreler) IMI'nin toprakta bozulmasini yavaslatir.%

Su: IMI'nin sudaki ¢oziinlirligii nispeten yiiksektir. Genel olarak, IMI suda
kalicidir ve kolay biyobozunur degildir.** pH'nin IMI'nin sudaki kalicilig1 iizerinde ki
etkileri incelendiginde, alkali kosullar da yar1 Omriiniin ve kalicihi@inin arttigi
gdzlemlenmistir. Normal cevrede ki pH degerlerinde hidrolizi 30 giinden fazladir.%
Bocek ilacinin formiilasyonu da ayrica IMI kalicilig {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
Ornegin, sudaki Gaucho 70WS toz formiilasyonu, Confidor 200SL likid
formiilasyonundan daha kalicidir.%®

2.3.1.5. imidacloprid’in metabolik iiriinleri

Pestisitler, ¢evrede, bitkilerde veya organizmalarda, transformasyon iiriinleri
(TP'ler) ad1 verilen ¢ok sayida farkli iirline doniigebilirler. Bu metabolik iiriinler genellikle
bir pestisitin kendisi tarafindan ulagilamayacak alanlara ulasabilir. Toprak-su ortaminda
yiiksek polarite ve hareketliliklerinden dolayi, TP'ler ana bilesikten daha kolay ylizey ve
yer alt1 sularma erisebilirler.®® Bu iiriinler ana bilesikten daha toksik ve daha kalict
olabilirler.” % IMI’nin kimyasi, etkinligi veya kararlihig ii¢ islemle degistirilen
nitrometilen tiirevleri tizerinden yiirtir: (1) heterocyclic halkanin bir imidazolidin
halkasina doniismesi; (2) nitromethylene grubun nitroiminoya modifikasyonu; (3) bir
pyridine grubun tanmtilmasi.®® Tiim doniisiim siiregleri bu ii¢ olas1 yolla iliskilidir.
Toprakta IMI'nin TP'leri tipik olarak IMI-iire, 6-chloronicotinic acid (6-CNA) ve 6-
hydroxynicotinic acid .%-1% IMI degrade oldukca suda daha fazla ¢oziiniir ve sulu alanlara
daha ytiksek konsantrasyonda sizar ve kirlilik yaratma potansiyeli daha da artar. 6-CNA,
IMI'nin nihai déniisiim iiriinlerinden biridir ve suda yiiksek ¢oziiniirliigi (2 g/L™?)
nedeniyle topraktan sulu ortama sizabilir.
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IMT’nin sudaki baslica fotoliz yikim iiriinii 6-chloronicotinic aldehid, 6-chloro-N-
metil nikotin acid amide, 6-chloro-3-piridil metil etilen diamid, IMl-iire, 6-
hydroxynicotinic acid ve kiigiik bir kirilma iiriinii IMI-guanidindir.’®® Mabhsiiller
tarafindan alinan IMI, desnitro-IMI, 5-hidroksi IMI ve 6-CNA dahil olmak iizere bir¢ok
ana lirline metabolize edilir.

Hayvanlardaki neonikotinoid bilesiklerinin in vivo metabolizmasi yoluyla iiretilen
TP'ler (fare ve rat) ¢cok sayida ve iyi bilinen metabolitlerdir. IMI'nin metabolizmasi
karmasiktir ve kegilerde, kemirgenlerde ve yumurtaci tavuklarda incelenmistir.’® Sekil
2.5’ de gosterildigi gibi ratdaki IMI metabolizmasi i¢in iki ana yol mevcuttur. *° Ilk rotada
IMI, oksidasyon ile imidazolidine ve bu da 6-CNA'ya hidroliz edilir. Ikinci yol,
imidazolidin halka hidroksilasyonu (4- ve 5-hidroksi-IMI olusumu), ardindan suyun
elimine edilmesi ve olefin-IMI olusumunu icerir.'%% 103

IMI biyotransformasyonunda onemli enzimler sitokrom p450 (karaciger
mikrozomal CYP450) ve sitozolik aldehit oksidazdir (AOX).!1%* CYP3A4, IMI’nin
imidazolidin halkasini okside eder ve nitroguanidin siibstitiientini azaltir; AOX, IMI'nin
nitroguanidin kismini azaltir.%% 195197 Neonikotinoidin metabolizasyonu bunlarin nAChR

tizerindeki toksisitesini ve etki potansiyelini azaltabilir veya arttirabilir.

*
* * M\
oo ea . NN ea:
o
P
o N7 NNO, c” N NNO, C~ N NNO
5-hydroxy imidacloprid (IMI) nitrosoimine
J A B |
*
* ' M
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Sekil 2.5. Insan CYP450 izozimlerinin IMI metabolizmasindaki alternatif yollar.
(A) 5-hidroksi ve olefin tiirevlerini vermek iizere imidazolidin par¢asinin hidroksilasyonu ve
desatiirasyonu. (B) Nitrosoimin, guanidin ve iire tiirevlerini olusturmak i¢in nitroimin vericisinin
indirgenmesi ve boliinmesi. Y1ldiz isaretleri, trityum etiketlemenin pozisyonlarini belirtir.1%
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2.3.2. Acetamiprid
Acetamiprid ((E) -N1 - [(6-kloro-3-piridil) metil] -N2-siyano-N1-metilasetamidin),
135410-20-7 CAS numarali, sistemik ve genis spektrumlu bir insektisit olup kloronikotin

sinifina ait bir pestisittir (Sekil 2.6).1%

Cl N

CHy
SN—C
| TSN—C=N
CH,

2C

Sekil 2.6. Acetamiprid’in kimyasal yapisi. 1%

2.3.2.1. Bocek nACh Reseptorleri

Acetamiprid de imidacloprid gibi bir 6-chloro-3-pyridyl kismi igerir ve bu nedenle
her ikisi de nAChR'lerin gii¢lii agonistleridir ve yapisal olarak nikotin ve epibatidine
benzerler. Liu ve ark. ve Buckingham ve ark. g¢esitli neonikotinoidlerin olasi
toksisitelerinin, bocek nAChR i¢in gosterdikleri afinite ile yakindan iliskili oldugunu
ifade etmislerdir.*1% 1!

2.3.2.2. Acetamiprid’in Ekolojik Risk Etkileri Ve Cevresel Akibet Bulgular:
EPA 15 Mart 2002 tarihli pestisit ve zehirli maddeler bildirisinde ACE’nin ¢evresel
riskleri ve akibeti ile ilgili sunlar yaymlanmigtir.1!2

Cevresel Akibet

* ACE aerobik toprak metabolizmas: ile hizlica ayrigir

* Diisiik kullanim oran1 ve hizli bozulma nedeni ile toprak i¢in risk olusturmaz

» Icme suyundaki gevresel kalintilarinin diisiik oldugu tahmin edilmektedir.

» ACE, balikta ve tortullarda biyolojik olarak birikmez.
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» ACE, diger bir¢ok insektisitlere gore ¢cevreye diislik toksisite riski olugturur

Ekolojik Etkiler

* ACE kullanim1 balik ve yaban hayati i¢in asgari risk olusturur

» ACE’nin toksisitesi boceklere karsi se¢icidir, ancak bazi kullanimlar hedef dis1
su omurgasizlari i¢in risk olusturabilir.

» ACE sadece arilar i¢in orta derecede toksiktir.

» ACE kullanimi, tehdit altindaki ve tehlike altindaki tiirler i¢in genellikle diisiik
risk olusturur

* ACE kullanimi, hedef dis1 bitkiler i¢in minimum risk olusturur
ACE, 22 C%de pH’s1 4, 5, 7 ve 9 ¢ozeltilerde nispeten kararlidir. Suda fotolizi 25C° de
pH 7'de 34 giinliik yar1 dmre sahiptir.

Mevecut veriler, ACE’nin hizli bozuldugu i¢in yer alt1 sularina sizma potansiyelinin daha
az olacagin1 gostermektedir. Bilesik icin birincil bozunma yolu, aerobik toprak
metabolizmasidir, bu da toprakta hizli1 biyobozunmaya yol agar.

Metabolitlerinin yer alt1 suyuna sizma potansiyeli, ana kimyasal maddeden daha
yiiksektir. Ana bozunma iirlinliniin ¢evredeki hareketliligi ve kaliciligi, yeraltt suyu
kirlenmesine neden olabilir. Ancak, tiim kullanim alanlarinda bu tiir kirlenmenin
toksikolojik dneme sahip olmayacagi yoniindedir.'?

2.4. Probiyotikler

Probiyotik kelimesi Yunancadan “yasam i¢in” olarak terciime edilmistir. ilk tanim
Parker tarafindan 1974 de : ‘Organizmalar ve bagirsak mikrobiyal dengesine katkida
bulunan maddeler’ olarak yapilmistir ancak bu tanim daha sonra Fuller tarafindan 1989
yilinda : " Bagirsak mikrobiyal dengesini diizenleyerek konakgiyr yararli bir sekilde
etkileyen canli bir mikrobiyal gida takviyesi " olarak tanimlamistir. Bu son versiyon en

yaygin kullanilan tanimdir ve bilimsel olarak yaygin bir kabul kazanmistir. Bir probiyotik
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bu nedenle bagirsak sagligina faydali oldugu goriilen canli mikroorganizmalar1 diyete
dahil edecektir.!*®

Probiyotiklerin uzun bir tarihi vardir. Aslinda, insanlar tarafindan bakteriyel
iceceklerin aliminin ilk kayitlar1 2000 yildan daha eskidir. Ancak, bu yiizyilin basinda
probiyotikler ilk olarak Paris'teki Pasteur Enstitiisi'nde Metchnikoff'un c¢aligmalari ile
bilimsel bir temele oturtulmustur. Metchnikoftf (1907), Bulgar koyliilerinin uzun émiirli
oldugunu gozlemlemis ve bunu da eksi siit alimini artirmalar ile iliskilendirmistir. Bu
caligmalar sirasinda, normal bagirsak mikroflorasinin konak iizerinde olumsuz etkiler
yaratabilecegini ve bazi bakteri tiikketiminin bu etkiyi tersine c¢evirebilecegini
varsaymistir. Metchnikoff, su anda geleneksel yogurt {iretiminde siitii mayalamak i¢in
kullanilan Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ile Lactobacillus delbruckeii
subsp bulgaricus olarak adlandirilan saf kiiltiirleri kullanarak tedaviyi gelistirmistir. Daha
sonraki arastirmalar, bagirsakta bakteri izolatlarinin probiyotik olarak kullanimina
yonelik yapilmaktadir. Yillar gegtikce birgok mikro organizma tiirii kullanilmistir. Bunlar
esas olarak laktik asit iireten bakterilerden (lactobacillus, streptococcus, enterococcus,
laktococcus, bifidobacterium) ve ayrica Bacillus spp ve Saccharomyces spp. ve
Aspergillus spp gibi mantarlardan olusur.*®

Yaygin probiyotik kullanimima ragmen, yaklasimin bazi zorluklari olabilir.
Kullanilan bakteriler genellikle anaerobiktir ve asir1 sicakliga maruz kalamazlar. Etkili
olabilmeleri i¢in, probiyotik genis bir spektruma sahip olmalidir. Kullanim sirasinda ve
depolamada probiyotik canli ve kararli kalmali ve bagirsak ekosisteminde hayatta
kalabilmeli ve konak¢i da probiyotikten faydalanmalidir. Bu nedenle, ekzojen
bakterilerin bagirsaklara saglam ve uygulanabilir bir formda ulasmasi ve yerlesmesi ve
avantajlarin1  sergilemesi Onerilmektedir. Bunu yapabilmek icin, mikroplarin

gastrointestinal sistemdeki bir takim fiziksel ve kimyasal engelleri asmas1 gerekir. Bu
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engelleri de mide asiti ve safra asit sekresyonu olusturur. Ayrica, kolona ulagsmak {izerine
probiyotiklerin muhtemel bir strese maruz kalip hayatta kalma sanslar1 tehlikeye
girebilir.1t

2.4.1. Probiyotiklerin beslenme ve tedavi ortamlarinda etkili olabilmesi i¢cin
gereken ozellikleri

Beslenme durumunu ve/veya konagin sagligimmi gelistirmek i¢in ekzojen veya
endojen olarak bir probiyotik kullanilabilir. Ekzojen kullanom durumunda,
mikroorganizmalar en yaygin olarak ¢esitli yiyecekleri mayalamak i¢in kullanilir ve bu
islem sayesinde besinleri biyolojik olarak kullanilabilir hale getirebilir ve koruyabilir. Ek
olarak da, mikroorganizmalar, yogurttaki laktoz gibi sekerleri metabolize edebilir ve bu
yiyecegi laktoz intoleransindan muzdarip olan kisiler tarafindan tiiketilebilecek hale
getirebilirler. Ekzojen olarak kullanilan probiyotiklerin faydali olabilmeleri i¢in gereken
ozellikler, yiyecek ve organizmanin bulunacagi yerde iireme kabiliyeti ve yukarida
bahsedilen olas1 yararl etkilerinin sonucundaki spesifik metabolik 6zellikleridir. Se¢ilen
organizmanin terapdtik ve nutrisyonel olarak faydali olmasi, istenen spesifik 6zelliklerine
bagl olacaktir. Bu, klasik biyolojik se¢im teknikleri veya genetik miihendisligi ile
saglanabilir. Gastrointestinal kanalda bir etki gostermek i¢in konakgi tarafindan alinan
probiyotikler belirli 6zelliklere sahip olmak zorundadir.!t® 114

Probiyotik susun aktif oldugu yerde yasayabilmesi ¢ok dnemlidir. Daha uzun ve
belki de daha yiiksek bir aktivite i¢in, tiiriin bu spesifik konumda ¢ogalarak kolonilesmesi
gerekir. Muhtemelen sadece konakg¢iya 6zgii mikrobiyal tiirler, yerli mikroflora ile
rekabet edebilmekte ve nisleri kolonize edebilmektedir. Ayrica, probiyotik susu
bagisiklik sistemi tarafindan tolere edilmeli ve probiyotik susuna kars1 antikor olusumuna

neden olmamalidir. Bu nedenle, konakg¢1 probiyotige immiin toleransli olmalidir. Ote

yandan, probiyotik sus bir adjuvan olarak hareket edebilir ve bagisiklik sistemini
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patojenik mikroorganizmalara karsi uyarabilir. Bir probiyotigin konak¢1 i¢in zararsiz
olmasi gerekmektedir, 13 114

Mikroorganizmanin  kendisi, fermantasyon {iriinleri veya bakterilerin
azalmasindan sonra, lokal veya genel patojenik, alerjik ve mutajenik/kanserojen
reaksiyonlar provoke edilmemelidir. En 6nemli 6zelliklerinden biri de tiiriin genetik
olarak stabil olmasidir. Belirli faydali 6zelliklerin yani sira, iddia edilen bilimsel
degerlerini belirlemek icin bu genel sartlarin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu
gereksinimler bir dizi in vitro deneyler sirasinda taranabilir. isleme kosullar1 ve
saklanmas1 sirasinda, probiyotik suslarinin kiiltiir kosullar1 ve canli kalabilirligi gibi in
vitro olarak test edilebilecek asgari gereksinimler i¢in bir dizi kararlarin (kurallarin)
olmas1 gerekmektedir. Ornegin diisiik pH degerleri, mide, safra, bagirsak, pankreas
salgilarina ve bagirsak veya solunum yolu mukusuna duyarlilik, patojenik

mikroorganizmalarla etkilesimler 6nem tasir. Bu in vitro deneyler basarili olursa,

hayvanlar veya insanlarda in vivo deneyler sirasinda daha fazla arastirma yapilabilir

(Tablo 2.6). 113114

Tablo 2.6. Probiyotiklerde bulunmasi gereken 6zellikler

e Aktif olmasi gereken yerdeki ¢cevresel kosullarda yasayabilmesi

e Aktif oldugu yerde ¢ogalma ve / veya kolonizasyon

e Probiyotik susa kars1 bagisiklik reaksiyonunun olmamasi

e Probiyotik susun kendisi tarafindan ya da fermentasyon firiinleri veya bakteri
azalmasindan sonra kendi hiicre komponentlerinin patojenik, toksik, alerjik, mutajenik
veya kanserojen reaksiyon gostermemesi

e Genetik olarak stabil ve plazmid transferinin olmamasi

o Kolay ve tekrar iiretilebilir olmasi

e Isleme ve depolama sirasinda yasayabilir olmasi
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2.4.2. Probiyotiklerin iddia edilen faydah ozellikleri

Simdiye kadar, mikrofloranin, konak¢iya 6zgli ve yere 0zgii bilesiminin ¢ok

karmasik oldugu ve konake1 i¢in yararli 6zelliklere sahip oldugu gésterilmistir. insanlar

i¢in spesifik mikrobiyal suslarin 6nemli rol oynayabilecegi belirtilmektedir. Bunlar;

Kemik 1iligi nakli ile baglantili olarak antibiyotiklerle gastrointestinal
dekontaminasyondan sonra,

Bagirsak, solunum ve iirogenital yollarin mikroflorasinin kolonizasyon direncinin
arttirilmasi,

Serum kolesterol seviyesini diisiirmek,

Bagirsak igeriklerinin mutajenitesinin inhibe edilmesi ve bagirsak tiimorlerinin
goriilme sikliginin azaltilmasi,

Bagisiklik sistemi ile spesifik olmayan etkilesimler,

Laktozun metabolize edilmesi ve bdylece laktoz intoleransinin azaltilmasi,

Yasli insanlarda kalsiyum emilimini arttirmak ve bdylece kemiklerin
kireglenmesini engellemek,

Vitaminlerin sentezi ve proteinlerin sindirimi

Probiyotik yiyecekler giderek daha popiiler hale gelmektedir. Bifidobacterium

Sp.’un bir¢ok saglik yararlari ileri siiriilmektedir ve bu nedenle bu organizmalarin diyete

dahil edilmesinin sagligin korunmasinda 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Probiyotiklerin

ayn1 zamanda antikarsinojenik 6zelliklere sahip oldugu iddia edilmektedir ve etkilerini

prokarsinojenlerin ortadan kaldirilmasi, prokarsinojenik enzimlerin modiilasyonu ve

timor baskilanmasi ile gosterdikleri bilimsel ¢aligmalarda ifade edilmektedir. Ayrica,

probiyotik tiikketimi antibiyotik tedavisi sonrasi bagirsak florasinda ki dengeyi yeniden

kurmak icin ideal yontemdir. Fermente siit ve yogurt gibi spesifik siit tiriinlerindeki

bakteriyel kiiltiirlerin faydali yonleriyle ilgili artan bir uzlasma vardir. Deneysel ve
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epidemiyolojik ¢alismalar, siitiin fermente edilmesi i¢in rutin olarak kullanilan fermente
siit ve bakteri kiiltiirlerinin baz1 kanser tiirlerinin riskini azalttifina ve bazi tiimorlerin ve
tiimor hiicrelerinin biiyiimesini engelledigine dair kanitlar sunar.!!3 114

2.4.3. Probiyotik organizmalarin siniflandirmasi

Giiniimiizde probiyotik olarak kullanilan bir¢ok farkli mikroorganizma vardir.

Tablo 2.7. Probiyotik iiretiminde kullanilan bazi mikroorganizmalar!'®

insanlar icin kullamilanlar Hayvan beslemede kullanilanlar

L. acidophilus L. acidophilus B. mesentericus

L. casei Shirota L. casei B. licheniformis

L. delbrueckii subsp. bulgaricus L delbrueckii subsp. B. subtilis

L. johnsonii L. plantarum B. natto

L. reuteri L. reuteri B. toyoi

L. rhamnosus L. fermentum Pediococcus pentosaceus
Bifidobacterium adolescentis L. brevis Aspergillus oryzae

B. bifidum L. helveticus Candida pintolopesii

B. breve B. bifidum Saccharomyces cerevisiae
B. longum B. brevis Torulopsis spp.

B. infantis B. pseudolongum Pediococcus acidilactici
S. salivarius subsp. thermophilus  B- thermophilus Enterococcus faecium

Saccharomyces boulardii

Lactobacillus tiirleri: Lactobacillus, insan gastrointestinal ve genitoiiriner
kanallarinda zorunlu ve fakiiltatif anaerob olan bir grup laktik asit iireten gram pozitif
basildir. Laktobacillus adi, bakterinin laktoz sindirme yeteneginden ziyade, laktik asit
iretme kabiliyetini ifade eder. Bunlar "dost" bakteriler olarak kabul edilir ve biiyiime
faktorlerini tesvik etmek ve minerallerin biyoyararlanimini arttirmak dahil olmak iizere
GIS de yeniden kolonize edilmeleri amaciyla alinirlart>*Y

Lactobacilli ayrica mukozal bariyeri stabilize eder ve C. difficile'nin neden oldugu
ishal, kramp ve daha az yaygin psddomembrandz kolit (PMC) gibi yan etkileri bagirsak
gecirgenligini azaltarak iyilestirebilir.
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Bifidobacterium tiirleri: Bifidobacterium, anaerobik, gram pozitif, spor
icermeyen, pleomorfik bir basildir. Bifidobacterium cinsindeki bakteriler, glikoz
kullaniminin yan {irtinleri olarak laktik ve asetik asit tiretir. BB536, ilk olarak saglikli
bebeklerin bagirsak kanallarindan izole edilen bir tiir probiyotik bakteridir.
Bifidobacteria, Lactobacillus tiirleri ve probiyotik maya Saccharomyces boulardii ile
birlikte, Helicobacter tedavisinin olumsuz etkilerini azalttig1 belirtilmigtir.!*> 118

Bacillus tiirleri: Bacillus coagulans, laktik asit lireten bir Gram-pozitif basildir
ve bu nedenle genellikle laktobasil gibi laktik asit bakterileri olarak yanlis siniflandirilir.
B. coagulanlar, laktobasillus ve bifidobacterium gibi diger probiyotiklere benzer sekilde
terapotik olarak kullanilir; ancak, B. coagulans normal insan florasmin bir bileseni
degildir. Normal florayi restore etmede etkili olmak ve patojenik kolonizasyonu dnlemek
i¢in, probiyotiklerin bagirsak mukozasinda kalic1 olma ve kolonilesme kabiliyetine sahip
olmalar1 gerekir. Bacillus sporu insanlar tarafindan alindiginda, sporun bagirsakta
¢imlenme yetenegine sahip olup olmadig: veya kolonizasyonun meydana gelip gelmedigi
bilinmemektedir. B. coagulanlar, ¢esitli mekanizmalar yoluyla patojenik bakteri
kolonizasyonunu azaltabilirler. B. coagulanlar, antibakteriyel aktiviteye sahip olan ve bu
mekanizma yoluyla patojenik bakteri iremesini azaltabilen koagulin ve laktik asit liretir.
Hayvan caligmalari basil sporlarmin yutulmasimin bagisikhik yanitini - arttirdigini
gostermektedir. 11> 119

Saccharomyces spp.: Saccharomyces cerevisiae olarak da bilinen S. boulardii,
coklu etiyolojilerden kaynaklanan ishalin tedavisinde ve oOnlenmesinde kullanilan,
patojenik olmayan bir maya tiiriidiir. S. boulardii, Cinhindi'de bulunan tropik meyvelerin
kabuklarindan izole edilmistir. Cinhindi yerli halki uzun zamandir bu meyve kabuklarini

ishali Onlemek ve tedavi etmek ig¢in kullanmistir. S.Boulardii, canli maya

organizmalarinin liyofilizasyonu (dondurarak kurutma) ve laktoz kullanilarak kapsiil
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seklinde hazirlanir. S. boulardii, diger S. cerevisiae suslarindan fenotipik kriterler ile ayirt
edilemez. Karsilastirmali molekiiler ¢alismalar, S.Boulardii'nin genetik olarak
S.cerevisiae ile ¢ok yakin ve neredeyse ayni oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte,
metabolik ve fizyolojik olarak, S. boulardii, 6zellikle bir mikroorganizmanin probiyotik
olarak kullanilmasi i¢in 6nemli 6zellikler olan biiylime verimi, sicaklik ve aside karsi
direnc ile ilgili olarak S.cerevisiae'den farkli bir davranis sergiler.!?

2.4.4. Probiyotiklerin Olas1 Etki Mekanizmalari

Probiyotiklerin yararli etkilerini gergeklestirdikleri mekanizmalar tam olarak

aciklanmamistir. Bununla birlikte, olumlu etkilerinin ¢ogunu aciklayan c¢esitli
mekanizmalar vardir.1%
Bu mekanizmalardan biri, GIS epitel hiicrelerine baglanma icin diger patojen
mikroorganizmalar ile yarismasidir. Pek ¢ok patojenik organizma, etkili bir sekilde
kolonilesmek icin GI sistem epiteli ile birlesmelidir.'?> Ancak bazi bifidobacteria ve
lactobacilli tiirleri, epitellere yapisabilir ve patojenlerin mukozaya yapigsmasini dnleyerek
"kolonizasyon bariyerleri" olarak hareket edebilir.!?®> Bu etki Lactobacillus rhamnosus
susu GG ve Lactobacillus plantarum 299v ile gosterilmistir. Bu organizmalarin her ikisi
de, Escherichia coli'nin insan kolon hiicresine baglanmasimi Onleme kabiliyetini
gdstermistir.1?*

Bir baska olas1 etki mekanizmasi, antimikrobiyal bilesik sentezi yoluyla
mikrobiyal floranin yapisinin degistirilmesidir.!?® Pek ¢ok laktobasilli ve bifidobakteri
tiirlii bakteriyosin ve antimikrobiyal bilesikler iiretir. Bakteriyosinler “biyolojik olarak
aktif protein kismi igerir ve bakteriler tarafindan {iretilen bakterisidal etkili bilesikler”
olarak tanimlanmaktadir.?®

Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen diger biyolojik aktif bilesikler arasinda

hidrojen peroksit, diasetil ve kisa zincirli yag asitleri bulunur. Bu bilesiklerin probiyotik
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organizmalar tarafindan salinmasi, mikrofloranin modifikasyonuyla sonuglanir.!?’

Bununla birlikte, tiim laktobasil veya bifidobakteri suslar1 antimikrobiyal bilesikler
iiretmez ve bu nedenle, patojenik organizmalarin yani sira faydali bakteriler de negatif
etkilenebilir.*?

Ayrica probiyotiklerin immiin yanit1 uyarabildigi de gozlenmistir.!?® Bu immiin
yanit, artan immiinoglobulin-A (IgA) salgilanmasi, yiiksek sayida dogal 6ldiiriicii hiicre
veya makrofajlarm fagositik 6zelliklerinin gelistirilmesi seklinde olabilir.** IgA'nin artan
salgilanmas1  bagirsaktaki patojen organizmalarin sayisin1 azaltabilir, bdylece
mikrofloranin kompozisyonunu iyilestirebilir.!?® Bu immiino-modiilatér etkilerinden
dolay1, bazi arastirmacilar probiyotiklerin sadece bagirsak ve tirogenital patojenlerle
savasmakla kalmayacagini, ayn1 zamanda enflamatuar bagirsak hastaligi (IBD), posit,
gida alerjisi gibi durumlar da ve asilamada adjuvan olarak faydali olabilecegini
diisinmektedirler. 3% 132

2.5. Probiyotikler ve pestisitlerin iliskisi

Genis toprak alanlari, agir metal (HM'ler) birikintileri ve pestisit spreyleme ile
kontamine edilmistir. Zararlilarin kontrolii i¢in uygulanan pestisitlerin % 0.1'inden azi
hedef zararlilara ulagmaktadir. Bu nedenle, kullanilan pestisitlerin % 99.9'dan fazlasi,
halk sagligim ve faydali biyotayr olumsuz etkilemekte, topragi, suyu ve ekosistemi
kirletmektedir. Bu nedenle, bu ¢evresel kirleticiler viicuda kolayca su ve diyet yoluyla
bulagir, inflamasyon, oksidatif stres ve bagirsak bozuklugu gibi olumsuz etkiler yaratir.
Cevreden kaynaklanan kirleticilerin giderilmesi, diinya ¢apinda ciddi bir endise haline
gelmigtir.  Pestisitlerin neden oldugu zararlara karsi savagsmak icin pahali ilaglar
gelistirilmis ve uzun siireli tedaviler uygulanmistir.’®® Bu nedenle bocek ilaglarmin

olumsuz etkilerini azaltmak i¢in daha ekonomik alternatifler gerekmektedir. Yeterli

miktarda takviye edildiginde insan saghigina fayda saglayan probiyotikler ve canli
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mikroplar, gida kaynakl kirleticilere kars1 koruma i¢in umut verici bir ara¢ olarak kabul
edilmektedir. 134142

Probiyotiklerin; pestisitler, agir metaller ve aflatoksin gibi c¢evresel toksinlerin
emilimini profilaktik olarak énleme potansiyelini tespit etmek i¢in ¢esitli arastirmalar
yapilmaktadir. Bazi pestisitlerin mikrobiyota tarafindan iiretilen enzimler tarafindan
metabolize edildigi bilinmektedir. Ozellikle laktobasillerin giinliik {iriinlerde ve bugday
da organofosfat pestisit kontaminasyonunu azalttigi gosterilmistir. Bunun etki
mekanizmasi belirsizligini korumakla birlikte genellikle bakterinin fosfataz yetenegine
bagl oldugu ileri siiriilmiistiir.1*® Organofosfat insektisit olan klorpirifos, mikrobiyota
tarafindan biyotransformasyon yoluyla 3,5,6-trikloro-2-piridinol olan daha toksik bir
molekiile metabolize edilir, bu da konake1 sagligi iizerinde biyolojik olarak daha olumsuz
sonuglara yol acar. Oysa bazi bakteri tiirleri, 6rn. Pseudomonas spp. gastrointestinal
sistemde bulunan L. lactis, E. coli ve L. fermentum, tek karbon ve enerji kaynaklari olarak
3,5,6-trichloro-2-pyridinol’ii kullanabilmektedir.144-146

Bir¢ok calisma, probiyotiklerin canliligini, kolonilesme kabiliyetini ve toksik
maddelere baglanma kapasitesini analiz etmistir. Lactobacillus casei DN114001 susu, in
vitro heterosiklik aromatik aminlere baglanabilir ve bu aminlerin konsantrasyonunu ve
genotoksisitesini azaltabilir.X4” Lactobacillus reuteri NRRL14171 susu ve Lactobacillus
casei Shirota susu ile bifidobakteri suslari aflatoksin Bl'e baglanabilir ve bagirsak
sisteminde aflatoksinlerin emilimini onleyebilirler.*® 49 Lactobacillus kefir suslari,
Clostridium difficile toksinlerini ylizey katmani (s katmani) proteinleri ile
baglayabilmislerdir.*>

In vitro, hiicre kiiltiirii kullanan ve in vivo hayvanlarda yapilan calismalar,
probiyotiklerin toksik maddelere baglanabilecegini ve emilimlerini dnleyebilecegini

gostermistir. Ornegin probiyotiklerin koruyucu etkilerini gostermek icin yapilan bir
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calismada, etanoliin neden oldugu karaciger hasar1 olusturulmus rat modelinde,
aflatoksinlerin emiliminin, probiyotikler tarafindan azaltildig1 gosterilmistir.'>*

Kanitlar Lactobacillinin akut ve kronik kadmiyum (Cd) toksisitesini
hafifletebildigini, organizmalar1 pestisitlerin  toksisitesine karsi korudugunu,
antibiyotiklerle iliskili ishal riskini azalttigin1 (AAD) ve bagirsak mikrobiyotasini (GM)

yeniden dengeledigini gdstermistir.1®* 153

Bagirsak florasmnin, bagisiklikligin
diizenlenmesi, metabolizma ve ayrica gesitli kirletici maddelerin biyoyararlanimi ve
toksisitesinde dnemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Giiclii kanitlar bagirsak florasinin
probiyotikler tarafindan degistirilebilecegini ve ¢evresel Kirleticilerin detoksikasyonuna
katkida bulunabilecegini gdstermistir.>*>" Malathion’a maruz kalmis farelerde bagirsak
mikrobiyom gelisimi etkilenmistir.®® Glyphosate’in kanatli mikrobiyotas: iizerindeki
etkisi, Salmonella entritidis, Salmonella gallinarum, Salmonella typhimurium,
Clostridium perfringens ve Clostridium botulinum'u igeren patojenik bakterilere
rezistansin artmasi ve Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Bacillus badius,
Bifidobacterium adolescentis ve Lactobacillus spp gibi yararli bakterilerin ¢ogunun da
duyarhiliklarinin artmast ile ispat edilmistir.*°

Laktobaciller pestisitlere bagli oksidatif strese ve hiicresel hasara kargi koruma
saglar. Birkag arastirma, endosiilfanin indiikledigi karaciger ve bobrekte artan oksidatif
stres ve MDA konsantrasyonunun Laktobacillus plantarum BJ0021 takviyesi ile
diisebilecegini gostermistir.’®® Baska bir calisma Laktobacillus casei ATCC334%in
kanserojen 1 2-dimethylhydrazine maruz kalan ratlarda DNA hasarini azaltabilecegini
gostermistir. 16!

Probiyotikler bagirsak bariyerinin biitiinliiglinii korur ve pestisitlerin emilimini

azaltir.?8? Yapilan bir ¢alismada L. plantarum MB452'nin Caco-2 bagirsak hiicre hattinda
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okludin, ZO-1, ZO-2 ve cingulin gibi hiicreler arasi siki baglantilari olusturan proteinlerin
ekspresyonlarmi arttirdig1 bulunmustur. 163

Lactobacilli, pestisitlere karsi koymak icin konagin kendi bagisiklik ve
detoksifikasyon mekanizmalarin1 harekete gecirir ve patojen invazyonunu azaltir.
Probiotik L. plantarum ATCC14917, imidakloprid'e maruz kalmis meyve sinegindeki
immiiniteyi uyardigim1  ve patojenik mikroorganizma (Serratia marcescens)
enfeksiyonlarmi azalttigini gostermistir.'%*

Pestisitlerin neden oldugu zararlara kars1 savagsmak i¢in pahali ilaglar gelistirilmis
ve uzun siireli tedaviler uygulanmistir.*® Bu nedenle bocek ilaglarinin olumsuz etkilerini
azaltmak icin daha ekonomik alternatifler gerekmektedir.

Literatiirdeki calismalar, pestisit intoksikasyonunda probiyotik olarak kullanilan
bakterilerin etki mekanizmalarini agiklamaya calismistir ancak mayalarin burdaki rolleri
ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda; ratlarda neonikotinoid
pestisitler ile olusturulan kronik toksisite deneyinde; karaciger, bagirsak, bobrek ve beyin
dokusu tizerinde pestisitlerin olas1 toksik etkilerinin bir probiyotik olan Saccaromyces
Boulardii ile 6nlenilmesi amaglanmistir.

2.6. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin

DNA baz mutasyonlari iginde en ¢ok bilinen 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-
OHdG) guanin bazi ile 8.pozisyonda etkilesime girerek oksidasyona neden olur ve
DNA ’nin oksidatif hasar1 sonucunda meydana gelir.1® DNA da endojen oksidatif hasarin
Ol¢iilmesinde etkili bir biyobelirte¢ olan 8-OHAG karsinogenezin de baslatilmasinda ve
ilerletilmesinde bir faktordiir. Insanlarin tiitiin duman, asbest, agir metaller ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar gibi kansere sebep olan maddelere maruz kalmalar1 sonrasinda

DNA hasarini belirlemek i¢in biyobelirteg olarak kullanilmaktadir. Son yillarda, 8-OHdG
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sadece biyobelirte¢ olarak degil, kanser de dahil olmak {izere bir¢ok hastalikta risk
faktorii olarak caligilmistir. 66

2.7. Glial Fibriller Asidik Protein

Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP) olgun astrositlerin hiicresel iskeletine 6zgii
intrastoplazmik filamentli proteindir ve astrositlerin farklilasmalarinda 6nemli rol

oynar.¢’

Omurgalilarin merkezi sinir sistemin de travma, genetik bozukluklar veya
kimyasal hasar sonucu yaralanma da astrositler reaktif hale gelir ve astrogliosis olarak
adlandirilan siirece girerler. Astrogliozis, GFAP'n hizl1 sentezi ile karakterize edilir ve
protein igerigindeki artis veya GFAP antikoru ile immiino-boyama ile gdsterilir. %
Merkezi sinir sistemi hasarlarinda, GFAP’1n artisinin kritik bir rol oynadig1 ve belirgin
bir artisinin olmas1, hasar kontroliinde etkili oldugunu gésterir.*®°

2.8. Interleukin-6

Ik olarak immiinoglobiilin gelistiren B hiicre uyarici faktdr 2 olarak tanimlanan
Interleukin-6 (IL-6), aktive edilmis B hiicreleri tarafindan sentez edilen, pleotropik
prototipik bir sitokindir. IL-6, inflamasyonda 6nemli bir mediyatordiir. IL-6 akut olarak

enfekte olmus veya hasar gérmiis bir lezyonda iiretilir ve tiim viicuda acil bir sinyal

yollar.17©
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Calisma, Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi (ATADEM), Veteriner
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali, Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Toksikoloji Anabilim Dali ve Girit Universitesi Tip Fakiiltesi Toksikoloji ve Adli
Bilimler Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda yapildi.

3.1.1. Calismada Kullanilan Deney Hayvanlari

Calisma Atatiirk Universitesi’ne ait Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
(ATADEM) laboratuarindan alinan 200-300 gr arasinda olan 72 adet Wistar Albino cinsi
erkek rat ile yapildi. Ratlarin su alimlar1 (ad libitum) ve yem alimlar1 (pellet) serbest
birakildi. Deneye baglanmadan 6nce ratlar 1 hafta normal oda sicakliginda (22°C) ortama
uyum saglamalari i¢in gruplara ayirilarak kafeslerde bekletildi. Calismamizin etik kurul
izni ‘Atatiirk Universitesi biinyesinde yer alan Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’dan
30.11.2017 tarih ve 42190979-000-E.1700332023 sayili belge ile onaylandi.

3.1.2. Kullamlan Ilaglar ve Hazirlanislan

Doktora tez calismasi kapsaminda kullanilan ilaglar Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Kronik toksisite olusturmada ve toksisitede ki etkilerinin arastirilacagi ticari
rtinler

Kullamilan Madde Mensei

Reflor (S. boulardii) Sanofi

Gortca (Imidacloprid) Safa Tarim A.S. Tiirkiye
Mosetam (Acetamipirid) Safa Tarim A.S. Tiirkiye
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Reflor: Céziicii olarak steril su kullanildi. 1ml’sinde 1x10° CFU/giin mantar
olacak sekilde hazirlanip, oral gavaj youyla ratlarin agirligina gore hesaplanarak 90 giin
boyunca verildi.

Gortca: Coziicli olarak musluk suyu kullanildi. 1ml’sinde 5.7 mg/kg madde olacak
sekilde hazirlanip, oral gavaj youyla ratlarin agirligina gére hesaplanarak 90 giin boyunca
verildi. Doz igin referans ‘U.S. Environmental Protection Agency. 1995. Imidacloprid;
Pesticide Tolerance and Raw Agricultural commodities. 40 CFR Part 180 Section 472’
tanimlanan NOAEL olarak belirlenmistir.

Mosetam: Coziicli olarak musluk suyu kullanildi. 1ml’sinde 12.4 mg/kg madde
olacak sekilde hazirlanip, oral gavaj youyla ratlarin agirligina goére hesaplanarak 90 giin
boyunca verildi. Doz i¢in referans ‘European Commission Health & Consumer Protection
Directorate-General Directorate e — food safety: plant health, animal health and welfare,
international questions el - plant health’ tanimlanan NOAEL olarak belirlenmistir.

3.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Doktora tez caligmast kapsaminda kullanilan alet ve cihazlar Tablo 3.2.°de

verilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Kullanilan Alet ve Cihazlar Mensei

Ayarlanabilir otomatik pipetler Eppendorf

Buzdolab1 (+4°C) Altus AL 365

Derin dondurucu (-20 °C) Vestel BZP-XL 3402 W
Elektronik hassas terazi Shimadzu ATX 224
Santrifiij Electro-mag
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3.1.4. Kullamilan Sarf Malzemeler
Doktora tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan sarf malzemeler Tablo 3.3.°de

verilmistir.

Tablo 3.3. Deneyde kullanilan sarf malzemeler

Kullanilan Sarf Malzemeler Mensei
Enjektor (10 mL; 50 mL) Set inject
Enjektor ucu steril filtre (0,22 um naylon) Minisart Sartorius
Falkon tiip (15 mL; 50 mL) Citotest

Falkon tiipler i¢in uygun portiip Greiner bio-one
Hiicre kiiltiirii flaski (25 cm?; 75 cm?) Nest

Kryo vial (2 mL) Greiner bio-one
Lateks eldiven Broche
Mikroplaka (6; 24; 96 kuyucuklu) Nest

Mikrotiip (0,5 mL; 1,5 mL) Greiner bio-one
Mikrotiipler i¢in uygun portiip Greiner bio-one
Nitril eldiven Broche

Pipet ucu (0,1-10 pL; 30-300 uL) Eppendorf
Pipet ucu (0,5-10uL;2-20uL;20-200uL;100-1000uL) Nest

Ultra-0,5 Serolojik pipet (10 mL; 50 mL) Greiner bio-one
Finisterre SPE Columns C18/17 % Teknokroma
Sustain Swift C18 5um 250x4.6 Gl. Sciences
Ultra Vitalux 300w 230V E27 Osram

3.2. Metod

3.2.1. Deney Plam

Calisma 5 deney grubu ve 1 kontrol grubu olmak iizere 6 gruptan olusturuldu. Her
grupta 12 adet rat olmak tizere 72 adet erkek rat kullanildi. Deneye baslamadan 6nce tiim
hayvanlar tartilarak agirliklar1 kaydedildi. 90 giin boyunca gruplara ayrilan hayvanlara
IMI, ACE ve S.Boulardii oral yoldan verildi. Calisma kapsaminda kullanilan hayvan

sayilar1 Tablo 3.4.’de verilmistir.
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Tablo 3.4. Calisma i¢in tasarlanan deney gruplar1 ve gruplara gore hayvan sayilari

Deney Gruplari Her grupta bulunan hayvan
sayisi
Kontrol Grubu 12
Probiyotik Grubu (PRO) 12
Acetamiprid Grubu (ACE) 12
Acetamiprid + Probiyotik Grubu (ACE+PRO) 12
Imidacloprid Grubu (IMI) 12
Imidacloprid+ Probiyotik Grubu (IMI+PRQO) 12
Toplam 72

Grup I) Kontrol: Higbir girisimde bulunulmadi, serbest yem ve alimlar1 saglandi.

Grup I1) Probiyotik: 1x10° CFU S.Boulardii oral gavaj yolu ile 90 giin boyunca
her giin ayni saatte verildi.

Grup III) Acetamiprid: 12.4 mg/kg acetamiprid oral gavaj yolu ile 90 giin boyunca
her giin her giin ayni saatte verildi.

Grup 1V) Acetamiprid + Probiyotik: 12.4 mg/kg acetamiprid ve 1x10° CFU
S.Boulardii oral gavaj yolu ile 90 giin boyunca her giin ayni saatte verildi.

Grup V) Imidacloprid: 5.7 mg/kg imidacloprid oral gavaj yolu ile 90 giin boyunca
her giin ayni saatte verildi.

Grup V1) Imidacloprid+ Probiyotik: 5.7 mg/kg ve 1x10° CFU S.Boulardii oral
gavaj yolu ile her giin olacak sekilde 90 giin boyunca verildi.

Deney sonunda ratlar sevofluran anestezisi ile oldiiriilerek; beyin, karaciger,
bobrekler, ince bagirsak dokular1 ve kanlart alindi. Ratlarin dokularinin yaris1 %10’ luk
formaldehit i¢ine konularak patolojik incelemeye, diger yarilar1 kalint1 analizi i¢in -30°C
de muhafaza edildi.

3.2.2. Agirhik Olgiimii

Deneye baglanmadan Once biitiin ratlar tartilarak her kafese 4 adet olacak sekilde
yerlestirildiler ve her hafta pazar giinii tekrar tartilarak haftalik doz ayarlamalar1 yapildi.

Toplam 13 hafta boyunca biitiin ratlarin agirliklar: kayit altina alindu.
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3.2.3. Biyokimyasal Analizler

Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST), alkalen
fosfataz (ALP), Laktik asit dehidrogenaz (LDH), ve iire i¢in serum enzim aktiviteleri ve
hematolojik parametreler bir biyokimya otoanalizorii (Cobas 6000 / Roche Diagnostics,
Almanya) tizerinde ticari olarak temin edilebilen test Kitleri (OSR6121 ve OSR60117)
kullanilarak belirlenmistir. Analizler i¢in Buhara Hastanesi Laboratuvarlarindan hizmet
alimi yapilmustir.

3.2.4. Patolojik Analizler

3.2.4.1. Histopatolojik Inceleme

Deney sonrasinda yapilan nekropsi sonucu doku ornekleri %10’luk formalin
sollisyonuna alindi. 48 saat tespit edildikten sonra, akan c¢esme suyunda 10 dakika
yikandi. Rutin doku takibi yapildiktan sonra parafin bloklara gémiildii. Her bloktan 4 pm
kalinliginda kesitler alinip lam {izerinde preparatlar hazirlandi. Histopatolojik inceleme
i¢cin hazirlanan preparatlar Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyanip 151k mikroskobu ile
incelendi. Kesitler histopatolojik bulgulara gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli
(+++) olarak degerlendirildi.

3.2.4.2. Immunohistokimyasal inceleme

Immunperoksidaz inceleme amaciyla adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara alinan tiim
kesitler, ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek, deparafinize ve dehidre edildi. Daha sonra
distile suda 5 dk yikandi. Fosfat buffer soliisyonu (PBS, pH 7.2) ile 5dk yikandi, % 3’liik
H20- de 10 dk tutuldu, endojen peroksidaz inaktive edildi. PBS de 5-10 dk yikandiktan
sonra, nonspesifik zemin boyanmasini 6nlemek i¢in tiim primer ve sekonder antikorlarla
uyumlu olan Protein blok ile 5 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda doku
kesitleri iizerinde kalan blok solusyonunun fazlasi dokiildiikten sonra yikanma

yapilmadan primer antikorlar (GFAP, 8 OHdG, IL-6) ve kontrol grubunda PBS
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damlatildi. Primer antikora uygun olarak 1 saat oda sicakliginda ya da 1 gece +4°C’de
bekletildi. PBS ile 2 kez 5’er dk yikandi, biotinize sekonder antikor ile oda sicakliginda
10-30 dk. inkube edildi. PBS ile tekrar yikanan kesitler, streptavidin-peroksidaz da 10-30
dk. bekletildikten sonra PBS ile ayn1 sekilde yikandi. Yikama isleminden sonra kesitlere
3-3’ Diaminobenzidine (DAB) kromojen, damlatilarak kromojeni almasina gore 5-10 dk.
bekletildi. Zemin boyanmasi i¢in Mayer’s hematoksilen de 1-2 dk. tutulduktan sonra
musluk suyunda yikandi. Daha sonra alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek lamelle
kapatilip ve 1s1tk mikroskobu (Leica DM 1000) ile incelendi. Kesitler immun
pozitifliklerine gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

3.2.5. Kalint1 Analizleri

3.2.5.1. Spike ornekler ve standart soliisyonlarin hazirlanmasi

Imidakloprid ve acetamiprid’in stok (1 mg / ml) ve ¢alisma soliisyonlar (0, 50,
100, 250 ve 500 ng / ml) metanol i¢inde hazirlandi ve -20 °C'de saklandi. Dokular
(karaciger ve bobrek) kontrol grubu hayvanlarindan kullanildi ve spike egrilerinin (0, 0.1,
0.25, 0.5 ve 2 ng / g) olusturulmasi i¢in blank olarak kullanildi.

3.2.5.2. Doku numunelerinin ekstraksiyon prosediirii

0.5 gr dokuya, 1.5 ml nanopure su ve 0.1 pg ethirimol (internal standart) ilave
edildi. Dokular mekanik olarak homojenize edildi, ve 2 mL diklorometan eklendikten
sonra karisitm 10 dakika karistirildi. Daha sonra karisim 4000 rpm'de 5 dakika
santrifiijlendi ve diklorometan tabakasi ayrildi. Su katmanina 10 uL. HCI 6M eklendi ve
2 ml diklorometan ilave edilerek ekstraksiyon prosediirii tekrarlandi. Birlestirilen organik
fazlar, azot altinda kuruyana kadar buharlastirildi. Kalinti, 100 pL. metanolde sulandirildi
ve Sivi kromatografi-kiitle spektrometresi (LCMS) analizi i¢in kullanildi.

3.2.5.3. Sivi kromatografi ve kiitle spektrometresi enstriitmantasyonu

Analitlerin belirlenmesi ve nicellestirilmesi i¢in bir ikili s1vi kromatografi (LC)
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pompasi, bir vakum gazi, bir otomatik drnekleyici ve bir siitun firinindan olusan bir s1vi
kromatografi kiitle spektrometre sistemi (Shimadzu, Kyoto Japonya) kullanilmistir.
Mobil faz, su (¢6ziicii A) ve metanol (¢6ziicii B) igindeki % 0.1 formik asit, % 20 ¢oziicii
B, % 50 (5.0 dakika linear ramp),% 80 (3.0 dakika linear ramp) ve son olarak % 100 B
(6.0 dakika linear ramp), akis hiz1 0.6 ml / dak olacak sekilde baslatildi. Kolon, 30 °C'de
bir Discovery C18 tipinde (25 cm x 4.6 mm, 5 um) idi. Analiz, pozitif modda bir
atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) arayiizii kullanilarak tek bir dort kutuplu
kiitle filtresi ile gerceklestirildi. Arayiiz, kavisli ¢oziinme sistemi, 1s1 blogu sicakliklari,
dedektor voltaji, nebiilize edici gaz akist ve kurutma gazi sirasiyla 400°C, 200°C ve
200°C, 1.5 kV, 2.5 L / dak ve 0.02 MPa olarak ayarlanmistir.

Izleme iyonlar1, IMI i¢in 256.10, 211.85, 174.95, ACE icin 223.05, 255.1, 198.9,
ethirimol i¢in 210.10, 182.05, 206.05 iken alikonma siireleri sirastyla IMI, ACE, ve
ethirimol i¢in 10.56, 11.23, ve 11.70 dakika idi.

3.2.6. Genotoksik Analiz (Comet Testi)

Calisma kapsaminda Comet testi i¢in kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.5.°de

verilmistir.

Tablo 3.5. DNA kuyruk yogunluk analizi i¢in kullanilan genotoksik analiz (COMET)
icin kullanilan ¢ozeltiler

COMET icin kullanilan ¢ozeltiler

Low Melting Agaroz (LMA) cozeltisi (%0,65) NaOH c¢ozeltisi (10 M)
LMA 32.5 mg NaOH 200 g
PBS (1X) 5 Ml Steril su 500 mL’ye tamamland1

Cozelti mikrodalga firinda 1sitilarak taze hazirlandi
Normal Melting Agaroz (NMA) cozeltisi (%0.65)  EDTA c¢ozeltisi (0.2 M)

NMA 0.65¢g EDTA37.2¢

Steril su 100 Ml Steril su 500 mL’ye tamamland1
Cozelti mikrodalga firinda 1sitilarak taze hazirlandi + 4 C° saklandi

Lizis stok cozeltisi Lizis ¢ozeltisi

NaCl 146.1 g Lizis stok ¢ozeltisi 89 M1
EDTA37.2¢ DMSO 10 Ml

Trismabaz 1.2 g Triton-X 100 1 Ml

Steril su 1000 mL’ye tamamland1 Cozelti taze olarak hazirlandi
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Tablo 3.5. (Devami)
COMET icin kullanilan cozeltiler

Nétralizasyon tamponu (0,4 M) Elektroforez tamponu

Trisma baz 24.25 g 10 M NaOH 30 Ml

Steril su 500 mL’ye tamamland1 0,2 M EDTA 5.4 MI

10 N HCl ile pH 7.5’¢ ayarlandi Steril su ile 1000 mL ye tamamlandi
EtBr stok ¢ozeltisi (%0.01) EtBr cozeltisi (%0.002)

EtBr 5 mg EtBr stok ¢ozeltisi 100 M1

Steril su 50 mL’ye tamamland1 Steril su 400 pL ye tamamlandi

10 M NaOH cozeltisi ile pH 10’a ayarland1 ve +4 °C de saklandi. Kimyasallarin
tartim1 yapilip 900 ml distile su igerisinde ¢oziildii (pH 12 olana kadar 10M NaOH ilave
edilir ve yaklasik 8.5 olana kadar beklendi). Daha sonra pH 10 olana kadar NaOH ilave
edilmeye devam edildi. Cozeltinin hacmi distile su ile 1000 ml ye tamamlandi.

Lamlarin hazirlanmasi icin pozitif yiiklii lamlar 50 mL’lik falkon igerisinde
hazirlanan ve yaklasik 40 °C sicaklikta olan NMA ¢ozeltisine daldirildi. Agarozun fazlasi
rodajli kisimdan tutularak temizlenen lamlar oda sicakliginda bir gece agarozun donmast
i¢in birakildi. Deney hayvanlarindan alman 100 mikrolitre kana 1 ml PBS (+4 °C) eklenir,
kanigtirilir ve buz iizerinde 15 dakika bekletilir. 100 mikrolitre Histopaque 1077 veya
(Lymphoprep) tiipiin dibine eklenir. 200xg (1060 rpm) +4 °C’de 3 dakika santrifiij edilir.
Pembe kismin iistiindeki tabakada yer alan lenfositlerden 100 mikrolitre alind1 ve 37 °C
deki 100 mikrolitre LMA ile karistirilarak lama yayilir ve lamel ile kapatilarak +4 °C’de
agar katilagincaya kadar beklendi. Agaroz donduktan sonra lameller dikkatlice kaldirildi.
Lamlar hiicre ve ¢ekirdek membrani eriterek DNA sarmallarinin agaroz i¢inde serbest
kalmasini saglamak amaciyla taze hazirlanan lizis ¢6zeltisi icinde +4 °C, karanlikta bir
gece bekletildi. Calismanin bundan sonraki asamasi karanlik ortamda gercgeklestirildi.
Lizis asamasini takiben lamlar taze hazirlanmis ve +4 °C’de sogutulmus elektroforez
tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. DNA sarmalinin agilmasi igin
elektroforez uygulamasindan 6nce lamlar tampon i¢cinde 20 dk siire ile bekletildi. Daha
sonra, gii¢ kaynagi yardimiyla 20 volt ve 300 mA akimda 20 dk siire ile, elektroforez
gerceklestirildi. Elektroforez sonunda lamlar nétralizasyon tamponu iceren saleye
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dizilerek +4 °C’de 3 kez 5 dk siire ile bekletildi. Deneyler, her konsantrasyon i¢in en az
2 tekrar ve ayn1 kosullarda farkli 3 giinde ¢aligmak iizere toplam en az 6 tekrar olacak
sekilde yapildi. Negatif kontrol olarak maruziyet olmamis benzer sekilde analize
hazirlandi. Pozitif kontrol (PK) olarak 100 uM hidrojen peroksit (H202) kullanilmis olup
deneyde hiicreler 3 saat siire ile pozitif kontrole tabi tutuldu.

Her bir lam tizerine 100 pL taze Etidyum Bromiir ¢ozeltisi yayilarak lamel ile
kapatildi. Floresan mikroskopta 40x10 biiyiitme ile goriintiilemenin ardindan sayim
yapilarak DNA hasarinin tespiti degerlendirildi. Her lamda farkli boélgelerden olmak
tizere 100-200 hiicre sayildi. Sayilan hiicrelerde DNA hasar tespitinin degerlendirilmesi
comet goriintli isleme ve analiz programi (Comet Assay IV, Perceptive Instruments,
Suffolk, UK) ile gerceklestirildi. DNA hasarinin derecelendirilmesinde kuyruktaki DNA
yogunluk yiizdesi (tail intensity) kullanildi.

3.3. Istatistiksel Analiz Degerlendirmeleri

Calismamizin verilerini IBM 18.00 SPSS paket programu ile istatistiksel olarak
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak analiz edildi. Verilerin homojen
dagilip dagilmadigr kontrol edildikten sonra varyanslarin homojenligi degerlendirildi.
Levene testinde is p>0.05 degeri olan gruplarin varyanslari homojen olarak kabul edildi.
Veri dagilimi normal olmayan ve varyanslart homojen olmayan gruplara non-parametrik
test olan Kruskal Wallis, normal olan gruplara ise parametrik test olan Oneway Anova
testi yapildi. Varyanslart homojen olan gruplara post hoc Duncan ve varyanslart homojen
olan gruplara post hoc Dunnet testi yapildi. Histopatolojik incelemede semikantitatif
olarak elde edilen verilerin gruplar arasindaki farkliliklarin analizi i¢in nonparametrik
testlerden Kruskal-Wallis testi, ikili gruplarin mukayesesi i¢in Mann Whitney U testi

kullanild1. Bu istatistik analizleri i¢in SPSS 13.0 paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Haftalara ve Gruplara Gore Ratlarin Agirhik Olgiimleri

Deney hayvanlar1 13 hafta boyunca her hafta pazar giinleri olacak sekilde Atatiirk
Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinde Tess marka elektronik tart:
ile tartildi ve diizenli bir seklide kayitlar tutuldu. Calisma kapsaminda tartilan agirliklarin

ortalama ve standart sapmalari1 Tablo 4.1.”de sunulmustur.

Tablo 4.1. Gruplar 13 haftalik agirlik 6l¢iim sonuglari

Hafta Kontrol IMI ACE PRO IMI+PRO ACE+PRO
1 190.63+63.93 192.61+4.67 198.45+28.34 195.25+32.11 195.83+3.63 191.18+6.66
2 250+65.48 254.5345.91 247.72+35.56 255.91+37.73 254.83+10.62 250.18+7.64
3 283.45+64.24 290.69+7.19 280.54+36.80 282.50+32.52 282.16+20.94 287.7249.15
4 313.81+67.97 319.76+ 8.85 302+48.53 318.08+38.18 302.75+24.33 307.27+11.67
5 330.72+64.44 340.07+ 10.04 332+36.62 339.91£36.67 319.41+25.64 328.90+12.13
6 360.45+69.04 362.84+10.69 357.36+33.67 366.08+39.76 344.33+£30.07 351.72+12.43
7 378.27+69.66 376.07+11.65 357.36+33.67 380.66+40.50 359.83+£34.10 370.18+11.47
8 379.36+64.81 395.69+11.84 396.63+£38.15 391.75+32.65 379.33+£37.88 392.63+11.22
9 400.81+67.56 417.30+11.96 416.18+41.80 422.83+41.25 397.66+40.34 405.09+16.37
10 402+64.84 420.84+12.24 421.36+41.75 428.33+41.57 398.83+40.56 416.45+12.70
11 415.63+58.11 428.84+12.46 422.09+42.70 429.58+37.04 417.58+46.04 429.09+11.67
12 400.81+67.56 417.38+11.94 416.18+41.80 422.83+41.25 397.66+40.34 414.18+12.12
13 431.18+59.56 450.76+12.88 449.45+45.31 453.75+53.46 439.25+48.19 448.72+11.88

Degerler ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA testinde
Post Hoc ¢oklu karsilastirmali testlerden Tukey’e gore yapildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.
Test edilen biitiin gruplarda anlamlilik diizeyi P>0.05 olarak tespit edilmistir.

Deney gruplarinda haftalara bagli agirlik artiglar1 degerlendirildiginde grup
iclerinde haftalar bazinda lineer bir artis oldugu goriilmiistiir ama kontrol grubuna gore
diger gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Biitiin gruplarda 11.
hafta ile 12. haftaya geg¢iste kilo kayb1 bulundugu ancak anlamli bir degisim olmadigini

ve bu kaybin 13. haftada geri kazanildig1 gortilmektedir.
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4.2. Biyokimyasal Olciim Sonuclari

Calismada, probiyotiklerin

modelindeki etkinliginin arastirilmasi amaciyla ratlarin kalplerinden alinan kanda

biyokimyasal ve hematolojik parametreler incelendi ve elde edilen sonuglar Tablo 4.2,

Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’da verildi.

IMI ve ACE ile olusturulan kronik toksisite

Tablo 4.2. Deney ve kontrol grubu ratlarin kan ALT, AST ve ALP degerleri

Doz gruplart Zaman ALT (IU/L)  AST (IU/L) ALP (IU/L)
(giin)

Kontrol 90 62.6+12.87  189.1%36.17  112.8+20.49
IMI 90 6456893  196.5423.27  186.2+19.09
ACE 90 70.1+11.68  1943+14.67  172.2420.39
PRO 90 76+ 10.95  250+61.84 179.1420.40
IMI+PRO 90 71.1£8.93  205.6+50.01  185.4+22.33
ACE+PRO 90 68.3+ 1059  192.842.22 166.8+14.02

Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA testinde
Post Hoc ¢oklu karsilagtirmali testlerden Tukey’e gore yapildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.
Test edilen biitiin gruplarda anlamlilik diizeyi P>0.05 olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.3. Deney ve kontrol grubu ratlarin kan LDH ve iire degerleri

Doz gruplan Zaman LDH (1U/L) URE
(giin) (mg/dL)
Kontrol 90 1758.8+227.41 40.7+2.50
IMI 90 2423.5£216.54 42.74+2.54
ACE 90 2350.7+191.46 38.6+2.45
PRO 90 2577.8+171.15 39.1+2.21
IMI+PRO 90 2031.4+276.98 40.6+1.44
ACE+PRO 90 1432.4+127.06 40.7+4.40

Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA testinde
Post Hoc ¢oklu karsilastirmali testlerden Tukey’e gore yapildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.
Test edilen biitiin gruplarda anlamlilik diizeyi P>0.05 olarak tespit edilmistir.
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Tablo 4.4. Deney ve kontrol grubu ratlarin hemogram degerleri

Kontrol IMI ACE PRO iMI +PRO ACE+PRO
WBC 6.28+1.24 7.43+2.88 12.05+7.51 5.91+4.62 6.23+1.07 13.82+9.90
(103/u1)
Notrofil 1.794+0.49 1.24+0.54 1.73£1.20 1.12+0.69 1.07+0.05 1.51+0.39
Lenfosit 4.24+0.92 5.9242.36 9.73+5.96 4.43£3.61 4.74+£1.00 11.87+9.46
Monosit 0.09+0.06 0.11+0.04 0.07+0.00 0.09+0.09 0.08+0.05 0.14+0.07
Eozinofil 0.13+0.09 0.15+0.06 0.50+0.35 0.25+0.34 0.32+0.18 0.27+0.08
Bazofil 0.01+£0.00 0.01£0.00 0.01£0.00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.02+0.00
RBC 8.18+0.48 8.92+1.03 9.23+0.34 9.05+0.30 9.21+0.52 8.71+0.62
(108/u1)
HGB 14.63+1.04 15.47+1.71 16.30+0.42 16.17+0.47 16.50+0.98 15.45+0.99
(gm/dl)
HCT (%) 47.68+3.22 50.67+5.62 51.45+0.63 51.77£2.19 52.52+3.16 49.40+2.51
PLT 732.50+£93.22  543.37« 740.50+ 866.75+ 702.50+ 761+£83.76
(103/p1) 321.53 17.67 49.77 140.14

MCV (fL)  58.21£0.95 56.83+0.95 55704141  57.3044.36  56.97+0.33 56.85+2.59
MCH (pg)  17.83%0.28 17.36+0.42 17.65¢021  17.8740.47  17.90+0.37 17.72+0.36
MCHC 30.66+0.33 30.53+0.46 31.70+0.42  31.3242.03  31.42%0.58 31.25+0.96
(g/dL)

IG(g/L)  0.17£0.40 0.0120.00 0.0120.00 0.01£0.00  0.02+0.01 0.03£0.02

Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA testinde
Post Hoc ¢oklu karsilagtirmali testlerden Tukey’e gore yapildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.
Test edilen biitiin gruplarda anlamlilik diizeyi P>0.05 olarak tespit edilmistir.

Deney gruplarimizda biyokimyasal ve hematolojik parametreler kontrol grubu ile
gore diger gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degisiklik
gostermemistir. ALP diizeyleri kontrole gore tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli
olmasa bile bir artig gdstermistir. Higbir parametre kontrol grubuna gore gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir.

4.3. Sivi Kromatografi ve Kiitle Spektrometresi Sonuclar:1 (LCMS)

IMI,; ACE ve IMI’nin metaboliti olan 6-CNA seviyeleri, karaciger ve bobrek
dokularinda 3 ay sonunda deney sonlandirildiktan sonra 6l¢lilmiistiir. Sonuglar karaciger
dokusu i¢in Tablo 4.8, Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 de, bobrek dokusu i¢in Tablo 4.9, Sekil 4.3

ve Sekil 4.4 de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.5. Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometri Sistemi

(LC-MS) atmosferik basingta kimyasal iyonizasyon ozellikleri (Rt: Alikonma zamant,
m/z: Kiitle/yliik, Mw: Molekiil agirligi)

Tam isim Kisaltma Rt (min) m/z Q1 Q2 Mw

Desnitro-imidacloprid DNIH 211,05 213 210,66
hidroklorid

Imidacloprid IMI 10,56 256,1 211,85 174,95 255,66
Acetamiprid ACE 11,23 223,05 255,1 198,9 222,68
Ethirimol 1S 11,7 210,1 182,05 206,05 210,1
6-chloronicotinic acid 6-CAN 11,76 157,85 189,9 96 156,99

4.3.1.Karaciger Dokusu Kalinti Analizi

Karaciger dokusu i¢in referans konsantrasyonlardaki 6l¢liim sonuglart ve dokuda
ki 6l¢lim sonuglar1 Tablo 4.8, Sekil 4.2. ve Sekil 4.3 de verilmistir. Probiyotik grubundaki
tiim Ol¢iilen seviyeler algilama smirmin (LOD: Limit of Detection) altinda oldugu i¢in
Olctim yapilamadi. IMI ve ACE’nin 6-CNA metaboliti, LOD sinirlamalar1 nedeniyle
hicbir  dokuda  Olgiilemedi.  Karaciger dokusunda  imidacloprid  kalintis
imidacloprid+probiyotik grupta imidacloprid grubuna gére daha az bulunurken ACE

kalintis1 da ACE+PRO grubunda ACE grubuna gore daha az bulunmustur.

Tablo 4.6. Karaciger dokusu igin 0, 0.1, 0.25 ve 0.5 pg/g standart madde yiiklenmis
ornekler (spiked) ve analiz sonuglari

Spiked (karaciger)
C(ng/g) IMI ACE  6-CNA IS C(ng/g)  IMI ACE  6-CNA
0 0 0 0 1316886 0 0.0000 0.0000 0.0000
0.1 966566 3662530 1855684 0.1 0.5209 1.9737

0.25 3313100 8941402 49244 1722450 0.25 1.9235 5.1911 0.0286

0.5 7054966 21511724 112614 2060620 0.5 3.4237  10.4394  0.0547
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Tablo 4.7. Karaciger matriksinde imidacloprid, acetamiprid ve 6-chloronicotinic acid i¢in
kalibrasyon egrisi denklemi egimi ve R-kare degeri

Karaciger matriksi

Aktif madde Dogru denklemi R?
imidacloprid y = 6,9607x 0.9905
Acetamiprid y = 20,821x 0.9998
6-chloronicotinic acid y =0,1103x 0.9991

12,0000 -
10,0000 -

8,0000 |

6,0000 |

4,0000

* M|
2.0000 BACE
6-CAN
0,0000 T : ; . . _ .
0 0,1 0.2 03 04 05 06

Sekil 4.1. Karaciger dokusunda imidacloprid, acetamiprid ve 6-chloronicotinic acid igin
elde edilen kalibrasyon egrisi
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Tablo 4.8. Deney gruplarinin karaciger doku Orneklerinde Olgiilen imidacloprid,
acetamiprid ve 6-chloronicotinic acid diizeyleri

C(nglg) PRO IMI IMI+PRO ACE ACE+PRO
IMI- S1 0 0.038 0.074 0 0
IMI- S2 0 0.107 0.014 0 0
IMI- S3 0 0.021 0.036 0 0
IMI- S4 0 0.008 0.017 0 0
ACE-S1 0 0 0 0.559 0.171
ACE-S2 0 0 0 0.49 0.249
ACE-S3 0 0 0 0.37 0.15
ACE-S4 0 0 0 0.667 0.258
6-CNA-S1 0 0 0 0 0
6-CNA-S2 0 0 0 0 0
6-CNA-S3 0 0 0 0 0
6-CNA-S4 0 0 0 0 0
Ortalama 0 0.0435 0.0353 0.5215 0.2070
Standart sapma 0 0.0440 0.0276 0.1245 0.0545

Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuglarin istatistigi Independent Sample T-test’e
gore yapildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

0,100
0,090
0,080
0,070
0,080
0,054
0,044
0,030
0,020
0,014
0,000

IMIDACLOPRID

PRO

FLEIN D+FRO

ACE

ACE+FRD

= [1H]]

Sekil 4.2. Deney gruplar karaciger doku 6rneklerinde imidacloprid ve acetamiprid i¢in

elde edilen kalint1 diizeyleri
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ACETAMIPRID
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
wE mACE
0,300 -
0,200 -

0,100

0,000

FRO mna IVI+FRO ACE ACE+FFD

(** p< 0.005 ACE grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade ediyor)
Sekil 4.3. Deney gruplar1 karaciger doku drneklerinde acetamiprid i¢in elde edilen
kalint1 diizeyleri

Deney gruplart IMI grubu IMI+PRO grubu ile karsilastirildiginda probiyotik
verilmis grup da kalinti diizeylerinin azaldigi ama istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir (p=0.762). ACE grubu ile ACE+PRO grubu kalint1 diizeyleri agisindan
karsilagtirildiginda ACE+PRO grubunda kalint1 diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml
diisme saptandi (p= 0.004).

4.3.2. Bobrek Dokusu Kalint1 Analizi

Bobrek dokusu i¢in referans konsantrasyonlardaki 6l¢iim sonuclar1 ve dokuda ki
Olciim sonuglar1 Tablo 4.11, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 da verilmistir. Probiyotik grubundaki
tiim Olciilen seviyeler algilama sinirinin (LOD: Limit of Detection) altindaydi. IMI ve
ACE’nin 6-CNA metaboliti, LOD simirlamalari nedeniyle hi¢bir dokuda o&lgiilemedi.
Bobrek dokusunda imidacloprid kalintis imidacloprid grubunda
imidacloprid+probiyotik gruba gore daha fazla bulunurken ACE kalintis1 da ACE

grubunda ACE+PRO grubuna gore daha fazla bulunmustur.
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Tablo 4.9. Bobrek dokusu i¢in 0, 0.1, 0.5 ve 2 pg/g standart madde yiiklenmis 6rnekler
(spiked) ve analiz sonuglari

Spiked (bobrek)
C(ng/g) IMI ACE 6-CNA IS C(uglg)  IMI ACE  6-CNA
0 0 0 0 2112656 0 0.0000 0.0000 0.0000
01 897146 2589570 1412006 0.1 0.6354 1.8340
05 3774482 12960956 2896394 05 1.3032 4.4749
2 1244160 38530754 228164 767646 2 0.2972

Tablo 4.10. Bobrek matriksinde imidacloprid. acetamiprid ve 6-chloronicotinic acid igin
kalibrasyon egrisi denklemi egimi ve R-kare degeri

Bobrek matriksi

Aktif madde Dogru denklemi R?
Imidacloprid y = 2.7505x 0.841
Acetamiprid y = 9.3109x 0.9162
6-chloronicotinic acid y = 0.1486x 1

20,0000 -

18,0000 -

16,0000 -

14,0000 - & IMI

12,0000 - BACET

10,0000 - 6.CAN

8,0000 4

6,0000 -

4,0000 -

2,0000 4

0,0000 r ; \

0 0,5 1 15 2 25

Sekil 4.4. Bobrek dokusunda imidacloprid, acetamiprid ve 6-chloronicotinic acid igin
elde edilen kalibrasyon egrisi
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Tablo 4.11. Deney gruplarinin bdbrek doku Orneklerinde o6lgiilen imidacloprid,
acetamiprid ve 6-chloronicotinic acid diizeyleri

C(nglg) PRO IMI IMI+PRO ACE ACE+PRO
IMI- 1 0 0.074 0.212 0 0
IMI- 2 0 1.288 0.055 0 0
IMI- 3 0 0.113 0.220 0 0
IMI- 4 0 0.048 0.164 0 0
ACE-1 0 0 0 0.820 0.069
ACE-2 0 0 0 0.723 0.313
ACE-3 0 0 0 1.089 0.230
ACE-4 0 0 0 0.932 0.157
6-CNA-1 0 0 0 0 0
6-CNA-2 0 0 0 0 0
6-CNA-3 0 0 0 0 0
6-CNA-4 0 0 0 0 0
Ortalama 0 0.3808 0.1628 0.8910 0.1923

o

Standart sapma 0.6054 0.0759 0.1572 0.1039

Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuglarin istatistigi Independent Sample T-test’e
gore yapildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

IMIDACLOPRID
1,200 -
1,000
0,800
0,600 @Ml

0,400

0,200 1 T

0,000 T T T T 1
PRO Ina IVI+EFRO ACE ACE+FRO

Sekil 4.5. Deney gruplar1 bobrek doku 6rneklerinde imidacloprid i¢in elde edilen kalint1
diizeyleri
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ACETAMIPRID
1,200 -
1,000 4
0,300
0,600 - BACE
0,400 L
0,200 - i
0,000 . . . .

PRO v DIMI+FRO ACE ACEAFROD

(*** p< 0.001 ACE grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade ediyor)

Sekil 4.6. Deney gruplar1 bobrek doku 6rneklerinde acetamiprid i¢in elde edilen kalint
diizeyleri

IMI' ve ACE grubu sirasiyyla IMI+PRO ve ACE+PRO gruplart ile
karsilastirildiginda IMI+PRO grubunda kalinti diizeylerinin azaldigin1 ancak bunun
istatistiksel olarak anlamli olmadigini tespit ettik (p=0.525). Diger taraftan da ACE+PRO
grubunda kalint1 diizeyinin azaldigin1 ve bunun da istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (p=0.000).

4.4. Patoloji Sonug¢lar:

4.4.1. Histopatolojik Bulgular

Grup 1) Kontrol: Beyin dokularinin normal histolojik goriinimde oldugu
gozlendi (Sekil 4.7).

Grup I1) Probiyotik: Beyin dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde, meninkslerin

ve beyin paransiminin normal histolojik goriiniimde oldugu tespit edildi (Sekil 4.8).

Grup I11) Acetamiprid: Beyin dokular histopatolojik olarak incelendiginde,
meninkslerde hiperemi, beyinde noronlarda siddetli diizeyde dejenerasyon ve hafif

diizeyde nekroz gozlendi (Sekil 4.9).
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Grup 1V) Acetamiprid + Probiyotik: Beyin dokular1 histopatolojik olarak
incelendiginde, menikslerde ve paransim damarlarda orta diizeyde hiperemi, néronlarda
hafif diizeyde dejenerasyon gozlenirken nekrotik hiicreye hi¢ rastlanmadi (Sekil 4.10).

Grup V) Imidacloprid: Beyin dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde,
noronlarda siddetli diizeyde dejenerasyon ve orta siddette nekroz, meningeal ve pransimal
damarlarlarda siddetli diizeyde hiperemi gozlendi (Sekil 4.11).

Grup VI) Imidacloprid+ Probiyotik: Beyin dokulari histopatolojik olarak
incelendiginde, noronlarda hafif dejenerasyon ve damarlarda hiperemi tespit edildi (Sekil

4.12). Histopatolojik bulgular Tablo 4.12 de 6zetlenmistir.

=4

Cy—*

1,
AT e
Ta " ¥ i

% .' .
LA

Lo B
T HA SRR

.

Sekil 4.7. Beyin dokusu kontrol grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(H&EX40)
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Sekil 4.8. Beyin dokusu PRO grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(H&EXx40)

Sekil 4.9. Beyin dokusu ACE grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(Noronlarda siddetli diizeyde dejenerasyon (okbaslari), nekroz (oklar), parangim
damarlarda hiperemi, H&Ex40)
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Sekil 4.10. Beyin dokusu ACE grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari

(Noronlarda hafif diizeyde dejenerasyon (okbaslari), paransim damarlarda orta diizeyde
hiperemi, H&Ex40)
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Sekil 4.11. Beyin dokusu IMI grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(Noronlarda siddetli diizeyde dejenerasyon (okbaslart), paransim damarlarda orta
diizeyde hiperemi, H&Ex40)

55



»
. SR »r. ) 24 &
. . ‘ . - 4
. x X
- $ <
[ 4 > y o - ° v -~
-
- ‘s - %' J v e v 3
2 L]
P e
., . l
»
?‘C' [ 7 o
)' 8 ’ -0
. * .: -
. ‘ - 20 um

Sekil 4.12. Beyin dokusu IMI+PRO grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglart
(Noronlarda hafif diizeyde dejenerasyon (okbaslari), paransim damarlarda orta diizeyde
21 ) Yy Y

hiperemi, H&Ex40)
Grup I) Kontrol: Bagirsak dokularinin normal histolojik goriinlimde oldugu
gozlendi (Sekil 4.13).
Grup II) Probiyotik: Bagirsak dokularinin normal histolojik goriinlimde oldugu tespit

edildi (Sekil 4.14).

Grup III) Acetamiprid: Bagirsak dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde,
bagirsak villuslarinda atrofi, mokozada siddetli diizeyde mononiikleer hiicre
infiltrasyonlari, mukoza epitelinde deskuamasyon ve erezyon goriildi (Sekil 4.15).

Grup 1V) Acetamiprid + Probiyotik: Bagirsak dokular1 histopatolojik olarak
incelendiginde, mukoza katmaninda siddetli diizeyde mononiikleer hiicre infiltrasyonu,

mukoz epitelinde ¢ok hafif diizeyde dejenerasyon belirlendi (Sekil 4.16).

Grup V) Imidacloprid: Bagirsak dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde,

mukoza epitelinde siddetli diizeyde erezyon ve deskuamasyon, mukozada ve kript
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epitellerinde siddetli dejenerasyon ve nekroz, serozada 6dematdz kalinlasma gozlendi
(Sekil 4.17).

Grup VI) Imidacloprid+ Probiyotik: Bagirsak dokulart histopatolojik olarak
incelendiginde, mukoza katmaninda hafif diizeyde mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
mukoza epitelinde hafif diizeyde dejenerasyon ve tunuka muskiilariste hafif 6dem (Sekil

4.18). Histopatolojik bulgular tablo 4.13 da 6zetlenmistir.

Sekil 4.13. Bagirsak dokusu kontrol grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(H&Ex40)
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50 um

Sekil 4.14. Bagirsak dokusu PRO grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglart
(H&EX40)

Sekil 4.15. Bagirsak dokusu ACE grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(Mukoza epitelinde siddetli diizeyde deskuamasyon ve erezyon (okbaslart), siddetli
diizeyde mononiikleer hiicre infiltrasyonu (yildizlar), H&Ex40)
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Sekil 4.16. Bagirsak dokusu ACE+PRO grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(Mukoza katmaninda hafif diizeyde mononiikleer hiicre infiltrasyonu (yildizlar),
mukoza epitelinde hafif diizeyde dejenerasyon, H&Ex40)
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Sekil 4.17. Bagirsak dokusu IMI grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglar1
(Mukozada siddetli diizeyde mononiikleer hiicre infiltrasyonu (yildizlar), mukoza
epitelinde siddetli diizeyde erezyon deskuamasyon ve nekroz (okbaslari), tunika
mukozada 6dem, H&Ex40)
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Sekil 4.18. Bagirsak (iokusu IMI+PRO grubu hematokéilen-eozin boyama sonuglari
(Mukoza epitelinde hafif diizeyde dejenerasyon, mukoza katmaninda hafif diizeyde
mononiikleer hiicre iniltrasyonu, H&Ex40)

4.4.2. immunohistokimyasal Bulgular

Grup I) Kontrol: Beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde, 8
OHdG ekspresyonunun negatif oldugu tespit edildi (Sekil 4.19).

Grup II) Probiyotik: Beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
8 OHAG ekspresyonunun negatif oldugu gozlendi (Sekil 4.20).

Grup 1III) Acetamiprid: Beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak
incelendiginde, siddetli diizeyde 8 OHAG ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.21).

Grup IV) Acetamiprid + Probiyotik: Beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak
incelendiginde, hafif diizeyde 8 OHdG ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.22).

Grup V) Imidacloprid: Beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak
incelendiginde, paransimde ndron uzantilarinda siddetli diizeyde 8 OHdG ekspresyonu

belirlendi (Sekil 4.23).
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Grup V1) Imidacloprid+ Probiyotik: Beyin dokulari immunohistokimyasal olarak
incelendiginde, hafif diizeyde 8 OHAG ekspresyonu tespit edildi (Sekil 4.24).

Immunohistokimyasal bulgular tablo 4.12 de &zetlenmistir.

Sekil 4.20. Beyin dokusu PRO grubu 8 OHdG IHC boyama sonuglari, Bar:20pum.
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Sekil 4.21. Beyin dokusu ACE grubu 8 OHdG IHC boyama sonuglar1
(Siddetli diizeyde stoplazmik 8 OHdG ekspresyonu (okbaslari), IHC, Bar:20um)

Sekil 4.22. Beyin dokusu ACE+PRO grubu 8 OHdG IHC boyama sonuglar1
(Noronlarda hafif diizeyde stoplazmik 8 OHAG ekspresyonu (okbaslari), IHC, Bar:20pum)
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Sekil 4.23. Beyin dokusu IMI grubu 8 OHdG IHC boyama sonuglari
(Noronlarda siddetli diizeyde stoplazmik 8 OHdG ekspresyonu (okbaslar), IHC,
Bar:20pum)

Sekil 4.24. Beyin dokusu IMI+PRO grubu 8§ OHdG IHC boyama sonuglart.
(Noronlarda hafif diizeyde stoplazmik 8 OHAG ekspresyonu (okbaslari), IHC, Bar:20pum)

Grup I) Kontrol: Beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde,

GFAP ekspresyonunun negatif oldugu tespit edildi (Sekil 4.25).
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Grup II) Probiyotik: Beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
GFAP ekspresyonunun negatif oldugu gozlendi (Sekil 4.26).

Grup III) Acetamiprid: Beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak
incelendiginde, siddetli diizeyde GFAP ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.27).

Grup IV) Acetamiprid + Probiyotik: Beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak
incelendiginde, hafif diizeyde GFAP ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.28).

Grup V) Imidacloprid: Beyin dokulart immunohistokimyasal olarak
incelendiginde, paransimde néron uzantilarinda siddetli diizeyde GFAP ekspresyonu
belirlendi (Sekil 4.29).

Grup VI) Imidacloprid+ Probiyotik: Beyin dokulari immunohistokimyasal olarak
incelendiginde, hafif diizeyde GFAP ekspresyonu tespit edildi (Sekil 4.30).

immunohistokimyasal bulgular tablo 4.12 de 6zetlenmistir.

Sekil 4.25. Beyin dokusu kontrol grubu GFAP IHC boyama sonugclari, Bar:20um.
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Sekil 4.27. Beyin dokusu ACE grubu GFAP IHC boyama sonuglari
(Siddetli diizeyde stoplazmik GFAP ekspresyonu (okbaslari), IHC, Bar:20um)
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Sekil 4.28. Beyin dokusu ACE+PRO grubu GFAP IHC boyama sonuglari
(Noronlarda hafif diizeyde stoplazmik GFAP ekspresyonu (okbaslar1), IHC, Bar:20pum)

Sekil 4.29. Beyin dokusu IMI grubu GFAP IHC boyama sonuglar1
(Noronlarda siddetli diizeyde stoplazmik GFAP ekspresyonu (okbaslari), IHC,
Bar:20um)
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Sekil 4.30. Beyin dokusu IMI+PRO grubu GFAP IHC boyama sonuglari
(Noronlarda hafif diizeyde stoplazmik GFAP ekspresyonu (okbaslar1), IHC, Bar:20pum)

Tablo 4.12. Beyin dokusunda histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgularin
skorlanmasi

Kontrol PRO ACE ACE + PRO IMI IMI+ PRO
Noronlarda - - +++ + +++ +
dejenerasyon
Noronlarda - - +++ - ++ -
nekroz
Damarlarda - - +++ ++ +++ ++
hiperemi
8 OHdG - - +++ + +++ +
GFAP - - +++ + +++ +

Grup 1) Kontrol: Bagirsak dokulari immunohistokimyasal olarak incelendiginde,

IL-6 ekspresyonunun negatif oldugu tespit edildi (Sekil 4.31).

Grup 1) Probiyotik: Bagirsak dokulari immunohistokimyasal olarak incelendiginde, IL-

6 ekspresyonunun negatif oldugu gozlendi (Sekil 4.32).
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Grup 1) Acetamiprid: Bagirsak dokular1 immunohistokimyasal olarak
incelendiginde, bagirsak mukozasinda mukoza epiteli ve yangili bolgede yangi
hiicrelerinde siddetli diizeyde IL-6 ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.33).

Grup IV) Acetamiprid + Probiyotik: Bagirsak dokular1 immunohistokimyasal
olarak incelendiginde, hafif diizeyde bagirsak mukozasinda mukoza epiteli ve yangili
bolgede yangi hiicrelerinde IL-6 ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.34).

Grup V) Imidacloprid: Bagirsak dokular1 immunohistokimyasal olarak
incelendiginde, bagirsak mukozasinda mukoza epiteli ve yangili bolgede yangi
hiicrelerinde siddetli diizeyde IL-6 ekspresyonu belirlendi (Sekil 4.35).

Grup VI) Imidacloprid+ Probiyotik: Bagirsak dokulart immunohistokimyasal
olarak incelendiginde, hafif diizeyde bagirsak mukozasinda mukoza epiteli ve yangili
bolgede yangi hiicrelerinde IL-6 ekspresyonu tespit edildi (Sekil 4.36).

Immunohistokimyasal bulgular tablo 4.13 da 6zetlenmistir.

Sekil 4.31. Bagirsak dokusu kontrol grubu IL-6 IHC boyama sonuglari, Bar:20um.
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Sekil 4.32. Bagirsak dokusu PRO grubu IL-6 IHC boyama sonuglari, Bar:20pm.

Sekil 4.33. Bagirsak dokusu ACE grubu IL-6 IHC boyama sonuglari
(Mukozada mononukleer hiicrelerde ve mukoza epitellerinde 1L-6 ekspresyonu
(okbaglari), IHC, Bar:20um)
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Sekil 4.34. Bagirsak dokusu ACE+PRO grubu IL-6 IHC boyama sonuglar1
(Mukozada mononukleer hiicrelerde ve mukoza epitellerinde hafif diizeyde IL-6
ekspresyonu (okbaslar1), IHC, Bar:20um)

Sekil 4.35. Bagirsak dokusu IMI grubu IL-6 IHC boyama sonuglari
(Mukozada mononukleer hiicrelerde ve mukoza epitellerinde siddetli diizeyde 1L-6
ekspresyonu (okbaglar1), IHC, Bar:20um)
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Sekil 4.36. Bagirsak dokusu IMI+PRO grubu IL-6 IHC boyama sonuglari.
(Mukozada yangi hiicrelerinde ve mukoza epitelinde hafif diizeyde 1L-6 ekspresyonu
(okbaglari), IHC, Bar:20pum)

Tablo 4.13. Bagirsak dokusunda histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgularin
skorlanmasi

Kontrol PRO ACE ACE + PRO IMI IMI+ PRO
Mukoza - - +++ ++ +++ ++
epitelinde
erezyon
iilserasyon
Mukoza - - +++ ++ +++ ++
katmaninda
mononukleer
hiicre
infiltrasyonu
Tunica - - +++ + +++ +
muskiilariste
odem
IL-6 - - +++ + +++ +

Grup I) Kontrol: Bobrek dokularinin normal histolojik goriiniimde oldugu
gozlendi (Sekil 4.37).
Grup II) Probiyotik: Bobrek dokularinin normal histolojik goriiniimde oldugu tespit edildi

(Sekil 4.38).
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Grup HI) Acetamiprid: Bobrek dokulari histopatolojik olarak incelendiginde,
bobrek tiibiiliis epitellerinde siddetli diizeyde dejenerasyon ve nekroz, interstisyel
damarlarda hiperemi goriildi (Sekil 4.39).

Grup IV) Acetamiprid + Probiyotik: Bobrek dokulari histopatolojik olarak
incelendiginde, tubiil epitellerinde hafif diizeyde hidropik dejenerasyon, interstisyel
damarlarda orta siddette hiperemi gortildii (Sekil 4.40).

Grup V) Imidacloprid: Bobrek dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde,
siddetli diizeyde tiibiiliis epitellerinde dejenerasyon ve nekroz gozlendi (Sekil 4.41).

Grup VI) Imidacloprid+ Probiyotik: Bobrek dokulart histopatolojik olarak
incelendiginde, tiibiiliis epitelerinde hafif diizeyde dejenerasyon ve damarlarda hiperemi

gozlendi (Sekil 4.42). Histopatolojik bulgular tablo 4.14 de 6zetlenmistir.

Sekil 4.37. Bobrek dokusu kontrol grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(H&EX40)
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Sekil 4.38. Bobrek dokusu PRO grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(H&EXx40)

Sekil 4.39. Bobrek dokusu ACE grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(Tiibiiliis epitellerinde siddetli diizeyde dejenerasyon (okbaslar1) ve nekroz (oklar),
parangim damarlarda hiperemi, H&Ex40)
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Sekil 4.40. Bobrek dokusu ACE+PRO grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(Tubiilis epitellerinde hafif diizeyde dejenerasyon (okbaslari), paransim damarlarda orta
diizeyde hiperemi, H&Ex40)

Sekil 4.41. Bobrek dokusu IMI grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(Tibiilis epitellerinde siddetli diizeyde dejenerasyon (okbaslari), nekroz (oklar),
parangim damarlarda siddetli diizeyde hiperemi, H&Ex40)
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Sekil 4.42. Bobrek dokusu IMI+PRO grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(Tubiilis epitellerinde hafif diizeyde dejenerasyon (okbaslari), paransim damarlarda orta
diizeyde hiperemi, H&Ex40)

Tablo 4.14. Bobrek dokusunda histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgularin
skorlanmasi

Kontrol PRO ACE ACE+ PRO IMI IMI+ PRO
Tibil - - +++ + +++ ++
eptellerinde
dejenerasyon
Tiibiil - - ++ - ++ -
eptellerinde
nekroz
Damarlarda - - +++ ++ +++ ++
hiperemi

Grup I) Kontrol: Karaciger dokularinin normal histolojik goriiniimde oldugu
gozlendi (Sekil 4.43).
Grup II) Probiyotik: Karaciger dokularinin normal histolojik goriinlimde oldugu

tespit edildi (Sekil 4.44).
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Grup III) Acetamiprid: Karaciger dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde,
hepatositlerde dejenerasyon nekroz ve paransimal damarlarda hiperemi gozlendi (Sekil
4.45).

Grup IV) Acetamiprid + Probiyotik: Karaciger dokular1 histopatolojik olarak
incelendiginde, tubiil epitellerinde hafif diizeyde hidropik dejenerasyon, interstisyel
damarlarda orta siddette hiperemi gortildii (Sekil 4.46).

Grup V) Imidacloprid: Karaciger dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde,
ozellikle santral bolgede hepatositlerde dejenerasyon ve nekroz, damarlarda siddetli
diizeyde hiperemi goriildii (Sekil 4.47).

Grup VI) Imidacloprid+ Probiyotik: Karaciger dokular1 histopatolojik olarak
incelendiginde, hepatositlerde hafif diizeyde dejenerasyon ve damarlarda hiperemi tespit

edildi (Sekil 4.48). Histopatolojik bulgular tablo 4.15 de 6zetlenmistir.

Sekil 4.43. Karaciger dokusu kontrol grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(H&EX40)
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Sekil 4.44. Karaciger dokusu PRO grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(H&EXx40)

Sekil 4.45. Karaciger dokusu ACE grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(Hepatositlerde siddetli diizeyde dejenerasyon (okbaslari), nekroz (oklar), paransim
damarlarda hiperemi, H&Ex40)
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Sekil 4.46. Karaciger dokusu ACE+PRO grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(Noronlarda hafif diizeyde dejenerasyon (okbaslari), paransim damarlarda orta diizeyde
hiperemi, H&Ex40)
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Sekil 4.47. Karaciger dokusu IMI grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(Hepatositlerde siddetli diizeyde dejenerasyon (okbaslari), nekroz (oklar), paransim
damarlarda orta diizeyde hiperemi, H&Ex40)
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Sekil 4.48. Karaciger dokusu IMI+PRO grubu hematoksilen-eozin boyama sonuglari
(Hepatositlerde hafif diizeyde dejenerasyon (okbaslari), paransim damarlarda orta

diizeyde hiperemi, H&Ex40)

Tablo 4.15. Karaciger dokusunda histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgularin

skorlanmasi
Kontrol PRO ACE ACE + PRO IMI IMI+ PRO

Hepatositlerde - - +++ + +++ ++
dejenerasyon
Hepatositlerde - - ++ - ++ -
nekroz
Damarlarda - - +++ ++ +++ ++
hiperemi

4.5. Genotoksisite Testi Sonuclar1 (Comet)

Imidacloprid’e maruz kalan gruplarda 3 ay sonra kontrole kiyasla kuyruk

yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir artis gozlendi (imidacloprid

grubunda %43). Acetamiprid uygulanmis grubun DNA kuyruk yogunlugu, kontrol

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek tespit edildi (p<0.05,

p=0.022). ACE+PRO grubunda DNA kuyruk yogunlugu ACE grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek tespit edildi (p<0.05, p=0.027). (Tablo 4.16

Sekil 4.49).
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Tablo 4.16. Kontrol ve deney gruplari kuyruk yogunluguna dayanan Comet analiz
sonuglari

Doz gruplan Dna kuyruk yogunlugu Standart Hata
ortalama
Kontrol 5.42 0.91
Imidacloprid 7.78 1.43
Acetamiprid 10.08* 2.00
Imidacloprid+Probiyotik 4.79 1.04
Acetamiprid+Probiyotik 3.81% 0.51

Degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. Sonuglarin istatistigi One-Way
ANOVA’ya gore, Post-Hoc ¢oklu karsilagtirmali testlerden Dunnett’e gore yapildi.
P<0.05 anlaml1 kabul edildi. * igsareti Kontrol gruba gore, # isareti ise ACE grubuna gore
anlamlilig1 géstermektedir.

DNA Kuyruk Yogunlugu
12,00

10,00

P
8,00

6,00 #
4,00

2,00

0,00

Kontrol IM1 IMI+PEO ACE ACE+PRO

Sekil 4.49. Kontrol ve deney gruplar1 Comet analiz sonuglari.
(Sonuglarin istatistigi One-Way ANOV A’ya gore, Post-Hoc goklu kargilagtirmali testlerden Dunnett’e gore
yapildi. P<0.05 anlamli kabul edildi. * isareti Kontrol gruba gore, # isareti ise ACE grubuna gore anlamlilig1
gostermektedir.)
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5. TARTISMA

Bocek ilaglari; yabani otlari, bocekleri, hayvanlari ve hastalik vektorlerini kontrol
etmek i¢in tarim ve halk saglig1 alaninda tiim diinyada yaygi olarak kullanilmaktadr. 1"

Bilingsiz pestisit kullanimi sonucunda, pestisit kalintilar1 gida zincirine girebildigi
gibi maksimum kalintt simirmi1 asip insan saghgir acgisindan biiyiik tehlike de
olusturabilirler. 1"

Tarimsal pestisit zehirlenmesi, gelismekte olan diinyada her yil en az 250.000 -
370.000 kisiyi 6ldiiren biiyiik bir halk saglig1 sorunudur. 173

Yeni nesil neonicotinoid pestisitlerden olan imidacloprid ve acetamiprid’in delici
ve emici agiz yapisit olan bdceklere karsi oldukca etkili olduklarini ve bu etkilerini de
bocek nAChR’lerine baglanarak gosterdikleri bulunmustur. ° Bu yeni nesil pestisitler
pazarin %11-15’ini kisa siirede ele gecirmislerdir. X Literatiirde neonikotinoidlerin
memeli dokular {izerindeki toksisitesi ile ilgili ¢alismalar ¢ok azdir. Ancak pestisit
maruziyeti sonucu olusan toksik etkileri dnlemek icin, yeni ve ucuz lirlin arayislar
stirmektedir. Probiyotikler " Bagirsak mikrobiyal dengesini diizenleyerek konakgiyi
yararl bir sekilde etkileyen canli bir mikrobiyal gida takviyesi " olarak tanimlamstir. 3
Saccharomyces cerevisiae olarak da bilinen S. boulardii, g¢oklu etiyolojilerden
kaynaklanan ishalin tedavisinde ve Onlenmesinde yaygin olarak kullanilan, patojenik
olmayan bir maya tiiriidiir ve 100 tilkede tibbi iiriinlerin diizenlenmesinde yer alan klinik
ve farmasotik bir kullanima sahiptir. 1 Bu nedenle probiyotikler, son dénemlerde bir
cok hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglarin yerini almaya baslayan iyi ve ucuz bir
alternatif olarak glindeme gelmislerdir. Ayrica, probiyotiklerin pestisit aracili toksisite de
yararli olabilecegini ileri siiren galismalar mevcuttur, 147149

Ancak literatiirde probiyotik ve pestisit arasindaki iligki ile ilgili yapilan ¢caligmalar

probiyotik bakteriler ile sinirli kalmistir. Mikrobiyota da bulunan ve 6nemli etkilere sahip

81



olan probiyotik mantarlarla ilgili yapilan galismalar, toksik etkili bakterilerin sebep
oldugu diyare tedavisinden ileri bir asamaya gidememistir. Biz de bu ¢alismamiz da 13
hafta boyunca ratlara NOAEL dozda imidacloprid (5.7mg/kg) ve acetamiprid (12.4
mg/kg) vererek kronik bir intoksikasyon olusturmayi ve S.boulardii vererek karaciger,
bagirsak, bobrek ve beyin dokusu iizerinde pestisitlerin olasi toksik etkilerini 6nlemeyi
amacladik. Calismamiz da hayvan agirliklarina, hematolojik ve biyokimyasal
parametrelere, dokularda ki neonikotinoid pestisit birikimine, dokularin histopatolojisine
ve immiinohistokimyasina ve Comet testi ile genotoksik hasara baktik.

Hayvalarin giinlik yem ve su tiiketimlerinde meydana gelen degisimler kilo
kazanimini ve kayiplarin1 dogrudan etkilemektedir. Pestisit maruziyetinde doza-bagiml
sekilde kilo kayb1 yasandig1 ifade edilmektedir. Bhardwaj ve ark.}’* yapmus olduklari bir
calismada, ratlara 90 giin boyunca oral yol ile 5, 10 ve 20 mg/kg imidakloprid verilmis
ve 10 mg/kg (NOEL) doz grubunda viicut agirlik artis1 olmamistir ancak en yliksek doz
grubunda (20 mg / kg / gilin) 6nemli toksisite semptomlari ile birlikte hayvanlarin viicut
agirlik artislarinda dnemli bir azalma oldugu ifade edilmistir. Mondal ve ark.}” yaptiklart
deneyde Wistar Albino tiirii ratlara 13 hafta boyunca 5, 20 ve 40 mg/kg dozlarinda
acetamiprid oral yol ile verilmis, 8. haftadan itibaren 40 mg/kg alan grup da kilo kayb1
belirlenmis, 10. haftadan itibaren 20mg/kg doz grubunda kiloda istatistiksel olarak
anlamli disiis gozlenirken. 5 mg/kg doz grubunda kilo kazanimi ya da kaybi
gozlenmemistir. Sudha’nin S. Boulardii ile yaptig1 bir ¢alismada 130, 650 ve 1300
mg/kg/glin dozlarinda probiyotik, Sprague-Dawley ratlara 28 giin boyunca oral yol ile
verilmis ve 28 giin sonunda viicut agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis ya da
azalis bulunmamistir. 176 Calismamizi acetamiprid (12.4mg/kg) ve imidakloprid’in (5.7
mg/kg) NOAEL gibi EPA’nin canli sistemler {izerinde hi¢bir yan etkinin gézlenmedigini

ileri siirdigi dozlarla gergeklestirdik. 13 hafta siiren deneyimizde her hafta ratlarin
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agirliklan tartilip kaydedildi, bu siire¢ igerisinde ratlarda yiyecek ve sudan kaginma
hareketleri ve bunlarin yani sira yorgunluk, hareket kayb1 gibi davranis degisiklikleri veya
uyusukluk gozlenmedi. Haftalara gore agirlik artis1 biitiin gruplarda normal bir seyir
izledi, literatiirde ki ¢alismalar incelendiginde, yiyecekten kagimma hareketlerinin
imidakloprid i¢in en az 10mg/kg, acetamiprid i¢in ise en az 20mg/kg doz ve iizeri
maruziyetlerde meydana gelecegi ileri siirlilmektedir. Bizim yaptigimiz g¢alismanin
sonunda, gruplarin agirliklar1 karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir artis ya
da azalis tespit edilemedi. Bu da literatiirde ki diger calismalar ile paralellik gosterdi.
Hematolojik ve biyokimyasal parametreler cevresel stresorlerin neden oldugu
degisimlerin belirlenmesinde oOnemli yer tutmaktadirlar. Biz de ¢alismamizda
hematolojik ve biyokimyasal parametre olarak baktik. Baktigimiz bu hematolojik
parametrelerde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edemedik. Bunun dozlarin
diisiikliiglinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Calismamiza benzer sekilde Bagri ve
ark."" tarafindan yapilan 14 giinliik bir calisma da giinde 110mg/kg imidakloprid Swiss
albino erkek farelere verilmis, kan ornekleri incelendiginde, Hemoglobin, total eritrosit
say1s1, total lenfosit sayis1 ve notrofil sayilarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik bulunmadig: ifade edilmistir. Bir baska calismada acetamiprid’in
13 hafta boyunca oral yoldan uygulanmasi 5, 20 ve 40 mg/kg doz gruplarinda TEC, TLC,
Hgb, HCT, PLT, MCV, MCH ve MCHC seviyelerinde anlamli (P<0.05) degisime neden
olmadig1, 40mg/kg doz grubunda ise 9 ve 13. haftalarda notrofil ortalama degerlerinde
anlaml bir artis bulunurken, lenfosit sayisinda 5, 9 ve 13. haftalarda anlamli bir azalma
bulunmustur (P<0.001). Ancak hi¢bir doz grubunda eozinofil, monosit ve bazofil
yiizdelerinde kontrol grubuna gore anlamli bir fark bulunmamustir. 17°
Sonug olarak bizim c¢aligmamiz ile yukarida ki ¢alismalarin sonuglar1 paralellik

gostermistir ve literatiir ile uyumlu oldugu gozlemlenmistir. Biyokimyasal
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parametrelerimizi degerlendirdigimiz de tire de bir artis olmadi ancak ALT, AST, ALP
ve LDH degerlerinde bir yiikselis tespit edildi ama bu ylikselis istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi. Abbassy ve ark.'’

yaptiklari bir ¢alismada Albino ratlara diisiik (0.365 mg/kg
ve 0.943 mg/kg) ve yiiksek dozlarda (45 mg/kg ve 56.25 mg/kg) imidacloprid 30 giin
siireyle oral yol ile verilmis ve diisiik dozlarda ALT, AST, ALP, LDH, creatinine ve uric
acid seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir artis bulunmamustir. Vohra ve ark.1’
yaptiklar1 diger bir ¢alismada, 10 mg/kg ve 20mg/kg imidacloprid oral yol ile 60 giin
boyunca Albino ratlara verilmis ve ALT, AST, ACP ve ALP diizeylerinde her iki doz i¢in
de anlaml1 bir yiikselis bulunmamistir. Parametrelerde ki meydana gelen artis istatistiksel
olarak anlamli olmasa bile, bunun intoksikasyon sirasinda permeabilite artigi, membran
hasar1 ve hepatosit nekrozuna bagli olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Bu c¢alismalar da imidacloprid’in yapti§i hepatosit dejenerasyonunun, hiicre
membran permeabilitesini arttirarak transaminazlarin dolasim sistemine gecebilecegi
ifade edilmistir. Ayrica bu hasar sonucunda olugan hepatosit membraninda ki transport
fonksiyon bozuklugunun serum enzim diizeylerinde yiikselise yol agabilecegi de iddia
edilmistir. 1 Bizim galismamizda ki istatistiksel olarak anlamli olmayan serum enzim
diizeyi artiglarinin sebebinin de bu mekanizmalardan birine bagli olabilecegini
diistinmekteyiz.

Ciftciler tarafindan boceklerin kontroliinde gelisigiizel pestisit kullanimi, insan ve
hayvan dokularinin yani sira gidalarda da pestisit birikimine neden olmaktadir. &

Oral olarak kullanilan ACE gastrointestinal sistemde yaklasik %100 oraninda
emilir. 38! Karaciger sitokrom P450 (CYP) enzimleri tarafindan metabolize edildikten
sonra, disk1 ve idrarla atilir. 8! Ford ve ark.'8? 183 ACE verilen ratlarin beyin ve karaciger

dokular1 ile plazma ve idrar Orneklerinde ACE ve metabolitlerinin saptandigini

bildirmislerdir. Shi ve ark.!8! CYP enzimlerinin inhibe edilmesi sonucunda, beyinde ve
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karacigerde farkli bir pestisit olan clothianidin ve tiyakloprid konsantrasyonlarinin

arttigini bildirmislerdir. Devan ve ark.'8*

yaptiklar1 bir caligmada, Wistar ratlara 90 giin
boyunca oral yol ile ACE (27.5, 55 ve 110 mg/kg) verildikten sonra karaciger ve bobrek
dokularinda ki ACE diizeyleri arastirilmis ve kalintilar tespit edilmistir. Bu ¢alisma uzun
siireli ACE uygulamasinin, ¢esitli dokularda kalint1 birakabilecegini gostermistir. Benzer
sekilde Yi-Wang ve ark.'®® farelerde yaptiklar1 bir deneyde, tandem kiitle spektrometrisi
ile birlestirilmis s1v1 kromatografi yontemini kullanarak karaciger ve bobrek dokularinda
ACE kalintilar1 tespit etmislerdir. Bizim yaptigimiz ¢aligmada rat karacier ve bobrek
dokularmda ki kalmti diizeyi 6lgiimleri, LC-MS yardim ile Girit Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Adli Toksikoloji Anabilim Dali Laboratuarlarinda yapilmaistir.

Karaciger dokusunda imidacloprid kalintisi, imidacloprid grubunda 0.0435+
0.044 ug/g bulunurken probiyotik + imidacloprid grubunda 0.0353+ 0.0276 ug/g
bulunmustur. Burda probiyotigin karaciger de IMI birikimini azalttigi goriilse de
istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir.

Karaciger de acetamiprid kalintisi, acetamiprid grubunda 0.5215+0.1245 pg/g
bulunurken probiyotik + acetamiprid grubunda 0.2070 = 0.0545 ug/g bulunmus ve bu iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ortaya ¢ikmaistir (p<<0.005).

Bobrek dokusunda imidacloprid kalintisi, imidacloprid grubunda 0.3808+ 0.6054
ug/g bulunurken probiyotik + imidacloprid grubunda 0.1628+0.0759 pg/g bulunmustur.
Burda probiyotigin bobrek de IMI birikimini azalttigi goriilse de istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir.

Bobrek de acetamiprid kalintisi, acetamiprid grubunda 0.8910+0.1572 pg/g
bulunurken probiyotik + acetamiprid grubunda 0.1923 + 0.1039 pg/g bulunmus ve bu iki

grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ortaya ¢ikmistir (p<<0.001).
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Probiyotik alan gruplarda ki kalint1 diizeyleri karaciger ve bobrek i¢in istatistiksel
olarak ¢ok anlamli oranda diigmiistiir. Bunun sebebinin, probiyotigin toksik maddelerin
absorbsiyonunu azaltarak veya GIS de toksik maddenin metabolizmasini hizlandirarak
sistemik dolasima gegislerini azaltip ve boylece dokularda toksik maddelerin birikim
oranlarini diisiirdiiglinii diisiinmekteyiz.

Imidacloprid ve acetamiprid oral yoldan verildiklerinde sirasiyla yaklasik %92 ve
%100 oraninda absorbe edilirler. Absorbe edildikten sonra portal dolasim sistemi ile
karaciger’e giden IMI ve ACE orda CYP450 ile metabolize edilir, metabolitleri feges ve
idrarla atilirken, metabolize edilmeyen kisimlari sistemik dolasima gecer. Bizim
calismamizda, sadece IMI ve ACE verilen gruplarin dokularinda verilen toksik
maddelerin biriktigini tespit ettik. Ancak ACE birikimi IMI birikiminden yaklagik 10 kat
daha fazlaydi. Bunun sebebinin IMI'nin karacigerde daha fazla metabolize edilmesi
olabilecegi gibi dokular tarafindan tutulumunun da daha az oldugunu diisiiniiyoruz.
Ayrica IMI’'nin kronik veriliste, histopatolojik incelemede bagirsaklarda 6dematdz
kalinlagmalar meydana getirdigini tespit ettik, bu da IMI’'nin ACE’ye gore bagirsaklardan
daha az absorbe olmasina neden olmus olabilir. Sonu¢ olarak kronik uygulamada
ACE’nin dokularda daha fazla birikebilecegini tespit ettik.

IMI+PRO verilen grupta dokularda ki birikim sadece IMI grubuna gore daha azdir
ancak bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu da probiyotigin IMI’nin GIS den
emilimi lizerine fazla bir katkisinin olmadigini géstermektedir.

ACE+PRO verilen grupta dokularda ki birikim sadece ACE grubuna gore daha
azdir ve bu istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulundu. Bu da probiyotigin ACE’nin GIS den
emilimi lizerine katkisinin ¢ok fazla oldugunu gostermektedir. Bunun sebebinin de asagi

da agiklayacagimiz mekanizmalar ile olabilecegini diisliniiyoruz.
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Condette ve ark.®® yaptiklari ¢alisma da, kronik Organofosfatli pestisitlere maruz
kalan ratlarda, gastro-intestinal sistem epitel hiicre membran permeabilitesinin arttig1 ve
tight junctionlarin (siki baglanti noktalar1) lokalizasyonlar1 ve ekspresyonlarinin
bozuldugu gosterilmistir. Bu bozulan bagirsak bariyer fonksiyonu da toksik maddelerin
feed-forward mekanizmasi ile paraseliiler absorbsiyonunun artisina yol agar bu nedenle
cok fazla sistemik dolasima gecen pestisit miktar1 fazla olur. Dahasi, bagirsak bariyer
fonksiyonunun kronik olarak hasarlanmasi sizint1 (gegirgen) bagirsak sendromuna sebep
olabilecegi ileri siiriilmektedir.’®’ Bircok ¢alisma bir probiyotik olan lactobaciller’in
bagirsak bariyer fonksiyonunu arttirma kabiliyeti oldugunu ve konakta pestisit tarafindan
meydana getirilen ikincil bir hasari 6nledigini ileri siirmektedirler. Ornegin L. Plantarum
MB452’un tight junction proteinleri olan occludin, ZO-1, ZO-2, ve cingulin’in Caco-2
intestinal hiicre hattinda ekspresyonlarmi arttirdign bulunmustur.'®® 18 Sonug olarak
insektisitlerin GIS de hasar olusturarak bariyeri bozdugu, probiyotiklerin de bozulan
bariyeri diizelttigi goriilmektedir. Bizim deneyimizde kullandigimiz probiyotik de IMI ve
Ozellikle ACE’nin GIS den emilimini bu sekilde azaltmis olabilir.

Sentiirk ve ark.!®® yaptig1 calisma da potansiyel toksik ajanlara kronik maruziyetin
kronik inflamasyona neden olabilecegi ifade edilmistir. Inflamasyonda salgilanan pro-
inflamatuar sitokinler inflamasyonda rol oynayan kaskadi tetikleyerek inflamasyon
siirecine katkida bulunurlar. Diizgiiner ve ark.!®® yaptiklar1 ¢alismada, 30 giin boyunca
1mg/kg imidacloprid verilen ratlarda TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-12 gibi proinflamatuar
sitokinlerde artis meydana geldigi ve kronik inflamasyon gézlendigini ifade edilmistir.

Zakostelska ve ark.!®? yaptiklari galismada probiyotiklerin, farelerde dextran
sodium sulfate ile indiiklenen kolit modelinde, pro-inflammatuar sitokinleri azaltarak
pestisit maruziyeti ile iliski inflamatuvar reaksiyonlari dnledigi gosterilmistir. Aymi

calisma da probiyotikler intestinal epitel de NF-kB aktivitesini downregiile ederek ve
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mesenterik lenf nodlarinda regiilatuar T hiicre popiilasyonunu arttirarak yaygin
inflamasyonu engellemistir. Meyvelerden izole edilen ve en yaygin olarak kullanilan
probiyotik mantar olan S. Boulardii, GI mukozadan absorbe olamadig1 i¢in sistemik etki
gosteremez, sadece liimen iginde etkisini gostermektedir. '*3 S. boulardii patojen
mikroorganizmalar ile liimen iginde besinler ve mukozal reseptorler i¢in yarismaktadir.
Koruyucu etkilerinden bir digeri de Tiimor Nekroz Faktor-o. ve interleukin (IL) -6 gibi
pro-inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini azaltmasidir. ® 1%31% Ek olarak, S. boulardii,
bir anti-enflamatuar sitokin olan IL-10'u ve epitel biiyiime faktorii tretimini de
arttirmaktadir. 1% Everard ve ark.!®’ S.Boulardii tedavisinin hepatik ve sistemik
enflamasyonu azalttigini, ve bu enflamasyonu da, varsayilan bir bagirsak-karaciger aksi
ile meydana getirdigini ileri sirmiislerdir. Biz de ¢alismamiz da, bagirsakta bir pro-
inflamatuar sitokin olan, IL-6 diizeyine baktik. IMI ve ACE verilen gruplarda IL-6
ekspresyonunun siddetli diizeyde arttigi bulunurken probiyotik verilen gruplarda bu
artisin hafif diizeyde oldugunu bulduk. Bu sonuglar bize IMI ve ACE’nin GIS de pro-
inflamatuar sitokin olan IL-6 diizeyini arttirarak inflamasyona sebep oldugu,
S.Boulardii’nin ise IL-6 seviyesinde ki artig1 azaltarak inflamasyonu dnlemeye calistigini
gostermistir. Yukarda ki ¢alismalarda da insektisitlerin GIS de pro-inflamatuar sitokin
miktarint arttirarak inflamasyona sebep oldugu, probiyotiklerin de bunu Onlemeye
calistigin1 gormiistiik. Bizim ¢alismamiz da bu ¢alismalarla paralellik gosterdi.

S.Boulardii ise inflamasyonu azaltarak artmis olan pestisit absorbsiyonunu
azaltmis olabilir.

Yapilan c¢esitli calismalar Lactobacillus tiirlerinin giinliikk {irtinlerden ve
bugdaydan OP pestisitleri uzaklastirdigini gostermistir. %29 indirek kanit olarak
lactobillerin salgiladiklar1 fosfataz enzimleri araciligi ile OP pestisitleri metabolize

edebilecegi ileri siiriilmektedir.'® Benzer sekilde yapilan bir ¢aligmada, bir probiyotik
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olan L.brevis WCP902’nin pestisitleri degrade edebilme kabiliyetinin fonksiyonel OP
hidrolaz (OpdB) geninin ekspresyonu ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir.?’* Yapilan
bir calisma da bitki probiyotik bakteri 6zelliklerini gosteren, Stenotrophomonas
maltophilia CGMCC 1.1788’in neonikotinoid pestisit olan imidacloprid’i metabolize
edebilme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir.?®? Bu calismalar gosteriyor ki,
probiyotikler salgiladiklar1 bir takim enzimlerle GIS de kimyasal maddeleri metabolize
etme yetenegine sahiptir. Muhtemel ki bizim kullandigimiz probiyotik de GIS de IMI ve
ozellikle de ACE’yi metabolize ederek absorbsiyonunu azaltmis olabilir.

Ilag etkilesimlerindeki probiyotik ile pestisit birbirini baglayip absorbsiyonlarini
azaltmis olabilirler. Belki bizim ¢alismamiz da bdyle bir selasyon meydana gelmis ve
absorbsiyon azalmis olabilir.

Ilag etkilesimlerindeki probiyotik ile pestisit birbirini baglayip absorbsiyonlarini
azaltmis olabilirler. Bir¢ok caligma, probiyotiklerin canliligini, kolonilesme kabiliyetini
ve toksik maddelere baglanma kapasitesini analiz etmistir. Lactobacillus casei
DN114001 susu, in vitro heterosiklik aromatik aminlere baglanabilir ve bu aminlerin
konsantrasyonunu ve genotoksisitesini azaltabilir.X*” Lactobacillus reuteri NRRL14171
susu ve Lactobacillus casei Shirota susu ile bifidobakteri suslari aflatoksin Bl'e
baglanabilir ve bagirsak sisteminde aflatoksinlerin emilimini onleyebilirler.148 149
Lactobacillus kefir suslari, Clostridium difficile toksinlerini yiizey katmani (s katmani)
proteinleri ile baglayabilmislerdir.?®® Belki bizim calismamiz da bdyle bir selasyon
meydana gelmis ve absorbsiyon azalmis olabilir.

Karaciger detoksifikasyon i¢in hedef bir organdir ve ¢evresel kirleticilere maruz
kalmanin sonucunda cesitli bozukluklar olugsmasina egilimlidir. Dokudaki histopatolojik
degisiklikler, farkli doku ve organlardaki kimyasallarin toksik etkilerini degerlendirmek

% 204

i¢cin hizli bir yontem olarak kullanilabilir. Hossam ve ar yaptiklar1 ¢alismada, diisiik
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doz (NOAEL dozun 1.5 kat1) ve yiiksek doz (1/10 LD50) acetamiprid Albino ratlara 28
giin boyunca oral yolla verilmis ve diisiik doz grubunun (18 mg / kg) histopatolojik
incelemesinde, hepatositler arasinda az sayida inflamatuar hiicre oldugu, yiiksek doz
grubun da (42.72 mg/kg) inflamatuar hiicreler, hiperplazi gbzlenen hepatositler de
dejenerasyon ve nekroz gosterilmistir. Bobrek tizerindeki etkileri ise diisiik doz grubunda
fokal enflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ve kortekste glomertiler de hiperemik nekrozlu
tiibiiller oldugunu gostermislerdir. Ancak yiiksek doz grubunda, bobrek dokusu iizerinde
ki dejenerasyon karaciger dokusunda oldugundan daha fazla oldugu bulunmustur.
Diizensiz histolojik yapilar ile displazi formasyonu meydana geldigi agiktir ve ¢ogu
tiibiillerin epitellerinin kenarlarinda konjesyon ve nekroz bulunmustur. Zhang ve ark.?%®
yaptiklar1 ¢alisma, acetamiprid’in fare bobrek tiibiillerinde ve renal korpiiskiilde hasar
meydana getirdigini géstermistir.

Karaciger hiicre hasar1 ile ilgili birgcok mekanizma tanimlanmistir. Bunlardan bir
tanesi mitokondriyal disfonksiyondur. Bu hasar, yag asidi beta-oksidasyonunun
inhibisyonu, respiratuar enzimlerin inhibisyonu veya mitokondriyal DNA’ya direk etki
gibi bir¢ok yol ile meydana gelebilir. Pestisitler gibi bazi1 kimyasallar hem beta-
oksidasyonu hemde respiratuar enzimlerin fonksiyonlarini inhibe ederler. Sonug olarak
serbest yag asitleri metabolize olamaz ve laktat ve reaktif oksijen tiirlerinin birikimine
yol acarlar. Bu radikaller mitokondriyal DNA’ya hasar verdikten sonra, serbest yag
asitleri metabolize olamadigi i¢in karacigerde birikime yol agarak serbest yag asitlerinin
alimin ve dagilimim arttirtp yaglh karacigere sebep olurlar. Bunlara ilave olarak, bazi
pestisit kimyasallar1 hepatoselliiler nekroza, hepatik yapimin disorganizasyonuna,
sinlizoidal yapilarin bozulmasina ve bu mekanizmalar sebebiyle kanin karacigere az
miktarda gelmesine sebep olabilir.2%® Arfat ve ark.?’ yaptiklar1 bir ¢alismada, 5, 10 ve 15

mg/kg imidacloprid 15 giin boyunca oral olarak verilmis ve 15 mg/kg doz grubunda
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kontrol grubuna gore sismis hiicresel nukleuslar, hipertrofik kan damarlar1 ve sitoplazmik
lezyonlarla karakterize mild fokal nekroz bulunmustur. Bunlara ilave olarak yiliksek doz
grubunda (15mg/kg) bobrek tiibiillerinde ve glomerullerinde dejenerasyon ve bobrekte
hemoliz meydana gelmistir. Yaptigimiz ¢alismada, acetamiprid grubunda hepatositlerde
dejenerasyon ve nekroz gozlenirken, imidacloprid grubunda hepatositlerde dejenerasyon
ve nekroz, damarlarda siddetli diizeyde hiperemi goriildii. Probiyotik ile kombine edilen
pestisit gruplarinda hepatositler de dejenerasyonun ve hipereminin istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azaldig1 gozlendi. Benzer sonuglar bobrek dokusunda da goézlendi.
Acetamiprid grubunda bobrek tiibiiliis epitellerinde siddetli diizeyde dejenerasyon ve
nekroz, interstisyel damarlarda hiperemi goriiliirken, imidacloprid grubunda siddetli
diizeyde tiibiiliis epitellerinde dejenerasyon ve nekroz gozlendi. Probiyotik ile kombine
edilen pestisit gruplarinda tiibiiliis epitellerinde hafif diizeyde dejenerasyon gozlendi.
Patolojik bulgular gosteriyor ki kronik pestisit kullanim1 hem karaciger hem de
bobrek dokusunda toksik madde birikmesine bagli olarak dejenerasyona, nekroza ve doku
hasarina neden olmaktadir. Burda dikkat ¢ekici nokta IMI'nin ¢ok az birikmesine ragmen
ACE kadar her iki organda da hasara sebep olmasidir. Probiyotik verilen gruplar da ise
patolojik hasarin probiyotik verilmeyen gruba gore daha az oldugu goriilmektedir. Bunun
da probiyotigin yukarida anlattigimiz mekanizmalara bagli olarak GIS den
neonikotinoidlerin absorbsiyonunu azaltmasina bagli oldugunu diisiinmekteyiz.
Imidacloprid’in ratlarda hedef dis1 organizmalarda santral sinir sistemi ve
karacigerde oksidatif stress ve inflamasyona neden oldugu bilinmektedir.?® Abd-
Elhakim ve ark.?% yaptiklar1 bir ¢alismada 1mg/kg imidacloprid 60 giin boyunca oral yol
ile ratlara verilmistir. 8-OHdG ve GFAP diizeyleri imidacloprid alan gruplarda
istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir. 8-OHAG hiicrelerde makromolekiillerin

oksidatif hasarmin biyobelirteci olarak kullanilir. IMI maruziyetinden sonraki benzer
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oksidatif hasar, daha 6nce zebra baligi gibi diger hedef dis1 tiirlerde rapor edilmistir.
Astrositik aktivasyonla ekspresyonu artan astrosit ara filamenti olan GFAP, astrositin
cesitli fizyolojik, patolojik sartlar altinda reaksiyonunu incelemek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir marker olarak kabul edilir. Sinir sistemi gelisimi, sinaptik iletim ve sinir
doku tamirinde énemli bir rol oynar. Bhardwaj ve ark.}’* 90 giin boyunca yiiksek dozlarda
imidacloprid'e (20 mg/kg/giin) maruz kalan disi ratlarin beyinlerinde serebellumun
graniiler tabakasinda dendrit ve graniil kaybi ile nekrotik purkinje hiicreleri meydana
geldigini bildirmislerdir. Bu c¢alisma, neonikotinoidlere kronik maruziyetin beyni
etkiledigini ileri siirmektedir. Dhouib ve ark.?® 40 mg/kg ACE'ye maruz kalan ratlarin
cerebellumlarin da, hiicresel yapilarda ciddi bozulmalar gozlemlemis, purkinje
hiicrelerinde nekroz ve serebellumun graniiler tabakasinda graniil kaybi meydana
geldigini bulmuslardir. Neonikotinoidlerin birincil etki sekli, merkezi sinir sistemindeki
nikotinik asetilkolin reseptorlerine (nAChR'ler) etki etmek, ardindan néro-davranigsal
bozukluklara ve motor korteks ve hipokampusta GFAP ekspresyonunun artigina neden
olmaktir. Bununla birlikte, Abou-Donia ve ark.?’’ 212 GFAP'n motor korteks ve
hippocampus'taki ekspresyonunun arttigini ileri siirdiikleri ¢aligma EPA tarafindan
degerlendirilmis ve ACE’nin norotoksik oldugu belirtilmistir. Bizim yaptigimiz
calismada da ACE grubunda meninkslerde hiperemi, beyinde noronlarda siddetli diizeyde
dejenerasyon ve hafif diizeyde nekroz gozlenirken, imidacloprid grubunda ndronlarda
siddetli diizeyde dejenerasyon ve orta siddette nekroz, meningeal damarlarlarda siddetli
diizeyde hiperemi gozlenmistir. Probiyotik ile kombine edilen gruplarda ise néronlarda
hafif diizeyde dejenerasyon goriilmiistiir. Bunlara ek olarak yapilan immiinhistokimyasal
boyama da ACE ve IMI gruplarinda siddetli diizeyde 8-OHdG ve GFAP ekspresyonlari
goriiliirken, probiyotik ile kombine verilen gruplarda hafif diizeyde 8-OHdG ve GFAP

ekspresyonlar1 goriilmiis ve istatistiksel olarak anlamli olarak ifade edilmistir. Bu veriler
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bize, IMI ve ACE’nin kan beyin bariyerini asarak beyinde birikime ve hasara sebep
oldugunu gostermistir. Bu hasar sadece IMI ve ACE verilen grupta probiyotik verilen
gruba gore ¢cok daha fazladir. Probiyotik verilen grupta ACE ve IMI'nin GIS den
absorbsiyonu azaldig1 i¢in hasar belirteg ekspresyonlarimin diisiik ¢ikmasi istatistiksel
olarak anlaml1 bulunmustur.

Pestisitlerin kullaniminin artiyor olmasi, onlarin her tiirlii etkilerinin arastirilmast
gerekliligini ortaya ¢ikarmistir. Bu etkilerden bir tanesi de genotoksisitedir. En yaygin
olarak kullanilan testlerden birisi de Cometdir. Comet testi, mikroskop lami iizerinde
agaroz i¢ine gomiilen ve pargalanan hiicrelerin elektroforezine dayanir. DNA parcalarinin
elektrik akimi dogrultusunda hiicreden ¢ikarak ilerlemesi (kuyruk olusturmasi) ilkesine
dayanir.?'® Comet testi, genel olarak genotoksik ajanlarin DNA hasarmi degerlendirmek
icin sitogenetik testlerden daha hassas bir yontem olarak kabul edilir. Feng ve ark.?
yaptiklar1 bir ¢alismada insan periferal kan lenfositlerinde imidacloprid (0,1 ve 25 mg /
L) maruziyetinin etkilerini Comet testi ile incelemisler ve pestisitle muamele gérmiis tiim
gruplardaki DNA hasar derecelerinin dagiliminin, kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkls
oldugunu bulmuslardir (P <0.01). Nikotinik asetilkolin reseptdr agonisti olan
imidacloprid, memeliler i¢in diisiik toksisite gostermistir, ancak 0.05-0.5 mg / L doz
seviyelerinde lenfositlerde DNA hasarina veya genom mutasyonuna neden olabilecegi
belirtilmektedir. Costa ve ark.2’® IMI'nin yiiksek konsantrasyonlarinin (20 uM), Comet
skorunu ve insan periferik kan lenfositlerinde mikroniikleus sikligini arttirdigini, ancak
diisiik dozda IMI’nin (0.2 ve 2 uM) higbir etki yapmadigini belirtmislerdir. Baska bir
caligma Laktobacillus casei ATCC334"in kanserojen 1 2-dimethylhydrazine maruz kalan
ratlarda DNA hasarini azaltabilecegini gdstermistir.

Bizim ¢alismamiz da da ACE grubunda ki Comet skoru istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur. Imidacloprid grubunda da istatistiksel olarak anlamlilik olmasa bile kontrol
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grubuna gore skorda bir artis meydana gelmistir. Bunun sebebi de IMI'nin karacigerde
ACE’ye gore daha fazla metabolize edilip, sistemik dolasima daha az miktarda ge¢cmesi
olabilir. Probiyotik kombinasyonu yapilan gruplarda ise COMET skoru istatistiksel

olarak anlamli olmayan bir diisme tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Deneysel olarak olusturulan kronik toksisite de giliniimiizde siklikla tiiketilen
S.Boulardii’nin etkilerini inceledigimiz ¢alismamizin sonuglar1 gergekten umut vericidir.

Sonug olarak bu ¢alismada pestisit kaynakli toksisite de hakkinda fazla bilgi sahibi
olmadigimiz, probiyotik bir maya olan S. Boulardii’nin in vivo olarak 13 haftalik toksisite
tizerine olan etkileri farkli sekillerde incelenmistir. Kronik maruziyetlerde, diisiik doz IMI
ve ACE’nin karaciger ve bobrek dokularinda birikebilecegini ve ciddi derecede doku
hasar1 meydana getirebilecegini probiyotik ile bu hasarin iyilestirilebilecegini gostermis
olduk. Bu dokularin yan1 sira beyin ve bobrek gibi hayati 6neme sahip organlarda da
neonikotinoidler tarafindan koétiilesen tablo probiyotik ile iyilestirilmistir. Giiniimiizde
ziraii alanda yaygin sekilde kullanilan bu pestisitlere diisitk doz maruziyet sonucunda
genetik materyal tizerinde ciddi toksik etkileri oldugunu, probiyotikler ile bu hasarin
diizeyinin azaldigim1 genotoksik analizimiz ile gosterdik. Calismamizda elde edilen
verilerin, ileri arastirmalarla desteklenmesi durumunda, S.Boulardii’nin ziraii alanda
calisan iscilerde, pestisit satis1 yapan perakendecilerde veya herhangi bir durumdan
dolayr ortaminda bulunup maruz kalma riski yasayan bireylerde profilaktik olarak
kullanilabilecek ucuz ve alternatif bir tedavi olabilecegini gostermesi bakimindan umut

verici oldugunu soyleyebiliriz.
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Doktora Tezi olarak Dog¢.Dr.Erol AKPINAR damsmanliginda sunulan “Probiyotiklerin
Kronik Neonikotinoid (Acetamiprid, Imidacloprid) Toksisitesi Uzerine Etkilerinin
Ratlarda Arastirilmasi” baslikli ¢alismanin tarafimizdan bilimsel etik ilkelere uyularak
yazildigini, yararlanilan eserlerin kaynakgada gosterildigini, Saglik Bilimleri Enstitiisii tarafindan
belirlenmig olan Turnitin Programi benzerlik oranlarinin agilmadigini ve asagidaki oranlarda

oldugunu beyan ederiz.

Tez Boliimleri Tezin Benzerlik Oram (%) Maksimum Oran (%)
Girig 14 15
Genel Bilgiler 2 30
Materyal ve Metod 15 35
Bulgular 9 10
Tartisma 2 15

Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki

sorumluluklari kabul ve beyan ederiz. 21 /06 /2019

Ogrenci Adi-Soyadi
Imza
Cigdem SE

Danmisman Adi-Soyad

imza X
Dog.Dr.Erol AKPINAR
) Al
* Tez ile ilgili YOKTEZ de yaymlamasina iliskin bir engelleme var ise asagidaki alani
doldurunuz.

[ Tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi / patent alma siirecinin devam etmesi sebebiyle Enstitii

Yénetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. sayili karari ile teze erigim 2 (iki) yil siireyle
engellenmistir.
[ Enstitii Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. sayih karari ile teze erigim 6 (altr)

ay siireyle engellenmistir.
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EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

14
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligt

Say1 : 75296309-050.01.04-E.1700334739 04.12.2017
Konu : HADYEK Karari.

TIP FAKULTESI DEKANLIGINA

flgi : 30.11.2017 tarihli ve 42190979-000-E.1700332023 sayih belge.

Ilgide kayitli yaziniz; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun
30.11.2017 tarih ve 13 sayili Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru
Formu ve ekli belgeleri, gerekge, amag, yaklagim ve yontemler dikkate aliarak incelenmis ve
asagiya gikarilan 179 no’lu karari ile sozkonusu doktora tez galismasinin yiiriitiilmesinin, etik
kurallarina uygun olduguna meveut oy birligiyle karar verilmisgtir.

Bilgilerinize arz ederim.

Toplant1 Tarihi: 30.11.2017
Toplant1 Saysi : 13

KARAR NO 179: Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi, Dahili Tip Bilimleri
Boliimii, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali 6gretim liyesi Dog.Dr.Erol AKPINAR 1n
yiiriitiiciiliigiinde, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ATADEM) Laboratuarlarinda yiiriitilecek olan "Probiyotiklerin Kronik Neonikotinoid
(Acetamiprid, Imidacioprid) Toksisitesi Uzerine Etkilerinin Ratlarda Arastirilmasi”
bashikli doktora tez galigmasi ile ilgili Tip Fakiiltesi Dekanliginin 30.11.2017 tarih ve
42190979-000-E.1700332023 sayili yazist ile ekleri goriistildii.

Yapilan goriismelerden sonra; adi gegen doktora tez caligmasinin yiiriitilmesinin, etik
kurallarma uygun oldugunun, meveut oy birligi ile kabuliine; karar verildi.
Bu Belge Elektronik imzali

Asli ile Aymidir
320106209 Prof.Dr. Fikret CELEBI

Kurul Bagkani

Mehmet KOCA
sSef

Atatiirk Universitesi Veteriner Fakilltesi 25240 Erzurum Bilgi: Mchmet KOCA
Tel: +90 442 2317222 Faks: +90 442 2317244
Elektronik Ag: l“lpi//WW\\hmalll]iﬁ(hl.H'/#!hil‘iIll—\’ClCl‘illCl'-f’dkll“csi [E-Posta: vetfak@atauni.edu.tr

Kep Adresi: atauni@hs01.kep.tr

Bu belge, 5070 sayili Elektronik Imza Kanununun 5. maddesi geregince glivenli elektronik imza ile imzalanmigtir.
hitos://ubys.atauni.edu.t/ERMS/Record/Confirmation/Confirmation?code=8204471
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