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OZET

Pyrethroid Insektisitlerin Iskelet Kas1 Potasyum Kanal Kinetikleri Uzerine

Etkileri

Pyrethroid insektisitler zararlilarla savagimda siklikla kullanilan bocek ilaglaridir.
Insektisitler genellikle hedef veya hedef olmayan canlilarda, ndrotoksik etkiler gdsterirler
ve sinir sisteminde hasara yol agarlar.

Bu c¢alismada iki farkli pyrethroid insektisit olan permethrin (tip 1) ve
cypermethrin’in (tipll) kurbagalarin iskelet kasi potasyum kanal kinetiklerine etkisi
incelenmistir. Hem permethrin hem de cypermethrin i¢in esit sayida grup olusturulmus ve
her iki insektisit i¢in de ¢ farkli doz (10° M, 10* M, 10° M) icin 0. dakikada (kontrol),
15. dakikada, 30. dakikada, 45. dakikada ve 60. dakikada dl¢limler alinmis, boylece hem
doza hem de siireye bagl veriler elde edilmistir. Calismada Rana ridubunda tiiriindeki
kurbagalarin sartorius kasi kullanilmis, yapilan 6lgtimlerde hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1
elekterofizyolojik kayitlar alinmistir. Hiicre i¢i kayitlar Multiclamp 700 B sistemi ile elde
edilen membran potansiyelleri, hiicre dis1 kayitlar ise BIOPAC MP 100Acqusition sistemi
kulllanilarak elde edilen aksiyon potansiyelleridir. Hiicre dis1 kayitlardan elde edilen
aksiyon potansiyelinden yararlanarak toplam siire, repolarizasyon siiresi ve minumum
genlik degerleri incelenmistir. Elde edilen bulgularda cypermethrin ve permetrinin,
kullanilan doz ve siirelerde aksiyon potansiyelinin toplam siiresi ve repolarizasyon siiresini
degistirmedigi gozlenirken, minumum genlikte konsantrasyona ve zamana bagli olarak
6nemli fark bulunmustur. Membran potansiyeli icin ise sadece 10° M grubunda zamana
bagli 6nemli bir fark bulunurken diger dozlarda bulunamamustir.

Calismada kullanilan pyrethroid insektisitler kurbaga iskelet kasi potasyum
kanallarii1 doza bagl olarak etkilerken, uygulama siiresi ve insektisitin tiirii bu etkiyi

degistirmemistir.

Anahtar Sozciikler: Potasyum kanallari, pyrethroid insektisitler, cypermethrin,

permethrin, iskelet kasi.
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ABSTRACT

The Effects of Pyrethroid Insecticides on Potassium Channel Kinetics of Skeletal

Muscle

Pyrethroid insecticides are chemicals that are frequently used for insect warfare.
Insecticides generally show neurotoxic effects to the target and non target organisms and
give harm to their nervous system.

In this study, the effects of two different pyrethroid insecticides, permethrin (type 1)
and cypermethrin (type II), on frog potassium channel kinetics of skeletal muscle were
investigated. Same number of groups were composed for both permethrin and
cypermethrin, and the measurements were taken on the 0™ (control), 15™, 30™, 45" and 60™
minutes for three different doses (10'5 M, 10 M, 107 M) for each insecticide, and in this
way the data depending on both dose and time were obtained. In the study, the sartorius
muscle of Rana ridibunda frog was used and in the measurements both intracellular and
extracellular electrophysiological records were taken. Intracellular measurements were the
membrane potentials that were obtained by Multiclamp 700 B system and extracellular
records were the action potentials obtained by BIOPAC MP 100 Acqusition system.
Making use of the action potential that was obtained from the extracellular records; the
values of the total time, repolarization time and minumum amplitude were investigated. It
was observed from the obtained results that both cypermethrin and permethrin did not
change total time and repolarization time of the action potential, but for the minumum
amplitude a significant difference depending on the concentration and time was occured.
For the membran potential measurements, the only significant difference was for the 10° M
group. No differences were found for the rest.

The pyrethroid insecticides used in the study effected the frog skeletal muscle by
depending on doses, but exposition time and type of pyrethroid did not changed this effect.

Key Words: Potassium channels, pyrethroid insecticides, cypermethrin, permethrin,

skeletal muscle.
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1. GIRIS

Ulkemiz tarim alanlarinda ¢ok sayida tarim ilaci bilingsiz bir bigimde
kullanilmaktadir. Geligsmis {ilkelerde tarim ilact uygulayan kisiler gerekli koruyucu
onlemleri alirken, {ilkemizde bu konuya gereken oOnem verilmedigi gozlenmistir.
Uygulayicilar, ilact uygularken hicbir koruyucu onlem almadiklart igin tarim ilaglarinin
akut ve kronik toksik etkisiyle kars1 karsiya kalmaktadirlar. Tarim ilaglariin bu etkisi
sadece uygulayicilarla sinirlh kalmamakta riizgarin etkisiyle ¢evre alanlara taginmakta ve
buralardaki hedef olmayan canlilar1 olumsuz etkilemektedir. Yine bu ilaglar gereginden
fazla kullanildiklar1 i¢in sebze ve meyvelerin iizerinde oldukca yiiksek miktarlarda
kalmakta ve bu kalintilar da insan sagligini tehdit etmektedir. Son yillarda fazla tarim ilact
kalintis1 igeren tirlinler ihra¢ edildikleri iilkeler tarafindan kabul edilmeyip iilkemize iade
edilmektedir. Polikiiltiir tarim yapilmasina bagl olarak igel ili iilkemizde tarim ilaglarmnin
en yogun kullanildig: illerden biridir. Bu nedenle tarim ilaglarinin hedef olmayan canlilar
tizerindeki etkilerinin incelenmesi insan ve ¢evre sagligi acisindan énemlidir.

Potasyum (K") ve sodyum (Na") iyonlar;, membran potansiyelinin siirdiiriilmesinde,
hiicre sinyallerinin regiilasyonunda ve hiicrenin bir¢ok islevinin yerine getirilmesinde
onemli rol oynarlar. Bu iyonlarin hiicre i¢i ve hiicre digi konsantrasyonlarinin degismesi
hiicrede birgok patolojik olayin ortaya ¢ikmasina neden olur. Hiicre i¢i ve disinda Na* ve
K" diizeylerinin sabit tutulmasinda iyon kanallar1 ve aktif pompalar 6nemli rol oynar.
Hiicre zarmdaki K akimlar1 K-ATPase, Na, K-ATPase ve K' kanallar1 tarafindan
diizenlenir. K-ATPase K transportunda temel rol oynar. Na, K-ATPase ise hem Na" hem
de K" baglama o6zelligine sahiptir. Bu pompa 3 Na' iyonunu hiicre disina atarken 2 K"
iyonunu hiicre igine alir. K kanallar1 ise hiicre zarinda bulunan kompleks proteinlerdir.
Uyarilabilir hiicrelerde ve bezlerde 30 dan fazla farkli &zellige sahip K' kanal
tanimlanmigtir (1).

Insektisitlerin sinir membranlarindaki K= akimlarmi 6nemli miktarda etkiledigi
bilinmektedir. Pyrethroid insektisitler en yaygin kullanilan insektisit tiirlerinden biridir.
Boceklerde oldukca toksik olmalarma ragmen memeli ve kuslarda kolayca

biyodegradasyona ugramalar1 nedeniyle organik klorlu ve organik fosforlu insektisitlerden



daha fazla kullanilmaktadir. Buna ragmen diger insektisit tiirlerinde oldugu gibi hedef
organizmalarin yanisira hedef olmayan canlilarda da toksik etkileri saptanmistir (2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11).

Tip I ve tip II pyrethroidlerin K kanallar1 iizerine etkilerini inceleyen ¢aligmalar
cok smirlidir (1) ve bu insektisitlerin olusturduklari toksik etkiye K akimlarinin etkisi agik
degildir. Bu smirli c¢aligmalar da sinir hiicre membraninda gergeklestirilmistir.
Pyrethroidlerin iskelet kasindaki K™ akimlarini ve buna bagh olarak da kasilma
mekanizmasini nasil etkiledigine iliskin bir calismaya rastlanmamustir.

Bu tez calismasinda ilimizdeki tarim alanlarinda higbir koruyucu onlem alinmadan
yaygin olarak kullamilan Tip I ve Tip II pyrethroid insektisitlerin iskelet kasi
membranindaki K™ kanallar1 iizerine olasi etkilerinin elektrofizyolojik ve biyofiziksel
yontemler kullanilarak incelenmis ve elde edilen sonuclar tartisilarak bu konudaki bilgilere

katkida bulunulmaya ¢aligilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. HUCRE ZARI ve iYON KANALLARI

Hiicrenin tiim organelleri temel olarak lipid ve proteinlerden olusan bir zarla
cevrilmistir. Hiicreyi saran zar 7.5-10 nm kalinliginda ince elastik bir yapidir. Zarin % 55’ i
protein, % 25’1 fosfolipid, % 13”1 kolesterol, %4’ diger lipidler ve % 3’1 karbonhidrattan
olusmustur. Hiicre zarinin temel yapis1 bir lipid ¢ift katli tabakadir. Lipid ¢ift katli tabakay1
boydan boya gecgen integral proteinler iyonlarin ekstraselliiler sivi ile intraselliiler sivi

arasinda hizli ve secici gecislerini saglayan iyon kanallarini olustururlar (12, 13)(Sekil 2.1).

Periferal protein

glikoprotein
\\% 919°% Ayri |
) . } I' YrNmIg memiran
glikolipid ?‘\ -+ tabakalan {Dondurup
: Ho kirma elektron

- mikroskopl tekniginde}

Membranin
ekstraselliler
ylizeyi
fembramin
Membrani kateden integral protein ):J;l intraselliiler
yiizeyl

| -’JfkL b
Kolesterol —= )l
Fasfolipid baslar

Sekil 2.1: Hiicre zariin temel yapisi (14).

Iyon kanallarmin amfifilik karakterleri ve boyutlarinin biiyiik olmas bu proteinlerin
yapilariin X 1smlan kristallografi yontemiyle ve niikleer manyetik rezonans (NMR)
teknikleriyle ortaya konmasinda giicliiklere neden olmustur. Bu nedenle iyon kanallarinin
yapilartyla ilgili ilk veriler elektron mikroskop teknikleri kullanilarak elde edilmistir (15,
16). Bu molekiillerin alt gruplarinin ayrintilari ise son yillarda NMR teknikleri kullanilarak
saptanmaya calisilmistir (17). Iyon kanallarinin islevlerini ortaya ¢ikarmak icin ise basta
patch klamp olmak {izere, voltaj klamp, akim klamp, ekstraselliiler kayit teknikleri ve

intraselliiler kayit tekniklerinden yararlamlmaktadir (18). Iyon kanallar1 agilma



kinetiklerine ve aktivasyon bicimlerine gore smiflandirilirlar. Iyon kanallarinda bu
aktivasyon voltaj degisimleriyle, bir ligandin baglanmasiyla, siklik niikleotidler gibi
intraselliiler ikinci haberci sistemleriyle, germeyle, basing degisikligiyle gerceklesebilir
(12) (Sekil 2.2). Dinlenim kanallar1 olarak da isimlendirilen sizinti1 kanallar ise siirekli

aciktir.

(a) Acik kanallar (b) Kapili kanallar

ESS

Hdcre
membrani .

Acik Kapal

Sekil 2.2: A¢ilma kinetiklerine gore kanal tipleri (14).

Iyon kanallar1 hiicrelerde elektriksel sinyallerin olusumunda kilit rol oynarlar. Bu

nedenle yasamsal 6neme sahiptirler (12).

2.1.1 Potasyum Kanallan

2.1.1.1 Yapisal Siiflandirma

Potasyum kanallar1 membrandaki elektriksel olaylarin  biiylik kismindan
sorumludur. Potasyum akimlar1 hemen daima hiperpolarize edicidir ve aksiyon
potansiyelinin siiresini, bi¢imini ve atesleme voltajin1 kontrol eder. Buna ek olarak
potasyum akimlar1 dinlenim membran potansiyelinin siirdiiriilmesinde ve stabilizasyonunda
rol oynar (19). Potasyum kanallar1 diger iyon kanallar1 gibi iyon secicidirler ve biiyiik
oranda potasyum iyonlarina gegirgendirler.

Potasyum kanallarinin kristal yapist ilk olarak 1998 yilinda ortaya konmustur (20).

Bu kanallar alfa ve beta altbirimlerini igerirler. Kanalin temel yapitas: alfa altbirimidir. Beta



altbiriminin diizenleyici rolii vardir. Sekil 2.3 potasyum kanallarinin alfa altbiriminin
yapisal bilesenleri gostermektedir. Voltaj bagimli potasyum kanali 4 alfa altbiriminden
olugsmustur. Bu dort altbirim potasyum kanallarinin tetramer yapisini olusturur. Her bir
altbirim zar1 enlemesine gecen alt1 transmembran bolge icerir. Bu bolgeler S1, S2, S3, S4,
S5 ve S6 olarak isimlendirilir. Alt1 transmembran bdlgenin amino (N) ve karboksil (C) son

uglart sitoplazmada bulunur.
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Sekil 2.3: Potasyum kanallariin alfa altbiriminin yapisal bilesenleri (19).

S4 bolgesi biiylik cogunlugunu argininin olusturdugu pozitif yiiklii amino asit
rezidiilerinin tekrariyla olugsmustur. Bu bolge kanalin voltaj duyarli boliimiinii olusturur.
Depolarizasyonla birlikte S4 bolgesi disar1 dogru hareket eder. Bu hareket sonucunda iyon

kanal1 acilir ve iyon akisi gergeklesir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Potasyum kanalinda voltaj degisimi sonucunda S4 bolgesindeki degisim (21).

S5 ve S6 bolgeleri bir P halkasi ile baghdir. P halkasi kanalin segici filtresini
olusturarak iyon kanalinin K iyonlarina diger tek valansh iyonlardan, 6rnegin sodyum

iyonundan daha gecirgen olmasini saglar (sekil 2.5)



Sekil 2.5: Potasyum kanalinin sematik gosterimi (22).

Kalsiyumla (Ca) aktive olan potasyum kanallar1 SO olarak adlandirilan yedinci bir
transmembran bdolgeye sahiptir. Bu bolgenin amino ucu zarin dig tarafinda bulunurken
karboksil ucu zarin i¢ tarafinda bulunur (Sekil 2.3).

Iceri dogrultucu potasyum kanallar1 ise M1 ve M2 olmak {izere iki transmembran
bolgeye sahiptir. Bunlarin N ve C terminal uglar sitoplazmadadir. M1 ve M2 voltaj bagimli

potasyum kanallarindaki S5 ve S6 bolgesine karsilik gelir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6: iceri dogrultucu potasyum kanalinin sematik gosterimi (21).

2 P potasyum kanallar1 sekiz transmembran bolgeden olugmustur ve ikinci bir P

halka bolgesi daha igerir (Sekil 2.7).

COOH

Sekil 2.7: 2P potasyum kanallari.



2.1.1.2 islevsel Simiflandirma

Farkli uyaranlarla aktive olan, farkli modiilatérler tarafindan diizenlenen, farkl
kinetik o6zelliklere sahip 150’nin ilizerinde K kanal tipi tanimlanmigtir. K kanallar1 voltaj
bagimlt potasyum kanallari, kalsiyum bagimli potasyum kanallari, iceri dogrultucu
potasyum kanallar1 ve sizinti potasyum kanallar1 olmak iizere dort grup olarak
siniflandirilabilir. Tiim bu kanallarda daha 6nce deginildigi gibi alfa altbirimi kanalin temel
yapisini olusturur. Beta altbirimi alfa altbiriminin islevlerinin diizenlenmesine katkida

bulunur (17, 19).

2.1.1.3 Voltaj Bagimh Potasyum Kanallan (K,)

Voltaj bagimli potasyum kanallarinin Kv1, Kv2, Kv3 ve Kv4 olmak iizere dort ana
grubu vardir. Her bir grupta da sayilar1 2 ve 9 arasinda degisen alt gruplar vardir. Kv
kanallar1 depolarizasyonla aktive olur ve temel olarak aksiyon potansiyelinin siiresini,
seklini ve atesleme frekansini1 kontrol ederler. Hodgkin ve Huxley miirekkep baligi dev
aksonunda yaptiklar1 ¢alismada voltaj bagimli K kanallarmi gecikmis dogrultucu olarak
tanimlamislardir. Bu kanallarin gecikmis olarak isimlendirilmesinin temel nedeni kanal
aktivasyonunun sodyum kanallarina oranla oldukca yavas olmasi, dogrultucu olarak
nitelendirilmesinin nedeni ise bir yondeki akimi, diger yondeki akima gore daha kolay
gecirmesidir. Bu akimlarda uyari devam ettigi siirece inaktivasyon gozlenmez (23).
Miirekkep balig1 dev aksonundaki ve diger uyarilabilir dokulardaki bu gecikmis dogrultucu
potasyum kanallarina ek olarak depolarizasyonla aktive olan ancak hizli inaktivasyon
gosteren K™ akimlar1 da kaydedilmistir. Bunlar hizli inaktive olan K' akimlar1 veya A
akimlart olarak isimlendirilmistir. Gecikmis dogrultucu tip potasyum kanallar
tetractilamonyum (TEA) ile bloke olurken, hizli inaktive olan potasyum kanallar1 4-
aminopiridine daha duyarlidir (Sekil 2.8-9).

Bu kadar ¢ok cesitlilige sahip potasyum kanallarinin islevlerinin ne oldugu heniiz
tam olarak agikliga kavusmamistir. Gecikmis dogrultucu potasyum akimlart hemen hemen

tiim uyarilabilir hiicrelerde aksiyon potansiyelinin repolarizasyon evresinden sorumludur.



Hizli inaktive olan potasyum akimlar1 ise farkli role sahiptir. Bunlar daha cok sinir

hiicrelerinin uyarilabilirligini diizenlerler (23).
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Sekil 2.8: Gecikmis dogrultucu potasyum kanal iletkenligi (24).
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2.1.1.4 Gecikmis Dogrultucu Potasyum Kanal fletkenligi icin Hodgkin-Huxley Modeli

Hodgkin-Huxley modelinde K* kanallarmin agilmasi ve kapanmasmin zara bagh
dort adet n partikiilii ad1 verilen partikiillerin hareketiyle kontrol edildigi varsayilmistir
(25). Kanalin agik konumdan kapali konuma gecisleri alfa ve beta hiz sabitleri tarafindan
kontrol edilir. Bu gecisler birinci derece reaksiyon kinetikleriyle denklem 2.1° deki gibi
ifade edilebilir.

» % (1- ») (2.1)



Burada;
o, : n partikiillerinin kapali konumdan a¢ik konuma gegerken hiz sabiti
Bn :n partikiillerinin agik konumdan kapali konuma gecerken hiz sabiti
n :n partikiillerinin agik konumda olma olasiliklar
1-n : n partikiillerinin kapali konumda olma olasiliklarina karsilik gelmektedir.

n partikiillerinin birim zamandaki hareketleri birinci derece diferansiyel denklemle

s

= oy (1) = B (22)

seklinde denklem 2.2 ile ifade edilebilir. Bu denklemin ¢6ziimii denklem 2.3’ ii verir.
ne) = 1o — (0 =1 e 23)

Burada;

P, = (2.4)

T = (2.5)

ise zaman sabitidir.
Birim alandaki tim potasyum kanallarinin acik oldugu varsayildiginda potasyum

kanal iletkenligi n* ile orantili olur ve

Gr = Crmax 7 (2.6)



bagintisi ile ifade edilir.
Bu bagintida:
Gk  :Tim kanallar agik oldugunda potasyum kanal iletkenligi

Gk max :Maksimum potasyum kanal iletkenligi [mS/cm?] dir.

A [1/ms] B
10 - 1.0 -
05 o 05
n
06 - 0.6 - o
04 04 at
0.2 4 FPn 02
DD T T T T T T 1 DD - T TT T T T T 1
-100-B0 50 -40 20 0O 20 40 -100-B0 -60 -40 -20 O 20 40
Th’r=-65 my v ] T V=B myY Vo [mY]

Sekil 2.10: (A) Hiz sabitleri o v ’nin zar potansiyellerine bagl degisimleri (24).
(B) n,, ve n,.* iin zar potansiyeline bagh degisimleri (24).

2.1.1.5 Kalsiyumla Aktive Olan Potasyum Kanallar

Kalsiyumla aktive olan potasyum kanallarinin varligi ilk kez Meech ve Strumwasser
tarafindan 1970 yilinda gosterilmistir. Bu arastiricilar aplysia ndronlarima Ca enjekte
edildiginde membranin hiperpolarize oldugunu ve direncin azaldigin1 gozlemlemislerdir.
Yapilan c¢alismalarda farkli niteliklerde kalsiyumla aktive olan K' akimlarimin varlig
gosterilmistir. Bunlarin oldukca biiytik iletkenlige sahip kalsiyumla aktive olan potasyum
kanallar1 (BK) ile daha diisiik derecede iletkenlige sahip kalsiyumla aktive olan K"
kanallaridir (SK). Kalsiyumla aktive olan potasyum kanallarinin islevleri voltaj bagiml
potasyum kanallarina benzer. Bu kanallar hiicre depolarize oldugu zaman aktive olur ve
potasyum iyonlar1 hiicre disina ¢ikar. Depolarizasyon voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin
aktivasyonunu arttirdig1 i¢in depolarizasyonla birlikte hiicre i¢i Ca konsantrasyonu artar.
Béylece Ca ile aktive olan K' kanallar1 aktif hale gelmis olur. Ca ile aktive olan K"
akimlar1 aksiyon potansiyelinin olusumundan sonra gelisen yavas hiperpolarizasyondan

sorumludur. Bu kanallar charbydotoksin (CTX) tarafindan bloke edilirler (23).
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2.1.1.6 iceri Dogrultucu Potasyum Kanallar

Potasyum kanallarinin bu tiirii diger potasyum kanallarindan farkli olarak
depolarizasyonla degil hiperpolarizasyonla aktive olurlar. Bu nedenle bu tiir K™ kanallaria
anormal dogrultucu potasyum kanallar1 da denir. Igeri dogrultucu potasyum kanallarinimn

temel islevi dinlenim zar potansiyelini stabilize etmektir.

2.2 PYRETHROID INSEKTIiSITLER

Tarmm ilaclarinin bdcek dldiiriicii tiirlerine insektisit ad1 verilir. Insektisitler tarim
ilaglarinin en yaygin kullanilan grubunu olustururlar. Insektisitlerin biiyiik ¢ogunlugu
norotoksik etkiye sahiptirler ve etkilerini boceklerin sinir sisteminde hasar olusturarak
gosterirler.

Piretrinler; Chrysanthemum cinerariaefolium bitkisi ve akraba tiirlerinden elde
edilen esterlerdir. Dogal piretrinler yiiksek toksik etkiye sahiptirler, ultraviyole 151k, giin
15181, asit ve bazlar tarafindan kolaylikla bozulurlar. Bu dogal formlarin yerini 1945°li
yillardan sonra daha ucuza mal olan ve daha stabil organik klorlu, organik fosforlu ve
karbamatlh insektisitler almistir. Ancak 1970’lerden itibaren organik klorlu, organik
fosforlu ve karbamath insektisitlerin, hedef canlilar disinda memeliler, kuslar ve baliklara
da zarar vermeleri nedeniyle piretrinler yeniden kullanilmaya bagslanmistir. Dogal
piretrinlerin yapilarinin kolayca bozulmasi ve maliyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle,
dogal formlarin yapisinda bulunan karbon, hidrojen ve oksijen molekiillerine azot, siilfiir,
halojen gruplar1 eklenerek etkileri ve stabiliteleri arttirllmis ve sentetik piretrinler elde
edilmistir. Bu sentetik piretrinlerin tiirevlerine pyretroidler ad1 verilir (2, 26, 27, 28, 29, 30).

Memeliler icin toksik etkilerinin az olmasi nedeniyle pyrethroid insektisitler
tarimsal savasimda, veterinerlikte ve halk sagliginda yaygin olarak kullanilmaktadir (2, 31).
Pyrethroidler iki biiyiik gruba ayrilarak incelenebilir (32, 33). Tip I pyrethroidler (alletrin,
permethrin, piretrin) alfa—cyano grubu igermeyen pyrethroid esterleridir. Tip 1I
pyrethroidler (deltametrin, cypermethrin) ise alfa cyano grubu igerirler. Tip I pyrethroidler

canlilarda hareketsiz kalma, koordinasyon bozuklugu, asir1 yorgunluk, fel¢ olma, agresif
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davranislar ve tiim viicutta tremora yol agarlar. (34, 30, 35, 36, 37). Tip II pyrethroidler ise
hiperaktivite, tlikrik salgisinda artma, kontrolsiiz davraniglar, kasilma ve titreme

ndbetlerine yol acar (34, 35).

2.2.1 Pyrethroidler ve iyon Kanallan

Pyrethroid insektisitler etkilerini Na" kanallarm etkileyerek gosterirler. Membrani
depolarize ederek sodyum akimini arttirirlar (10, 38). Tip I pyrethroidler sodyum
kanallarinin ms diizeyinde agik kalmasmna neden olurken, Tip II pyrethroidler Na
kanallarinin saniyeler diizeyinde agik kalmasina yol agarlar (5).

Pyrethroidlerin diger etki yerlerinden birinin kalsiyum kanallart oldugu
bildirilmistir. Tip II esterlerinin yliksek konsantrasyonlarda memeli beyinlerindeki GABA
kapili kloriir kanallarin1 da etkiledigi bildirilmistir. Ancak diger bazi c¢aligmalarda
pyrethroid insektisitlerin GABA i¢in antagonistik aktiviteye sahip olmadig1 gosterilmistir.
Sinir dokusunda voltaj duyarli kalsiyum bagimsiz kloriir kanallar1 hiicre eksitabilitisini
kontrol eden kanallardandir ve bunlarin ¢esitli tipleri vardir. Pyrethroid esterleri bunlardan
maxi-chlorid kanal tipine duyarhidir. Kloriir iyon akiminda pyrethroidlerin yol agtig1 azalma
hiicre eksitabilitisinde artisla sonuglanir. Bu etki sodyumun etkisi ile sinerji gosterir. Sadece

Tip II esterleri kloriir kanallarin1 etkilemektedir (2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,).

2.2.2 Permethrin

Kimyasal adi 3-phenoxybenzyl(1RS)-cis,trans-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate olup rengi sarimsi kahverenginden, kahverengine kadar
degisir. Genelde siv1 haldedir. Bazen oda sicakliginda kristal halini alabilir. Sicakliga kars1
stabildir. 50 °C” de 2 yil dayanir. Molekiil formiilii C;,H003 molekiil agirligi 391.29 g’dir.
Akut LDsy dozu siganlarda agiz yolu ile 430-4000 mg/kg; deri yolu ile >4000 mg/kg dir.
Permethrin pamuk, tiitiin, lahana, salatalik, domates ve soyafasulyesi yetistiriciliginde
bir¢ok zararliya kars1 kullanilan tip I pyrethroid grubundan giiclii bir insektisittir. Diger tiim

pyrethroidler gibi giiclii bir norotoksik etkiye sahiptir. Canlilarda tremor, koordinasyon
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bozuklugu, 6grenme bozuklugu, viicut sicakliginda degisiklikler gibi etkilere yol agar.

Cocuklarda yetiskinlere oranla toksik etkisi daha fazladir (39).

CH3

- (RS]
\ C=CH COOCH>
/ ¢

¢l _cis Afans

Sekil 2.11: Permethrinin kimyasal yapist.
2.2.3 Cypermethrin

Kimyasal adi Cyano-3-Phenoxybenzyl (+ Cis, trans) 3-(2,2-Dichlorovinyl)-2,2-
dimethyl cyclopropone carboxylate olan cypermethrin tip I pyrethroid insektisitlerin 6nemli
bir temsilcisidir. Molekiil formulii C2,H;9O3NCl,, molekiil agirligi 416.3 g dir. Akut LDsg
dozu farelerde agiz yolu ile 303-4123 mg/kg dir. Ulkemizde ve ilimizde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Her tiirlii sebze ve meyve yetistiriciligine kullanim1 yogundur. Diger
insektisitler gibi cypermethrin de hedef canlilar kadar hedef olmayan organizmalari

etkilemektedir ve temel etki yeri sinir sistemidir (3, 4, 25, 40, 41, 42, 43, 44).

CH

== cH co.OCH\QO \O

CHy  CH,

Sekil 2.12: Cypermethrinin kimyasal yapist.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Deney Hayvam

Aragtirmada agirliklart 50-60 g arasinda degisen Rana ridibunda tiirinden
kurbagalar kullanildi. Kurbagalar dere suyu iceren bir akvaryuma alindi. Akvaryumdaki
suyun sicakligi 20-24 °C de tutuldu. Akvaryumun suyu giin asir1 degistirildi.

3.2 Preparat
Deneyler izole kurbaga sartorius kasinda yapildi (Sekil 3.1). Kurbagalar dekapite

edildikten sonra sartorius kaslar1 izole edildi ve fizyolojik Ringer ¢ozeltisi i¢ine alindi.

Deneylerde 128 preparat kullanildi.

Sekil 3.1: Kub-aga sartorius kas1 izolasyonu.
3.3 insektisitin Secimi

Arastirmaya baslamadan once Tarim [l Miidiirliigii, zirai ilag satan bayiler ve
ciftcilerle goriisiilerek ilimizde en yogun kullanilan pyrethroidlerin isimleri belirlendi.
Deltamethrin, permethrin cypermethrin ve cyhalotrin etken maddelerini i¢eren pyrethroid
insektisitlerin bolgede yaygin olarak kullanildigr saptandi. Bu arastirmada kullanilmak

iizere permethrin (tip I) ve cypermethrin (tip II ) segildi.
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3.4 Uygulanacak Dozun Belirlenmesi

Uygulanacak dozu belirlemek i¢in 6n elektrofizyolojik deneyler yapildi. On
deneylerde permethrin ve cypermethrinin 107 M, 10° M, 10° M, 10 M, 107 M, 10° M
olmak iizere 6 farkli konsantrasyonu hazirlandi. Yapilan 6n deneylerde 10 M’dan diisiik
konsantrasyonlarda etki gdzlenmezken 10> M’lik konsantrasyonda hemen blokaj oldugu

icin, calismada 10° M, 10* M, 10° M konsantrasyonlarinin kullanilmasina karar verildi.
3.5 Deney Gruplar

Pyrethroid insektisitlerin K kanallarinin kinetik &zellikleri iizerine -etkilerini
belirlemek icin elektrofizyolojik kayit tekniklerinden yararlanildi. Bu amagla hem
intraselliller hem de ekstraselliiler kayit teknikleri kullanildi. Tiim deneyler 25 °C’ de
gerceklestirildi. Deneylerde iki farkli insektisit, iki farkli elektrofizyolojik kayit teknigi ve
tic farkli konsantrasyon kullanildig1 i¢in toplam oniki grup olusturuldu. Deney gruplari
etkisi arastirilacak pyrethroid insektisitlerin konsantrasyonlar1 ve kullanilan kayit teknikleri
g0z Online alinarak agagidaki sekilde diizenlendi:

1. Per,10”, hd grubu: 10° M permethrin iceren soliisyondan alinan hiicre dis1 kaytlar
(n=8)

2. Per,10™*, hd grubu: 10™ M permethrin iceren soliisyondan alinan hiicre dis1 kayatlar
(n=8)

3. Per,10”, hd grubu: 10° M permethrin igeren soliisyondan alman hiicre disi kayitlar

(n=8)

Per,10, hi grubu: 10 M permethrin igeren soliisyondan alman hiicre i¢i kayitlar (n=8)

Per,10™, hi grubu: 10 M permethrin iceren soliisyondan alinan hiicre i¢i kayitlar (n=8)

Per,10”, hi grubu: 10 M permethrin iceren soliisyondan alinan hiicre i¢i kayitlar (n=8)

N s

Cyp,10”, hd grubu: 10 M cypermethrin igeren soliisyondan alinan hiicre dis1 kayitlar
(n=8)
8. Cyp,10™, hd grubu: 10* M cypermethrin iceren soliisyondan alman hiicre dist kayitlar
(n=8)

15



9. Cyp,107, hd grubu: 10 M cypermethrin iceren soliisyondan alinan hiicre dis1 kayatlar
(n=8)

10. Cyp,10”, hi grubu: 10° M cypermethrin igeren soliisyondan alman hiicre ici kayitlar
(n=8)

11. Cyp,10™, hi grubu: 10* M cypermethrin igeren soliisyondan alman hiicre i¢i kayitlar
(n=8)

12. Cyp,10™ hi grubu: 10 M cypermethrin igeren soliisyondan alinan hiicre ici kayitlar
(n=8)

Pyrethroid insektisitlerin doza bagli etkilerinin yani sira zamana bagl etkilerini de
inceleyebilmek i¢in tiim preparatlarda insektisit uygulanmadan 6nce (0. dakika), insektisit
uygulandiktan 15 dakika sonra (15. dakika), 30 dakika sonra (30. dakika), 45 dakika sonra
(45. dakika) ve 60 dakika sonra (60. dakika) Ol¢tim yapilmistir. 0. dakika ol¢iimleri her
preparatin kendi kontroliine karsilik geldigi i¢in ayrica bir kontrol grubu olusturulmamustir.

Gruplarin 6zellikleri asagidaki ¢izelge 3.1 de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1: Arastirma kapsamindaki gruplarin 6zeti

Grup Insektisit Konsantrasyon Kayit Teknigi
Per,107, hd Permethrin 10°M Hiicre dis1
Per,10* hd Permethrin 10°M Hiicre dis1
Per,10~, hd Permethrin 10° M Hiicre dis1
Per,10, hi Permethrin 10°M Hiicre igi
Per,10™, hi Permethrin 10°M Hiicre ici
Per,10'3, hi Permethrin 10°M Hiicre igi
Cyp,10~, hd Cypermethrin 10°M Hiicre dist
Cyp,10™ hd Cypermethrin 10°M Hiicre dis1
Cyp,107, hd Cypermethrin 10°M Hiicre dist
Cyp,10~, hi Cypermethrin 10°M Hiicre igi
Cyp,10™, hi Cypermethrin 10*°M Hiicre ici
Cyp,107, hi Cypermethrin 10°M Hiicre ici
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3.6 Cozeltiler

Ringer Cozeltisi: NaCl, 111.87 mM; KCI, 2.47 mM; CacCl,, 1.08 mM; ve NaHCO;,
2.38 mM (pH=7.2)
Pipet Cozeltisi: 3 M KCI

3.7 Elektrofizyolojik Kayitlar

3.7.1 Hiicre Dis1 Kayitlar

Permethrin ve cypermethrinin izole bilesik kas aksiyon potansiyeli {izerine etkileri
hiicre dis1 kayit sistemi kullanilarak incelendi (Sekil 3.2). Izole kas, igerisine parafin
dokiilen bir petri kutusuna monte edildikten sonra elektriksel olarak uyarildi. Kas1 uyarmak
ve aksiyon potansiyelini kayitlamak i¢in Ag/AgCl elektrotlar kullanildi. Uyaran siddeti 0.2
V, stiresi 0.5 ms olarak secildi. Kayitlar BIOPAC MP 100 elektrofizyolojik kayit sistemi
kullanilarak yapildi. Aksiyon potansiyelleri ERS 100 amplifikatorde yiikseltildikten sonra
16 bitlik bir analog/dijital ¢evirici araciligryla daha sonra analiz edilmek iizere bilgisayara

aktarildi. Ornekleme hiz1 15.000 6rnek/saniye olarak belirlendi (Sekil 3.3).

Sekil 3.2: igne elektrotlarla hiicre dist kayit alimu.
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Sekil 3.3: Hiicre dis1 kayit alim sistemi.

3.7.2 Hiicre ici Kayitlar

Hiicre i¢i kayit sistemiyle izole kaslarda, permethrin ve cypermethrinin farkl
konsantrasyonlari i¢in cam mikroelektrotlar kullanilarak dinlenim zar potansiyelleri
Olciildi. Di1s ¢ap1 1.5 mm olan filamentli cam pipetler (World Precision Instruments,
GLASS THINW W/FILL 1,5 MM 4 IN, USA) yatay mikroelektrot ¢ekici (World Precision
Instruments, PUL 1, USA) ile ¢ekilerek hazirland1 (Sekil 3.4). Mikropipetlerin i¢i 3 M KCI
coOzeltisi ile dolduruldu. Pipet direnci 5-10 Mohm olarak o6l¢iildii. Pipet direncini ve
dinlenim membran potansiyelini 6lgmek i¢in MultiClamp 700 B bilgisayar kontrollii
mikroelektrot amplifikatdrii (Axon Instruments, Inc, USA) kullanildi. Mikroelektrotlar
mikromantiplator yardimiyla kasin i¢ine dogru ilerletidi ve banyo ortamina konan bir agar

referans elektrotu araciligiyla dinlenim membran potansiyeli 6l¢iildii (Sekil 3.5-6)
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Sekil 3.: aty kroeletrot gekici.

Sekil 3.6: Hiicre ici kayit alim sistemi.
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3.8 Analiz

3.8.1 Hiicre Dis1 Kayitlar

Kaydedilen bilesik kas aksiyon potansiyelleri BIOPAC Acknowledge Analysis
Software (ACK 100 W 5.7 version, USA) kullanilarak analiz edildi. Bu kayitlardan
asagidaki degiskenler degerlendirildi (Sekil 3.7):

Aksiyon potansiyelinin siiresi (ms): Aksiyon potansiyelinin basladigi andan,

dinlenim zar potansiyeline kadar gegen siire.

Repolarizasyon siiresi (ms): Aksiyon potansiyelinin tepe degerinden dinlenim zar

potansiyeline kadar gegen siire.

Minimum genlik (mV): Dinlenim zar potansiyeli ile aksiyon potansiyelinin

minumum degeri arasindaki potansiyel degeri.

+30mV

B |
i (m (ms)
0 |

@ Alsiyon poatansiyelinin siiresi
@ Repolarizasyon suresi
@ NMinumum genlik

55 mV T

-70 MV e —\6 ———————— -
2

|
i ©

B i i e

-90mV r

Sekil 3.7: Aksiyon potansiyeli.

3.8.2 Hiicre Ici Kayitlar

Hiicre i¢i kayitlarda dinlenim zar potansiyeli 6l¢iildii.
Dinlenim zar potansiyeli: Kas hiicresi dinlenim durumunda iken kayitlanan

potansiyel.
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3.9 istatistiksel Analiz

Verileri istatistiksel olarak SPSS 11.5 paket programi kullanilarak analiz edildi.
Grafiklerin ¢iziminde ise STATISTICA 6.0 paket programindan yararlanildi. Degiskenlerin
normal dagilim gosterip gostermedigini belirlemek i¢in Kolmogorov-Smirnov testi
kullanildi.

Cypermethrin ve permethrinin iskelet kasi aksiyon potansiyeli ve dinlenim zar
potansiyeli lizerine zamana ve doza bagl etkileri tekrarlayan ol¢iimlii varyans analizi
yontemi kullanilarak saptandi. Gruplar arasindaki farki degerlendirmek i¢in Tukey ¢oklu

karsilastirma testi kullanild. Istatistiksel anlamliligin sinir1 p<0.05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR
4.1 Cypermethrin Aksiyon Potansiyeli Uzerine Doza Ve Zamana Bagh Etkileri

Cypermethrinin aksiyon potansiyeli iizerine zamana ve doza bagh etkileriyle ilgili
bulgular cizelge 4.1°de gosterilmistir. Sekil 4.2-4 ise aymi bulgularin grafik gdsterimine
karsilik gelmektedir. Cizelge ve grafiklerden goriildiigli gibi cypermethrinin, etkisi
incelenen tiim dozlarinda aksiyon potansiyelinin toplam siiresi ve repolarizasyon siiresi
tizerine istatistiksel olarak onemli bir etkisi bulunmamistir (p>0.05). Ancak 0 ¢izgisi
altinda kalan genligi temsil eden minimum genlik degerleri Cyp,107, hd ve Cyp,10™, hd ve
Cyp,10°, hd gruplarinda insektisitin uygulama zamanma bagh olarak daha negatif
degerlere kaymustir. Insektisit, minimum genlik {izerine etkisini uygulamadan 15 dakika
sonra gostermeye baglamis ve bu etki toplam 6l¢lim siiresi olan 60 dakika boyunca devam
etmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda her iki konsantrasyon icin 15, 30, 45 ve 60.
dakikadaki minimum genlik degerleri ile kontrol degerleri (0. dk) arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Cypermethrinin aksiyon potansiyelinin
toplam siiresi ve repolarizasyon siiresi iizerine doza bagli olarak da dnemli bir etkisinin
olmadig1r (p>0.05) saptanmustir. Minimum genlik degeri lizerine doza bagl etkileri
incelendiginde uygulamanin ilk 45 dakikasinda 6l¢iilen degiskenler acisindan doza bagl
istatistiksel olarak dnemli bir fark olmadigi (p>0.05) ancak 60. dakika dl¢limlerinde dozlar

arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark oldugu (p<0.05) saptanmustir.

Iyl pdl

8,61 ms 7.60 ms 8.80 ms
10°M 10°M 10°M

3.53 mV

275 mV
2.45 mV

Sekil 4.1: Cypermethrin gruplarindan elde edilen aksiyon potansiyeli kayitlar.
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Cizelge 4.1: Cypermethrinin aksiyon potansiyelinin toplam siire, repolarizasyon siiresi, ve minimum genligin
zamana ve doza bagl degerleri.

-5
Zaman (dk) Degisken Cyp,10°,hd (n=8) = Cyp,10™, hd (n=8) gg;,)lo » hd
0 Toplam siire (ms) 6,22+0,14 5,91+0,21 6,35+0,51
Repolarizasyon siiresi (ms) 1,66+0,53 1,70+0,13 1,75+0,11
Minimum genlik (mV) -1,96+0,68 -1,83+0,37 -1,5+0,19
15 Toplam siire (ms) 6,30+0,86 6,15+0,75 6,18+0,15
Repolarizasyon siiresi (ms) 1,60+0,04 1,74+0,19 1,68+0,48
Minimum genlik (mV) -2,95+0,13* -2,71+0,28%* -2,84+0,46*
30 Toplam siire (ms) 6,20+0,63 6,13+0,47 6,21+0,65
Repolarizasyon siiresi (ms) 1,65+0,061 1,74+0,19 1,73+0,22
Minimum genlik (mV) -2,92+0,1* -2,84+0,41%* -2,90+0,43*
45 Toplam siire (ms) 6,18+0,41 6,06+0,39 6,11+0,26
Repolarizasyon siiresi (ms) 1,66+0,72 1,74+0,17 1,71+0,47
Minimum genlik (mV) -2,95+0,18* -2,72+0,2% -3,05+0,49
60 Toplam siire (ms) 6,16+0,32 6,14+0,45 6,23+0,14
Repolarizasyon siiresi (ms) 1,66+0,65 1,76+0,22 1,67+0,66
Minimum genlik (mV) -2,87+0,19* -2,90+0,44*+ -3,47+0,36%+

* p<0.05. Karsilastirmalar zamana bagl olarak, 0. dk’ya gore yapilmustir.
+ p<0.05 Karsilastirmalar doza bagli olarak, Cyp,107, hd grubuna gore yapilmuistir.
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7,4 T T T T T

7,2t i

7,0 v i

6.8 i

6,6 T I i

6,4 _ i

6,2 | 1 ]

Toplam sire (ms)
%

6,0 + _

58t _

56T m 1 =] kontrol

15. dk

54t - 1[=1 30. dk

[e] 45. dk

52 L L L . . 0 | 60. dk
cyp,10-3 M cyp,10-4 M cyp,10-5 M

Sekil 4.2: Cypermethrin i¢in aksiyon potansiyelinin toplam siiresinin doza ve zamana bagli degisimleri.
Veriler ortalama+SS (standart sapma) olarak verilmistir.
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2,1

20t

19+

1.8+

1,7

Repolarizasyon siresi (ms)

15

Sekil 4.3:
degisimleri

cyp, 10-3 M cyp, 10-4 M

cyp, 10-5M

O | kontrol
15. dk
[2] 30. dk
[e] 45. dk
[O] 60. dk

Cypermethrin i¢in aksiyon potansiyelinin repolarizasyon siiresinin doza ve zamana bagl

. Veriler ortalama+SS olarak verilmistir.
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2,2+ L _
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_2’8 L

-3,0 | *

Minimum genlik (mV)
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¢ |
| %
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; |
%
) | 3%
+
=1
=

32t j

3,4t ]

3,6} j

-3'8 L

-4'0 L L 1 L I

cyp, 10-3 M cyp, 10-4 M cyp, 10-5 M

[O] 0. dk
15. dk

| (21 30. dk

[e] 45. dk
o | 60. dk

Sekil 4.4: Cypermethrin igin aksiyon potansiyelinin minimum genliginin doza ve zamana bagl degisimleri.

Veriler ortalama+SS olarak verilmistir.
* p<0.05. Karsilastirmalar zamana bagl olarak, 0. dk’ya gore yapilmustir.
+ p<0.05 Karsilastirmalar doza bagli olarak, Cyp,10~, hd grubuna gore yapilmustir.

4.2 Cypermethrinin dinlenim zar potansiyeli iizerine etkileri

Cypermethrinin zar potansiyeli iizerine zamana ve doza bagh etkileri ile ilgili

bulgular cizelge 4.2°’de gosterilmistir. Sekil 4.5 ise aymi bulgularin grafik gdsterimine

karsilik gelmektedir. Cizelgeden ve grafiklerden de goriildiigli gibi cypermethrinin

dinlenim membran potansiyeli iizerine etkileri zamana ve doza ve bagli olarak analiz

edilmistir. Cypermethrin uygulanmasi kurbaga iskelet kasi dinlenim membran potansiyelini

sadece Cyp,10°, hi grubunda zamana bagli olarak etkilemistir. 0. dk 6l¢iimleriyle

karsilastirildiginda Cyp,10”, hi grubunda cypermethrin 15. dakikadan itibaren dinlenim

membran potansiyelinde etkisini gdstermis, zar hiperpolarize olmustur. Benzer etki 30, 45
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ve 60. dakikalarda da gozlenmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda bu etkinin 6l¢iim
yapilan tiim zaman dilimlerinde istatistiksel olarak onemli oldugu saptanmistir (p<0.05).
Ancak cypermethrinin 15 dakika ya da 60 dakika uygulanmasi arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark bulunmamustir (p>0.05). Diger doz gruplarinda uygulama zamanina bagh
olarak dinlenim membran potansiyelinde kontrol degerlerine gore Onemli bir fark
bulunamamistir (p>0.05). Cypermethrinin dinlenim membran potansiyeli lizerine doza
bagh etkileri incelendiginde 0. dakikada dinlenim potansiyelleri arasinda fark olmadigi
ancak 15, 30, 45 ve 60. dakikalarda dinlenim potansiyelleri agisindan gruplar arasinda
onemli fark oldugu saptanmistir (p<0.05). 0.dakika disinda 6l¢im yapilan her zaman
diliminde Cyp,107, hi grubunda zar potansiyeli Cyp,10™, hi ve Cyp,10~, hi gruplarina gore
Oonemli miktarda daha negatif bulunmustur (p<0.05).

Cizelge 4.2: Cypermethrinin dinlenim zar potansiyeli {izerine zamana ve doza bagh degerleri.

Zaman (dk) = Degisken Cyp,107, hi (n=8)  Cyp,10™, hi (n=8) ' Cyp,107, hi (n=8)
0 Zar potansiyeli (mV) -54,5143,77 -52,23+4,02" -51,78+3,77°
15 Zar potansiyeli (mV) -75,84+7,92* -49,98+5,30" -51,61+3,08"
30 Zar potansiyeli (mV) -76,25+7,81* -51,67+7,10" -51,28+13,17"
45 Zar potansiyeli (mV) -76,04+7,59% -49,92+5,11" -51,25+2,97"
60 Zar potansiyeli (mV) -75,70+7,52%* -50,63+4,67' -51,80+3,43

* p<0.05. Karsilagtirmalar zamana bagli olarak, 0. dk’ya gore yapilmistir.
+ p<0.05 Karsilagtirmalar doza bagli olarak, Cyp,107, hi grubuna gore yapilmustir.
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Zar potansiyeli (mV)
>
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-90

Sekil 4.5: Cypermethrin i¢in dinlenim zar potansiyelinin doza ve zamana bagl degisimleri. Veriler

+ + +
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++
+ 4T o *
A
%
_ _>E * %
o A 9 L
cyp, 10-3 M cyp, 10-4 M cyp, 10-5 M

ortalama+SS olarak verilmigtir.
* p<0.05. Karsilastirmalar zamana bagli olarak, 0. dk’ya gore yapilmustir.

+ p<0.05 Karsilagtirmalar doza bagli olarak, Cyp,107, hi grubuna gére yapilmustir.

KW 0. dk
[<] 15. dk

10271 30. dk

[e] 45. dk
[O] 60. dk

4.3 Permethrinin Aksiyon Potansiyeli Uzerine Zamana Ve Doza Bagh Etkileri

Permethrinin aksiyon potansiyeli lizerine zamana ve doza bagh etkileriyle ilgili

bulgular cizelge 4.3’de gosterilmistir. Sekil 4.7-9 ise aymi bulgularin grafik gdsterimine

karsilik gelmektedir. Cizelge ve grafiklerden goriildiigii gibi permethrinin incelenen tiim

dozlarda aksiyon potansiyelinin toplam siiresi ve repolarizasyon siiresi iizerine istatistiksel

olarak onemli bir etkisi bulunmamistir (p>0.05). Ancak dinlenim potansiyeli altinda kalan

genligi temsil eden minimum genlik degerleri Per,10'3, hd; Per,10'4, hd ve Per,10'5, hd

grubunda insektisitin uygulama zamanina bagh olarak daha negatif degerlere kaymistir.

Insektisit, minimum genlik {izerine etkisini uygulamadan 15 dakika sonra gdstermeye
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baslamis ve bu etki toplam 6l¢lim siiresi olan 60 dakika boyunca devam etmistir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda her ti¢ grup i¢in 15, 30, 45 ve 60. dakikadaki minimum genlik
degerleri ile kontrol degeri (0. dk) arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(p<0.05). Permethrinin aksiyon potansiyelinin toplam siiresi, repolarizasyon siiresi ve

minimum genligi iizerine doza baglh olarak Onemli bir etkisinin olmadigi (p>0.05)

saptanmistir.

> > >

g g g

[ee) N —

A <. S

(@\| (q\l N
6.10 ms 5.65 ms 6.13 ms
10° M 10* M 10° M

Sekil 4.6: Permethrin gruplarindan elde edilen aksiyon potansiyeli kayitlari.
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Cizelge 4.3: Permethrinin aksiyon potansiyelinin toplam siire, repolarizasyon siiresi, ve minimum genligin

zamana ve doza bagl degerleri.

Zaman (dk) | Degisken

0

15

30

45

60

Toplam siire (ms)
Repolarizasyon siiresi (ms)

Minimum genlik (mV)

Toplam siire (ms)
Repolarizasyon siiresi (ms)

Minimum genlik (mV)

Toplam siire (ms)
Repolarizasyon siiresi (ms)

Minimum genlik (mV)

Toplam siire (ms)
Repolarizasyon siiresi (ms)

Minimum genlik (mV)

Toplam siire (ms)
Repolarizasyon siiresi (ms)

Minimum genlik (mV)

7,68+0,84
1,91+0,26

-2,11+0,59

7,45+0,69
1,84+0,20

-2,92+0,10%*

7,32+0,67
1,86+0,17

-2,95+0,11*

7,57+0,72
1,84+0,19

-2,91+0,13*

7,38+0,82
1,85+0,19

-3,08+0,07*

6,90+0,62
1,88+0,31

-1,61+0,44

6,93+0,89
1,90+0,26

-2,77+0,48*

6,84+0,90
1,91+0,25

-3,01+0,59*

7+0,80
1,86+0,24

-2,81+0,55*

6,90+0,79
1,89+0,22

-2,85+0,37*

* p<0.05. Karsilastirmalar zamana bagl olarak, 0. dk’ya gore yapilmustir.

30

Per,10°, hd (n=8) = Per,10, hd (n=8) | Per,107, hd (n=8)

7,15+1,22
2,05+0,12

-1,23+0,44

6,94+0,92
1,97+0,65

-2,75+0,63*

6,81+0,79
1,97+0,66

-2,74+0,46*

7,1+1,12
1,95+0,10

-2,92+0,45*

6,96+0,86
1,98+0,07

-3,16+0,81*



8,8
8,6
8,4
8,2
8,0
7.8
7.6
7.4
7,2
7,0

Toplam sire (ms)

6,8
6,6
6,4
6,2
6,0
5,8
5,6

per, 10-3 M

per, 10-4 M

per, 10-5 M

2] kontrol
15. dk
(2] 30. dk
® 45, dk
o 60. dk

Sekil 4.7: Permethrin i¢in aksiyon potansiyelinin toplam siiresinin doza ve zamana bagli degisimleri. Veriler

ortalama+SS olarak verilmistir.
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2,3 T T

2,2+

2,1+ T

2,0+

19 ¢ L h

1.8+

Repolarizasyon suresi (ms)

1,7

16+

1,5 L

per, 10-3 M

per, 10-4 M

per, 10-5 M

2] kontrol
15. dk
[2] 30. dk
[e] 45. dk
[0 60. dk

Sekil 4.8: Permethrin i¢in aksiyon potansiyelinin repolarizasyon siiresinin doza ve zamana bagli degisimleri.

Veriler ortalama+SS olarak verilmistir.
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per, 10-3 M per, 10-4 M per, 10-5 M

Sekil 4.9: Permethrin i¢in aksiyon potansiyelinin minimum genliginin doza ve zamana bagl degisimleri.
Veriler ortalama+SS olarak verilmistir.
* p<0.05. Karsilastirmalar zamana bagli olarak, 0. dk’ya gore yapilmustir.

4.4 Permethrinin Dinlenim Zar Potansiyeli Uzerine Zamana Ve Doza Bagh Etkileri

Permethrinin dinlenim zar potansiyeli iizerine zamana ve doza baglh etkileriyle
ilgili bulgular cizelge 4.4’de gosterilmistir. Sekil 4.10 ise ayn1 bulgularin grafik gosterimine
karsilik gelmektedir.

Cizelgeden ve grafiklerden de goriildiigii gibi permethrinin dinlenim membran
potansiyeli iizerine etkileri zamana ve doza ve bagh olarak analiz edilmistir. Permethrin
uygulanmasi kurbaga iskelet kasi dinlenim membran potansiyelini sadece Per,10”, hi
grubunda zamana bagli etkilere yol agmustir. 0. dk l¢iimleriyle karsilastirildiginda Per,107,

hi grubunda permethrin 15. dakikadan itibaren dinlenim membran potansiyelinde etkisini
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goOstermis, zar hiperpolarize olmustur. Benzer etki 30, 45 ve 60. dakikalarda da

gozlenmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda bu etkinin 6l¢lim yapilan tiim zaman

dilimlerinde istatistiksel olarak énemli oldugu saptanmistir (p<<0.05). Ancak permethrinin

15 dakika ya da 60 dakika uygulanmasi arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark

bulunmamistir (p>0.05). Diger doz gruplarinda zamana bagli olarak dinlenim membran

potansiyelinde kontrol degerlerine gore Onemli bir fark bulunamamistir (p>0.05).

Permethrinin dinlenim membran potansiyeli lizerine doza bagl etkileri incelendiginde 15,

30, 45 ve 60. dakikalarda Per,10®, hi ve Per,10”, hi gruplarinda dinlenim membran

potansiyellerinin Per,10, hi grubundan 6nemli oranda farkli oldugu saptanmistir (p<0.05).

Cizelge 4.4: Permethrinin dinlenim zar potansiyeli lizerine zamana ve doza bagli degerleri.

Zaman (dk) Degisken

0

15

30

45

60

Zar potansiyeli (mV)

Zar potansiyeli (mV)

Zar potansiyeli (mV)

Zar potansiyeli (mV)

Zar potansiyeli (mV)

-55,10+4,74 -52,90+3,451"
-64,46+3,48" -51,01+4,18"
-65,78+3,91° -50,81+3,75"
-64,70+3,24° -50,77+3,62"
-65,10+3,60° -51,47+4,13"

" p<0.05. Karsilastirmalar zamana bagli olarak, 0. dk’ya gére yapilmustir.

" p<0.05 Karsilastirmalar doza bagh olarak, per,10~, hi grubuna gére yapilmuistir.
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-53,04+2,47"

-52,95+3,85"

-52,41+4,17"

-52,01+3,85"

-52,07+4,34"
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* p<0.05. Karsilastirmalar zamana bagl olarak, 0. dk’ya gore yapilmustir.
" p<0.05 Karsilastirmalar doza bagh olarak, per,10~, hi grubuna gore yapilmistir.
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S. TARTISMA

Bu calismada Mersin ve cevresi tarim alanlarinda yaygin olarak kullanilan ve
pyrethroid insektisit grubundan olan cypermethrin ve permethrinin iskelet kasi potasyum
kanal kinetikleri {izerine etkileri incelenmis ve bu insektisitlerin hiicre zarinda sadece
sodyum kanallarii degil, potasyum kanallarin1 da etkiledigi diistiniilmiistiir.

Kanal kinetiklerini incelemek i¢in giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan yontem
patch klamp yontemidir. Ancak patch klamp yontemine ek olarak hiicre i¢i ve hiicre dis1
kayit teknikleri kullanilarak da kanal kinetikleriyle ilgili bilgiler edinilebilir (18). Bu
calismada pyrethroid insektisitlerin potasyum kanal kinetikleri iizerine etkilerini belirlemek
icin hiicre dis1 ve hiicre i¢i kayit teknikleri kullanilmistir. Hiicre disi kayit teknigi bilesik
kas aksiyon potansiyelini kayitlamak i¢in kullanilirken, hiicre i¢i kayit teknigi dinlenim zar
potansiyelini kayitlamak i¢in kullanilmistir. Canlilarda sinir ve kas gibi uyarilabilir
hiicrelerde bilgi iletimi aksiyon potansiyeli araciligi ile olur. Tiim hiicreler dinlenim zar
potansiyeline sahiptir. Ancak sinir ve kas hiicreleri gibi hiicreler uyarildiginda hiicre zari
depolarize olur ve zar potansiyeli negatif degerlerden pozitif degerlere dogru kayar.
Potansiyel belli bir tepe degerine ulastiktan sonra tekrar dinlenim evresindeki degerine
doner. Aksiyon potansiyelinin ylikselme evresine depolarizasyon, diisme evresine ise
repolarizasyon adi verilir. Depolarizasyon evresinden sinir hiicrelerinde ve iskelet kas
hiicrelerinde sodyum iyonlar1 sorumluyken repolarizasyon evresinden potasyum iyonlari
sorumludur (45). Aksiyon potansiyelinin genliginin, siiresinin, latansinin ve iletim hizinin
Ol¢iilmesi bize sodyum ve potasyum akimlar1 hakkinda bilgi verir. Aksiyon potansiyelinin
maksimum genligi, iletim hiz1 ve depolarizasyon siiresi ve toplam siiresi, bize sodyum
akimlar ile ilgili bilgi verirken, repolarizasyon siiresi, toplam siire ve baslangi¢ degerinin
altinda kalan genlik (minimum genlik) potasyum akimlari ile ilgili bilgi verir (46).

Bu ¢alismada pyrethroid insektisitlerin iskelet kast K™ kanallar1 iizerine etkilerinin
incelenmesi hedeflendiginden aksiyon potansiyelinde K' akimlarinin sorumlu oldugu
repolarizasyon siiresi, minimum genlik ve toplam siire degerlendirmeye alinmigtir. Tip 11
pyrethroidleri temsil eden cypermethrinin izole kurbaga sartorius kasma uygulanmasi

aksiyon potansiyelinin toplam siiresini ve repolarizasyon siiresini etkilemedigi ancak
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minimum genligi istatistiksel olarak dnemli miktarda etkiledigi gozlenmistir. Benzer etki
tip I pyrethroidleri temsil eden permethrin i¢in de bulunmustur. Aksiyon potansiyelinin
repolarizasyon evresi agisindan kontrol degerleri ile doz ve uygulama siiresi gruplari
arasinda istatistiksel olarak bir fark olmamasi izole kurbaga iskelet kasinda permethrin ve
cypermethrinin bu evreden sorumlu olan gecikmis dogrultucu tip potasyum kanallarimi
etkilemedigini  diislindiirmektedir. Bilindigi gibi uyarilabilir hiicrelerde aksiyon
potansiyelinin repolarizasyon evresinden sorumlu olan iyon kanali gecikmis dogrultucu
potasyum kanallaridir (8, 47, 48). Bu kanallar voltaj bagimlidir. Kaydedilen aksiyon
potansiyelinin repolarizasyon siiresi ve toplam siiresi istatistiksel olarak énemli miktarda
degismemesine ragmen minimum tepe noktast daha negatif degerlere kaymustir.
Repolarizasyon evresinde oldugu gibi, dinlenim evresinin siirdiiriilmesinden sorumlu olan
iyon akimi yine potasyum akimidir. Ancak burada gecikmis dogrultucu potasyum
akimlarindan ¢ok igeri dogrultucu, ya da anormal dogrultucu adi verilen potasyum kanallar1
onemli rol oynamaktadir. Igeri dogrultucu potasyum kanallar1 diger potasyum
kanallarindan farkli olarak depolarizasyonla degil, hiperpolarizasyonla aktive olur. Bu
nedenle bu tip potasyum kanallar1 anormal dogrultucu potasyum kanallar1 olarak
isimlendirilirler(48). Bu calismada permethrin ve cypermethrin uygulanmasi minimum
genligin daha negatif degerlere kaymasina neden olmustur. Bu sonug her iki pyrethroid
insektisin igeri dogrultucu potasyum kanallarin etkiledigi ve daha ¢ok potasyum iyonunun
hiicre disina c¢ikarak hiperpolarizasyonu arttirdigin1 diisiindiirmektedir. Benzer bulgular
mikroelektrot kullanilarak kaydedilen dinlenim zar potansiyeli dlglimlerinden de elde
edilmistir. Permethrin ve cypermethrin uygulanmasi dinlenim zar potansiyelinin daha
negatif degerlere kaymasina neden olmustur. Yani permethrin ve cypermethrin zarin
hiperpolarize olmasma neden olmustur. Ancak bu etki her iki insektisit i¢in sadece 10° M
konsantrasyonda gdzlenmistir. 10* ve 10° M’ lik konsantrasyonlarda zar potansiyelinde
kontrol degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermemistir (p>0.05).
Kurbaga sartorius kasinda hem hiicre disi hem de hiicre i¢i kayit teknikleri kullanilarak
yapilan Olciimlerde birbirini destekleyen bulgularin elde edilmesi her iki pyrethroid
insektisitin igeri dogrultucu potasyum kanallarini etkileyerek daha fazla potasyum

iyonunun hiicre disina ¢ikmasina yol agtigi bulgumuzu giiclendirmektedir. Ancak
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elimizdeki bulgularla daha fazla potasyum iyonunun disar1 ¢ikmasit uygulanan
insektisitlerin kanalin kinetik 6zelliklerini hizlandirmalarindan mi1 yoksa kanalin daha uzun
siire acik kalmasina yol agmalarindan m1 kaynaklanmaktadir? sorularinin yanitin1 vermek
biraz gii¢ olacaktir. Bunun i¢in ek ¢aligmalara gereksinim vardir.

Pyrethroid insektisitler boceklerde ve memelilerde etkilerini sinir membranindaki
sodyum kanallarinin aktivasyonu ve inaktivasyonunu yavaslatarak gosterdiklerinden bu
insektisitlerle ilgili ¢aligmalar daha ¢ok sinir sistemi ve sodyum kanallar1 iizerine
yogunlagmistir (49, 50, 51, 52). Literatiirde pyrethroid insektisitlerin iskelet kaslarinda
potasyum kanal kinetikleri tizerine etkileri ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamastir.
Bu nedenle sonuglarimizi dogrudan karsilastirma olanagi olmamistir. Yapilan literatiir
taramasinda pyrethroidlerin potasyum akimlar1 iizerine etkilerini inceleyen sinirlt sayida
calismaya rastlanmistir. de La Cerda ve arkadaslar tarafindan kedi kalp kas1 hiicrelerinde
yapilan bu ¢alismada izole hiicrelere tip II pyrethroidlerden deltametrin 1 uM ve 10 uM
konsantrasyonlarda uygulanmus, tiim hiicre ve perfore patch clamp yontemleri kullanilarak
iceri dogrultucu ve gecikmis dogrultucu potasyum akimlar1 Sl¢iilmistiir (53). Uygulanan
konsantrasyonlardaki deltametrinin igeri dogrultucu potasyum akimi iizerine herhangi bir
etkisinin olmadig1 saptanmistir. Ayni calismada izole kedi kalbi hiicrelerine deltametrinin 1
ve 10 uM konsantrasyonlar1 uygulanmis ve gecikmis dogrultucu potasyum akimlari
kaydedilmistir. Bu kayitlarda 1 uM deltametrinin gecikmis dogrultucu akimlarda herhangi
bir degisiklige neden olmadigi gozlenirken 10 uM konsantrasyonda bu akimin 6nemli
miktarda azaldigi goézlenmigtir. Bizim c¢alismamizda kurbaga iskelet kasi aksiyon
potansiyeli ve dinlenim zar potansiyeli 6l¢iimlerinden yaptigimiz ¢ikarimlar sonucunda
cypermethrin ve permethrinin gecikmis dogrultucu potasyum akimlarini etkilemedigi, igeri
dogrultucu potasyum akimlarinda ise bir artisa neden oldugunu diisiindiik. Sonuclar
arasindaki bu farkliligin nedenlerinden biri kullanilan preparatlarin farklilig1 olabilir. Iki
calismada kullanilan preparatlar hem tiir acisindan hem de doku agisindan farklilik
gostermektedir. Biz ¢calismamizda pyrethroidlerin etkisini gostermek i¢in kurbaga iskelet
kasini kullanirken de La Cerda ve arkadaslar1 kedi kalp kasi hiicrelerini kullanmiglardir.

Pyrethroid insektisit-potasyum akimu iligkisini inceleyen bir baska calisma 6rnegi

Wang ve arkadaslari tarafindan Helicoverpa Armigera (pamuga zarar veren bir bocek tiirii)’
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nin merkezi sinir sistemi hiicrelerinde yapilan bir ¢alismadir. Bu ¢alismada sinir hiicrelerine
pyrethroid insektisitlerden cyhalotrin 10 mmol/L ve 10”7 mmol/L dozlarinda uygulanmis
ve bu dozlardaki cyhalotrinin gegici digar1 potasyum akimlar1 iizerine etkileri incelenmistir
(54). Uygulama sonucunda 10”7 mmol/L cyhalotrinin gegici disar1 potasyum akimu iizerine
herhangi bir etkisi olmazken 10~ mmol/L de bu akimlar bir miktar inhibe olmustur. Ancak
inhibisyon istatistiksel olarak dnemli bulunmamustir.

Burada sunuldugu gibi pyrethroid insektisitlerin potasyum kanallar iizerine etkileri
ile ilgili ¢calismalar oldukc¢a sinirhidir. Bizim ¢alismamizla birlikte de La Cerda ve Wang’in
calismalar1 bu insektisitlerin hedef ve hedef olmayan organizmalarda sodyum kanallar
tizerine etkilerine ek olarak potasyum kanallarin1 da etkileyebilecegi konusunda ipuglari
vermektedir. Bilindigi gibi iyon kanallar1 igerisinde en fazla ¢esitlilige sahip iyon kanali
potasyum kanallaridir ve simdiye kadar 150 den fazla potasyum kanal geni tanimlanmistir
(19). Bu alanda hem patch klamp yontemini kullanarak hem de sayilar1 her gegen giin artan
potasyum kanal blokerlerinden yararlanarak pyrethroid insektisitlerin farkli potasyum
kanallar1 {izerine etkilerinin ayrintili olarak c¢alisilmasina gereksinim vardir. Bu ¢aligsmalar
tilkemizde ve ilimizde iiretimi arttirmak adina olduk¢a yogun ve bilingsizce kullanilan
insektisitlerin etkileriyle ilgili bilgi birikimini arttiracak ve bunlarin tiiketimiyle ilgili daha

fazla 6nlem alinmasina katki saglayacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada Mersin ili ve g¢evresi tarim alanlarinda yaygin olarak kullanilan
pyrethroid insektisitlerden cypermethrin (tip II) ve permethrinin (II) kurbaga iskelet kasi
potasyum kanal kinetikleri lizerine doza ve zamana bagl etkileri, hiicre dis1 ve hiicre i¢i
kayit yontemleri kullanilarak incelenmistir.

Calisma sonucunda:

1. Cypermethrin ve permethrinin kurbaga iskelet kasi potasyum kanallarini etkiledigine
dair ipuglar1 elde edilmistir.

2. Bu etkiler dozdaki artisa bagli olarak artmustir.

3. Uygulama siiresinin artmasi insektisitin etkisini degistirmemistir.

4. Kurbaga iskelet kas1 potasyum kanallarini etkileme dereceleri agisindan her iki insektisit
arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamustir.

Pyrethroid insektisitlerin potasyum kanallar1 iizerine etkilerinin belirlenmesi bir ¢ok
nedenden dolay1r Onemlidir. Potasyum iyonlar1 zarda c¢ok cesitli potasyum kanallart
tizerinden tasinmaktadir. Bu taginimui etkileyecek herhangi bir faktér potasyum kanal
akimlarimi etkileyecek, bu da viicutta potasyum iyonlarinin sorumlu oldugu islevlerin
bozulmasina neden olacaktir. Bu nedenle bu calisma sonucunda elde ettigimiz ipuglari ile
ilgili daha ayrintili bilgi edinilmesine gereksinim vardir. Bu konudaki c¢aligmalara patch
klamp teknigi kullanilarak ve insektisit-potasyum akimu iligkisi kantitatif olarak incelenerek

devam edilmesi planlanmaktadir.
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