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0z

Thiacloprid, bitki ve hayvanlar iizerindeki zararli boceklerin kontroliinde
kullanilan neonikotinoid bir insektisittir. Bu insektisit norotoksik etkiye sahip olup,
canlilarin sinir sisteminde tahribata neden olmaktadir. Bu calismada agonist olan
thiacloprid ve antagonist olan d-tubokurarine’nin Rana ridibunda iskelet kasinda
mekanik aktivite parametreleri iizerine etkileri incelenmistir. Deneylerde 1073, 104, 10°
®ve 10° M derisimlerde thiacloprid ile 10*M tubokurarin + 10°M thiacloprid, 10°M
tubokurarin + 10°°M thiacloprid karisimlar1 uygulanmustir. Tiim deney gruplarinda
agonist ve antagonistin etkileri esit sayida denek iizerinde g¢alisilmistir (N=8).
Olgiimler 0, 30, 60, 90 ve 120. dakikada alinmis ve 0. dakikada alinan &l¢iimler kontrol
degeri olarak kabul edilmistir. Iskelet kas1 mekanik aktivitesini kayitlamak icin
BIOPAC MP 100 Acqusition sistemi kullanilmistir ve kasilma kuvveti, kasilma siiresi,
gevseme siiresi degerleri incelenmistir. Elde edilen bulgularda thiacloprid, kasilma
kuvvetini %35-97 oraninda diisiirmiis, kasilma siiresini %18-75 azaltmis, gevseme
stiresinde ise %33-71 oraninda azalma meydana getirmistir. Thiaclopridin pro-
oksidatif etkisini incelemek i¢in katalaz (CAT) enzim aktivitesi ve tiyobarbitiirik asit
reaktif maddelerinin (TBARS) diizeyleri 6l¢tilmiistiir. Elde edilen bulgulara gore CAT
enzim aktivitesinde azalma, TBARS diizeylerinde ise artis goriilmustiir. Histolojik
incelemeler sonucunda yiiksek dozlarda thiacloprid uygulanan gruplarda (1073 ve 10°
*M thiacloprid) sarkomer biitiinliigiiniin bozuldugu, miyofibrillerin ayrildig,
mitokondrilerin sistigi gézlenmistir. Bu calisma; insan sagligi, veterinerlik ve tarimsal
verimliligi koruma gibi alanlarda yaygin kullanilan bu insektisitin hedef olmayan
organizmalara olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi, bu uygulamalarin dogal yasama
olumsuz etkilerini en aza indirecek yeni uygulamalarin gerceklestirilmesine katki
saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Thiacloprid, D-tubocurarine, Iskelet kasi, Mekanik aktivite,
Oksidatif stres

Damisman: Dog. Dr. Yusuf CAMLICA, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana Bilim
Dali



Pekoglu, E. 2015. Thiacloprid ve D-Tubocurarine nin Rana Ridibunda Iskelet Kasi Uzerine Etkilerinin Incelenmesi, Yiiksek
Lisans Tezi, Mersin Universitesi

ANALYSIS OF EFFECTS OF THIACLOPRID AND D-TUBOCURARINE ON
Rana ridibunda SKELETAL MUSCLE

ESRA PEKOGLU

ABSTRACT

Thiacloprid is a neonicotinoid insecticide for controlling insect pests on
animals and plants. This insecticide has neurotoxic effect and cause havoc on the
nervous system of living beings. In this study, the effects of agonist thiacloprid and
antagonist d-tubocurarine on Rana ridibunda skeletal muscle mechanical activity
parameters were analyzed. 103, 10, 10°and 10°M concentrations of thiacloprid and
10*M d-tubocurarine + 10°M thiacloprid, 10°M d-tubocurarine + 10°M thiacloprid
mixtures were applied in the experiments. The effects of agonist and antagonist were
studied on an equal number of subjects (N=8) in the experimental groups.
Measurements were taken at 0", 30", 60", 90" and 120" minutes. Measurements taken
at 0™ minute were regarded as the control value. BIOPAC MP100 Acquisition system
was used to record skeletal muscle mechanical activity and contraction strength,
contraction duration and relaxation time values were analyzed. Thiacloprid reduced
contraction strength with a rate of 35-97%, contraction duration with a rate of 18-75%
and relaxation time has a reduction of 33-71% according to findings. Catalase enzyme
(CAT) activity and tiobarbituric acid reaktive species (TBARS) levels were measured
to analyze pro-oxidative effect of thiacloprid and reduction in CAT enzyme activity
and increase in TBARS levels were found. Sarcomere integrity was impaired,
myofibrils were split and mitochondria were swollen according to histological analysis
of the group treated with high doses of thiacloprid (10 and 10*M thiacloprid). This
study contributes to revealing the negative effects on non-target organisms of this
commonly used insecticide in human health, veterinary and agricultural productivity
protection areas and realizing new applications to minimize the negative effects on
natural life.

Key Words: Thiacloprid, D-tubocurarine, Skeletal muscle, Mechanical activity,
Oxidative stress

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Yusuf CAMLICA, Department of Biology, University of
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1. GIRIS

Pestisitler, cesitli alanlarda iiriin zararlilarmi oldiiren ya da uzaklastiran
kimyasal maddelerdir [1, 2]. Yogun ve bilingsiz pestisit kullaniminin sonucunda
gidalarda, toprak, su ve havada kullanilan pestisitin kendisi ya da doniisiim iiriinleri
kalabilmektedir. Hedef olmayan diger organizmalar ve insanlar iizerinde olumsuz
etkileri gorilmektedir. Pestisitlerin  bazilar1 toksikolojik a¢idan bir zarar
olusturmazken, bazilariin kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon
olusturucu etkileri saptanmustir. Pestisit kalintilarinin en 6nemli kaynagi gidalardir. Bir
tarim iilkesi olan Tiirkiye’de insektisitlerin kullanimi giin gegtikce artmaktadir. Ancak
bu tarim ilaclar1 suda, toprakta, meyve ve sebzeler lizerinde uzun siire bozulmadan
kalarak g¢evre kirliligine neden olmakta ve dolayisiyla besin zinciri yoluyla insana
kadar ulagabilen ¢esitli zararlar olusturmaktadir [1, 3]. Tarimsal alanlara, orman veya
bahgelere uygulanan pestisitler havaya, su ve topraga, oradan da bu ortamlarda
yasayan diger canlilara gegmekte ve donilisiime ugramaktadir. Bir pestisitin ¢evredeki
hareketlerini onun kimyasal yapisi, fiziksel 6zellikleri, formiilasyon tipi, uygulama
sekli, iklim ve tarimsal kosullar gibi faktorler etkilemektedir. Egim, bitki ortiisii,
formiilasyon, toprak tipi ve yagis miktarina bagl olarak tasinan pestisitler, bu sularda
omurgali ve omurgasiz su organizmalarinin etkilenmesine; bu organizmalardaki
pestisit kalintisinin insanlarin gida zincirine girmesine ve kontamine olmus sularin
icilmesiyle kronik toksisitenin olusmasina neden olurlar. Topraga gecgen pestisitler
giines  1sinlarinin  etkisiyle  fotokimyasal  degradasyona,  bitki, toprak
mikroorganizmalart ve diger organizmalarin etkisiyle biyolojik degradasyona
ugramakta; toprak kati maddeleri (kil ve organik madde) tarafindan adsorlanip
desorplanmakta veya kimyasal degradasyona ugramaktadirlar. Toprakta pestisitin
tutulmasiyla hareketi ve biyolojik alimi engellenmekte ve c¢esitli sekillerde
degradasyonu ile ya toksik 6zelligini kaybetmekte ya da daha toksik metabolitlerine
doniisebilmektedir. Pestisitin kendisinin ya da toksik doniisiim iriinlerinin hedef
olmayan yerleri veya organizmalari kontamine etmesi istenmediginden tiim bu

olaylarin bilinmesi ve incelenmesi 6nem tasimaktadir.
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Pestisitler kontrol amaciyla kullanildiklar: zararli tipine gore fungusitler,

algisitler, herbisitler, insektisitler, nematositler ve mollusitler olarak siniflandirilirlar
[4].

Insektisitler, boceklerin kontroliinde kullanilan biyolojik ya da kimyasal
orjinli ajanlardir [5]. Bunlarin bir¢ogu norotoksik 6zelliktedir ve etkilerini 6zellikle
boceklerin  sinir sistemini tahrip ederek gosterirler. Insektisitler; klorlu
hidrokarbonlular, organofosforlu bilesikler, metilkarbamatlar, piretroidler ve
neonikotinoid insektisitler olmak iizere bes ana gruba ayrilirlar [6, 7]. Neonikotinoid
insektisitler, bitki ve hayvanlar tizerindeki zararli bocekleri kontrol altinda tutan, son
yillarda iretilmis en Onemli yeni sentetik insektisit sinifidir [8]. Thiacloprid
neonikotinoid bilesikler sinifina ait yeni bir pestisittir. Isiga dayanikliliginin i1yi olmasi
[9,10, 11, 12] ve omurgalilara gore bocekler iizerine yliksek segici toksisite gdstermesi
bu insektisitin diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilmasini saglamistir [13, 14, 15]
Neonikotinoid teriminden de anlasilacagi gibi thiacloprid, nikotine yapisal benzerligi

olan ve ayni etkiyi gdsteren bir bilesiktir [16].

Amfibiler su ve tarim ekosistemleri igerisinde 6nemli organizmalardir ve
birgok tarim pestisitinin etkisine maruz kalmaktadirlar [17]. Amfibiler, larva
yasamlarini sucul ortamda gegirmeleri nedeniyle habitatlarindaki degisikliklere olan
duyarliliklar1 sayesinde su ve tarim ekosistemlerin biyoindikatorleri olarak goze
carparlar. Bu nedenle su ve tarim ekosistemleri iizerinde kimyasallarin etkilerini

6l¢mek icin tipik test hayvanidirlar [18].

Pestisitlerin, hedef olmayan organizmalar iizerindeki toksik etkisi ve
ekosisteme olan etkileri diinya capinda ilgilenilen bir konudur [19]. Kullanilan
pestisitler giin gectik¢ce yayginlagsmaktadir ve pestisitlerin hedef olmayan canlilar
tizerindeki potansiyel toksik risk degerlerinin arastirilmasina ihtiyag duyulmaktadir.
Ozellikle su ve tarim ekosistemlerindeki hedef olmayan organizmalar {izerine olan
etkileri tamamen anlagilmis degildir [17]. Thiacloprid yeni iiretilen bir insektisittir. Bu
nedenle hedef olmayan organizmalar ilizerine toksik etkisi konusundaki ¢aligmalar

yetersizdir. Caligma bu alandaki mevcut bilgilere katki saglayacaktir.

Bu ¢aligmanin amaci insan sagligi, veterinerlik ve tarimsal verimliligi koruma

gibi alanlarda yaygin olarak kullanilan neonikotinoid bir insektisit olan thiaclopridin
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in vitro kosullarda, farkli derisimlerinin kurbaga iskelet kasi lizerine etkilerinin
elektrofizyolojik, histolojik ve biyokimyasal analizler ile belirlenmesidir. Ayrica
thiacloprid ile reseptor antagonistligi etkisine sahip d-tubocurarine karigiminin da
analiz edilen parametreler tlizerine etkisinin karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi de
amaglanmistir. Calisma yeni iiretilen bir kimyasal olan thiaclopridin hedef olmayan
Rana ridibunda iskelet kasi tizerine etkilerinin ortaya ¢ikarilmasina, bu uygulamalarin
dogal yasama olumsuz etkilerini en aza indirecek yeni uygulamalarin

gergeklestirilmesine katki sunmaktadir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. NEONIKOTINOIDLER

Nikotin ile iligkili insektisitlerin yeni jenerasyonlari olan neonikotinoidler, bir
nitrometilen, nitroimin ya da siyanoimin grubuna sahiptirler. Nitrometilenler 2-
(nitrometil) piridin yapisindan elde edilir, zayif insektisidal etki gosterirler. Yapi-
aktivite ¢alismalarinin erken donemlerinde bu prototip temel alinarak nithiazin
kesfedilmistir. Nithiazin 2-(nitrometil) piridin ile kiyaslandiginda daha gii¢li
insektidal etki gostermesine ragmen 1siga dayaniksiz oldugu igin ticari agidan
gelismemistir [20]. 1. pozisyondaki nithiazin yapisi [1-(3-piridilmetil)-2-nitrometilen-
imidazolidin] (PMNI) gelistirilmesine oOnciiliik etmis ve daha sonra nitroiminlerle
iliskili, gii¢lii fotostabilite gosteren thiacloprid, imidacloprid, nitenpiram, acetamiprid

gibi ticari oneme sahip neonikotinoidler gelistirilmistir.

Bu neonikotinoidlerin tamam: bir 6-kloro-3-piridil kismi tasir, nikotin ve

epibatine benzedikleri i¢in nikotinik tip asetilkolin reseptorlerine potansiyel olarak

baglanabilirler [21].

Sinapslar pestisitlerin pek ¢ok ¢esidi i¢in hedef olusturan, transmitter madde
olarak islev goren asetilkolini (ACh) kullanirlar [22]. ACh, omurgali ve omurgasiz
tiirlerinin her ikisinde uyarict (eksitatdr) bir noérotransmitterdir. Merkezi sinir
sisteminden ¢ikan bir uyarinin, sinir boyunca ilerledikten sonra geldigi sinir-kas
kavsaginda sinirden kasa tasinmasini saglar. ACh iki tip reseptorii aktive eder, bunlara
“muskarinik” ve ‘“nikotinik” reseptorler adi verilmektedir. Nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin (nAChR), insektisit bilesikler i¢in potansiyel hedef olduklari uzun
zamandan beri bilinmektedir ve son 20 yildan fazla bir siiredir bu reseptorleri hedef
alan insektisitler, tarimda, veterinerlikte ve zararli boceklerin kontroliinde etkili
bicimde kullanilmaktadir [23]. ACh cizgili kas (iskelet kas1) liflerindeki nikotinik
reseptore baglanarak kas hiicresine Na® girmesini ve voltaja duyarli kalsiyum
kanallarinin agilmasi ile depolarize olan kas hiicresinin kasilmasini saglar. ACh belli

noronlarda kolin asetil transferaz enzimi tarafindan, kolin ve asetil-CoA’dan
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sentezlenir. Sinaptik bosluga salinarak gorevini tamamladiktan sonra ACh,
asetilkolinesteraz (AChE; EC 3.1.1.7) enzimi yardimiyla kolin ve asetata (asetik asit
tuzu) cevrilerek yikilir. Bazi insektisitler AChE enzimini inhibe ederler. Bunun sonucu
olarak merkezi sinir sistemi, kaslar ve bezler siirekli olarak uyarilir, ACh molekiilleri
kaslara stirekli kasilma emri tasiyip kismi veya genel felce yol agabilir [24].
Insektisitlerin gogu AChE inhibitdriidiir ve bu prensiple ¢aligirlar. Insektisitler iiriin
zararlilarina karsi kullanildiklar1 zaman AChE enzimini inhibe ederek ACh’nin siirekli
impuls meydana getirmesine neden olurlar. Boylece boceklerde 6liimle sonuglanan

halsizlik, gii¢siizliik, tremor (titreme) gibi belirtiler goriilmektedir [25].
2.1.1. Neonikotinoidlerin Genel Ozellikleri

Neonikotinoidler temel olarak yapilarinda nikotin tasirlar. Bazi

neonikotinoidlerin yapis1 Sekil 2.1.’de gosterilmistir.

Neonicotinoids
ci
7,"5 " "
"\/}\/"TN*CN,
NO,
Clothianidin

ct ct
" N Ny " nrcu,

O, ©N
Nitonpyram T, Y Acetamiprid
?.O\,r\.r -
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H W
o(:l\,..r..m i 1 \.':)\,Q
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N\/)\/NWN.C“,
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Thiamethoxam

Sekil 2.1. Neonikotinoid insektisitlerin kimyasal formiilasyonu [26].
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Neonikotinoidler, tim diinyada hayvan sagligi ve iiriin korunumu ig¢in
kullanilan en yeni insektisit sinifidir [27]. Neonikotinoidler ¢ogunlukla emici
bocekleri ve bazi kelebekler ile kin kanatli zararlilar1 kontrol etmek icin

kullanilmaktadir [28].

2.1.2. Neonikotinoidlerin Etki Yonu ve Toksik Etkileri

Neonikotinoidler, hem memelilerde hem de bdceklerde postsinaptik
membranda nAChR’ye baglanir ve agonist (agonist: reseptorlere afinite gosteren ve
fizyolojik aktivitelerini uyaran madde) olarak etki gosterir [8, 29]. Memelilerdeki
NAChR boceklerdekinden ¢ok az yapisal degisiklikler gostermektedir. Memelilerde
sinir sistemine ait reseptorlerde baglanma nAChR’nin a4/B2 yiizeyinde olmaktadir ve
muhtemelen boceklerde de buna benzer bir yiizey bulunmaktadir [28].
Neonikotinoidlerin postsinaptik nAChR’ye baglanmasi, kolinerjik sinapslarda
baslangicta yanlis sinyallerin artigina, daha sonra sinir uyarilarinin tamamen bloke
edilmesine neden olur. Boceklerde neonikotinoid zehirlenmesinin belirtileri; diizenli
olmayan abdominal titreme, kanatlar1 germe, siddetli viicut sarsintisi, halsizlik, felg ve

sonunda 6liim seklinde gozlenir [30].

2.1.3. Neonikotinoidlerin Norotoksik Etki Mekanizmasi

Neonikotinoidler, boceklere karsi yiiksek toksisiteye fakat memelilere ve
sucul organizmalara kars1 diisiik toksisiteye sahip insektisitlerdir [31]. Ciinki
neonikotinoidlerin memelilerdeki nAChR’ye ilgisi boceklerdekinden daha diistiktiir
[8, 32]. Neonikotinoidlerin nAChR’ye baglanma bdlgelerindeki ve nAChR alt
tinitelerindeki yapisal fakliliklar bu farkli ilgiden sorumludur. Neonikotinoidler, bocek
nAChR’lerindeki 6zel alt iinite tarafindan secici olarak taninan elektronegatif
farmakofora (farmakofor: bir molekiilde biyolojik etkiden sorumlu oldugu diisiiniilen
kisimdir. Farmakofor olarak gorev yapan nitroguanidine kisim; imidacloprid,

thiamethoxam, clothianidin ve dinotefuran pestisitlerinde; nitrometilen kisim;
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nithiazine ve nitenpyram pestisitlerinde; cyanoamidine kisim; thiacloprid ve

acetamiprid pestisitlerinde bulunmaktadir) sahiptir [8, 33, 34].

2.1.4. Thiacloprid

IUPAC adi: 3-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-1,3-thiazolidin-2-ylidenecyanamide
Kimyasal ad1: (Z)-3-(6-kloro-3-piridilmetil)-1,3-tiyazolidin-2-ildensiyanamid
CAS numarasi: 111988-49-9

Molekiil formiilii: C1o0HoCIN4S

Kimyasal yap:

CIGCHZ—N 8
|
~Sen

Sekil 2.2. Thiaclopridin kimyasal yapis1 [35].

Molekiiler agirligi: 252.72 g/mol
Gortiniim: sarims1 kristal kati
Erime noktasi: 136°C
Cozintirlik: suda 20°C 185 mg/L

Thiacloprid neonikotinoid insektisitlerin kloronikotinil sinifinda yer alir.
Yaygin olarak ¢ekirdekli ve yumusak meyveler, pamuk, sebze, seker pancari, patates,
piring ve siis bitkilerinde kullanilir. Thiacloprid hizlica absorbe edilir ve hizli bir
sekilde viicuttan atilir, dokularda uzun siire kalmaz. Boylece normal kosullar altinda
insanlar i¢in zehirlenmeye neden olmaz. En yaygin toksisite belirtileri sicanlarda viicut
agirliginin azalmasidir, fare ve kopekler daha az duyarlilik gosterir. Akut LDso dozu

sicanlarda agi1z yolu ile 444 mg/kg, deri yolu ile 2000 mg/kg’dir.
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2.2. D-TUBOCURARINE

IUPAC adi: 6,6'-dimethoxy-2,2,2',2'-tetramethyltubocuraran-2,2'-diium-7',12'-diol
Kimyasal adi: Tubocurarine hydrochloride pentahydrate

CAS numarasi: 6989-98-6

Molekiil formiilii: Caz7H42CI2N20s 5H20

Kimyasal yapi:
H3CO
HO g
0 Cl-
O * HCI
¢ 5H20
H3C\N 0] OH
OCH3

Sekil 2.3. D-Tubocurarine’nin kimyasal yapis1 [36].

Molekiiler agirligt: 771.72 g/mol
Erime noktasi: 268°C

Cozinirlik: suda 50 mg/mL

2.3. NORMAL ISKELET KAS MORFOLOJISI

Iskelet kaslari, konnektif doku (endomisyum) ile ayrilmis kas lifi adin1 alan
cok sayida hiicreden olusur. Olgunlasmis kas hiicresi olan kas lifi, boyu birkag
santimetreye kadar ulasabilen, ig goriiniimiinde ve ¢ok ¢ekirdekli bir yapidadir. iskelet
kas, liflerin birbirine paralel seyrettigi demetler (fasikiiller) seklinde diizenlenir (Sekil
2.4.). Endomisyumda kapillerler ve intramiiskiiler sinir lifleri bulunur. Fasikiiller ise
birbirinden perimisyum ad1 verilen bag dokusu ile ayrilir. Perimisyal alanda, arteryol

ve veniillerle birlikte kas liflerine yonelmis motor sinir demetleri bulunur.
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Sekil 2.4. Tipik bir iskelet kas lifi yapis1 [37].

Iskelet kas liflerinin uzunluklar1 ortalama 3 c¢cm olmakla birlikte 1 mm’den
kisa ve 4 cm’den uzun lifler de vardir. Liflerin ¢ap1 10-100 (um) arasindadir. Bir kas
lifi, hiicre igi jelimsi siv1 igine dalmis 1000-2000 dolayindaki 0.5-2 um kalinlikta
miyofibrillerden olusur [38]. Genislikleri yasa, cinsiyete, kas lifinin uzunluguna, kasin
yaptig1 isin agirligina, bireyin beslenme durumuna gore degisebilir. Kas icinde
merkezdeki lifler daha genis ¢aplidir. Liflerin fasikiil i¢indeki yerlesimleri; fasikiiliin
bir ucundan diger ucuna uzananlar, bir ucundan baslayip fasikiil i¢inde sonlananlar ve
iki ucu da fasikiil i¢inde bulunanlar olmak iizere ii¢ sekildedir. Kas hiicre zari
sarkolemma olarak adlandirilir. Iskelet kas hiicresinin sitoplazmasinda yani
sarkoplazmada organel ve inkliizyonlarin disinda homojen ve az yogun bir matriksten
olusur. Matriks, miyoglobin gibi protein yapisinda pigmentler ve bir miktar da enzim
igerir. Sekilli elemanlarin baglicalar1 sarkolemmaya yakin olarak yerlesmis ¢cok sayida
cekirdek, ¢ok sayida mitokondri, golgi kompleksi, sarkoplazmik retikulum (SR) gibi
organeller ile miyofibriller, glikojen ve lipid damlaciklaridir. Uzun oval bi¢imli

cekirdekler bir kas lifinde birkag yiiz tanedir ve lifin uzun eksenine paralel olarak

9



Pekoglu, E. 2015. Thiacloprid ve D-Tubocurarine nin Rana Ridibunda Iskelet Kasi Uzerine Etkilerinin Incelenmesi, Yiiksek
Lisans Tezi, Mersin Universitesi

sarkolemmanin altinda yerlesiktirler. Cekirdekler lif boyunca oldukca diizenli
araliklidir, tendona baglanma yerinde daha fazla sayida ve diizensizdirler [39].
Sarkoplazma i¢inde uzun, iplik seklinde, kas lifinin uzunlugunca bulunan miyofibriller
1-2 um capta olup bunlarin elektron mikroskobunda uzunlamasina diizenlenmis, ince
miyofilamentlerden olustugu gozlenir. Biiylikliik ve kimyasal yapisi farkli iki tip
miyofilament ayirt edilir. Bunlardan biri digerinden kalin, 10 nm ¢apta, 1.5 pm
uzunlukta olup ¢cogunlugu miyozinden ibarettir. Daha ince olan filamentler ise 5 nm
capta, 1 um uzunluktadir. Baglica aktinden yapilmistir. Aktin filamentleri aktin,
tropomiyozin ve troponin proteinlerinden yapilmistir. Globuler aktin molekiilleri art
arda dizilerek fibriler aktini olusturur. iki fibriler aktin bir sarmal olusturur.
Tropomiyozin de aktine uygun sarmallar yapar. Troponin molekiilleri ise diizgiin
araliklarla (miyozin basina uyacak sekilde) tropomiyozine baglanir.

Kalin miyozin filamentleri, orta kisimda, M ¢izgisi hizasinda daha kalindir,
uclara gidildikge incelir. Orta kisimlar1 diizgiin oldugu halde u¢ kisimlari, filament
eksenine dik olan, kisa ¢ikintilar igerir. Bu ¢ikintilar miyozin filamentini ¢evreleyen 6
aktin filamentine dogru uzanir. Bu uzantilar miyozin filamentlerini meydana getiren
molekiillerin diizenlenmesine baglidir. Her bir molekiil bir bas ve bir kuyruk
kismindan olusur. Molekiillerin kuyruk kisimlari birbirine paralel olarak uzanir ve dyle
diizenlenir ki orta kisim yalniz kuyruktan olustugu i¢in ¢ikint1 igcermez, diizdiir. Bas
kisimlar1 filamentin incelen kisimlari boyunca dik olarak yanlara dogru c¢ikar.
Cikintilar birbirinden 6-7 nm araliklarla ve her 6 ¢ikinti 45 nm’de bir heliks
tamamlayacak sekilde diizenlenir. Miyozin filamentlerinin bas kisimlarinda, kas
kasilmast i¢in gerekli enerjiyi aciga cikarmak iizere adenozin trifosfati (ATP)
parcalayan adenozin trifosfataz (ATPaz) enzimi bulunur.

I bandin1 sadece aktin filamentleri olusturmaktadir. I bandinin ortasindaki Z
cizgisi ise komsu sarkomerlerdeki aktin filamentlerinin tutunduklar1 yerdir. A bandi
miyozin filamentlerinin boyu kadardir. A bandinda miyozin filamentler i¢ine her iki
taraftan aktin filamentleri sokulur. Aktin filamentleri M c¢izgisine kadar
sokulmadiklarindan A bandinin ortasinda ag¢ik renkte goézlenen H bandi olusur. Yani
H bandinda sadece miyozin filamentleri vardir. H bandimin genisligini aktin
filamentlerinin giris derecesi belirler. Baska bir deyisle kasin kasilma derecesine

baghdir. Miyozin filamentlerinin kalin olan orta kisminda bulunan M ¢izgisinde

10
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miyozin filamentleri, miyozin yapisinda olmayan kopriilerle birbirlerine baglanir.
Aktin ve miyozin filamentlerinin diizenlenigini ii¢ boyutlu diisiintirsek altigen
prizmalar yapacak bi¢imdedir. Enine kesitte her kalin miyofilament alt1 ince
miyofilament ile altigen yapacak sekilde cevrilidir. U¢ boyutlu durumda orta ekseni
olusturan miyozin filamenti ¢evresinde 6 aktin filamenti, altigen prizmanin koselerini
yapacak sekilde diizenlenmistir. Bunun digin1 da yine altigen prizmanin koselerini
olusturacak bigimde 6 miyozin filamenti ¢evreler. Bu diizenlenmeye ¢ift hekzagonal
alan adi verilmistir. Enine kesitte her aktin filamentinin g¢evresinde ii¢ miyozin
filamentinin bulundugu gozlenir. Kalin ve ince filamentler arasindaki uzaklik sabit
olup 45 nm kadardir ve miyozin molekiillerinin olusturdugu enine kopriiciikler
tarafindan kat edilir.

Kasilma sirasinda A bandinin uzunlugu degismez. [ ve H bandinin her ikisinin
uzunlugu azalir. Z ¢izgisi A bandinin sonuna yaklasir. Aktin filamentleri miyozin
filamentleri i¢inde daha derine girerek filamentlerin boyu degismedigi halde I ve H
bantlarini, buna bagl olarak da sarkomerlerin boyunu kisaltmis olurlar. Bu da
miyofibrillerin boyunun kisalmasit demektir. Kasilma sirasinda aktin ve miyozin
filamentlerinin boyu degismez; birbiri i¢inde kayarak sarkomerin boyunu kisaltirlar.
Filamentlerin kayma islemi, miyozin molekiillerinin bas kismi ile komsu aktin
filamentleri arasindaki baglantilarinin yapilip bozulmasinin tekrarlanmasiyla saglanir.
Miyozinlerin bas kisimlart aktin filamentlerine baglandiktan sonra dik olan a¢1 M
cizgileri tarafinda daralir. Boylece aktin filamentleri M c¢izgisine dogru ilerler.
Baglantilar acildiktan sonra miyozin tekrar eski durumuna gecer ve sonraki noktada
aktinlere baglanir. Bu is i¢in gerekli olan enerji sarkoplazmik retikulumdan salinan
kalsiyum iyonlarimin uyarmasiyla, kopriiciiklerdeki adenozin ATPaz’m, ATP’yi
parg¢alamasindan ac¢iga cikar.

T tlbiilleri, sarkolemmanin hiicre igine yaptiklari girintilerden olusur.
Miyofibrilleri ¢cevrelerler ve komsu miyofibrillerde birbirleriyle devam ederler. Bunlar
hiicre yiizeyinde hiicreler arasi araliga acilir. Sarkoplazmik retikulum denen graniilsiiz
endoplazmik retikulum ¢izgili iskelet kasinda olduk¢a modifiye bir sekil gosterir. Bu
dokuda c¢ok gelismis olan sarkoplazmik retikulum, T tiibiilleri gibi miyofibrilleri
cevreler ve onlarin etrafinda ag yapan enine ve boyuna seyirli tiipciiklerden olusur.

Miyofibrilin uzun eksenine dik olarak onlari enine saran tiibiiller A ve I bandi

11
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birleskesinde bulunan T tiibiillerine komsudur; genis¢e olduklari i¢in terminal sisterna
da denir. T tiibiiller ve iki yaninda bulunan terminal sisternalarin olusturdugu tiglii
yapiya iskelet kasi triyadi ad1 verilir. Bir miyofibrilin ¢evresini saran terminal sisterna
T tiibiillerinde oldugu gibi komsu miyofibrilinkiyle baglantilidir. Boyuna tiibiiller ise
her bantta enine tiibiiller arasinda uzanir ve onlara agilir. Boyuna tiibiiller A bandinda
H bandi diizeyinde, I bandinda daha az olmak {izere Z ¢izgisi hizasinda birbirleri
arasinda baglantilar yapar. T tiibiilleri sistemi hiicre zarina gelen uyarinin lifin disindan
miyofibrillere hizli tasinmasini1 saglar ve bdylece uyumlu bir cevap elde edilir. T
tiibiilleri terminal sisternalarla sikica yan yana olduklari i¢in T tiibiillerine gelen uyar1
kolayca terminal sisternalara ve boyuna tiibiillere gecer. Uyarimin sarkoplazmik
retikuluma gecmesi, kasilmayr saglayan elemanlarin calismasini baslatacak olan
kalsiyum iyonlariin sarkoplazmik retikulumdan salinmasina sebep olur [39].

Her kas bir veya daha fazla sinir sonlanmasi ile donanmistir. Tek bir sinir
lifinin sonlandig1 kas lifi sayis1 motor birim olarak adlandirilir. Motor birim aktivitenin
tam kontroliiniin gerektigi kaslarda kiiciik yani her kas lifinde ayr1 bir sinir lifi
sonlanacak sekilde, kaba aktivite gosteren kaslarda ise biiyiik, yani bir sinir lifinin
bir¢ok kas lifinde sonlanmasi seklindedir. Biiyiik ekstremite kaslarinda bir sinir 1500-
2000 kas lifinde sonlanir. Kas lifindeki motor sinir sonlanmalarina motor plak veya
kas-sinir baglantis1 denmektedir. Baglanti kas lifi lizerinde biraz kabarik bir plak gibi
goriiliir. Sinir lifi sonlanmaya yaklasirken Once miyelin kilifim1 kaybeder, kas
yiizeyinde Schwann hiicreleri kilifi da kaybolur. Kas hiicresinde sinir sonlanmasinin
yerlestigi girintiye primer sinaps olugu denir. Sinir uzantisinda sinaps oluguna
girmeden ve girdikten sonra dallanmalar goriiliir. Dallanmalarin uglar kiiremsi kiigiik
kabartilarla sonlanir. Terminal buton denen bu kabartilar primer sinaps olugunda
kendilerine uyan ¢ukurcuklara yerlesmislerdir. Sinaps oluklarinda sarkolemma kii¢iik
katlantilar gosterir. Bu bolgede sarkolemma iginde veya ¢ok yakininda AChE enzimi
vardir. Kas lifi ¢cevresindeki eksternal lamina sarkolemma ve aksolemma arasinda da
devam eder. Sinir sonlanmasi bdlgesinde sarkoplazmada fazla sayida g¢ekirdek, bol
mitokondri, ribozomlar ve graniilsiiz endoplazmik retikulum vardir. Terminal buton
icinde de cok sayida mitokondri ve ACh igeren vezikiiller (sinaps vezikiilleri) bulunur

(Sekil 2.5) [40].
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Sekil 2.5. Iskelet kasi-sinir kavsagi ve ilgili yapilar [40].

Iskelet kasi, miyelinsiz sinirlerin kas lifini sarmasi seklinde basit duyu
sonlanmalar1 yaninda, kas igcikleri (sinir-kas igcikleri) denen yiiksek derecede
degisiklige ugramis ¢izgili kas lifi ve bunlar1 saran uzunca oval kapsiilden ibarettir.
Igcik icindeki kas liflerine intrafiizal lifler denir. Bu liflerin orta kisimlarinda
cizgilenme kaybolur ve biiyiik olan tipte genislemis olan bu bolgede ¢ekirdek kiimesi
bulunur. Daha fazla sayida olan ince tip intrafiizal liflerde ise bu bolgede ¢ekirdekler
bir dizi olusturur. Her intrafuzal lifin orta kisminda lifi spiraller seklinde saran duyu

siniri sonlanmalar1 vardir.

2.3.1. Iskelet Kasinin Elektriksel Ozellikleri

Iskelet kasinin dinlenim membran potansiyeli —90 mV’dir. Aksiyon
potansiyeli 2-4 ms siirer ve kas lifi boyunca 5 m/s hizla yayilir. Iyonlarin dagilimz sinir
hiicresindekine benzerdir. Aksiyon potansiyelinin depolarizasyon evresi hiicre igine

Na* girisi, repolarizasyon ise hiicre iginden K* ¢ikisi ile karakterizedir.
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2.3.2. Kas Sarsis1

Lifte sinir uyaris1 ile gelisen tek bir aksiyon potansiyeli sonucu belli siirelerle
kasilma ve bunu izleyen gevsemenin tiimii kas sarsisi olarak adlandirilir [41]. Belirli

bir siddete sahip uyaran ile uyarilan bir kasin kasilip gevsemesi 4 evrede gerceklesir
(Sekil 2.6).

1- Gizli evre: Kasin uyarilmasiyla kasilmanin baglamasi arasinda gecen siiredir.

2- Kasilma evresi: Kasin kasilmaya basladig1 an ile gevsemenin basladig1 ana kadar

gecen sliredir.

3- Gevseme evresi: Kasin gevseyerek kasilmadan dnceki halini alincaya kadar gegen

suredir.

4- Dinlenme evresi: Kasin bir kasilma gevsemeyi tamamladiktan sonra yeniden

uyarilmasina kadar gegen siiredir.

Kasilma

letaﬂ A : Uyartinin baglangi¢ ani

AB : Gizli evre

BC : Kasilma evresi
CD : Gevseme evresi
DE : Dinlenme evresi

_Zaman
A B C b £ (saniye)
Kasilma evreleri

Sekil 2.6. Iskelet kas1 kasilma evreleri [42].
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2.3.3. Gastrokinemius Kasi

Bacagin arka bolgesindeki kaslar yiizeyel ve derin olmak {izere iki gruba
ayrilirlar. Yiizeyel grupta bulunan kaslardan Musculus gastrocnemius ve Musculus
soleus birlikte Musculus triceps surae olarak da adlandirilir. M. gastrocnemius ve M.
Soleus 'un tendonlari birleserek Tendo calcaneus’u (Achillis) olustururlar. Bu tendon
Tuber calcanaei’ye yapisir. M. gastrocnemius femurun condylus medialisi ile
lateralisine ve calcaneus arka yliziiniin orta kismina tutunur. Gastrokinemius kasi

ayaga plantar fleksiyon, bacaga ise fleksiyon hareketlerini yaptirir.

2.4. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikal tiretiminin uyarilmasi, lipit peroksidasyonun baslatiimasi,
viicudun antioksidant kapasitesinin bozulmasi ¢ogu pestisitin toksik mekanizmasinda
yer almaktadir [43]. Pestisitler, reaktif oksijen tiirlerini iiretebilme yetenegine
sahiptirler. Uretilen reaktif oksijen tiirlerinin miktar1 ya da oran1 dogal veya sentetik
pestisitlerin asirt kullanimi nedeniyle artis gosterir [44].

Serbest radikaller eslesmemis bir ya da daha fazla elektrona sahip, varligini
bagimsiz siirdiirebilme yetenegindeki tiirler olarak tanimlanir. Serbest radikallere
stiperoksit (O2-) ve hidroksil (OH) gibi oksijen merkezli radikaller, tiyil (RS) gibi
stilfiir merkezli radikaller, triklorometil gibi karbon merkezli radikaller ve nitrik oksit
ornek verilebilir. Radikaller ¢esitli yollarla diger molekiiller ile reaksiyona girme
yetenegindedirler. Bu yiizden eger iki radikal karsilasirsa birlesir ve paylasiimamis

elektronlarini eslesmis elektron gifti yapisina dondstiirtir [45].

2.4.1. Lipit Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)

Serbest radikaller, antioksidan savunma mekanizmalarinin kapasitesini
asacak oranlarda olustuklarinda organizmada ¢esitli hasarlar meydana getirir.
Organizmadaki biyomolekiillerin tiim biiyiik siniflar1 serbest radikaller tarafindan
etkilenir, fakat en ¢ok etkilenenler lipidlerdir. Lipid membranindaki kolesterol ve yag

asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girebilmektedir.
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Bu reaksiyon sonucu peroksidasyon iiriinleri olusur. Poliansatiire yag asitlerinin (Poly
Unsaturated Fatty Acid-PUFA) oksidatif olarak yikimi, lipid peroksidasyonu olarak
bilinir ve organizma igin oldukg¢a zararlidir. Ciinkii kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde devam eder ve lipid peroksidasyonu sonucu olusan membran
hasar1 tamir edilemez [46].

Lipid peroksidasyonu, organizma i¢inde olusan serbest radikallerin etkisi
sonucu membran yapisinda bulunan PUFA zincirinden bir hidrojen atomu
uzaklastirilmasi ile baslar. Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali 6zelligi
kazanir. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar.
Molekiiller icindeki ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle dien konjugatlari
olusur. Daha sonra lipid radikalinin molekiiler oksijenle birlesmesi sonucu lipid
peroksil radikali meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri, membranda bulunan diger
PUFA’lar etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acar. Bu sirada kendileri
de aciga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksitlerine doniisiir. Boylece
olay kendi kendine katalizlenerek devam eder. Lipid peroksidasyonu toplayici
reaksiyonlarla sonlandirilir veya otokatalitik yayilma reaksiyonlariyla devam eder [46,
47] (Sekil 2.6.).

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehidler {iireterek diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Boylece, bir¢ok hastaliga ve doku hasarina yol agmaktadir.
Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasindan dolayi, reaksiyonlarin biiyiik bir
kism1 membrana bagli molekiillerle meydana gelir. Membran gegirgenligi ve
mikroviskozitesi ciddi bir bicimde etkilenmektedir. Peroksidasyonla olusan MDA,
membran bilesenlerinin polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon
transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi membran
ozelliklerini degistirir. Bu etkiler MDA’nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve

karsinojenik oldugunu agiklayabilmektedir [46].
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Sekil 2.6. Poliansatiire yag asitinden MDA ’nin olusumu [47].

2.5. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMI

Antioksidan; oksidatif stresin siddetini daha az aktif radikal olusumunu
saglayarak veya serbest radikal zincir reaksiyonunun proteinler, lipidler,
karbonhidratlar ve DNA iizerine hasarini azaltmak suretiyle bastirmaya yardimei olan
maddedir [48]. Hiicreler, metabolik siireglerin sonucunda devamli olarak serbest
radikal ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS) tiretirler [49].

Fizyolojik kosullarda, hiicreler olusan serbest radikal iiriinleri ve peroksitler
gibi molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi antioksidan savunma

sistemleri tarafindan korunur.

2.5.1. Katalaz (CAT)

CAT (EC 1.11.1.6) dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Biitiin
hiicrelerde 6zellikle peroksizomlarda bulunur. Peroksizomlar toksik maddeleri
detoksifiye etmek icin oksijen kullanan ve sonucta hidrojen peroksit (H202) lireten

hiicre yapilaridir. Katalaz, H2O2’yi su (H20) ve molekiiler oksijene (O2) doniistiiriir.
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Katalazin indirgeyici aktivitesi H202 ve metil, etil hidroperoksitleri gibi kiigiik
molekiillere karsidir. Biiylik molekiillii lipid peroksitlerine karsi etki etmez [46].
Katalaz enziminin reaksiyon hiz1 oldukga ytiksektir. CAT canli organizmanin

eritrosit, karaciger, bobrek, kemik iligi ve ¢esitli dokularinda bulunur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. KULLANILAN ALETLER

Analitik terazi (Sartorius)

Biopac MP100 kayit sistemi

Dijital kamera (Megaview Il1, Olympus GmbH, Almanya)
Distile su cihaz1 (Millipore)

Etiv

Homojenizator

Izometrik kuvvet transduseri (MAY, FDT-10)

Manyetik karistirict (Biosan, MSH-300)

Otomatik pipet

pH metre (Sartorius)

Santrifiij

Transmisyon elektron mikroskobu (JEOL JEM-1011, JEOL Corp., Tokyo, Japonya)
Ultramikrotom (Leica UCT125, Leica GmbH, Almanya)
UV spektrofotometre

Vorteks

3.2. DENEY HAYVANLARININ SAGLANMASI

Deneylerde Mersin Miiftii Deresi’'nden yakalanan ve agirliklart 50-60 g
arasinda degisen 48 adet Rana ridibunda tiiriinden kurbaga kullanildi. Kurbagalar,
igerisinde dere suyu bulunan bir akvaryuma yerlestirildi ve bir hafta boyunca
adaptasyon saglamalari amaciyla laboratuvarda bekletildi. Akvaryumdaki su, giin asir1

degistirildi ve sicaklig1 25-27°C’de tutuldu.
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3.2.1. Etik Kurul izni

Bu calismada kullanilan deney hayvanlari icin Mersin Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun (HADYEK) 27.03.2014 tarih ve 2014/9 sayili karar1

ile etik kurul izni alinmstir.
3.3. KIMYASALLARIN HAZIRLANMASI

Deneylerde 1x1073, 1x10%, 1x10° ve 1x10°M derisimlerde thiacloprid,
1x10"°M thiacloprid ile 1x10*M d-tubocurarine, 1x10°M thiacloprid ile 1x10°M d-
tubocurarine karisimlart uygulandi. Soliisyonlar sogukkanli canlilarin dokularinin

devamliligint siirdiirmesi i¢in gerekli olan Ringer ¢6zeltisi iginde hazirlandi.
3.3.1. Ringer Cozeltisinin Hazirlanmasi

500 mL Ringer ¢ozeltisi i¢in;

3.25 g NaCl

0.07 g KCI

0.06 g CaCl>-2H.0O

0.05 g NaHCOg3 analitik terazide tartildi ve lizeri distile suyla 500 mL’ye tamamlandi.
pH 7.2 olarak ayarlandi.

3.3.2. Thiacloprid Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yogunlugu (d) 240 g/L, molekiil agirligi (Ma) 252.72 g/mol, derisimi %23.1
olan siv1 formiilasyondaki insektisitin stok ¢o6zelti molaritesi asagidaki formiil

kullanilarak belirlendi:

23.1
_ % xdx1000 _ (m) x0.24 x1000

MA 252.72

M

=0.22 ( stok ¢Ozeltinin molaritesi )
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10 mL hacimde 10M derisimde thiacloprid ¢ozeltisi hazirlamak igin;
M1 x V1 = M2 x V; formiili kullanildi.
0.22 x V1=10 x 107 islemi sonucunda V1= 0.045 mL olarak hesapland.

10M ¢ozelti hazirlamak icin insektisit ¢ozeltisinden mikropipet ile 0.045 mL alindi
ve Ringer ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlandi.

10*M ¢ozelti hazirlamak icin 10°M ¢ozeltiden 1 mL alind1 ve Ringer ¢ozeltisi ile 10
mL’ye tamamlandi.

10°M ¢ozelti hazirlamak icin 10#M ¢ozeltiden 1 mL alind1 ve Ringer ¢ozeltisi ile 10
mL’ye tamamlandi.

10°M c¢ozelti hazirlamak icin 10°M ¢ozeltiden 1 mL alind1 ve Ringer ¢ozeltisi ile 10

mL’ye tamamlandi.
3.3.3. D-Tubocurarine Cozeltisinin Hazirlanmasi

Molekiil agirligi 771.72 g/mol olan d-tubocurarine’den 10 mL hacimde 10

2M derisimde ¢ozelti hazirlamak icin asagidaki formiil kullanilds:

m

Gz _ m=0.077 g

M:% =10%= 10 x0.001

10 mL 102M d-tubocurarine hazirlamak igin; 0.077 g d-tubocurarine analitik terazide
tartild1 ve Ringer ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlandi.

10°M ¢ozelti hazirlamak icin 102M ¢ozeltiden 1 mL alind1 ve Ringer ¢ozeltisi ile 10
mL’ye tamamlandi.

10*M ¢bzelti hazirlamak igin 10°M ¢ozeltiden 1 mL alind1 ve Ringer ¢ozeltisi ile 10
mL’ye tamamlandi.

10°M c¢ozelti hazirlamak icin 10#M ¢ozeltiden 1 mL alind1 ve Ringer ¢ozeltisi ile 10

mL’ye tamamlandi.
3.4. DENEY GRUPLARININ HAZIRLANMASI

1. grup 1x10M thiacloprid, 2. grup 1x10™M thiacloprid, 3. grup 1x10°M
thiacloprid, 4. grup 1x10®M thiacloprid, 5. grup 1x10°M thiacloprid ile 1x10™*M d-

tubocurarine, 6. grup 1x10°M thiacloprid ile 1x10°°M d-tubocurarine uygulanmak
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tizere deneyler 6 grup halinde yiiriitiildii. Deney hayvanlar1 her dozdaki deney igin
sekizerli gruplara (N=8) ayrildi.

3.5. ELEKTROFIZYOLOIJIK KAYITLAR

Kurbagalar kulak arkasindan kesilerek spinal hale getirildi ve olasi refleksleri
onlemek amaciyla igne ile Medulla spinalis tahrip edildi. Daha sonra kurbagalarin sag
arka bacagindaki gastrokinemius kas1 izole edildi. Izole kaslar fizyolojik ortamin
saglanmast i¢in kullanilan Ringer ¢ozeltisine alindi. Thiacloprid ve antagonisti d-
tubocurarine’nin zamana bagh etkilerini belirleyebilmek i¢in ayn1 kastan 0, 30, 60, 90
ve 120. dakikalarda 6l¢iim alindi. Sifirinc1 dakika kayitlari, kaslar Ringer ¢ozeltisi
icerisindeyken alinan kayitlar olup, her bir kas preparatinin kontrol degerine karsilik
gelmektedir. Kontrol l¢iimii yapildiktan sonra 1. gruptaki kaslar 10M thiacloprid, 2.
gruptaki kaslar 10*M thiacloprid, 3. gruptaki kaslar 10°M thiacloprid, 4. gruptaki
kaslar 10-°M thiacloprid, 5. gruptaki kaslar 10°M thiacloprid ile 10*M d-tubocurarine
ve 6. gruptaki kaslar 10°M thiacloprid ile 10°M d-tubocurarine iceren ¢ozeltilere
alindi. Ayn1 preparattan 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kasin mekanik aktivitesi
kayitlandi. Kayit i¢cin Biopac MP100 Kayit Sistemi kullanildi. Kasin bir ucu tespit
edilip diger ucu izometrik kuvvet transduserine (MAY, FDT-10) baglandi. Kasa 2 g
on gerim uygulandi. Daha sonra Biopac stimiilatére bagli giimiis/glimiis kloriir
(Ag/AgCl) elektrotlar kullanilarak 0.5 ms stireli ve her kas i¢in ayr1 ayri belirlenen
siddetlerde supramaksimal pulsla kas uyarildi. Kas aktivitesi genel amagl diferansiyel
amplifikatorle yiikseltilerek ve 16 bitlik A/D ¢evirici kullanilarak daha sonra analiz
edilmek iizere bilgisayara aktarildi. Elde edilen kasilma egrileri BIOPAC
Acknowledge 100 WS5.7 analiz programi ile analiz edilerek kasilma kuvveti (g),

kasilma stiresi (ms) ve gevseme siiresi (ms) Ol¢iildii.
3.6. HISTOPATOLOJIK INCELEME
120 dakika boyunca farkli derisimlerde thiacloprid ve thiacloprid ile d-

tubocurarine karistmina maruz birakilan her gruptaki 8 kas preparatindan 5 tanesi, kas

aktivitesinin kayitlanmasindan sonra histopatolojik olarak incelendi. Ayrica hicbir
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kimyasala maruz birakilmayan 3 kas preparati kontrol grubu olarak incelendi. Elektron
mikroskobik inceleme igin alian iskelet kas1 dokusu 1 mm®’liik parcalara boliindii ve
6 saat %2.5’luk gluteraldehit ¢6zeltisinde bekletildi. Fosfat tamponu ile yikandiktan
sonra elektron mikroskobik incelemeler i¢in doku takip islemi Leica EM TP (Leica
Microsystems GmbH, Viyana, AVUSTURY A) cihazi kullanilarak asagida belirtildigi
sekilde yapildi:

1. %1’ lik osmium tetraoksit 1saat

2. Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi 15 dk
3. Fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi 15 dk
4. Etil alkol (%50) 15 dk

5. Etil alkol (%60) 15 dk

6. Etil alkol (%70) 15 dk

7. Etil alkol (%80) 15 dk

8. Etil alkol (%690) 15 dk

[{e]

. Etil alkol (%100) 15 dk

1

o

. Etil alkol (%100) 15 dk
11. Etil alkol (%100) 15 dk
12. Etil alkol (%100) 15 dk
13. Propilen oksit 15 dk

14. Propilen oksit 15 dk

15. Propilen oksit+rezin (2+1)
16. Propilen oksit+rezin (1+1)
17. Propilen oksit+rezin (1+2)

18. Saf rezin 12 saat
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19. Rezin i¢ine gdmme islemi
20. Etiivde (60°C) polimerizasyon 24 saat

Ik 11 basamak +4°C’de daha sonrakiler oda 1sisinda gerceklestirildi.

Epoksi resin ig¢ine gomiilen dokulardan Leica Ultracut UCT 125
ultramikrotom (Leica Microsystems GmbH, Viyana, AVUSTURYA) ile 6nce 1 um
kalinliginda yar1 ince kesitler alindi. Bu kesitler incelenerek uygun alanlar saptandi.
Daha sonra 70 nm kalinliginda kesitler 300 gozenekli bakir gridler iizerine alindi.
Uranil asetat ve kursun sitratla kontrastlandiktan sonra JEOL JEM-1011 transmisyon
elektron mikroskobuna (JEOL Ltd. Tokyo-JAPONYA) eklenmis Megaview III dijital
kamera (Olympus GmbH, Germany) ile fotograflanarak degerlendirildi.

3.7. BIYOKIMYASAL INCELEME

120 dakika boyunca farkli derisimlerde thiacloprid ve thiacloprid ile d-
tubocurarine karistmina maruz birakilan her gruptaki 8 kas preparatindan 5 tanesi, kas
aktivitesinin kayitlanmasindan sonra ependorf tiiplerine alinarak -20°C’ye ayarlanan
bir dondurucuda saklandi. Ayrica higbir kimyasala maruz birakilmayan 5 kas preparati
kontrol grubu olarak incelenmek iizere izole edildikten hemen sonra ependorf

tiiplerine alinarak -20°C’de bekletildi. Daha sonra biyokimyasal incelemeler yapildi.

3.7.1. CAT Enzim Aktivitesi Tayini

CAT aktivitesi tayini Aebi tarafindan tarif edilen yonteme gore yapildi [50].
Yontemin esasi, H2O» substratinin katalaz ile enzimatik yikiminin 240 nm’de

izlenmesidir.

H,0, _“AT _ 2H,0+0,
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Kullanilan Maddeler: Potasyum Dihidrojen Fosfat, Disodyum Hidrojen Fosfat,
Hidrojen Peroksit

3.7.1.1. Kullanilan reaktifler

Potasyum Dihidrojen Fosfat Cozeltisi (A): 0.681 g KH2POg4 bidistile suda ¢oziilerek
100 mL’ye tamamlandi.

Disodyum Hidrojen Fosfat Cozeltisi (B): 2.77 g NaHPO4-12H2O bidistile suda
coziilerek 155 mL’ye tamamlandi.

Fosfat Tamponu (50 mM, pH 7.0): A/B oran1 1/1.55 olacak sekilde karistirilarak
hazirland1 ve pH 7’ye ayarlandi.

Hidrojen Peroksit Cozeltisi (30 mM): 34 puL %30’luk H202 10 mL’ye fosfat tamponu

ile tamamlandi.
3.7.1.2. Deneyin yapiligi

Kuvarz spektrofotometre kiivetlerine 10 pL. 10000x g slipernatant fraksiyonu
ve iizerlerine 1990 pL fosfat tamponu ilave edildi. Ornek kiivetine 1 mL 30 mM H-Ox,
kor kiivetine de 1 mL fosfat tamponu ilave edildi ve hemen karistirilarak 6rnegin
absorbansindaki azalma kdore kars1 1 dakika boyunca 240 nm’de izlendi.
3.7.1.3. CAT aktivitesinin hesaplanmasi

Hidrojen peroksidin enzimatik yikilmasit mevcut H2O> derisimi ile orantil bir
hizda, birinci derece reaksiyonla yiiriitilmektedir. Bu esasa dayanarak ve asagidaki

formiil kullanilarak katalazin spesifik aktivitesi iinite cinsinden hesaplanmustir.

1 U/mL = Aop/dk x 7320 x diliisyon faktorii
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3.7.2. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddelerinin (TBARS) Ol¢iimii

Lipid peroksidasyon iiriinlerinden en stabili olan MDA ’nin tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile arasindaki reaksiyon sonucu olusan pembe kirmizi renkli ¢ozeltinin

absorbansinin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir [S1].

Kullanilan Maddeler: Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), Asetik Asit, Tiyobarbitiirik asit
(TBA), Tetrametoksipropan, 1-Butanol, Piridin.

3.7.2.1. Kullanilan reaktifler

Stok tetrametoksipropan ¢ozeltisi: 0.92 g tetrametoksipropan 1 mL’de ¢oziiliir.
Giinliik tetrametoksipropan ¢ozeltisi: 10 mL’lik stok ¢ozelti 100 mL’ye distile su ile
tamamlanir. Calisma sirasinda giinliik ¢ozelti tekrar 1/10 oraninda seyreltilir.

SDS ¢ozeltisi: 8.1 g SDS tartilip 100 mL’ye distile su ile tamamlanir ve ¢oziiliir.
Asetik Asit ¢ozeltisi: 20 mL asetik asit distile su ile 100 mL’ye tamamlanir ve pH 3.5’e
ayarlanir.

TBA ¢ozeltisi: 0.8 g TBA tartilip 100 mL’ye distile su ile tamamlanir ve 1sitilarak
¢Ozilir.

n-biitanol-piridin ¢ozeltisi (15:1): Stok piridinin 1 mL’si 15 mL n-biitanol ile

karistirilir.
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3.7.2.2. Deneyin yapiligi

Cizelge 3.1. Deneyde kullanilan ¢6zelti miktarlari

Kor Standart Ornek
Standart (1/10 diliie) (1L) 50
Ornek (pL) 50
SDS ¢6z. (ul) 100 100 100
Asetik Asit ¢oz. (uL) 750 750 750
TBA ¢oz. (uL) 750 750 750
Distile su (puL) 400 350 350

Tiipler 95°C’de 30 dakika siire ile inkiibe edilir. Musluk suyunda sogutulur. 500 pL
distile su eklenir. 2.5 mL n-biitanol-piridin karisimi eklenip tiipiin kapag1 kapatilarak
karigimlar beyazlasincaya kadar vortekslenir. 4000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenir.
Siipernatant fazdan 1 mL alinip 532 nm’de kore karsi spektrofotometrik olarak olgiiliir.
3.7.2.3. TBARS diizeyinin hesaplanmasi

Asagidaki formiil kullanilarak homojenattaki TBARS diizeyi hesaplanir.

Derisim (nmol/g) = Ornek absorbansi x 415.89

Lowry degeri

3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler SPSS 21 ve Statistica 8.0 paket programi kullanilarak degerlendirildi.
Siirekli olgtimlere ait normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile yapildi. Normal
dagilim gosteren verilerde varyanslarin homojenliginin kontrolii Levene testi ile
yapildi. Calismada 2’den fazla bagimsiz grup oldugundan normal dagilim gosteren
verilerde gruplar arasi farklilik olup olmadig1r Varyans Analizi (One Way ANOVA)

ile test edildi. Istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasmm takiben, varyanslari
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homojen ise bu farkliligin hangi gruplar arasinda olduguna Bonferonni Post Hoc testi
ile fakat varyanslar1 homojen degilse Dunnett’s T3 Post Hoc testi ile karar verildi.
Normal dagilim gostermeyen verilerde ise gruplar arasinda farklilik olup olmadigi
Kruskal Wallis testi kullanilarak saptandi. Kruskal Wallis testi sonucu anlamli ¢ikan
verilerde, farkliligin hangi gruplar arasinda olduguna Dunn testi ile karar verildi. Her
bir gruba ait doz ve zamana bagli farkliliklar tekrarlanan 6lgiimlii deneme diizenlerinin
analizi ile (Repeated measures ANOVA) incelendi. Tanimlayici istatistik olarak
normal dagilim gosteren verilerin analiz sonuglari ortalama ve standart sapma (ort£ss)
degerleri ile, normal dagilim gostermeyen verilerin tanimlayict istatistikleri ise
medyan ve c¢eyreklikler (Q1-Q3) ile verildi. Istatistiksel anlamli farklilik olarak
P<0.05 alind1.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. BULGULAR
4.1.1. Elektrofizyolojik Bulgular

Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6 her gruptan elde edilen kasilma egrilerini
gostermektedir. Bu egrilerin analiz edilmesiyle elde edilen sonuglar ise Cizelge 4.1,

4.2. ve 4.3’te verilmistir.

/\
\
Kontrol - \\-
30. dakika A\f

60. dakika e N

90. dakika

120. dakika

Sekil 4.1. 10*M thiaclopridin Rana ridibunda gastrokinemius kas1 mekanik aktivitesi
izerine etkisi
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Kontrol

,/‘/\/\\M
30. dakika
60. dakika e et
90. dakika e
120. dakika - it

Sekil 4.2. 10*M thiaclopridin Rana ridibunda gastrokinemius kas1 mekanik aktivitesi
tizerine etkisi
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Kontrol /\
30. dakika A
60. dakika f/\
90. dakika A
120. dakika A

Sekil 4.3. 10°M thiaclopridin Rana ridibunda gastrokinemius kas1 mekanik aktivitesi
tizerine etkisi
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Kontrol

)
30. dakika /
60. dakika A

90. dakika A

120. dakika

/

Sekil 4.4. 10°M thiaclopridin Rana ridibunda gastrokinemius kas1 mekanik aktivitesi
tizerine etkisi
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Kontrol

30. dakika

/”\

60. dakika

90. dakika

120. dakika

Sekil 4.5. 10°M thiacloprid ile 10*M d-tubocurarine karisiminin Rana ridibunda
gastrokinemius kas1 mekanik aktivitesi iizerine etkisi
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Kontrol

30. dakika

60. dakika T
WWWW

90. dakika

120. dakika R

Sekil 4.6. 10°M thiacloprid ile 10°M d-tubocurarine karisiminin Rana ridibunda
iskelet kas1t mekanik aktivitesi lizerine etkisi

4.1.1.1. Thiacloprid ve Thiacloprid ile D-Tubocurarine Kombinasyonlarinin Kurbaga

Gastrokinemius Kas1 Kasilma Kuvveti Uzerine Etkisi

Thiacloprid ve thiacloprid ile d-tubocurarine kombinasyonlarinin kurbaga
gastrokinemius kasi kasilma kuvveti lizerine uygulama siiresi ve doza bagh etkileri

Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

1x103M thiacloprid Rana ridibunda gastrokinemius kas kasilma kuvvetini

uygulama siiresine bagli olarak, kontrol degerine (0. dakika) goére 60, 90 ve 120.
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dakikalarda anlamli sekilde azaltmistir (P<0.05). Bu azalma 60. dakikada %95, 90. ve
120. dakikada %97 civarindadir. 1x10*M thiacloprid grubunda kasilma kuvveti
kontrol degeri ve 30. dakika ile karsilastirildiginda 60, 90 ve 120. dakikalarda anlamli
olarak azalmistir (P<0.05). 60. dakikada kasilma kuvveti %86, 90. dakikada %94 ve
120. dakikada %97 oraninda azalmustir. 1x10°M thiacloprid grubunda kasilma
kuvveti kontrol degerine gore 120. dakikada anlamli olarak azalmistir (P<0.05). 120.
dakikada kasilma kuvvetinin %65 oraninda azaldig1 gériilmiistiir. 1x10°°M thiacloprid,
kontrol degerine gore kasilma kuvvetini 120. dakikada anlamli sekilde diistirmiistiir

(P<0.05). Kasilma kuvvetindeki bu azalma %67 civarindadir.

1x10°M thiacloprid ile 1x10*M d-tubocurarine kombinasyonuyla yapilan
deney grubunda, kasilma kuvvetinin kontrol degerine gore 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda anlamli bigimde azaldig1 goriilmiistiir (P<0.05). Ayrica kasilma kuvveti
60, 90 ve 120. dakikalarda 30. dakikaya gore anlamli olarak azalmistir (P<0.05). 120.
dakikada gozlenen kasilma kuvveti degerinin 60. dakikaya gore anlamli sekilde
diistiigii de goriilmustiir (P<0.05). Bu gruptaki kasilma kuvveti 30. dakikada %57, 60.
dakikada %75, 90. dakikada %80 ve 120. dakikada %92 oraninda azalmistir.

1x10°M thiacloprid ile 1x10°M d-tubocurarine kombinasyonuyla yapilan
deney grubunda, kontrol degerine gore kasilma kuvvetinin 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda anlamli bir sekilde azaldig1 goriilmistiir (P<0.05). Ayrica 120. dakikada
kasilma kuvvetinde meydana gelen azalma 60 ve 90. dakikaya gore anlamh
bulunmustur (P<0.05). Bu grupta gozlenen kasilma kuvvetindeki azalmalar 30.
dakikada %055, 60. dakikada %63, 90. dakikada %80 ve 120. dakikada %94

oranindadir.

Rana ridibunda gastrokinemius kasi kasilma kuvveti doza bagli olarak, 1x10°
SM thiacloprid grubunda, 1x10°M thiacloprid grubuna gére 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda anlamli olarak azalmistir (P<0.001). Ayrica kasilma kuvveti 1x10°M
thiacloprid grubunda, 1x10°M thiacloprid grubuna gére 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda
anlamli sekilde diismiistiir (P<0.001). 1x10“M thiacloprid, 1x10°M thiacloprid
grubuna gore kasilma kuvvetini 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda anlamli bi¢imde
azaltmistir (P<0.001). 1x10*M thiacloprid, 1x10®M thiacloprid grubuna gore ise
kasilma kuvvetini 60, 90 ve 120. dakikalarda anlamli olarak azaltmistir (P<0.001).
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1x10°M thiacloprid ile 1x10*M d-tubocurarine kombinasyonuyla yapilan
deney grubunda kasilma kuvveti, 1x10°M thiacloprid grubuna gore 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda anlaml1 olarak azalmistir (P<0.001). 1x10°M thiacloprid ile 1x10“M d-
tubocurarine kasilma kuvvetini 1x10°M thiacloprid grubuna gére 30, 60, 90 ve 120.

dakikalarda anlamli sekilde azaltmistir (P<0.05).

1x10M thiacloprid ile 1x10°M d-tubocurarine kombinasyonuyla yapilan
deney grubunda, kasilma kuvvetinin 1x10°M thiacloprid grubuna gére 30, 60, 90 ve
120. dakikalarda anlamli olarak azaldigi gériilmiistiir (P<0.001). Ayrica 1x10°M
thiacloprid ile 1x10°M d-tubocurarine, 1x10°M thiacloprid grubuna gore kasilma
kuvvetini 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda azaltmistir (P<0.05).
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Cizelge 4.1. Thiacloprid ve thiacloprid +d-tubocurarine’nin Rana ridibunda iskelet kas1 kasilma kuvveti iizerine uygulama siiresi ve doza
bagl etkileri. Thia: thiacloprid; Tubo: d-tubocurarine; M: molar; N: denek sayisi. Veriler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

i . : . i M + i M +
. Zaman | Thia, 103M, | Thia, 10“M, | Thia, 105M, | Thia, 106\, | & 10°M+} Thia, 10°M
Degisken (dk) (N=8) (N=8) (N=8) (N=8) Tubo, 10*M Tubo, 10°M
(N=8) (N=8) P
Kontrol | 19.11+7.67 | 18.1148.62 | 19.14+678 | 1629+6.13 | 1337=424 | 1278+2.69 | 0.184
= 30 525+3.81% | 7.06+4.41° | 1940+7.23 | 13.03£3.20 | 572+275" | 5.68+2.51" | <0.001
=
2 60 0.85+0.41%" | 241£271% | 12174515 | 10.15+3.42 | 324+214t | 472+185" | <0.001
-
<
E
Z 90 0.42+0.11%" | 0.98+0.89%"t | 12304420 | 840+3.53 | 270+335t | 2.57+1.61" | <0.001
¥
120 | 048+0.13% | 0.52+034%t | 6664345 | 536+3.197F | 106+ L4TCHE | 0744047t | <0.001
P <0.001 <0.001 0.001 0.001 <0.001 <0.001

a: 10°M thiacloprid grubu ile karsilastirildiginda (P<0.001).
b: 10°M thiacloprid grubu ile karsilastirildiginda (P<0.001).
c: 10°M thiacloprid grubu ile karsilastirildiginda (P<0.05).

*: Kontrol degeri ile karsilastirildiginda (P<0.05).

T: 30. dakika ile karsilastirildiginda (P<0.05).
I: 60. dakika ile karsilastirildiginda (P<0.05).
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4.1.1.2. Thiacloprid ve Thiacloprid ile D-Tubocurarine Kombinasyonlarinin Kurbaga

Gastrokinemius Kasi Kasilma Siiresi Uzerine Etkisi

Thiacloprid ve thiacloprid ile d-tubocurarine kombinasyonlarinin kurbaga
gastrokinemius kasi kasilma siiresi {lizerine doza ve zamana bagl etkileri Cizelge

4.2°de gosterilmistir.

1x103M thiacloprid, kurbaga gastrokinemius kas1 kasilma siiresini zamana
bagli olarak, kontrol degerine gore 60, 90 ve 120. dakikalarda azaltmistir (P<0.05).
Ayrica 60, 90 ve 120. dakikalarda kasilma siiresindeki azalmalar 30. dakikaya gore
anlamli bulunmustur (P<0.05). 1x10>M thiacloprid kasilma siiresini 60. dakikada
%56, 90. dakikada %71, 120. dakikada ise %73 oranmnda azaltmistir. 1x10“M
thiacloprid kasilma siiresini kontrol degerine goére 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda
anlamli olarak azaltmistir (P<0.05). Ayrica 60, 90 ve 120. dakikalarda kasilma
siiresindeki azalmalar 30. dakikaya gore anlamli bulunmustur (P<0.05). 1x10“*M
thiacloprid kasilma siiresini 30. dakikada %20, 60. dakikada %51, 90. dakikada %66,
120. dakikada ise %75 oraninda diisiirmiistiir. 1x10°M thiacloprid grubunda kasilma
stiresi kontrol degerine gore 60 ve 120. dakikalarda anlamli olarak azalmigtir (P<0.05).
1x10°M thiacloprid kasilma siiresini 60. dakikada %19 oraninda azaltirken, 120.
dakikada %20 oraminda diisiirmiistiir. 1x10°M thiacloprid grubunda kasilma siiresi
kontrol degerine gore 60, 90 ve 120. dakikalarda anlamli sekilde azalmistir (P<0.05).
1x10°M thiacloprid kasilma siiresini 60. ve 90. dakikada %20, 120. dakikada %19

oraninda azaltmustir.

1x10M thiacloprid ile 1x10*M d-tubocurarine kombinasyonuyla yapilan
deney grubunda, kasilma siiresinin kontrol degerine gore 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda azaldigi gériilmiistiir (P<0.05). 1x10°M thiacloprid ile 1x10*M d-
tubocurarine kasilma siiresini 30. dakikada %23, 60. dakikada %44, 90. dakikada %55,
120. dakikada ise %59 oraninda diisiirmiistiir.

1x10M thiacloprid ile 1x10°M d-tubocurarine kombinasyonuyla yapilan
deney grubunda, kontrol degerine gore kasilma siiresinin 60, 90 ve 120. dakikalarda

anlamli bir sekilde azaldig1 goriilmiistiir (P<0.05). Ayrica 90 ve 120. dakikalarda
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kasilma siiresindeki azalmalar 30. dakikaya gére anlamli bulunmustur (P<0.05). 1x10°
®M thiacloprid ile 1x10°M d-tubocurarine kasilma siiresini 60. dakikada %38, 90.
dakikada %52, 120. dakikada ise %53 oraninda azaltmistir.

Rana ridibunda gastrokinemius kasi kasilma siiresi doza bagli olarak, 1x10
3M thiacloprid grubunda, 1x10°M thiacloprid grubuna gore 30. dakikada (P<0.05),
60, 90 ve 120. dakikalarda anlamli olarak azalmistir (P<0.001). Ayrica kasilma siiresi
1x1073M thiacloprid grubunda, 1x10°M thiacloprid grubuna gére 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda anlamli sekilde diismiistiir (P<0.001). 1x10™*M thiacloprid, 1x10°M
thiacloprid grubuna gore kasilma siiresini 60. dakikada (P<0.05), 90 ve 120.
dakikalarda anlamli bi¢imde azaltmistir (P<0.001). 1x10*M thiacloprid, 1x10°M
thiacloprid grubuna gore ise kasilma siiresini 60. dakikada (P<0.05), 90 ve 120.
dakikalarda anlamli olarak azaltmistir (P<0.001).

1x10°M thiacloprid ile 1x10*M d-tubocurarine kombinasyonuyla yapilan
deney grubunda kasilma siiresi, 1x10°M thiacloprid grubuna gére 120. dakikada
anlamli olarak azalmistir (P<0.05). 1x10°M thiacloprid ile 1x10*M d-tubocurarine
kasilma siiresini, 1x10°M thiacloprid grubuna gére 90 ve 120. dakikalarda anlamli

sekilde azaltmistir (P<0.05).

1x10°M thiacloprid ile 1x10°M d-tubocurarine kombinasyonuyla yapilan
deney grubunda, kasilma siiresinin 1x10°M thiacloprid grubuna gére 90 ve 120.
dakikalarda anlamli olarak azaldig1 goriilmiistiir (P<0.05). Ayrica 1x10°M thiacloprid
ile 1x10°M d-tubocurarine, 1x10°M thiacloprid grubuna gére kasilma siiresini 60, 90

ve 120. dakikalarda azaltmistir (P<0.05).
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Cizelge 4.2. Thiacloprid ve thiacloprid + d-tubocurarine’nin Rana ridibunda iskelet kas1 kasilma siiresi iizerine zamana ve doza bagh etkileri.

Thia: thiacloprid; Tubo: d-tubocurarine. Veriler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

S— S—
. Zaman | Thia, 103M, Thia, 10*M, | Thia, 105M, | Thia, 109M, | & 10°M=+ | Thia, 10°M +
Degisken (dk) (N=8) (N =8) (N =8) (N =8) Tubo, 10“*M Tubo, 10~M
(N =8) (N =8) P
Kontrol
34.79 + 5.36 38.69+544 | 3841+560 | 41.85+3.63 | 4145+551 36.07 + 6.82 0.082
30 24.83+5.84% | 3097+5.05 | 32544518 | 36.61+£3.70 | 31.77+5.96" 30.10 4 2.10 0.001
£
E 60 13.58 +3.39%F | 19.03 +9.76°"t | 31.04+3.45" | 33.57+3.51" | 2327+1047" | 2224+865" | <0.001
=
g
z 90 9.98 + 3.45%"t | 13.13 + 8.47°*t | 2924+ 580 | 33.57+2.61° | 18.71+ 12.05® | 17.38 + 429" | <0.001
v
120 9.40 +2.73%"t | 9.50+3.51°" | 30.55+5.04" | 33.99+6.49" | 17.08 + 10.70" | 16.86 + 4.55°"t | <0.001
p <0.001 <0.001 0.003 <0.001 <0.001 <0.001

a: 10°M thiacloprid grubu ile karsilastirildiginda (P<0.05).
b: 10°M thiacloprid grubu ile karsilastirildiginda (P<0.001).
c: 10°M thiacloprid grubu ile karsilastirildiginda (P<0.001).
d: 10°°M thiacloprid grubu ile karsilastirildiginda (P<0.05).

*: Kontrol degeri ile karsilagtirildiginda (P<0.05).
+: 30. dakika ile karsilastirildiginda (P<0.05).
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4.1.1.3. Thiacloprid ve Thiacloprid ile D-Tubocurarine Kombinasyonlarinin Kurbaga

Gastrokinemius Kas1 Gevseme Siiresi Uzerine Etkisi

Thiacloprid ve thiacloprid ile d-tubocurarine kombinasyonlarinin kurbaga
gastrokinemius kasi gevseme siiresi iizerine doza ve zamana baglh etkileri Cizelge

4.3’te gosterilmistir.

1x1073M thiacloprid, kurbaga gastrokinemius kas1 gevseme siiresini zamana
bagl olarak, kontrol degerine gore 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda anlamli olarak
azaltmistir (P<0.05). Ayrica 120. dakikada gevseme siiresindeki azalma 30. dakikaya
gore anlamli bulunurken (P<0.05), 90 ve 120. dakikalarda gevseme siiresinde goriilen
azalmalar 60. dakikaya gore anlamli bulunmustur (P<0.05). 1x103M thiacloprid
gevseme siiresini 30. dakikada %40, 60. dakikada %62, 90. ve 120. dakikalarda ise
%71 oraninda azaltmistir. 1x10™*M thiacloprid gevseme siiresini kontrol degerine gore
30, 60, 90 ve 120. dakikalarda anlamli olarak azaltmistir (P<0.05). Ayrica 60, 90 ve
120. dakikalarda gevseme siiresindeki azalma 30. dakikaya gore anlamli bulunmustur
(P<0.05). 1x10™*M thiacloprid gevseme siiresini 30. dakikada %19, 60. dakikada %56,
90. dakikada %69, 120. dakikada ise %70 oraninda azaltmistir. 1x10°M thiacloprid
gevseme siiresini kontrol degerine gore 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda anlaml1 olarak
azaltmistir (P<0.05). 1x10°M thiacloprid gevseme siiresinde 30. dakikada %29, 60.
dakikada %39, 90. dakikada %33, 120. dakikada ise %52 oraninda diisiis meydana
getirmistir. 1x10®M thiacloprid gevseme siiresini kontrol degerine gore 60, 90 ve 120.
dakikalarda anlaml1 olarak azaltmistir (P<0.05). 1x10°M thiacloprid gevseme siiresini
60. dakikada %47, 90. dakikada %40, 120. dakikada ise %51 oraninda azaltmistir.

1x10°M thiacloprid ile 1x10*M d-tubocurarine kombinasyonuyla yapilan
deney grubunda, gevseme siiresinin kontrol degerine gore 60, 90 ve 120. dakikalarda
azaldign goriilmiistiir (P<0.05). 1x10°M thiacloprid ile 1x10*M d-tubocurarine
kasilma siiresini 60. dakikada %49, 90. dakikada %66, 120. dakikada ise %70 oraninda

distirmistir.

1x10°M thiacloprid ile 1x10°M d-tubocurarine kombinasyonuyla yapilan

deney grubunda, kontrol degerine gore gevseme siiresinin 30, 60 ve 120. dakikalarda
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anlamli bir sekilde azaldigi goriilmiistiir (P<0.05). Ayrica 60 ve 120. dakikalarda
gevseme siiresinde goriilen azalmalar 30. dakikaya gore anlamli bulunmustur
(P<0.05). 1x10°M thiacloprid ile 1x10°M d-tubocurarine gevseme siiresini 30.
dakikada %34, 60. dakikada %49, 120. dakikada %67 oraninda azaltmistir.

Rana ridibunda gastrokinemius kasi gevseme siiresi doza bagli olarak, 1x10
3M thiacloprid grubunda, 1x107°M thiacloprid grubuna gore 60, 90 ve 120. dakikalarda
anlamli olarak azalmistir (P<0.05). Gevseme siiresi 1x103M thiacloprid grubunda,
1x10°M thiacloprid grubuna gére 60, 90 ve 120. dakikalarda anlamli sekilde
diismiistiir (P<0.05). 1x10M thiacloprid, 1x10°M thiacloprid grubuna gore gevseme
siiresini 90 ve 120. dakikalarda anlamli bicimde azaltmistir (P<0.05). 1x10*M
thiacloprid, 1x10°M thiacloprid grubuna goére ise gevseme siiresini 90 ve 120.

dakikalarda anlamli olarak azaltmistir (P<0.05).

1x10°M thiacloprid ile 1x10“*M tubokurarin ve 1x10®°M thiacloprid ile
1x10°M tubokurarin kombinasyonuyla yapilan deney gruplari diger gruplarla
karsilastirildiginda gevseme siirelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmemistir.
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Cizelge 4.3. Thiacloprid ve thiacloprid + d-tubocurarine’nin Rana ridibunda iskelet kas1 gevseme siiresi tizerine zamana ve doza bagl

etkileri. Thia: thiacloprid; Tubo: d-tubocurarine. Veriler medyan ve ¢eyreklikler (%25-%75) ile verilmistir.

; Thia, 10° M + Tubo, 10™ M, ia, 105M + §
Thia, 10° M, N=8 Thia, 10* M, N=8 Thia, 10* M, N=8 Thia, 10% M, N=8 * Vg o 10°M, ) This, 10°M v Ts“h‘" 10°M,
Zaman N N=
ik P
Degisken (@)
Medan | %25 %75 | Medyan | %25 %75 | Medyan | %25 %75 | Medyan | %25 %75 | Medyan | %25 %75 | Medyan | %25 %7
0dk | 3162 | 209 | BT | 30 | 0% | 08 | 00 | 3¥& [ 2% | 428 | 3770 | 468 | 396 | 3233 | 4532 | 382 | 2650 | 3928 | 00%
-
“
E | 0k | st | R | B8 | wm | BL | %2 | grs | B0 | 39 | 360 | 207 | 3818 | B2 | 1810 | 3818 | s | 1806 | 2838 | 00619
g
w0k |0 | 1061 | B | 537 | 108 [ 18 | e | 2047 | 2781 | s | 1818 | 318 | yoyp | 1501 | 486 | 1935 | 1519 | 2234 | 0005
: _ _ _ _ _ _
g | 0k [ o] 76 | 280 [pg®T| 0B | 2% | g5 | 1660 | 315 | kg | 138 | RM | gy [ 18 | 668 | 1797 | 28 | BH | <00l
c
dk |9 716 | 1024 |05 T| 788 | 22 | joss | 155 | 88 | uypn | 1525 | uB | po | 1027 | 6w | psl | 03| 1702 | <o
P Q001 001 <0001 Q.01 Q.01 0.002

a: 10°M thiacloprid grubu ile karsilastirildiginda (P<0.05).
b: 10M thiacloprid grubu ile karsilastirildiginda (P<0.05).

*: Kontrol degeri ile karsilastirildiginda (P<0.05).

t: 30. dakika ile karsilastirildiginda (P<0.05).
1: 60. dakika ile karsilastirildiginda (P<0.05).
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4.1.2. Histopatolojik Degerlendirme

Kontrol grubunda Rana ridibunda gastrokinemius kas hiicrelerinin sarkomer
yapilari, miyofibril ve miyofilaman organizasyonlart normal goriiniimdedir.

Hiicrelerdeki mitokondriyon, sarkoplazmik retikulum ve T tiibiillerinde herhangi bir

hasar bulgusuna rastlanmamistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Kontrol grubu. Biitlinliyle normal goriiniime sahip SER sisternalarint (ok
bas1), miyofilamanlar1 ve miyofibrilleri (yi1ldiz) igeren kas hiicreleri (x20.000).

1x103M thiacloprid uygulanan grupta hasar bulgular1 agir diizeydedir. Kas
hiicrelerinin sarkomer biitiinligi bozulmus ve dagmik bir goriinime sahiptir.
Miyofibriller ve onlar1 olusturan miyofilamanlar ayrilmis ve diizensiz olarak
izlenmistir. Hiicrelerin mitokondriyonlarinda sisme, krista ve matrikslerinde dagilma
ve par¢alanma mevcuttur. Ayrica, hiicrelerin i¢inde diiz yiizlii endoplazmik retikulum
(SER) genislemelerine bagli oldugu diisiiniilen c¢ok sayida vakuol yapisi da
bulunmaktadir (Sekil 4.8.).

44



Pekoglu, E. 2015. Thiacloprid ve D-Tubocurarine nin Rana Ridibunda Iskelet Kasi Uzerine Etkilerinin Incelenmesi, Yiiksek
Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Sekil 4.8. 1x10° M thiacloprid grubu. Daginik ve pargalanmis halde miyofibriller
(yildiz), sismis ve i¢ yapisi bozulmus mitokondriyonlar (ok), genislemis SER
sisternalar1 (ok bas1).

1x10™*M thiacloprid uygulanan grupta da agir hasar bulgular gdzlenmistir.
Mitokondriyonlarda sisme, krista ve matriks yapilarinda bozulma ve kayip
gorilmiistiir. Miyofilamanlar dalgali ve daginik, miyofibrillerin diizenlenisi ise bozuk

olarak degerlendirilmistir. Graniiler materyal igeren bir sitoplazma i¢inde SER
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genislemelerine bagli ¢cok sayida vakuol izlenmistir. Sarkomer yapilar1 kismen
korunmus fakat, yer yer dagilmistir. Miyofibrillerde ve miyofilamanlarda ayrilmalar

bulunmaktadir. Niikleer membrana ¢okmiis heterokromatin ile karakterize apoptotik

cekirdeklere de rastlanmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. 1x10*M thiacloprid grubu. Dagmik ve parcalanmis halde miyofibriller
(yildiz), sismis ve i¢ yapist bozulmus mitokondriyonlar (ok), genislemis SER
sisternalar1 (ok basi), apoptotik goriiniimlii niikleus (N).
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1x10°M thiacloprid uygulanan grubun kas hiicrelerinde ise, sarkomer
yapilart  korunmus goriinmekle birlikte miyofilamanlar ve olusturduklar
miyofibrillerde dalgali ve diizensiz goriinliimde alanlar mevcuttur. Bazi SER

sisternalarinda hafif genisleme bulgular1 goriilmiistiir. Mitokondriyonlarda belirgin bir

hasar bulgusu tespit edilmemistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. 1x10° M thiacloprid grubu. Diizensiz gériiniimlii miyofibriller (yildiz),
genislemis SER sisternalari (ok basi) ve normal goriiniimlii mitokondriyon (ok).
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1x10°M thiacloprid uygulanan grupta hasar bulgusu saptanmamistir.
Sarkomer yapilari, miyofilamanlar ve miyofibriller iyi korunmus olarak

degerlendirilmistir. Mitokondriyonlarin goriiniimii normaldir. Bu grupta bulgu kabul

edilebilecek tek degisiklik, mitokondriyonlarin arasinda az sayida gézlenen lipid

damlaciklaridir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. 1x10°M thiacloprid grubu. Normal goriiniimlii miyofibriller (yildiz),
mitokondriyonlar (ok), niikleus (N) ve lipid damlaciklar1 (L).
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1x10°M thiacloprid ile 1x10*M d-tubocurarine kombinasyonu uygulanan
grubun hiicrelerinde hasar bulgular1 hafif diizeydedir. Bazi mitokondriyonlarin

yaninda yerlesmis az sayida lipid damlaciklart gozlenirken, bazi alanlarda

miyofilamanlarin birbirinden hafif¢e ayrildigi ve dalgali bir goriiniim kazandigi da
belirlenmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. 1x10°M thiacloprid ile 1x10“*M d-tubocurarine’nin kombine olarak
uygulandig1 grup. Ayrilmis ve dalgali goriiniimde miyofilamanlara sahip miyofibriller
(y1ldiz), SER sisternalar1 (ok basi), mitokondriyon (ok) ve lipid damlacigi (L).
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1x10°M thiacloprid ile 1x10°M d-tubocurarine kombinasyonu uygulanan
grupta da bulgular hafif sayilacak diizeydedir. Bazi alanlarda SER genislemelerine
bagli genis vakuoller gozlenirken sarkomer yapilarinin, miyofibriller ve

miyofilamanlarin normal diizende oldugu saptanmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. 1x10®M thiacloprid ile 1x10°M d-tubocurarine’nin kombine olarak
uygulandigr grup. Genislemis SER sisternalart (ok basi), normal goriiniimlii
miyofibriller (y1ldiz) ve mitokondriyon (ok).
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4.1.3. Thiaclopridin CAT Aktivitesi Uzerine Etkisi

Thiacloprid, uygulanan tiim gruplarda doza bagli olarak katalaz enzim

aktivitesini azaltict etki gostermistir. 102 ve 10*M thiacloprid grubunda katalaz

aktivitesinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldig1 gortilmiistiir.

Cizelge 4.4. Thiacloprid ve thiacloprid ile d-tubocurarine kombinasyonunun katalaz
enzim aktivitesi tizerine etkileri. Thia: thiacloprid; Tubo: d-tubocurarine. Veriler
medyan ve ¢eyreklikler (%25-%75) ile verilmistir.

Katalaz enzim aktivitesi (U/mL)

DOZ
Medyan % 25 % 75
Kontrol grubu 63.10 51.79 64.89
10M Thia 110" 0.51 4.39
10“M Thia 5.05 " 3.03 0.18
105M Thia 6.48 3.27 8.75
106M Thia 12.59 8.64 32.30
105M Thia
+ 18.19 % 12.11 49.46
10*M Tubo
10°M Thia
+ 9.52 5.96 17.75
10°M Tubo
P <0.001

*: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (P<0.001).

+: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (P<0.05).

1: 10°M thiacloprid grubu ile karsilastirildiginda (P<0.05).
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4.1.4. Thiaclopridin TBARS Diizeyi Uzerine Etkileri

TBARS diizeyleri, kontrol grubu ile karsilastirildiginda doza bagli olarak 103, 107
4,10 10°® M thiacloprid gruplarinda ve 10°M thiacloprid ile 10°M d-tubocurarine

grubunda anlamli olarak artmigtir (P<0.05).

Cizelge 4.5. Thiacloprid ve thiacloprid ile d-tubocurarine kombinasyonunun TBARS diizeyi
tizerine etkileri. Thia: thiacloprid; Tubo: d-tubocurarine. Veriler ortalama + standart sapma

olarak verilmistir.

DOZ

TBARS miktar: (nmol/g)

Kontrol grubu

452.57 +£56.51

10*M Thia 2419.77 + 324.82"

10*M Thia 2126.43 £ 170.52"

10°M Thia 1977.43 + 168.37

10°M Thia 1567.12 +208.58"

10°M TThu'goJ’ 10*M 1079.58 + 189.56

10°M TThu'E; 10°M 1461.64 + 42.83"
P <0.001

*: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (P<0.05).
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4.2. TARTISMA

Bu calismada neonikotinoid bir insektisit olan thiacloprid ve antagonisti d-
tubocurarine’nin Rana ridibunda iskelet kasi (gastrokinemius kasi) mekanik aktivite
paramtetreleri iizerine etkileri doza ve uygulama siiresine bagli olarak arastirilmistir. Bu
kapsamda thiaclopridin etki mekanizmasinin kas nAChR’leri iizerinden gergeklesip
gerceklesmedigini ortaya koyabilmek i¢in nAChR antagonisti olan d-tubocurarine
kullanilmistir. Calismada thiaclopridin iskelet kasinin mekanik aktivitesi tizerine etkisinin
olup olmadig: arastirilmis ve meydana gelebilecek herhangi bir etkinin iskelet kaslarinin
kasilabilmesi i¢in ger¢eklesmesi gereken mekanizmanin hangi basamaginda etkili oldugu

yorumlanmaya ¢alisilmistir.

Elde edilen verilere gore thiacloprid ve d-tubocurarine kasilma yanitlarin
etkilemistir. Yiiksek doz gruplarmda (10" ve 10*M thiacloprid) thiacloprid kasilma kuvveti,
kasilma siiresi ve gevseme sliresi lizerine uygulama siiresine bagli olarak azaltici etki
gdstermistir. Thiaclopridin diisiik doz gruplarinda (10 ve 10° M thiacloprid) ise yiiksek doz

gruplaria gore kasilma kuvveti, kasilma siiresi ve gevseme siiresinde artig goriilmiistiir.

D-tubocurarine ile yapilan bir ¢alismada bu blokerin kasilma yanitlarini inhibe

ettigi goriilmistiir [52].

Thany yaptig1 bir calismada neonikotinoid bir insektisit olan clothianidinin,
hamambdceginin 6. ganglionunda eksprese olan sinaptik ve ekstrasinaptik nAChR
tizerindeki agonist etkilerini incelemistir. Ayrica clothianidinin etkileri nikotinik
antagonistlerden a-bungarotoksin, mecamylamin ve d-tubocurarine ile birlikte ¢alisilmistir.
Clothianidin akimlarinin d-tubocurarine ile bloke edildigi ve clothianidinin nAChR ’nin alt
tiplerinden olan imidacloprid duyarlt nAChR1 ve imidaclopride duyarsiz nAChR2’nin
agonisti oldugu goriilmiistiir [53].

Bizim c¢alismamizda da thiacloprid ile birlikte kombinasyon halinde uygulanan d-
tubocurarine (10°M thiacloprid ile 10*M d-tubocurarine ve 10°M thiacloprid ile 10°°M d-
tubocurarine kombinasyonu) kasilma yanitlarini, thiaclopridin tek basina uygulandig
gruplara gore (10° ve 10°M thiacloprid) inhibe etmistir. Thiacloprid ile birlikte d-
tubocurarine uygulamasiin, thiaclopridin tek basma diisiik doz gruplarinda mekanik

aktivite parametreleri (kasilma kuvveti, kasilma ve gevseme siiresi) iizerinde artisa yol ac¢tig1
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etkiyi inhibe ettigi gézlenmistir. D-tubocurarine’nin inhibe edici etkisi ACh’nin yarismali
inhibitérii olmasindan kaynaklanmaktadir [54]. Bu nedenle thiaclopridin etkisinin
nAChR’leri iizerinden gerceklesip gerceklesmedigini ortaya ¢ikarma olanagi olmamistir.
Calismada uygulanan d-tubocurarine dozlari, thiaclopridin kasilma yanitlar1 iizerindeki
azaltic1 etkilerini diizeltmek icin yeterli olmamis olabilir. Bu nedenle thiaclopridin
nAChR’leri lizerindeki etkisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in farkli dozlarda thiacloprid ile

d-tubocurarine kombinasyonlar1 uygulanabilir.

Thiaclopridin toksik etkisi, nikotinik kolinerjik sinir sisteminde sinaptik iletimde
goriilmektedir. Thiacloprid, boceklerin merkezi sinir sisteminin o432 nAChR igin spesifiktir.
Thiacloprid bocek ve omurgalilarin kas sinir kavsaginda nAChR’ye baglanir. nAChR,
uyarict ACh ndrotransmitterinin endojen agonisti olan bir iyon kanalidir. Reseptor normalde
kapali durumdadir ancak iizerine ACh baglaninca kompleksin poru agilir ve kanal katyonlara
gecirgen hale gelir. ACh daha sonra hizla AChE enzimi ile yikilir. nAChR’ye baglanan
thiacloprid ise olduk¢a yavas inaktif hale gelir ve boylece thiacloprid nAChR ’nin aktivasyon
stiresini uzatir. nAChR’nin uzun siire aktive olmasi reseptoriin duyarsizlasmasi ve bloke

olmasina neden olur; sonugta da paraliz ve 6lim meydana gelir [21, 55].

Calismamizda yiiksek dozlardaki thiacloprid (10°M ve 10*M) uygulamanin 30.
dakikasinda kasilma kuvvetinde herhangi bir degisiklige neden olmazken, 60, 90 ve 120.
dakikalarda kasilma kuvvetinde kontrole gdre dnemli bir azalmaya neden olmustur. 1k 30.
dakikada kasilma kuvvetinde 6nemli bir azalma olmamasi thiaclopridin asetilkolin benzeri
etkisi ile kas liflerinde depolarizasyona yol agmasi ve kasin normal kasilma fonksiyonunu
yerine getirmesine neden olmasindandir. Uygulamadan 60, 90 ve 120 dakika sonra yapilan
Olgtimlerde ise kasilma kuvvetinin azalmasi, kas lifi membraninda bulunan nAChR’lerin
inaktif hale gelmesi ya da reseptdr yapiminin azalmasiyla iligkili olabilir. Aktif reseptor
sayisinin azalmasi, hedef dokunun kimyasal maddeye kars1 duyarliligini azaltir [56]. Kasin
kasilma yanitindaki azalmanin bir baska mekanizmasi kalsiyum ile iligkili olabilir.
Kasilmada, kalsiyum iyonlar1 6nemli bir role sahiptir. Sarkoplazmik retikulumdan salinan
Ca iyonlar aktin ve miyozin arasindaki etkilesimi baslatir. Thiaclopridin kas liflerinde
olusturdugu stirekli depolarizasyon, SR’den Ca serbestleme mekanizmasini bozmus ve bu
da kasilma kuvvetinde azalmaya yol agmig olabilir. Literatiir taramast sonuglarina goére

thiaclopridin, kaslarin mekanik aktivitesi tizerine etkilerinin incelendigi bagka calismalara
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rastlanilmamistir. Bu nedenle ¢alismamiz sonunda elde edilen elektrofizyolojik bulgulari

dogrudan karsilagtirma imkan1 olmamustir.

Mullin ve ark. [57] thiaclopridin, neonikotinoid smifindaki diger insektisitlerden

150 kat daha fazla toksik etkiye sahip oldugunu bulmuslardir.

Vehovszky ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, bir yumusakca olan Lymnaea
stagnalis’in merkezi sinir sisteminde bulunan VD4 ve RPeD1 noéronlar1 {iizerine
neonikotinoid insektisitlerden 0.01 mg/mL thiacloprid ve 0.1 mg/mL thiamethoxam
uygulamiglardir. Caligsma sonucunda thiaclopridin eksitator postsinaptik potansiyelleri %90

bloke ettigi, thiamethoxamin ise sinaptik yanitlar1 %15 azalttig1 goriilmiistiir [58].

Calismamizda thiacloprid ve thiacloprid ile d-tubocurarine kombinasyonuna maruz
birakilan kurbaga gastrokinemius kasinda meydana gelebilecek olasi ultra yapisal hasar
histolopatolojik olarak degerlendirilmistir. Elektron mikroskobik incelemeler sonucunda,
yiiksek dozlarda (10 ve 10*M) uygulanan thiacloprid gruplarinda hasar bulgularinin agir
oldugu, hiicrelerin sarkomer biitiinliigliniin bozuldugu, miyofibrillerin ayrildig1 ve diizensiz
bir goriiniime sahip oldugu gozlenmistir. Diisiik dozlarda (10° ve 10°M) uygulanan
thiacloprid gruplarinda ise hasar bulgusu saptanmamis, miyofilaman ve miyofibrillerin
yapisinin normal oldugu gériilmiistiir. 1x10°M thiacloprid ile 1x10*M d-tubocurarine ve
1x10°M thiacloprid ile 1x10°M d-tubocurarine uygulanan gruplardaki hasar bulgusunun
yok denecek kadar hafif diizeyde oldugu goézlenmistir. Doz azaldik¢a hasar bulgularinin
hafiflemis olmasi olusan hasarin ilagtan kaynakli oldugunu gostermektedir. Histolojik
bulgulardan elde edilen sonuglara goére 10 ve 10*M thiacloprid gruplarinda hiicrelerin
mitokondriyonlarinda sisme, krista ve matrikslerinde dagilma ve pargalanma gozlenirken
10° ve 10°M thiacloprid grubunda mitokondriyonlarin normal goriiniime sahip oldugu
goriilmiistiir. Dagilmis haldeki miyofibriller, mitokondride meydana gelen sisme, nukleusta
goriilen apoptotik cekirdek thiaclopridin kas dokusunda apoptotik bir siire¢ baglatmis
olabilecegini gostermektedir. Calismada uyguladigimiz histopatolojik yontemle apoptotik
hiicre oranin1 belirlemek saglikli olmadigi 1i¢in apoptoz marker1 proteinlerle
immiinohistokimyasal ¢aligma yapilarak apoptotik hiicre orani belirlenebilir. Ayrica diiz
yiizli endoplazmik retikulum sisternalarinin genisledigi gozlenmistir. Bu geniglemeler
kalsiyumun SER’den sitozole ge¢isinin bozulmasiyla ve SER’de iyon birikiminden dolay1

olusmus olabilir.
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Bu sonuglar da yiiksek dozlarda uygulanan thiaclopridin kasilma yanitlar
tizerindeki inhibe edici etkisini kismen de olsa agiklamaktadir. Yiiksek doz gruplarinda
kasilma kuvvetinde goriilen 6nemli 6l¢iideki azalmanin; sarkomer biitiinliigiiniin bozulmasi,
miyofibrillerin ayrilmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Kas hiicrelerinin yapisinda

meydana gelen hasar, iskelet kas1 mekanik aktivite parametrelerini inhibe etmis olabilir.

Goyal ve arkadaslar1 Gallus domesticus ile yaptiklari bir ¢alismada 28 giin boyunca
oral yolla 10 mg/kg/giin dozlarda uygulanan thiaclopridin karaciger, bobrek, kalp, akciger,
bagirsak, beyin ve ovaryum iizerine etkilerini histopatolojik olarak incelemislerdir.
Calismanin sonucunda karacigerde hepatosit dejenerasyonu ve tikaniklik, bobreklerde epitel
hiicre dokiilmesi ve tiibiiler hiicre dejenerasyonu, akcigerlerde hemoraji ve hafif tikanma,
beyinde glia hiicreleri, satellit hiicrelerin etrafinda néronal dejenerasyon, kalpte miyokardial

hemoraji meydana gelirken ovaryumda herhangi bir etki goriilmemistir [59].

Serbest radikaller pestisit toksisitesinde dnemli rol oynar [60]. insektisitler serbest
radikal olusumuna yol agarak oksidatif stresi indiiklemektedir [61, 62]. Deney hayvanlariyla
yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar [63, 64, 65] antioksidan savunma mekanizmalariyla
iligkili enzimlerin aktivitesinin pestisitlerin etkisi altinda degistigini gdstermistir. Ayrica
oksidatif stres ve DNA hasarinin, kanser ve norolojik hastaliklarda pestisit maruziyetine
bagli mekanizmalar oldugu ileri siiriilmektedir. Insektisitlerin metabolizmas1 boyunca, nitrik

oksit gibi reaktif nitrojen tiirleri ve reaktif oksijen tiirleri olusabilir [60, 66].

Neonikotinoid maruziyeti lipit peroksidasyonunu artirabilir. Lipit peroksidasyonu
sonucu membranin islevi degisir, reaktif ve toksik aldehitler 6zellikle de MDA olusur [67].
Pestisitlerin olusturdugu serbest oksijen radikalleri lipit peroksidasyonu ve birgok oksidatif
mekanizmay1 baglatarak doku hasarina neden olmaktadir [62]. Antioksidan enzim
diizeylerindeki azalma, maruziyetten sonra pestisitlerin metabolizmasi sirasinda olusan
oksidatif molekiillere baglanarak aktivitelerinin indirekt olarak inhibe olmasi seklinde

yorumlanir [60].

Bu ¢aligsmada thiaclopridin olusturabilecegi oksidatif hasar CAT enzim aktivitesi
ve TBARS diizeyleri incelenerek belirlenmeye c¢alisilmistir. Thiaclopridin CAT enzim
aktivitesini kontrol grubuna gore doza bagl olarak azalttig1 goriilmiistiir. Kontrol grubu ile

karsilastirildiginda 102 ve 10*M thiacloprid grubunda CAT aktivitesindeki diisiisler
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istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). Ayrica thiacloprid TBARS diizeylerinde
kontrol grubuna gére anlamli sekilde artisa yol agmistir (P<0.05).

Biyokimyasal incelemeler sonucunda goriilen, yiiksek doz thiacloprid
gruplarindaki katalaz aktivitesinde azalma ve malondialdehit diizeyindeki artis thiaclopridin

kas dokusunda oksidatif hasara neden oldugunu gostermektedir.

Elektrofizyolojik bulgularla birlikte, histolojik ve biyokimyasal incelemeler
thiaclopridin kaslar iizerinde toksik etki yarattigini, oksidatif hasara yol ac¢tigini, kasin ultra

yapisinda agir hasarlar meydana getirdigini gostermistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda tim diinyada yaygin olarak kullanilan thiaclopridin Rana ridibunda
iskelet kasi mekanik aktivite parametreleri ilizerine doza ve zamana bagli etkileri
incelenmistir. Ayrica thiaclopridin kas dokusunda meydana getirebilecegi olasi hasarlar
histopatolojik ¢alisma ile degerlendirilmistir. Biyokimyasal analizlerle thiaclopridin CAT

aktivitesi ve TBARS diizeyleri iizerine etkisi aragtirilmistir.

Calisma sonucunda:

1. Thiacloprid iskelet kas1 mekanik aktivitesi parametrelerini etkilemistir.

2. Kasilma kuvveti, kasilma ve gevseme siirelerini doza ve zamana bagli olarak azaltmistir.

3. CAT enzim aktivitesinde azalmaya neden olmus, TBARS diizeylerinde ise artis meydana

getirmistir.

4. Thiaclopridin yiliksek dozlar1 kas hiicrelerinin sarkomer biitiinliigiinii  bozmus,

miyofibrillerin ayrilmasina neden olmus, mitokondriyonlarinda sisme meydana getirmistir.

Calismamizda, neonikotinoid insektisitlerden thiaclopridin hedef olmayan
canlilarin kas dokusu tizerine etkileri agiga kavusturulmaya ¢aligilmistir. Sonuglar eksternal
olarak uygulanan insektisitin, ¢izgili kasin mekanik aktivitesi ilizerine baskilayict etkileri
oldugunu gostermektedir. Ancak nAChR’nin bu insektisit varligindaki molekiiler
mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in iyon kanallarinin patch clamp yontemiyle ¢alisiimasi
gerekmektedir. Literatiirde thiaclopridin etkilerinin incelendigi smirli sayida c¢alisma
mevcuttur. Bu nedenle bu insektisit ile daha genis kapsamli ¢alismalar yapilarak hedef

olmayan organizmalar iizerindeki zararl etkileri incelenmelidir.
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