ACETAMIPRID VE D-TUBOCURARINE’NIN Rana
ridibunda SIYATIK SINIiRI UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI

SALIiH CUFER BEDIiZ

MERSIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi BOLUMU
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

MERSIN
ARALIK 2015



ACETAMIPRID VE D-TUBOCURARINE’NIN Rana
ridibunda SIYATIK SINIiRI UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI

SALIiH CUFER BEDIiZ

MERSIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi BOLUMU
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Danmisman
Dog¢. Dr. Yusuf CAMLICA

MERSIN
ARALIK 2015



Salih Ciifer BEDIZ tarafindan Dog¢. Dr. Yusuf CAMLICA damsmanliginda
hazirlanan “Acetamiprid ve d-tubocurarine’nin Rana ridibunda siyatik siniri lizerine
etkilerinin incelenmesi” baglikli bu calisma asagida imzalari bulunan jiiri tiyeleri

tarafindan oy birligi ile Yilksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Ulkii COMELEKOGLU —

Dog. Dr. Yusuf CAMLICA (Danigman)

Dog. Dr. Yusuf SEVGILER

Yukaridaki  Juri karann  Fen Bilim}qri Enstitiisi  Yénetim  Kurulu’nun
TAJ021 20 btarih ve 2006 ... /.. 2 k..... sayilt karartyla onaylanmustir.

f (& laﬁéﬁﬁéﬂ
(gl Sy

Bu tezde kullanilan ézgiin bilgiler, sekil, gizelge ve fotograflardan kaynak gostermeden alinti yapmak 5846 sayli
Fikir ve Sanat Eserleri Kanunu hiikiimlerine tabidir.




Bediz, S. C. 2015. Acetamiprid ve d-tubocurarine 'nin Rana ridibunda siyatik siniri zizerine etkilerinin incelenmesi,
Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Acetamiprid ve D-Tubocurarine’nin Rana ridibunda Siyatik

Siniri Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

0z

Bu ¢alismada, neonikotinoid bir insektisit olan acetamiprid ve antagonisti d-
tubokurarinin Rana ridibunda siyatik siniri lizerine doza ve uygulama siiresine bagl
etkileri elektrofizyolojik, histolojik ve biyokimyasal yontemler kullanilarak
arastiritlmistir. Acetamiprid ile ilgili literatiir arastirmasi yapilmis ve bu insektisitin
kurbaga siyatik siniri iizerine etkilerinin daha o6nce ¢alisilmadigi anlagilmistir. Bu
calismada, elektrofizyolojik olarak acetamipridin kurbaga siyatik siniri aksiyon
potansiyeli parametrelerinden uyaran siddeti, latans, siire, alan {izerine -etkileri
incelenmistir. Acetamipridin siyatik sinir aksiyon potansiyeli parametrelerini kontrol
grubuna gore degistirdigi gézlemlenmistir. Acetamiprid sinir aksiyon potansiyeli
parametrelerinden genlik ve alami diistiriirken, latans ve siireyi arttirmistir. Katalaz ve
ACh aktivitesini azaltmig, MDA diizeyini arttirdigin1 goérdiik. Histopatolojik incelemeler
sonucunda sadece acetamiprid uygulanan doz gruplarinda sinirde agir hasarlar
gozlenmis olup, miyelin kiliflarda yogun ovoid cisim olusumu ve fragmantasyon
olusumu saptanmistir. Buna karsilik acetamiprid ve antagonisti ilebirlikte uygulanan doz
gruplarinda bu etkinin azaldig1 goriilmiistiir. Acetamiprid doza ve uygulama siiresine
bagl olarak ilk 30.dk’dan itibaren sinir aksiyon potansiyeli siiresini, alanini arttirmais,
depolarizasyon siiresini ise anlamli bi¢imde azaltmistir. Acetamipridin siyatik sinir
lizerine biyokimyasal ve histopatolojik etkileri de incelenerek elektrofizyolojik etkiler

desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Neonikotinoid insektisitler, Acetamiprid, Nikotonik Asetilkolin
Reseptort,

Damsman: Dog. Dr. Yusuf CAMLICA, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana Bilim Dali
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Investigation Effects of Acetamiprid and D-tubocurarine on

Rana ridibunda Sciatic Nerve

ABSTRACT

In this study, the effects of acetamiprid and d-tubocurarine which are
neonicotinoid insecticide on Rana ridibunda sciatic nerve dose and application time
dependent is researched by using electrophysiological, histological, biochemical
methods. Literature about acetamiprid has been researched and it is understood that the
effects of this insecticide on frog’s sciatic nerve has not yet been studied before. In this
study, the effects of acetamiprid on stimulation intensity, latency, period, field which are
action potential parameters has been investigated as electrophysiological. It was
observed that acetamiprid changed the action potential parameters of sciatic nerve
according to control group. Acetamiprid decreases amplitude and field whereas it
increases latency and period which are the sciatic nerve action potential parameters. We
see that it decreases catalase and ACh activity and increases MDA level. As a result of
histopathological researches, heavy damage in nerve was observed just in the dose group
which acetamiprid was applied, ovoid corpus formation in myelin tunic and
fragmentation formation was determined. On the other hand, it was seen that; this effect
decreased in dose group which acetamiprid was applied with antagonist. Acetamiprid
increased period and field of the nerve action potential dose and application time
dependent from first 30 minutes but decreased depolarization period significantly.
Electrophysiological effects was supported by investigating the biochemical and

histopathological effects of acetamiprid on sciatic nerve too.

Key words: Neonicotinoid insecticide, Acetamipridin, nicotinic acetylcholine receptor
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1. GIRIS

Insektisitler bitki veya hayvanlara zarar veren organizmalarmn Sldiiriilmesi,
uzaklastirilmasi, ya da kontrol edilmesi amaciyla diinya ¢apinda yaygin olarak
kullanilan kimyasal maddelerdir. Bunlarin tipi, dozu ve ¢evrede bulunma siiresine
bagli olarak kalintilari, yararli bocekler gibi hedef olmayan tiirlerin ireme ve hayatta
kalma oranlarinda azalmaya neden olabilmektedir. Insektisitler  klorlu
hidrokarbonlular, organofosforlu bilesikler, metilkarbamatlar, piretroidler ve
neonikotinoid insektisitler olmak iizere bes ana gruba ayrilirlar. Acetamiprid, iiriin
zararlilarina kars1 yaygin olarak kullanilan bir neonikotinoid insektisittir [1].
Acetamiprid’in ve antagonisti olan tubokurarinin kurbaga siyatik siniri tizerine olan
etkileri in vitro kosullarda, doza ve uygulama siiresine bagh olarak arastirilmistir.
Acetamiprid ile ilgili literatlir aragtirmas1 yapilmis ve bu insektisitin kurbaga siyatik
siniri lizerine etkilerinin daha O©nce calisilmadigr goriilmiistiir. Bu calismada
acetamipridin  kurbaga siyatik siniri aksiyon potansiyeli iizerine etkileri
elektrofizyolojik olarak arastirilmistir. Acetamipridin  siyatik sinir {izerine
elektrofizyolojik etkilerinin yani sira biyokimyasal ve histopatolojik etkileri de
incelenmistir. Histopatolojik incelemelerde siyatik sinirde meydana gelen doku
hasarlar1 aragtirllmigtir. Biyokimyasal ¢alismalarda ise acetamipridin oksidatif stres
tizerine etkileri de incelenmistir. Multidisipliner ¢alisma sonucu elde edilen verilerin,
insan ve cevre sagligr bakimindan farkindalik olusturmasi ve bu alanda literatiire
katki yapilmas1 beklenmektedir.

Bu caligmanin amaci, neonikotinoid bir insektisit olan acetamiprid ve
antagonisti tubokurarinin kurbaga siyatik siniri lizerine etkilerini arastirmaktir.
Acetamiprid ve tubokurarinin kurbaga siyatik siniri tizerine in vitro kosullarda doza
ve uygulama siiresine bagl etkileri elektrofizyolojik, histolojik ve biyokimyasal

yontemlerle multidisipliner olarak incelenmistir.



Bediz, S. C. 2015. Acetamiprid ve d-tubocurarine’nin Rana ridibunda siyatik siniri iizerine etkilerinin incelenmesi,
Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. INSEKTISITLER

Insektisitler basta tarim bitkilerini tehdit eden ve bulasic1 hastaliklar1 tastyan
boceklerin kontroliinde kullanilan biyolojik veya sentetik kokenli maddelerdir [2].
Ozellikle tarimda 1930°lu yillardan itibaren modern sentez kimyasidaki devrim ile
birlikte cesitli sentetik insektisitler tiretilmistir [3]. Her yi1l Diinya’da 300.000 kisi
kendilerinin kullandig1 kirsal pestisit kullanimindan zehirlenip 6lmektedir. Gelisen
diinyada tarim ilaglar1 yaygin olarak kiiclik Olgekli tarimsal uygulamalarda
kullanilmaktadir. Bu zehirlenme sanayilesmis iilkelerde ¢ok daha az goriilmektedir
[4]. Zirai ilag sektorii, g¢evre ve tiiketiciler igin gilivenli olan yeni bitki koruma
faktorlerinin gelistirilmesi i¢in, artan talep ve ayni zamanda {iriin zararlilarinin ortaya

cikmasiyla ilgili miicadele konusunu da iceren biiyiik bir gelisimle kars1 karsiyadir
[5].

Bocek gelisimini etkileyen insektisitlerin disinda kalan insektisitlerin hemen
hemen hepsi norotoksik maddeler olup; basta bocekler olmak iizere canlilarin sinir
sistemi tzerine etki ederler [3]. Neonikotinoid insektisitler nikotinik asetilkolin
reseptorleri (NAChR) {izerine etki eden bilesiklerdir. Bu insektisitler 6zellikle yaprak
bitleri, ak sinekler ve bitki pireleri gibi hemipteran hasere tiirlerinin yani sira, ticari
olarak bircok koleopteran ve bazi1 lepidopteran hasere tiirlerinin kontroliinde
kullanilmaktadir. Bu insektisit sinifinin en 6nemli elemanm1 imidaklopriddir [6].
Insektisitlerin hedef bdlgeleri, canli organizmada insektisit molekiiliiniin etkilesime
girerek toksik etkilerini ortaya ¢ikarabilecekleri spesifik biyokimyasal veya
fizyolojik bolgelerdir. [7] Norotoksik insektisitlerin hedef bolgeleri, bocek sinir
sistemindeki enzimler, iyon kanallar1 veya reseptorleridir [8]. Insektisitlerin hedef
bolgeleri tlizerinde etkileri farkli olup, enzim inhibisyonundan, reseptor {iizerine
agonist veya antagonist etki ve iyon kanal modiilasyonuna kadar ¢ok c¢esitlilik
gosterir [7]. Organafosforlu bilesikler ve karbamat insektisitler asetilkolinesteraz
(AChE) enzimini inhibe ederek, sinir sistemi sinapslarinda asetilkolinin (ACh)

postsinaptik reseptore baglanma siiresini uzatir [7, 9].
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Asetilkolinesteraz enzimini, organofosforlu bilesikler geri doniisiimsiiz
inhibe ederken, karbamatlar geri doniistimlii inhibe ederler [7]. Sonug olarak her iki

grup insektisit, organizmay1 uzayan noéroeksitasyon nedeniyle dldiirtir.

F

Sekil 2.1. Insektisitlerin Hedef Bolge Uzerine Etkileri

2.1.1. Neonikotinoidler

Neonikotinoidler, hem bir nitrometilen ve nitroimin, hem de siyanoimin
grubuna sahip yeni sentetik insektisit grubudur [10]. Nitrometilenler ilk olarak 2-
pirimidin yapisinda olan ve zayif insektisit etkisine sahip bir bilesikten koken
almigtir. Bu prototip tlizerindeki ilk yapi-aktivite ¢alismasi, nithiazinin bulunmasini

saglamistir [11].

Yapisal olarak nikotine benzerlik gosteren neonikotinoidler, etkileri
bakimindan da nikotine benzerlik gosterir. Nikotin yiizlerce yil geneleksel tarimda
dogal bir insektisit olarak kullanilmistir. Nikotin ile ilgili yapilan deneylerde,
nikotinin bocek nAChR‘lerine baglanarak insektisit etkisi gosterdigi ortaya
cikarilmistir [12].
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Fakat neonikotinoid gibi sentetik olarak iiretilen yeni insektisitlerle karsilasildiginda

nikotin, hedef olmayan canlilara ve 6zellikle memelilere yiiksek toksisite gosterir.

Nikotinin nAChR’leri iizerinde gii¢lii etkisine karsin ticari olarak bir
biyopestisit olarak kullanilmamasinin sebebi; sadece bocek nAChR ’lerine degil; ayn1
zamanda diger hayvanlarin nAChR’lerine de etki ederek secicilik géstermemesinden
dolayidir [13]. Giliniimiizde neonikotinoidler, piretroidlerden sonra piyasaya siiriilen
en hizli biiyiiyen insektisit sinifi olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Neonikotinoidler
tarim zararlilarinin kontrolii ve hayvan sagligin1 koruma calismalarinda genis ¢apl

bir kullanim alanina sahiptirler [14].
2.1.1.1. Acetamiprid

Acetamiprid, {rlin zararlilarina karsi yaygin olarak kullanilan  bir
neonikotinoid insektisittir. Pamuk, tiitiin, patates, domates, findik, turunggil gibi
tiriinleri olumsuz etkileyen zararli bocekleri yok etmek i¢in kullanilmaktadir. Bu
insektisit norotoksik etkiye sahip olup, canlilarin sinir sisteminde tahribata neden

olmaktadir [15].

® IUPAC Adi : N-[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N'-cyano-N-methyl-
acetamidine
® CAS Numarasi : 135410-20-7
® Kapali formiilii : C10H11CINg
® Molekiil agirhgr  : 222.68 g/mol
® Fiziksel goriinimii : Beyaz Kristal
@ Erime Noktasi :98.9°C
® Agik formiilii
CHx
="
= N N
1
| e CHs
® il M
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2.2. Iyon Kanallari

Iyon kanallari genellikle, kompleks yapili coklu alt {initelere sahip
transmembran proteinlerdir [16]. Bu yapidaki kanallar, i¢i su dolu porlar seklinde
olup, uygun biiyiikliik ve elektrik yiikiine sahip iyonlarin gegisine izin verirler. Iyon
kanallari, ¢ok kisa siire i¢in acilan ve derhal kapanan 6zel kapilara sahip olmalari
nedeniyle membrandaki diger protein olusumlarindan ayrilirlar [17]. Iyon
kanallarindan gecen iyon akisi, birgok hiicre islevi igin onemlidir. Ozellikle sinir ve
kas hiicreleri, iyon kanallarin1 kullanabilme konusunda 6zellesmislerdir. Yasamimizi
siirdiirecek biitiin fizyolojik olusumlar biiyilk oranda bu kanallarin islevlerine
bagldir. iyon kanallar1 temel olarak, liganda bagimli iyon kanallari, voltaja bagiml
iyon kanallar1 ve mekanik kapili iyon kanallar1 olarak siniflandirilir. Voltaja bagimh
iyon kanallari, uyarilabilir hiicrelerde ( sinir ve kas hiicrelerinde ) voltaj degisimiyle
aktive olan kanallardir. Voltaja bagimli iyon kanallar1 basta aksiyon potansiyelinin
olusumu ve yayilmast olmak iizere, esik siddetin belirlenmesi, dinlenim membran

potansiyelinin kontrolii ve ndrotransmitter salinimindan dogrudan sorumludur [18].

Istirahat membran potansiyeli genel olarak; -10 ila -100 mV arasinda
degisir. Kalin sinir liflerinin membran potansiyeli, sinir sinyallerinin iletilmedigi
istirahat durumunda yaklasik -70 milivolt (mV)’dur. Membranin 2 yiizii arasindaki
potansiyel farki az olan hiicreler (6rnegin sinir), potansiyel farki ¢ok olan hiicrelere
gore (Ornegin iskelet kas1) daha kolay uyarilir. Bilindigi gibi uyarilabilen hiicrelerde
membran dinlenim potansiyelinin olusmasinda baglica sodyum, potasyum, klor ve
hiicre i¢inden disar1 ¢ikamayan protein anyonlar1 rol oynar. Istirahatte intraselliiler
ortamda K+, hiicre disina nazaran 35 kat fazla olup; konsantrasyon gradientine bagli
olarak sizma kanallarindan hiicre digina sizma egilimindedir. Bu durum hiicreye
pozitif yiik kaybettirir. Na* ise, hiicre disinda igine nazaran 10 kat fazla olup;
elektriksel gradiyente de sahiptir. Ancak, etrafindaki hidrat kilifindan dolayr Na*’un
sizma kanallarindan hiicre i¢ine girmesi K™a nazaran 100 kat daha zordur. Dolay1si
ile Na"un hiicrenin pozitif yik kazanmasma fazla bir katkisi olmaz. Yine
intraselliiler ortamda bulunan ve konsantrasyon gradiyentine ragmen zardan
gecemeyen protein, fosfat ve siilfat gibi anyonlar da hiicrede negatif yiiklerin

birikmesine yol acar.
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Istirahat membran potansiyeline katkida bulunan bir diger faktér, Na*- K*
pompast olup; sizma kanallan ile igeri kagmis her 3 Na*’u disar1 atarken; disar1
kagmis 2 K"u igeri alarak; yiik dengesini bozar ve icerdeki negatif yiiklerin
birikmesine yol agar. Cl ise hiicre disinda daha yiiksek konsantrasyonda olup, sizma
kanallarindan kolayca gegerek, gerekli durumlarda membran dinlenim potansiyelini
negatiflestirir. Kisaca, membran istirahat potansiyelini -70 mV olarak belirleyen

faktorler sunlardir;
« K" difiizyon potansiyeli
* Sinir membranindan Na* difiizyonu
e Na*- K* pompasi

Na*, K* giris c¢ikisinin diizenlenmesinde gorevli membrandaki Na*-K*
ATPaz sistemi, hiicre disina Na* ¢ikisini, hiicre i¢ine ise K™ girisini saglamaktadir
(Na*/K'=  3/2). Na" kanallarmin gegirgenliginin artirilmasi  sonucunda
depolarizasyon, Na® kanallarinin kapatilmasi ve K* kanallarinin acilmasi ile
repolarizasyon saglanmaktadir. Dinlenme sirasinda sinir hiicre mebraninin K*

gecirgenligi, uyar1 durumunda ise Na* gegirgenligi gegici olarak 600 kat artmaktadir.

Uyarilan sinirde, membran potansiyeli (-60 mV), esik potansiyel degerine (-
45mV) azalmakta ve voltaja duyarli Na* girisi ile membran potansiyeli pozitif (+30
mV) olmakta ve aksiyon potansiyeli akson boyunca yayilmaya baslamaktadir. Na*
hiicreye alindiginda aksonal mebrandaki komsu bolge depolarize olarak uyarilmakta
ve Na* kanallarinin agilmasimi saglamaktadir. Aksiyon potansiyelinin en onemli
0zelligi uyarilabilir hiicre zarmin tizerinde yayilmasidir. Bir noktasindan esik iistii bir
uyaranla uyarilan bir hiicrenin aksiyon potansiyeli, biitiin zar yiizeyine yayilir. Akson
govdesinde, dinlenme halinde zar potansiyeli i¢ tarafta negatif, dis tarafta pozitiftir.
Aksiyon potansiyeli hiicre gévdesinde basladiginda ilk 6nce agilan kanallar Na*
kanallaridir. Sinire bir ucundan uyar1 uygulandi§inda uyarmin etrafinda zar

potansiyeli, i¢ taraf pozitif dis taraf ise negatif olacak sekilde degisir.



Bediz, S. C. 2015. Acetamiprid ve d-tubocurarine’nin Rana ridibunda siyatik siniri iizerine etkilerinin incelenmesi,
Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

+30mV @ @ K+
A i
Nat Nat Kkt Nat Nat
— Sodium gates Potassium gates
dose open
i @
Depolarizat :'!‘+ K+
- Active sodium
and potassium
[ Nat ) Nat Gl
Lo fonfoo Na*
= Repolarization
55mV Rest
70 mV potential @
Nat Nat Kkt
90 mV Hyperpolarization

Sekil 2.2. Aksiyon potansiyeli depolarizasyonu ve repolarizasyonu

Sodyum iyonlar1 aniden hiicre igine girmeye baglar ve milisaniyeler i¢inde
yeni bir denge kurulur. Hiicre zarinin iki tarafi arasindaki potansiyel farki bir anda
100 mV’a kadar degisir. Zar potansiyeli, hiicre i¢inde negatif (yaklasik -70 mV)
oldugu degerden pozitif (yaklasik + 35mV) olan bir degere degisir (depolarizasyon)
(Sekil 2.2.1.). Depolarize olan bolge, depolarize olmamis komsu bdolgeleri etkiler ve
komsu bolgelerin i¢ yiizeylerini nétrlestirmeye ¢alisir. Bu sekilde i¢ ylizeyde bir i¢
yiizey akimi baglar. Dis yiizeyde ise bir dis ylizey akimi olusur. Bu durumda bu
bolgede bir dipol meydana gelir. Bu dipol, komsu bdlgelerin hiicre ici
potansiyellerini esik degerinin {izerine tasiyacak giicte oldugundan komsu bdlgeler
de depolarize olmus olur. Bu arada daha 6nce depolarize olmus olan bolge eski
haline doner yani depolarize olur. Bu durum, aksiyon potansiyeli darbesi aksonun
sag ucunda sonlanana kadar devam eder. Sol uca gelmis olan darbe buradan aksonun
sag tarafina dogru geri donemez. Ciinkii aksonun sag tarafinda kalan bolge dinlenim
(refrakter) halindedir ve bir silire uyarilamaz, uyarilsa da depolarize olamaz. Bu

bolgenin tekrar depolarize olabilmesi i¢in belli bir siirenin gegmesi gerekir.
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Bu sekilde belli bir darbe sikligina yani frekansina kadar aksiyon potansiyeli

darbeleri iletilmis olur. Bdylece sinir boyunca bilgi iletimi gergeklesir.
2.2.1. Nikotonik Asetilkolin Reseptorleri

Nikotonik asetilkolin reseptorleri hem omurgali, hem de omurgasizlarda
eksitator bir norotransmitter olan ACh’ye duyarl ligand kapili iyon kanallaridir [19].
Normal sartlar altinda, sinir kas kavsaginda iskelet kas membranlarinda bulunan
nAChR’lerine ACh’nin baglanmasi ile birlikte kanalin ag¢ilmasi ve sodyum iyonlari
basta olmak tiizere ¢ok sayida pozitif yiikli iyonun hiicre igerisine hizlica girisi
gerceklesir. Bu sekilde hiicre membraninda olusan depolarizasyon, kas lifi
membranindan son plak potansiyeli denilen lokal bir potansiyel degisikligi olusturur.
Son plak potansiyeli daha sonra kas membran boyunca yayilan aksiyon potansiyelini

baslatir ve boylece kolinerjik iletim gerceklesmis olur [20].
2.3. Deneylerde Kullanilan Kurbagalar Hakkinda Genel Bilgi

Diger Rana tiirleri i¢in karakteristik olan temporal serit Rana ridibunda
bireylerinde goriinmez. Erkek bireylerinde agzin hemen arkasinda yariklar halinde
dis ses keseleri bulunur. Bu hayvanlar suyu seven canlilar olup su iginde, su
kenarinda veya su yiizeyindeki cisimler lizerinde bulunurlar. Bu canlilar, deneylerde

kullanilmaktadir ayrica, bu tiiriin but kisimlar1 yenmektedir ve ihrag iirlinii olarak

satilmaktadir [21, 22].
2.3.1. Morfolojik karakterler

Vomer disleri enine veya biraz egik iki sira halinde ve i¢ burun delikleri
arasinda bulunurlar ya da bu deliklerin arka hizasini biraz gegerler. Kulak zar1 daima
bariz olup temporal serit yoktur. Arka bacaklar fazla uzun degildir ve tibio - tarsal
eklem burun deligine ulagmaz. Arka ayaklar tam perdeli olup deri genellikle
purtiikliidiir. Erkeklerinde dis ses keseleri bulunur. Erkeklerin disilerden diger bir
farki da on bacaklarin daha kuvvetli olmasi ve birinci parmaklarin kaide tarafinda
siskinlik bulunmasidir. Ureme zamaninda bu siskinligin yiizey kisminda tirtiklar

meydana gelir. Renk ve desen yoniinden ¢ok farkliliklar gosterebilirler.
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Sirt tarafinin zemin rengi yesilimsi gri, acik veya koyu kahverengi ya da bu renklere
yakin tonda olabilir. Karin tarafi, ¢ogunlukla kirli veya sarimsidir ve genellikle

kiictik lekeler bulunur.

Tiirkiye’de bulunan en biiyiik kuyruksuz kurbaga tiiriidiir. Ergin disileri 10
cm ve nadir olarak 15 cm kadar olabilirler. Disiler erkeklere gore daha biiytiktiirler
[21, 22].

2.3.2. Ekolojik ve Biyolojik Ozellikler

Genel olarak suyu seven ve sudan ¢ikmayan bir tiirdiir. Yasam alan1 olarak
tercih ettikleri sular genellikle bol vejetasyonlu olan havuz ve gollerdir. Ulkemizde
tireme en ¢cok Mayis ve Haziran aylarinda gerceklesmektedir. Bir disi yaklasik 5.000
- 10.000 kadar yumurta birakabilir. Bunlar birkag kitle halinde sucul bitkiler arasinda
veya acik suya birakilir [21, 22].

2.3.3. Cografi Dagilis ve Ulkemizde Bulundugu Yerler

Bu tiir cografi olarak Kuzey Afrika, Orta ve Giiney Avrupa ile Bat1 Asya’da
cins olarak ise, Avrupa ve Amerika’da hatta tek bir tiirle Avusturalya’da yayilmstir.

Uygun biyotop oldugu taktirde lilkemizde her yerde bulunur [21, 22].
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Deney Hayvanlari
3.1.1. Deney Hayvanlarinin Yakalanmasi

Kurbagalar Mersin Mezitli Deresi’nden yakalanmigtir. Kurbagalar
yakalandiktan sonra, igerisinde su bulunan akvaryumda laboratuvar kosullarina uyum
saglamalar1 amaci ile 5 giin boyunca dinlendirilmis, sicaklik ise 25-27° C’ye
ayarlanmustir [21, 22].

3.1.2. Deney Hayvanlarinin Diseksiyonu

Kurbagalar kulak arkasindan kesilerek spinal hale getirilmislerdir. Daha
sonra herhangi bir uyusturucu madde kullanmadan ince bir tel yardimi ile vertebral
kolona girilerek medulla spinalis (omurilik) tahrip edilmistir. Boylece refleks

merkezi ortadan kaldirilmis ve kurbagalar hareketsiz hale getirilmistir [23].

Sekil 3.1 Kurbaga Diseksiyonu

3.1.3. Etik Kurul Izni
Bu calismada kullanilan deney hayvanlari i¢in Mersin Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun (HADYEK) 27.03.2014 tarih ve 2014/10 sayil

karart ile etik kurul izni alinmstir.
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3.2 Cozeltilerin Hazirlanisi

Deneylerde neonikotinoid insektisitlerden acetamiprid ve bir neonikotinoid
antagonisti olan tubokurarin kullanilmistir. Analitik terazi kullanilarak acetamipridin
once Ringer ¢ozeltisi iginde 10 M’lik stok ¢ozeltileri (1. grup) hazirlanmistir. Stok
¢ozeltiden seyreltme islemi yapilmistir ve 10 (2. grup), 10 (3. grup) ve 10°M’lik
(4. grup) acetamiprid ile 10° M acetamiprid + 10 M tubokurarin (5. grup), 10° M
acetamiprid + 10* M tubokurarin (6. grup) ve 10® M acetamiprid + 10° M

tubokurarin ¢ozeltileri (7. grup) ImL’lik hacimlerde hazirlanmistir.

3.3 Deneylerin Yapilisi

3.3.1. Elektrofizyolojik Deneyler

Sinir aksiyon potansiyeli deneyleri, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi

Biyofizik Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapilmustir.

Tablo 3.1. Kullanilan agonist ve antagonistlerin uygulanma siireleri ve dozlari.

Siire 0. dk 30. dk 60. dk 90. dk 120. dk
Doz (Kontrol)

1.Grup | Ringer 1x10° M 1x10° M 1x10° M 1x10° M
cozeltisi acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid

2.Grup | Ringer 1x10%*M 1x10* M 1x10“4M 1x10“M
cozeltisi acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid

3.Grup | Ringer 1x10°M 1x10°M 1x10°M 1x10°M
cozeltisi acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid

4.Grup | Ringer 1x10° M 1x10° M 1x10°% M 1x10°% M
cozeltisi acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid

5.Grup | Ringer 1x10° M 1x10° M 1x10° M 1x10°% M
cozeltisi acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid
+1x10°M | +1x10°M | +1x10°M |+ 1x10°M
tubokurarin | tubokurarin | tubokurarin | tubokurarin

6. Grup | Ringer 1x10°M 1x10°M 1x10°M 1x10°M
cozeltisi acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid
+1x10*M | +1x10*M | +1x10*M |+ 1x10*M
tubokurarin | tubokurarin | tubokurarin | tubokurarin

7.Grup | Ringer 1x10° M 1x10° M 1x10° M 1x10° M
cozeltisi acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid | acetamiprid
+1x102M | +1x102M |+ 1x102M |+ 1x102M
tubokurarin | tubokurarin | tubokurarin | tubokurarin
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Deney sirasinda 56 kurbagadan izole edilen 56 siyatik sinir (Nervus ischiadicus)
preparatt c¢alisilmistir. Deneylerde ekstraseliiler elektrofizyolojik kayit ydntemi

kullanilmustir.

Deneyler 7 farkl1 grup olarak planlanmustir. ilk 4 grup acetamipridin 4 farkli
dozundan, sonraki 3 grup ise, acetamiprid ile tubokurarin kombinasyonunun farkli
dozlarindan hazirlanmistir. Calisma siiresi boyunca Ringer Cézeltisi 26° C’de olup
kontrol grubu olarak aldigimiz ilk kayitlar 120 dakika Ringer Cozeltisi iginde
bekletilmedi. Bu gruplarda neonikotinoid insektisit olan acetamiprid ve antagonisti
tubokurarinin Rana ridibunda siyatik siniri aksiyon potansiyeli parametreleri tizerine
etkileri arastirilmustir. Sinir aksiyon potansiyeli parametrelerinden genlik, latans, alan
ve siire incelenmistir (N= 8). Doz gruplariyla siyatik sinirleri muamele etmeden 6nce
her sinirden kontrol kayitlar1 alinmistir (0. dakika). Daha sonra doz gruplari sinirler
izerine uygulanmis ve her 30 dakikada bir olmak iizere 120 dakika boyunca aksiyon
potansiyeli kayitlar1 alinmistir. Biitiin deneyler esit sartlar altinda ve oda sicakliginda

(26° C) yapilmustir.

3.3.2. Biyokimyasal Deneyler

3.3.2.1. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi Tayini
Katalaz aktivitesi tayini Aebi 1984 tarafindan tarif edilen yonteme gore
yapildi. Yontemin esasi, H2O> substratinin katalaz ile enzimatik yikiminin 240 nm’de

izlenmesidir.

H,0; CAT . 2H,0+0;

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 Na:HPO4.12H,O bidistile suda

coziilerek 155 mL’ye tamamlanda.
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Fosfat Tamponu (50 mM, pH 7): A/B orami 1/1.55 olacak sekilde karistirilarak
hazirland1 ve pH 7’ye ayarlandi.
Hidrojen Peroksid Cozeltisi (30 mM): 34 uL %30 luk H.O2 10 mL’ye fosfat

tamponu ile tamamlandu.

Deneyin Yapilist:

Kuvarz spektrofotometre kiivetlerine 10 uL 10.000 g siipernatant fraksiyonu
ve iizerlerine 1990 pL fosfat tamponu ilave edildi. Ornek kiivetine 1 mL 30 mM
H202, kor kiivetine de 1 mL fosfat tamponu ilave edilidi ve hemen karistirilarak

Ornegin absorbansindaki azalma kore kars1 1 dakika boyunca 240 nm’de izlendi.

Katalaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Hidrojen peroksidin enzimatik yikilmasi mevcut peroksid orani derisimi ile
orantili bir hizda, birinci derece tepkime yiiriitilmektedir. Bu esasa dayanarak ve
asagidaki formiil kullamilarak katalazin spesifik aktivitesi {inite cinsinden

hesaplanmistir

1 U/mL = Aop/dk X 7320 X diliisyon faktorii

3.3.2.2. Malondialdehit Ol¢iimii

Ohkawa ve arkadaglarimin 1979 yilinda bulduklart yontem ile lipid
peroksidasyon {iriinlerinin tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki tepkime sonucu
olusan pembe kirmizi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi

esasina dayanmaktadir.

Kullanilan Reaktifler:

Stok tetrametoksipropan ¢ozeltisi: 0.92 g tetrametoksipropan 1 mL’de ¢6ziiliir
Giinliik tetrametoksipropan ¢ozeltisi: 10 mL’lik stok ¢6zelti 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 distile su ile 100 mL’ye tamamlanir pH’s1 3.5’e
ayarlanir.
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TBA ¢ozeltisi: 0.8 g TBA tartilip 100 mL’ye distile su ile tamamlanir ve 1sitilarak
¢oziiliir.

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

karistirilir.
Deneyin Yapilist:

Kor Standart Ornek
Standart (1/10 dilie) (uL) 50
Ornek (uL) 50
SDS ¢oz. (uL) 100 100 100
Asetik Asit ¢6z. (uL) 750 750 750
TBA ¢oz. (uL) 750 750 750
Distile su (uL) 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 tiiplin kapagi
kapatilarak karisimlar beyazlasincaya kadar vortekslenir. 4000 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenir. ~ Siipernatant fazdan 1 mL almip 532 nm’de kore karst
spektrofotometrik olarak olgiiliir.
MDA Diizeyinin Hesaplanmasi:
Asagidaki formiil kullanilarak homojenizattaki MDA diizeyi hesaplanir.

Derisimi (nmol/mL) = Ornek absorbans1 X 60,5
1/10 Standart absorbansi

3.3.2.3. Protein Olgiimii ( Lowry Metodu)

Deneyin Prensibi: Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olugmaktadir.
Bu kompleks fosfomolibdatfosfotungstat reaktifini  (Folin-Ciocalteus-Phenol
Reaktifi) rediiklemekte ve koyu mavi bir renk olusmaktadir. Burada rengin koyulugu

ortamdaki protein derisimi ile dogru orantilidir.
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Kullanilan Reaktifler:

A Reaktifi: 0.1 N NaOH c¢ozeltisi kullanilarak %2’lik Na2COj3 ¢ozeltisi
hazirlanir.

B1 Reaktifi: %1°lik CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi hazirlanir.

B Reaktifi: %2’lik Na-K-Tartarat ¢6zeltisi hazirlanir.

B Reaktifi: By ve B> esit hacimde karistirilir.

C Reaktifi: 50 mL B reaktifine 1 mL A reaktifi eklendi. Reaktif taze
hazirlanmali ve bekletilmeden kullanilmalidir.

D Reaktifi: 1 mL Folin-Ciocalteus-Phenol Reaktifi, 5 mL distile su ile
karistirilir.

Protein standardi: 250 mg/100 mL bovin serum albiimin (BSA) 20, 40, 80,
160, 320, 640 pg/mL protein igerecek sakilde diliie edilerek calisma standartlari

hazirlandi.

Kor tiipii Numune tiipii Standart
Numune (pL) - 300 -
Distile su (nL) 300 - -
Standart (nL) - - 300
C reaktifi (uL) 3000 3000 3000
Karistirilarak 15 dakika beklendi.
D reaktifi(pL) 300 300 300

Tiipler vortekslenerek 20-30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
Spektrofotometrede 750 nm’de numunenin ve standardin absorbansi kore karsi

okundu.
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3.3.2.4. Asetilkolinesteraz Tayini

Uriin olarak a¢iga cikan tiyokolin ile benzoik asit ( 5,5'-ditiyobis-(2-
nitrobenzoik asit) — DTNB)’in reaksiyonu sonucu sart renk veren 5-tiyo 2-
nitrobenzoik asit olusur. Tepkime sirasinda olusan rengin siddeti, 412 nm dalga

boyunda spektrofotometrik olarak olgliir.

Asetilkolin AChE Tiyokolin + Asetat

Tiyokolin + DTNB 5-tiyo 2-nitrobenzoik asit (sar1 renk)

3.3.3. Histolojik Deneyler

Elektron mikroskobik inceleme igin alinan siyatik sinir dokusu 1 mm?®liik
parcalara boliindii ve 6 saat % 2.5°lik gluteraldehit ¢ozeltisinde bekletilerek tespit
edildi. Fosfat tamponu ile yikandiktan sonra elektron mikroskobik incelemeler icin
doku takip islemi Leica EM TP (Leica Microsystems GmbH, Viyana,
AVUSTURYA) cihazi kullanilarak agagida belirtildigi sekilde yapildu.

1. % 1’lik osmium tetraoksit 1saat
2. Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisil5 dk
3. Fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisil5 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 (%90) 15 dk
9. Etil alkol (%100) 15 dk
10.  Etil alkol (%100) 15 dk

11.  Etil alkol (%100) 15 dk
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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

19. Rezin i¢ine gdbmme islemi

20.  Etiivde (60 °C) polimerizasyon 24 saat

flk 11 basamak +4 °C’de daha sonrakiler oda 1s1sinda gerceklestirildi.

Epoksi rezin igine gomilen 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 {izerine alindi.
Uranil asetat ve kursun sitratla kontrastlandiktan sonra JEOL JEM-1011 transmisyon
elektron mikroskobuna (JEOL Ltd. Tokyo-JAPONYA) eklenmis Megaview 11
dijital kamera (Olympus GmbH, Germany) ile fotograflanarak degerlendirildi.

3.4. Deneyde Kullanilan Cihazlar

Elektrofizyolojik deneylerde, kayit ve analiz igin bilgisayar donanimli
BIOPAC MP 100 A elektrofizyolojik kayit istasyonu kullanilmistir. Bu cihazda
bulunan stimiilator ile siyatik sinirler supramaksimal olarak uyarilmistir. Bu uyariya
yanit olarak olusan birlesik sinir-aksiyon potansiyellerini yiikseltmek i¢in, ERS 100
B amplifikator kullanmilmistir. Elde edilen sinyalleri sayisal verilere c¢evirmek ve
bilgisayar ortamina aktarmak iginse A/D ¢evirici kullanilmistir. Aksiyon potansiyeli
kayitlarinda seffaf pleksiglas ve % 99 saflikta glimiis elektrotlardan yapilmis sinir-
aksiyon potansiyeli kayit kutusu kullanilmistir [23].
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Sekil 3.3. Sinir-aksiyon potansiyeli kayit kutusu ve kayit alinan siyatik sinir
preparati.
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Sekil 3.4. Elektrofizyoloji 6lgtimlerinde degerlendirilen parametreler.

3.5 Istatistiksel Degerlendirmeler

Bu calismada elde edilen verilerin istatiksel degerlendirilmesi igin, bu
amagla hazirlanmis paket programlar ( Microsoft Excel ve SPSS 17 ) kullanilmistir.
Calisilan biitliin parametreler de 6nemlilik testi SNK ( Student Newman Keuls)
istatistik programi kullanilmistir. Stirekli 6lgltimlere ait normallik kontrolleri Shapiro
Wilk testi ile test edildi ve verilerin normal dagilim gosterip gostermedigine bakildi.
Normal dagilim gosteren verilerde gruplar arasi farklilik olup olmadigi Varyans
Analizi (One Way ANOVA) ile test edildi. Normal dagilim géstermeyen verilerde ise
gruplar arasinda farklilik olup olmadigi Kruskal Wallis testi kullanilarak saptandi.
Her bir gruba ait doz ve zamana bagli farkliliklar tekrarlanan Olglimlii deneme
diizenlerinin analizi ile (Repeated measures ANOVA) incelendi. Istatistiksel anlamli

farklilik olarak p<0,05 alindu.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Bulgular

Neonikotinoid bir insektisit olan acetamipridin uygulanan her dért dozu da
30. dakikadan itibaren etkisini gostermis olup biitiin gruplarda genel olarak sinir

aksiyon potansiyelini etkilemistir.
4.1.1. Acetamipridin genlik tizerine etkileri

Acetamipridin biitlin doz gruplari uygulama siiresine bagli olarak Rana
ridibunda siyatik sinir aksiyon potansiyeli genligini kontrol grubuna (0. dk ) gore
anlamli bicimde diistirmiistiir (sekil 4.1.). Buna karsilik doz gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildigr zaman genlik iizerine uygulama siiresine bagl olarak 30, 60, 90 ve
120. dakikalardaki etkilerinde anlamli farkliliklar gézlenmemistir. Acetamiprid ilk
30. dakikada etkisini gostermis olup 120. dakika sonunda uygulama siireleri
karsilastirildigt zaman genlikte meydana gelen azalmanin arttigi, fakat bu

azalmalarin anlamli olmadig1 gézlemlenmistir (P<0,05).

ru
10,00000— grup
—— 1mh Ace
— 0, 1mM Ace
0,01mM Ace
—— 0,001mM Ace
Tmh Ace 10mM Tub
5,00000 —0,01mh Ace 0 1mM Tub
0,001 mM Ace 0,01mM
Tub
= 5,00000
£
—
=
=
a
o 4 00000
200000
0,00000

Uygulama Siiresi (Dk)

Sekil 4.1. Acetamipridin uygulama siiresine bagli genlik iizerine etkileri
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KONTROL

60. DK —

90. DK ——————— T e T e

120. Dk L,

Sekil 4.2. 1x10° M acetamipridin (1. grup) aksiyon potansiyeli iizerine uygulama

stiresine bagl etkileri

KOMTROL

30. DK /—4\11/\’_/_,,

60. DK

aQ. DK W\/:\_/_’_,—_A
120. Dk e

Sekil 4.3. 1x10° M acetamiprid ile 1x102 M tubokurarinin (7. grup) aksiyon
potansiyeli {izerine uygulama siiresine bagl etkileri.
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KOMTROL

3I0. DK M

&50. DK l—\f’ﬂ\u_,_/——vq

20. DK ‘_—fkl/f——ﬁh
120. Dk ‘A//————

Sekil 4.4. 1x10® M acetamiprid ile 1x10®° M tubokurarinin (5. grup) aksiyon

potansiyeli lizerine uygulama siiresine bagli etkileri.

Tablo 4.1. Acetamipridin sinir aksiyon potansiyeli genligi lizerine etkileri

UYGULAMA SURESI (dakika)
DERISIMLER | Kontrol (0) 30 60 90 120

(M) _ _A _ L _
X+Sx * | X£Sx *|X+£Sx *|X£Sx *|X+Sx *

103 ace 7,30 + 0,66 + 0,49 + 0,41 + 0,27 +
0,75 ax [ 0,14 bx [0,15 bx | 01 bx | 0,11 bx

10 ace 8,88 + 0,89 + 0,67 + 0,4 + 0,32 +
0,52 bx |0,36 bx |025 bx|013 bx |01 bx

10° ace 8,50 + 1,06 + 0,74 + 0,97 + 0,62 +
0,64 bx |0,23 bx|017 bx |021 bx|018 bx

10 ace 8,85+ 1,96 + 1,21 + 0,96 + 1,28 +
042 bx |0,73 bx|023 bx|023 bx |03l bx

10® ace+10®° | 9,40+ 2,04 + 1,35+ 1,46 + 1,33+
tubo 0,51 bx 1,29 bx|156 bx|0,75 bx|1,27 bx

10° ace+10* | 9,01+ 238+ 2,18+ 1,58 + 2,26 +
tubo 0,46 bx | 1,16 bx [1,19 bx |0,58 bx |122 bx

102 ace+10? | 9,16+ 2,64+ 3,64 + 3,23+ 2,55+
tubo 0,5 bx | 0,3 bx 1,29 bx 0,18 bx |0,11 bx

X + s; = Aritmetik ortalama + Standart hata

* = SNK ( Student Newman Keuls); a ve b derisimler arasi; x ve y uygulama siireleri
arasindaki ayirimi belirtmek icin kullanilmistir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde fark vardir.

22



Bediz, S. C. 2015. Acetamiprid ve d-tubocurarine’nin Rana ridibunda siyatik siniri iizerine etkilerinin incelenmesi,
Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

4.1.2. Acetamipridin latans lizerine etkileri

1x107 M acetamipridin (1. grup) sinir aksiyon potansiyeli parametrelerinden
latans1 uygulama siiresine bagl olarak 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol (0. dk)
grubuna gore Onemli bigimde artirirken (sekil 4.5.), uygulanma siireleri kendi

aralarinda karsilastirildigi zaman siireler arasinda anlamli bir fark bulunmamistir

(P>0,05).

1x10* M acetamiprid (2. grup) latans1 uygulama siiresine bagh olarak 30,
60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol grubuna gore anlamli sekilde artirirken, uygulama
stireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman siireler arasinda anlamli bir fark

gozlenmemistir (P>0,05).

ru
1 ,00000E-3= grup
1 mM Ace
0.1 mM Ace
0,01 mM Ace
0,001 mM Ace
1 mi Ace 10 mh Tub
0,01 mM Ace 01 mM Tuk
. 0,001 miM Ace 0,01 mi
5,00000E-4 Tul
—
[
E
L
] -
¢ 6,00000E-4
8
n
|
4 00000E-4-
2 00000E-4—

0 30 80 a0 120
Uygulama Siiresi (DK)

Sekil 4.5. Acetamipridin uygulama siiresine bagli latans {izerine etkileri
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1x10° M acetamiprid (3. grup) latans: uygulama siiresine bagl olarak 30,
60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttirmus fakat,
uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilagtirildigi zaman siireler arasinda anlamli

bir fark bulunmamuistir (p<0,05).

1x10® M acetamiprid (4. grup) latans1 uygulama siiresine bagl olarak 60 ve
120. dakikalarda kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttirmis fakat 30.dk ve
90.dk’larda insektisitin etkisine bagli olarak meydana gelen artigin istatistiksel olarak
anlamli olmadigr tespit edilmistir. Uygulanma siireleri kendi aralarinda
karsilastirildigi zaman acetamipridin latans iizerine 60 ve 120. dakikalarda meydana
getirdigi artis, 30 ve 90. dakikalardaki artistan fazla olmasina ragmen bu artigin

anlaml1 olmadig1 gézlenmistir (p<0,05).

KONTROL
30. DK _'_‘_\u—/-‘ﬂu\—_,__,_m_,——'_‘—'_'_—”‘_—“_'_'_H—_
60. DK

—'——F\(_H‘_Fn_"——_—m_,__m_:—__m_,——\—-u-\_:—u—_:—u—u—u—\——
90. DK
120. Dk e —

Sekil 4.6. 1x10% M acetamipridin (2. grup) uygulama siiresine bagli aksiyon
potansiyeli lizerine etkileri
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Tablo 4.2. Acetamipridin sinir aksiyon potansiyeli latans1 lizerine etkileri

o UYGULAMA SURESI (dakika)
DERISIMLER Kontrol (0) 30 60 90 120
(M) - - _ _ -
X+ sx *| X+ sx *| X+ sx *| X+ sx *| X+ sx*
107 ace 0,000794 + | 0,000549 + | 0,000544 £ | 0,000454 + | 0,000259 +
0,00003 ax | 0,00008 bx | 0,00008 bx | 0,00007 bx | 0,00009 bx
10 ace 0,000755+ | 0,000488 + | 0,000375 £ | 0,000409 + | 0,000355 +
0,00003 bx | 0,0001 bx | 0,0001 bx | 0,00009 bx | 0,0001 bx
10" ace 0,000841 + | 0,000626 + | 0,000576 = | 0,00065+ | 0,000431 +
0,00003 bx | 0,00005 bx | 0,00006 bx | 0,00005 bx | 0,00009 bx
10 ace 0,00092 + 0,000848 = | 0,000539 + | 0,000661 + | 0,00047 +
0,00002 bx | 0,00008 ay | 0,00009 bx | 0,0001 ay | 0,00007 bx
10 ace+10® tubo | 0,00084 + 0,000635 + | 0,001285 + | 0,000573 + | 0,000528 +
0,00001 bx | 0,00007 bx | 0,00005 bx | 0,00005 bx | 0,00003 bx
10" ace+10* tubo | 0,000883 + | 0,00068 = | 0,00056+ | 0,0006 + 0,0005 +
0,00001 bx | 0,00007 bx | 0,00009 bx | 0,0001 bx | 0,00007 bx
10 ace+102 tubo | 0,000911+ | 0,000498 = | 0,000628 + | 0,000611 = | 0,000589 =+
0,00001 bx | 0,0002 bx | 0,00009 ay | 0,0001 bx | 0,00002 bx

5( + s;( = Aritmetik ortalama + standart hata

* = SNK (' Student Newman Keuls); a ve b derisimler arasi; x ve y uygulama stireleri
arasindaki ayirimi belirtmek i¢in kullanilmagtir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde fark vardir.

1x10% M acetamiprid ile 1x10®° M tubokurarinin kombine olarak
uygulandigr grupta (5. grup) uygulama siiresine bagli olarak latansta 30, 60, 90 ve
120. dakikalarda kontrol grubuna gore oOnemli bi¢imde artis gozlemlenirken,
uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman siireler arasinda anlamli

bir fark bulunmamuistir (p<0,05).
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1x10° M acetamiprid ile 1x10* M tubokurarinin kombine olarak
uygulandigr grupta (6. grup) uygulama siiresine bagl olarak latansta 30, 60, 90 ve
120. dakikalarda kontrol grubuna gére 6nemli bigimde artis meydana gelmistir fakat,
uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigt zaman siireler arasinda anlamli

bir fark gézlenmemistir (p<0,05).

1x10° M acetamiprid ile 1x102 M tubokurarinin kombine olarak
uygulandigi grupta (7. grup), uygulama siiresine bagli olarak latansta 30, 90 ve 120.
dakikalarda kontrol grubuna gore anlamli artis gozlemlenirken, 60. dakikada

meydana gelen artisin anlamli olmadig1 gozlemlenmistir.

Uygulanma stireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman 30, 90 ve 120.
dakikalarda meydana gelen artis 60. dakikada meydana gelen artistan fazla olmakla
birlikte bu artigin, anlamli olmadig tespit edilmistir (p<0,05).

4.1.3. Acetamipridin alan {izerine etkileri

1x10° M acetamiprid (1. grup) sinir aksiyon potansiyeli parametrelerinden
alani, uygulama siiresine bagli olarak 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol (0.dk)
grubuna gore Oonemli bigimde azalttigi gozlemlenirken (sekil 4.7.), uygulanma
siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman siireler arasinda anlamli bir fark

bulunmamustir (p<0,05).

grup
1 mk Ace
0,1 mh Ace
0,01 mh &ce
—— 0,001 mhM Ace
S,00000E-3— 1 mh Ace 10 mi Tub
0,01 mM Ace 0,1 mi Tukx

&,00000E-3—

0,001 mM &ce 0,07 mha
Tulkx

4,00000E-3—

3,00000E-3-

ALAN (ms.mV)

2,00000E-3—

1,00000E-3—

0,00000E0—]

o 30 60 a0 120
Uygulama Sddresi (Dk)
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Sekil 4.7. Acetamipridin uygulama siiresine bagli alan {lizerine etkileri

KOMNTROL

30. DK _\/J&_W__ﬁ“

60. DK R
‘—o—"“"‘—'_‘“.\/p

90. DK %/kwr———————w

120. Dk MHMW

Sekil 4.8. 1x10° M acetamipridin (3. grup) uygulama siiresine bagl olarak aksiyon
potansiyeli lizerine etkileri

KOMTROL

30. DK

90. DK

120. Dk
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Sekil 4.9. 1x10° M acetamiprid ile 1x10“% M tubokurarinin (6. grup) aksiyon
potansiyeli lizerine uygulama siiresine bagl etkileri.

1x10* M acetamiprid (2. grup) alani uygulama siiresine bagl olarak 30, 60,
90 ve 120. dakikalarda kontrol grubuna goére Onemli bicimde azaltmis fakat,
uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman siireler arasinda anlaml

bir fark olmadig: tespit edilmistir (p<0,05).

1x107° M acetamiprid (3. grup) alani1 uygulama siiresine bagl olarak 30, 60,
90 ve 120. dakikalarda kontrol grubuna gore Onemli bicimde azalttig1 tespit
edilmistir fakat, uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman stireler

arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p<0,05).

1x10°° M acetamiprid (4. grup) alan1 uygulama siiresine bagl olarak 30, 60,
90 ve 120. dakikalarda kontrol grubuna gore énemli bigimde azaltmistir. Uygulanma
stireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman alanda 30 ve 60. dakikalarda 90 ve

120. dakikalara gore anlamli bi¢imde azalma meydana gelmistir (p<0,05).

1x10® M acetamiprid ile 1x10° M tubokurarinin  kombine olarak
uygulandigi grupta (5. grup), alan uygulama siiresine bagli olarak 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda kontrol grubuna gore 6nemli bigimde azalmis fakat, uygulanma siireleri
kendi aralarinda karsilagtirildigi zaman stireler arasinda anlamhi  bir fark

bulunmamustir (p<0,05).

1x10° M acetamiprid ile 1x10* M tubokurarinin kombine olarak
uygulanmasinda (6. grup), alan uygulama siiresine bagli olarak 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda kontrol grubuna gore anlamli bicimde azalmistir. Buna karsilik,
uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman siireler arasinda anlaml

bir fark gézlenmemistir (p<0,05).

1x10° M acetamiprid ile 1x102 M tubokurarinin kombine olarak
uygulandigr grupta (7. grup), alan uygulama siiresine bagl olarak 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda kontrol grubuna gére 6nemli bicimde azalmis fakat, uygulanma stireleri
kendi aralarinda karsilastirildigi zaman siireler arasinda anlamli  bir fark

bulunmamastir. (p<0,05).
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Tablo 4.3 Acetamipridin sinir aksiyon potansiyeli alani iizerine etkileri

o UYGULAMA SURESI (dakika)
DERISIMLER  Kontrol (0) 30 60 90 120
(M)
X + sx * [ X+sx * | X+sx *|X+sx *|X+sx *
107 ace 0,0034 + 0,0001 + 0,0001+ 0,0001 + 0,00006 +
0,0004 ax | 0,00003 bx | 0,00002 bx | 0,00001 bx | 0,00002 bx
10* ace 0,0041 + 0,0005 + 0,0004 + 0,0001 + 0,00008 +
0,0004 bx [ 0,0002 bx |0,0002 bx |0,00002 bx | 0,00002 bx
107 ace 0,0035 + 0,0003 + 0,0001 + 0,0002 + 0,0002 =
0,0003 bx [ 0,0001 bx | 0,00002 bx | 0,00008 bx | 0,00004 bx
10 ace 0,0042 + 0,0009 + 0,0003 + 0,0003 =+ 0,00029 +
0,0003 bx [ 0,0002 by | 0,00006 by | 0,00007 bx | 0,00007 bx
10 ace+10" tubo | 0,0047 = 0,0006 + 0,0011 =+ 0,0005 =+ 0,00037 +
0,0005 bx [ 0,001 bx | 0,0009 bx |0,0001 bx |0,0008 bx
10 ace+10* tubo | 0,0041 = 0,0012 + 0,0013 + 0,0005 =+ 0,00093 +
0,0002 bx | 0,0007 bx | 0,0009 bx |0,0002 bx |0,0006 bx
10 ace+102 tubo | 0,0050 = 0,0016 = 0,0014 + 0,0008 =+ 0,0013 +
0,0003 bx | 0,00008 bx | 0,0006 bx |0,0001 bx | 0,00004 bx

3( + s; = Aritmetik ortalama =+ standart hata

* = SNK ( Student Newman Keuls); a ve b derisimler arasi; X ve y uygulama siireleri

arasindaki ayirimi belirtmek icin kullanilmistir.

Farkl: harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde fark vardir.
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Sekil 4.10. 1x10® M acetamipridin (4. grup) aksiyon potansiyeli iizerine uygulama
stiresine bagl etkileri.

4.1.4. Acetamipridin sinir aksiyon potansiyeli siiresi iizerine etkileri

1x10 M acetamiprid (1. grup) sinir aksiyon potansiyeli siiresini, zamana
bagli olarak 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol (0.dk) grubuna goére anlamh
bigimde arttirmistir (sekil 4.11). Uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi
zaman 30, 60 ve 90. dakikalarda insektisitin aksiyon potansiyeli siiresi iizerine
meydana getirdigi artis 120. dakikada meydana getirdigi artistan anlamli sekilde
fazla bulunmustur (p<0,05).

1x10* M acetamiprid (2. grup) sinir aksiyon potansiyeli siiresini zamana
bagl olarak 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol grubuna gére anlamli bigimde
arttirmakla birlikte, uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman

stireler arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p<0,05).
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grup
—1 m Ace
— 0,1 mM Ace
0,01 mM Ace
—— 0,001 mM Ace
1 mi Ace 10 mM Tub
0,01 mM Ace 0,7mM Tub
0,001 mM Ace 0,01 mi
Tub

4,00000E-3-1

3,50000E-37

3,00000E-3-1

2,50000E-3-1

2,00000E-3-1

Aksiyon Potansiyeli Siiresi (ms)

1,50000E-3+

1,00000E-3-1

Uygulama Siiresi (Dk)

Sekil 4.11. Acetamipridin sinir aksiyon potansiyeli siiresi iizerine uygulama siiresine

bagl etkileri

1x10° M acetamiprid (3. grup) sinir aksiyon potansiyeli siiresini zamana
bagli olarak 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol grubuna gére anlamli bigimde
arttirmistir. Uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman 30, 90 ve
120. dakikalarda insektisitin aksiyon potansiyeli siiresi lizerine meydana getirdigi
artis 60. dakikada meydana getirdigi artistan anlamli sekilde fazla bulunmustur
(p<0,05).

1x10°® M acetamiprid (4. grup) sinir aksiyon potansiyeli siiresini zamana
bagl olarak 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol grubuna gore onemli bigimde
arttirmis fakat, uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman siireler

arasinda anlaml bir fark bulunmamistir (p<0,05).
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Tablo 4.4. Acetamipridin sinir aksiyon potansiyeli siiresi tizerine etkileri

o UYGULAMA SURESI (dakika)
DERISIM Kontrol (0) 30 60 90 120
LER
(M) X £ sx * | X £sx * | X+sx * | X +s8x * | X+sx ¥
1072 ace 0,0031 + 0,0018 + 0,00183 + 0,0015 + 0,001 +
0,0001 ax | 0,0002 by | 0,0002 by | 0,002 by | 0,0004 bx
10+ ace 0,0035 + 0,0019 + 0,0012 + 0,0016 + 0,0012 +
0,005 bx | 0,0004 bx | 0,0003 bx | 0,0003 bx | 0,0003 bx
10° ace 0,0036 + 0,0022 + 0,0023 + 0,0022 + 0,0014 +
0,0002 bx | 0,0002 bx | 0,0002 by | 0,0002 bx | 0,0004 bx
10 ace 0,0035 + 0,0027 + 0,0022 + 0,0021 + 0,0021 +
0,0001 bx | 0,0001 bx | 0,0003 bx | 0,0003 bx | 0,0003 bx
106 ace + | 0,0033 + 0,0032 + 0,0027 + 0,0028 + 0,00265+
10 tubo | 0,0005 bx | 0,0005 bx | 0,0003 bx | 0,0003 bhx | 0,0003 bx
10®ace + | 0,0034 + 0,0025 + 0,0026 + 0,0025 + 0,0026 +
10“tubo | 0,0001 bx | 0,0001 bx | 0,0004 bx | 0,0004 bx | 0,0005 bx
10°% ace + | 0,0038 + 0,0031 + 0,003 + 0,003 + 0,0031 +
102 tubo | 0,001 bx | 0,0001 bx | 0,00009 bx | 0,0001 bx | 0,0001 bx

5( + s;( = Aritmetik ortalama =+ standart hata

* = SNK (' Student Newman Keuls); a ve b derisimler arasi; x ve y uygulama stireleri
arasindaki ayirimi belirtmek i¢in kullanilmastir.

Farkl: harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde fark vardir.

1x10% M acetamiprid ile 1x10®° M tubokurarinin kombine olarak
uygulandigi grupta (5. grup), sinir aksiyon potansiyeli siiresi zamana bagli olarak 30,
60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol grubuna gore 6nemli bigimde artmis fakat,
uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman, siireler arasinda anlaml

bir fark gézlemlenmemistir (p<0,05).
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1x10° M Acetamiprid ile 1x10* M tubokurarinin kombine olarak uygulandig: grupta
(6. grup), sinir aksiyon potansiyeli siiresi zamana bagli olarak 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda kontrol grubuna gore anlamli olarak artmus fakat, uygulanma siireleri
kendi aralarinda karsilagtirildigt zaman stireler arasinda anlamli bir fark tespit

edilmemistir (p<0,05).

1x10° M acetamiprid ile 1x102 M tubokurarinin kombine olarak
uygulandig1 grupta (7. grup), sinir aksiyon potansiyeli siiresi zamana bagl olarak 30,
60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol grubuna gore 6nemli bigimde artmis fakat,
uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman stireler arasinda anlamli

bir fark bulunmamistir (p<0,05).
4.1.5. Acetamipridin Katalaz Uzerine Etkileri

Siyatik sinirin 120 dakika boyunca 1x10° M (1. grup) acetamiprid ile
muamele edilmesi sonucunda, biyokimyasal parametrelerden katalaz aktivitesinin
kontrol grubuna gore anlamli bigimde azaldigi gozlenmistir (sekil 4.12.). Buna
karsilik siyatik sinirin 120 dakika boyunca 1x10%, 1x107, 1x10° M acetamiprid ve
1x107 M acetamiprid ile 1x10 M tubokurarinin kombine olarak uygulandig grup ile
ayr1 ayrt muamele edilmesi sonucunda, katalaz aktivitesinin azalmadigi gozlenmistir.
Diger taraftan, 1x10° M acetamiprid ile 1x10° M tubokurarinin kombine olarak
uygulandig1 grup ve 1x10° M acetamiprid ile 1x10* M tubokurarinin kombine olarak
uygulandigr grupta katalaz aktivitesinin kontrol grubuna gore azalmadigi tespit

edilmistir.
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25 0000

20,0000
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Katalaz aktivitesi

10,0000

5 0000

Kortrol 10-3Mace 10-4 Mace 10-5Mace 10-6 Mace 10-3 M 10-5 M 10-6 M
ace+10-2 M ace+10-4 M ace+10-5 M
tubo tubo tubo

Doz

Sekil 4.12. Acetamipridin katalaz aktivitesi iizerine doza bagh etkileri

4.1.6. Acetamipridin Malondialdehit Uzerine Etkileri

Siyatik sinirin 120 dakika boyunca 1x10° M (1. grup) acetamiprid ile
muamele edilmesi sonucunda, biyokimyasal parametrelerden TBARS diizeyinin
kontrol grubuna gore anlamli bicimde yiikseldigi tespit edilmistir (sekil 4.13). Buna
karsilik siyatik sinirin 120 dakika boyunca 1x104, 1x10° ve 1x10® M acetamiprid
ile ayr1 ayr1t muamele edilmesi sonucu degismedigi gozlenmistir. Diger taraftan,
1x10° M acetamiprid ile 1x10° M tubokurarinin kombine olarak uygulandig grup,
1x107° M acetamiprid ile 1x10™* M tubokurarinin kombine olarak uygulandig1 grup ve
1x10° M acetamiprid ile 1x10 M tubokurarinin kombine olarak uygulandig: grupta
da degismedigi tespit edilmistir.
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tubo tubo tubo

Doz

Sekil 4.13. Acetamipridin TBARS diizeyi tizerine doza bagh etkileri

4.1.7. Acetamipridin Asetilkolinesteraz Uzerine Etkileri

Siyatik sinirin 120 dakika boyunca 1x10° M (1. grup) acetamiprid ile
muamele edilmesi sonucunda, asetilkolinesteraz enzim diizeyinin kontrol grubuna
gore anlamli bigcimde azaldigi tespit edilmistir (sekil 4.14.). Siyatik sinirin 120
dakika boyunca 1x10*, 1x10° acetamiprid ve 1x10° M acetamiprid ile 1x102 M
tubokurarinin kombine olarak uygulandigi grupta, asetilkolinesteraz aktivitesinin
kontrol grubuna gore degismedigi gozlemlenmistir. Benzer sekilde, 1x10° M
acetamiprid, 1x10® M acetamiprid ile 1x10° M tubokurarinin kombine olarak
uygulandig1 grup ve 1x10° M acetamiprid ile 1x10* M tubokurarinin kombine olarak
uygulandig1 grupta asetilkolinesteraz aktivitesinin kontrol grubuna gore degismedigi

gozlenmistir.

35



Bediz, S. C. 2015. Acetamiprid ve d-tubocurarine’nin Rana ridibunda siyatik siniri iizerine etkilerinin incelenmesi,
Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

01200

0,1000

0,0800

00600

0,0400

Asetilkolinesteraz aktivitesi

00200

Kontrol  10-3 M ace 10-4 Mace 10-5Mace 10-6Mace  10-3M 10-5 M 10-6 M
ace+10-2 M ace+10-4 Mace+10-5 M
tubo tubo tubo

Doz

Sekil 4.14. Acetamipridin asetilkolinesteraz diizeyi lizerine doza bagl etkileri
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4.1.8. Acetamipridin Siyatik Sinir Uzerine Histolojik Etkileri

Kontrol grubunda siyatik sinir lifleri normal goriiniimdedir. Miyelin

kiliflarda, aksoplazmada herhangi bir hasar bulgusuna rastlanmamustir. (Sekil 4.16.)

Sekil 4.15. Kontrol grubu. Normal goériiniime sahip sinir lifleri (X5.000)

10% M acetamiprid (1. grup) uygulanan sinirde agir hasar bulgulart
gozlenmistir. Bu grupta miyelin kiliflarda yogun ovoid cisim olusumu ve
fragmantasyon mevcuttur. Bazi miyelin kiliflarda diizensizlesme ve kivrilmalar

bulunmustur. Agir hasarli liflerde aksoplazma kayb1 tespit edilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.16. 102 M acetamiprid (1. grup). Sikismis aksoplazma (yildiz), fragmante
miyelin kilif ve ovoid cisimler (ok bast) (X6.000).

10* M acetamiprid (2. grup) uygulanan sinirde, miyelin ovoid cisimler
bulunmus olup ayrica, miyelin kiliflarda fokal ayrilmalar gozlenmistir. Bu

ayrilmalara bagli genis vakuoler yapilar bulunmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. 10% M acetamiprid (2. grup). Miyelin ovoid cisim (ok bas1), fokal
ayrilmalar (ok), vakuoler yap1 (yildiz) (X6.000).

10° M acetamiprid (3. grup) uygulanan sinirde de miyelin ovoid cisimler
izlenmistir. Ayrica bu grubun miyelin kiliflarinda fokal ayrilmalarin arttig

gozlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. 10° M acetamiprid (3. grup). Miyelin ovoid cisim (ok bas1), miyelin
kilifta fokal ayrilmalar (ok) (X5.000).

10°% M acetamiprid (4. grup) uygulanan sinirin liflerinde hafif hasar
bulgular tespit edilmistir. Bazi miyelin kiliflarda fokal kayiplar izlenirken seyrek

ovoid cisimler de gézlenmistir (Sekil 4.20)
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| ‘ ’ ;
Sekil 4.19. 10° M acetamiprid (4. grup). Miyelin ovoid cisim (ok bas1), miyelin kilif
kayb1 (ok) (X5.000).

10° M acetamiprid ile 102 M tubokurarinin kombine olarak uygulandig
grupta (5. grub) miyelin kiliflarda agir dejeneratif degisiklikler izlenmistir. Bu
kiliflarda kalinlagsma, kivrilma ve diizensizlesmeyle birlikte kompakt yapinin
bozuldugu goriilmistiir. Ayrica, aksonlarda ovoid cisimlere rastlanmistir (Sekil
4.21).
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Sekil 4.20. 10 M acetamiprid + 10 M tubokurarin (5. grup). Miyelin ovoid cisim
(ok bas1), miyelin kiliflarda kalinlasma ve diizensizlesme (ok), endondryumda

makrofaj (yildiz) (X5.000).

10° M acetamiprid ile 10% M tubokurarinin kombine olarak uygulandig1
grupta (6. grup) ise, miyelin kiliflarda kalinlagsma ve diizensizlesme gozlenmistir. Bu
grupta da ovoid cisimlere rastlanmistir (Sekil 4.22).

42



Bediz, S. C. 2015. Acetamiprid ve d-tubocurarine’nin Rana ridibunda siyatik siniri iizerine etkilerinin incelenmesi,
Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Sekil 4.21. 10° M acetamiprid + 10 M tubokurarin (6. grup). Miyelin ovoid cisim
(ok bas1), miyelin kiliflarda kalinlasma ve diizensizlesme (ok) (X5.000).

10 M acetamiprid ile 10° M tubokurarinin kombine olarak uygulandig1
grupta (7. grup) aksoplazma normal goriinimdedir. Bununla birlikte, az sayida
miyelin ovoid cisim ve kiiciik miyelin kilif ayrilma alanlarina rastlanmistir (Sekil

4.23),
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Sekil 4.22. 10° M acetamiprid + 10° M tubokurarin (7. grup). Miyelin ovoid cisim
(ok bast), miyelin kilif ayrilmalari (ok) (X6.000).
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4.2. TARTISMA

Bu c¢aligmada neonikotinoid bir insektisit olan acetamiprid ve antagonisti
tubakurarinin kurbaga siyatik siniri {lizerine etkileri incelenmistir. Acetamiprid ve
tubakurarinin kurbaga siyatik siniri tizerine in vitro kosullarda doza ve uygulama
siiresine bagl etkileri elektrofizyolojik, histolojik ve biyokimyasal yontemlerle

multidisipliner olarak arastirilmistir.
4.2.1. Acetamipridin genlik tizerine etkileri

Yapilan ¢alismalar sonucunda acetamipridin biitiin doz gruplari uygulama
stiresine bagli olarak 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda sinir aksiyon potansiyeli
genligini kontrol grubuna (0. dk ) gore anlaml bi¢imde diislirmiistlir. Buna karsilik
doz gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildigt zaman genlik iizerine uygulama
stiresine bagli olarak 30, 60, 90 ve 120. dakikalardaki etkilerinde anlaml1 farkliliklar

gbzlenmemistir.

Acetamiprid ilk 30. dakikada etkisini gostermis olup 120. dakika sonunda
uygulama siireleri karsilastirildigi zaman genlikte meydana gelen azalmanin arttigi,
fakat bu azalmalarin anlamli olmadigi gozlemlenmistir (p<0,05). nAChR hem
omurgali, hem de omurgasizlarda eksitator bir noérotransmitter olan asetilkoline
duyarli ligand kapili iyon kanallaridir [19].Normal sartlar altinda, sinir kas
kavsaginda iskelet kas membranlarinda bulunan nAChR’lerine asetilkolinin
baglanmasi ile birlikte kanalin ag¢ilmasi ve sodyum iyonlari basta olmak iizere ¢ok
sayida pozitif yiiklii iyonlarin hiicre igerisine hizlica girisi gerceklesir. Bu sekilde
hiicre membraninda olusan depolarizasyon, kas lifi membranindan son plak
potansiyeli denilen lokal bir potansiyel degisikligi olusturur. Son plak potansiyeli
daha sonra kas membran boyunca yayilan aksiyon potansiyelini baslatir ve boylece
kolinerjik iletim gergeklesmis olur [20]. Acetamiprid ile tubokurarinin birlikte
kullanilmas: sonucu parametrelerde meydana gelen degisimler, nAChR antagonisti
olan tubokurarinin acetamipridin depolarize edici etkisini kismen baskilamasindan

kaynaklanmaktadir [24].
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Neonikotinoid insektisitlerin ~ Amerikan hamambdcegi  (Periplanata
americana) izole torasik gangliyonlari iizerine yapilan ¢alismada, heterosiklik halkali
nikotin, imidacloprid ve thiaclopridin zayif agonist etki gostererek maksimum
asetilkolin akigini (Imax) %20 ile %25 diizeyinde arttirdigi, buna karsilik yapisinda
acik zincir tagiyan acetamiprid, dinotefuran, nitenpyram ve clothianidinin maksimum
asetilkolin akisin1 %60 ile %100 kadar arttirarak ¢ok daha fazla agonist etkiye sahip
oldugu gosterilmistir [25]. Tek elektrot voltaj klamp kayit teknigi kullanilan bu
calismada, neonikotinoid insektisitlerin, nikotinik asetilkolin  reseptorlerini
etkileyerek sinir aksiyon potansiyeli genligini once kisa bir siire yiikselttigi, daha
sonra diislirdiigli ve sonug olarak tamamen bloke ettigi tespit edilmistir. Piretroid bir
insektisit olan lambda cyhalothrinin intraperitonal olarak ratlara 6,12 mg/kg
uygulandigr diger bir ¢aligmada, siyatik sinir aksiyon potansiyeli genliginin kontrol
grubuna gore 6nemli bigimde diistiigi tespit edilmistir [26]. Diger bir ¢aligmada, tip I
ve tip Il piretroid insektisitlerin Rana ridibunda siyatik siniri uyarilmig birlesik
aksiyon potansiyeli genligi tizerine etkileri aragtirtlmistir [27]. Bu arastirmacilar izole
siyatik sinirler {izerine in vitro kosullarda uyguladiklari, tip | piretroid
insektisitlerden flucythrinate, deltamethrin, fenvalerate, fluvalinate ile tip 1l
insektisitlerden cis ve trans permethrin olmak tizere toplam alt1 insektisitin birlesik
aksiyon potansiyeli genligini kontrol grubuna gore %50 oraninda diisiirdiigiinii
gozlemlemislerdir. Ayni arastirmacilar, bu insektisitleri toksisitelerine gore;
flucythrinate > deltamethrin > fenvalerate > fluvalinate > cis-permethrin > trans-

permethrin seklinde gruplandirmislardir.
4.2.2. Acetamipridin latans tizerine etkileri

1x1073, 1x10* M ve 1x10° M acetamiprid sinir aksiyon potansiyeli
parametrelerinden latanst uygulama siiresine bagli olarak 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda kontrol (0.dk) grubuna goére 6nemli bigimde arttirdig1 gozlemlenirken,
uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilagtirildigi zaman siireler arasinda anlaml

bir fark bulunmamistir (p<0,05).
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1x10° M acetamiprid latans1 uygulama siiresine bagli olarak 60 ve 120.
dakikalarda kontrol (0.dk) grubuna gore anlamli sekilde arttirmis fakat, 30.dk ve
90.dakikalarda insektisitin etkisine bagli olarak meydana gelen artigin istatistiksel

olarak anlamli olmadig tespit edilmistir.

Uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman acetamipridin
latans tizerine 60 ve 120. dakikalarda meydana getirdigi artig, 30 ve 90. dakikalardaki

artistan fazla olmasina ragmen bu artigin anlamli olmadigi gozlenmistir (p<0,05).

1x10% M acetamiprid ile 1x10®° M tubokurarinin kombine olarak
uygulandig1 grup ve 1x10° M acetamiprid ile 1x10* M tubokurarinin kombine olarak
uygulandig1 grupta, uygulama siiresine bagl olarak latansta 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda kontrol (0.dk) gruplarina gore onemli bicimde artis gozlemlenirken,
uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman siireler arasinda anlamli
bir fark bulunmamustir. (p<0,05). 1x10° M acetamiprid ile 1x102 M tubokurarinin
kombine olarak uygulandig1 grupta ise, uygulama siiresine bagl olarak latansta 30,
90 ve 120. dakikalarda kontrol (0.dk) grubuna gore anlamli artis gézlemlenirken, 60.
dakikada meydana gelen artisin anlamli olmadig1 gozlemlenmistir. Uygulanma
stireleri kendi aralarinda karsilagtirildigi zaman 30, 90 ve 120. dakikalarda meydana
gelen artis 60. dakikada meydana gelen artistan fazla olmakla birlikte bu artisin,
anlamli olmadig tespit edilmistir (p<0,05).

Yaygin olarak kullanilan bir insektisit olan chlorpyrifos(CPF)’un zebra
baligi (Danio rerio) iizerine toksik etkileri oldugu bildirilmistir [29]. Bu
aragtirmacilar 10 ng/mg CPF’nin zebra baliginda latans1 6nemli bi¢cimde arttirdigini

gbzlemlemislerdir.
4.2.3. Acetamipridin alan iizerine etkileri

1x10%, 1x10* M ve 1x10° M acetamiprid sinir aksiyon potansiyeli
parametrelerinden alam1 uygulama siiresine baghh olarak 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda kontrol (0.dk) grubuna gore 6nemli bi¢imde azaltmis olup, uygulanma
stireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman siireler arasinda anlamli bir fark

gozlenmemistir (p<0,05).
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1x10° M acetamiprid alam uygulama siiresine bagl olarak 30, 60, 90 ve
120. dakikalarda kontrol (0.dk) grubuna gore Onemli bi¢imde azaltmistir.
Uygulanma stireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman alanda 30 ve 60.
dakikalarda 90 ve 120. dakikalara gore anlamli bicimde azalma meydana gelmistir
(p<0,05). 1x10® M acetamiprid ile 1x10° M tubokurarinin  kombine olarak
uygulandig1 grupta (5. grup), alan uygulama siiresine bagli olarak 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda kontrol (0.dk) grubuna goére onemli bi¢imde azalmis fakat, uygulanma
stireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman stireler arasinda anlamli bir fark

bulunmamastir (p<0,05).

1x10° M acetamiprid ile 1x10° M tubokurarin, 1x10° M acetamiprid ile
1x10* M tubokurarin ve 1x10° M acetamiprid ile 1x102 M tubokurarinin kombine
olarak uygulamalarinda ise, sinir aksiyon potansiyeli alani, uygulama siiresine bagh
olarak 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol (0.dk) grubuna gére anlamli bigimde
azalmistir. Buna karsilik, uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman
stireler arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir (p<0,05). Nikotinik asetilkolin
reseptorleri lizerine selektif bir etkisi oldugu bilinen yeni bir neonikotinoid insektisit
olan clothianidinin ve bir neonikotinoid antagonisti olan d-tubokurarinin Periplanata
americana afferent néronlar1 iizerine etkileri ¢alisilmistir [28]. Bu ¢alismaya gore
clothianidin doza ve uygulama siiresine bagl olarak sinir aksiyon potansiyeli genligi
ve alanini kontrol grubuna gore azaltmistir. Ayni ¢alismada clothianidinin aksiyon
potansiyeli tizerine meydana getirdigi bu etkilerin d-tubokurarin tarafindan nikotinik

asetilkolin reseptorleri iizerinden engellendigi rapor edilmistir.

4.2.4. Acetamipridin aksiyon potansiyeli siiresi lizerine etkileri

1x10* ve 1x10® M acetamiprid sinir aksiyon potansiyeli siiresini zamana
bagli olarak 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol (0.dk) grubuna goére anlaml
bicimde arttirmig fakat uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman

stireler arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p<0,05).
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1x107 M acetamiprid aksiyon potansiyeli siiresini, zamana bagli olarak 30,
60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol (0.dk) grubuna gore anlamli bigimde arttirmistir.
Uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilagtirildigi zaman 30, 60 ve 90. dakikalarda
insektisitin aksiyon potansiyeli siiresi iizerine meydana getirdigi artis 120. dakikada
meydana getirdigi artistan anlamli sekilde fazla bulunmustur (p<0,05). 1x10° M
acetamiprid sinir aksiyon potansiyeli siiresini zamana bagli olarak 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda kontrol (0.dk) grubuna gore anlamli bigimde arttirmistir. Uygulanma
stireleri kendi aralarinda karsilastirildigit zaman 30, 90 ve 120. dakikalarda
insektisitin aksiyon potansiyeli siiresi lizerine meydana getirdigi artis 60. dakikada

meydana getirdigi artistan anlamli sekilde fazla bulunmustur (p<0,05).

1x10° M acetamiprid ile 1x10° M tubokurarin, 1x10° M acetamiprid ile
1x10* M tubokurarin ve 1x10° M acetamiprid ile 1x102 M tubokurarinin kombine
olarak uygulamalarinda ise, sinir aksiyon potansiyeli siiresi, uygulama siiresine bagh
olarak 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol (0.dk) grubuna gore anlamli bi¢imde
artmistir. Buna karsilik, uygulanma siireleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman
siireler arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir (p<0,05). Neonikotinoid bir
insektisit olan imidaclopridin 0.01 uM Tenebrio molitor (un kurdu) sinir kordonuna
in vitro olarak uygulandigi ¢alismada, kontrol grubuna gore anlamli bigimde sinir

aksiyon potansiyeli genliginde azalma, siiresinde ise artig gozlenmistir.

Ayni arastirmacilar imidaclopridin 0.1 pM ve 1 uM gibi daha yiiksek
dozlarinda respiratuvar motor noron frekansinin dramatik bi¢imde arttigini, genligin
azaldigim1 ve aksiyon potansiyeli siiresinin arttigini rapor etmislerdir. Diger bir
caligmada tip II piretroid bir insektisit olan deltamethrinin, sican siyatik siniri
genligini kontrol grubuna gore anlamli bi¢cimde azalttigi, buna karsilik aksiyon
potansiyeli siiresini uzattigi gozlenmistir [30].v Acetamipridin sinir aksiyon
potansiyeli siiresi {izerine etkileri, zamana bagl olarak incelendiginde kontrol
grubuna gore anlamli farkliliklar mevcuttur. 102 -10° M aras1 acetamiprid, dinlenim
membran potansiyelinin kontrole gére daha pozitif degerlere ¢ikmasini saglayarak,
hiicre membranin depolarize olmasina neden olmustur. Bu etki yiiksek doz
gruplarinda diisiik doz gruplarina gore daha fazla olup, uygulama siiresine bagl

olarak acetamiprid maruziyetinin ilk 30. dakikasindan itibaren ortaya ¢ikmustir.
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Bu caligmada acetamipridin Sinir aksiyon potansiyeli genligindeki ve
siiresindeki meydana gelen artis ve latansin azaltmasimi nAChR’leri etkiledigi
diistiniilmektedir. Elde edilen elektrofizyolojik veriler dogrultusunda acetamipridin
kurbaga siyatik sinirini doza ve uygulama siiresine bagli olarak etkiledigi
gozlemlenmistir. Temel olarak hiicrenin depolarize olmasi, hiicre i¢i iyon dengesinin
gecici bir siireligine bozularak, arti ylkli katyonlarin artmasi ya da eksi yiikli
anyonlarin azalmasi ile olmaktadir. NAChR antagonisti olan tubokurarinin
acetamipridin depolarize edici bu etkisini kismen baskiladigi ve hiicre i¢ine katyon

iyon akisinin gergeklesmesine neden oldugunu diistiniilmektedir [23].
4.2.5. Acetamipridin Katalaz Uzerine Etkileri

Rana ridibunda siyatik sinirinin 120 dakika boyunca 1x10°3 M (1. grup)
acetamiprid ile muamele edilmesi sonucunda, biyokimyasal parametrelerden katalaz
aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli bigimde azaldigi gézlenmistir (p<0,05).
Buna karsilik acetamipridin uygulanan diger doz gruplar1 katalaz iizerine istatistiksel
olarak onemli olmayan degisimler meydana getirmistir. Ayn1 zamanda acetamiprid
ve tubokurarin kombinasyonu uygulanan gruplarin katalaz {izerine meydana
getirdikleri degisimler de anlamli bulunmamustir. Tip 1l piretroid bir insektisitin
kullanildig1 ¢alismaya gore, deltamethrin ile E vitamininin sican siyatik siniri tizerine
elektrofizyolojik ve histolojik etkilerinin yani sira biyokimyasal etkileri de
incelenmistir [30]. Bu arastirmacilar 1.28 mg/kg deltamethrin ile E vitamini
karisiminin siyatik sinirde katalaz ve siiperoksitdismutaz aktivitesini kontrol grubuna
gore Onemli bicimde arttirdifim1 gozlemislerdir. Aymi arastirmacilar siganlara oral
yolla verdikleri 1.28 mg/kg deltamethrinin malondialdehit diizeyini kontrol grubuna
gore anlamli bigimde arttirdifin1  goézlemlemislerdir. Diger bir arastirmaci
organofosforlu ve piretroid insektisitler olan fenitrothion %25, lambda cyhalothrin
%2.5 ve piperonyl butoxide’i %6 oranlarinda karisim olarak erkek Sprague Dawley
ratlarin beyini lizerine uygulamis ve antioksidan enzim mekanizmalar1 tizerine
etkilerini incelemistir. Bu arastirmaci, beyin homojenatlarin1 0, 0.1, 1, 10, 100 ve
1000 mM dozlarindaki insektisit karigimi ile 0, 30, 60, 120, 180 ve 240 dakika
inkiibe etmistir. Insektisit karisimi kontrol gruplarina gore thiobarbitiirik asit reaktif

tiirevlerini (TBARS) kontrol grubuna goére Onemli bi¢imde arttirirken, oOlgiilen
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glutatyon S - transferaz (GST), siiper oksitdismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim
aktivitelerinde ise 0.1 mM disindaki tiim konsantrasyonlarda onemli bir azalma

gozlenmistir [31].
4.2.6. Acetamipridin Malondialdehit Uzerine Etkileri

Siyatik sinirin 120 dakika boyunca 1x10° M (1. grup) acetamiprid ile
muamele edilmesi sonucunda, biyokimyasal parametrelerden malondialdehit

diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli bigimde yiikseldigi bulunmustur (p<0,05).

Buna karsilik acetamipridin uygulanan diger doz gruplari malondialdehit
lizerine istatistiksel olarak 6nemli olmayan degisimler meydana getirmistir. Benzer
sekilde, acetamiprid ve tubokurarin kombinasyonu uygulanan gruplarin
malondialdehit {izerine meydana getirdikleri degisimler de anlamli degildir. Tip Il
piretroid bir insektisitin kullanildigi ¢alismaya gore, deltamethrin ile E vitamininin
sican siyatik siniri iizerine elektrofizyolojik ve histolojik etkilerinin yani sira
biyokimyasal etkileri de incelenmistir [30]. Bu arastirmacilar 1.28 mg/kg
deltamethrin ile E vitamini karisiminin siyatik sinirde katalaz ve siiperoksitdismutaz
aktivitesini kontrol grubuna gore onemli bicimde arttirdigim1 gozlemislerdir. Aym
aragtirmacilar  sicanlara oral yolla verdikleri 1.28 mg/kg deltamethrinin
malondialdehit diizeyini kontrol grubuna gore anlamli bi¢cimde arttirdigini
gozlemlemislerdir. Diger bir arastirmact organofosforlu ve piretroid insektisitler
olan fenitrothion %25, lambda cyhalothrin %2.5 ve piperonyl butoxide’i %6
oranlarinda karigim olarak erkek Sprague Dawley ratlarin beyini lizerine uygulamis
ve antioksidan enzim mekanizmalar1 tizerine etkilerini incelemistir. Bu arastirmaci,
beyin homojenatlarini 0, 0.1, 1, 10, 100 ve 1000 mM dozlarindaki insektisit karigimi
ile 0, 30, 60, 120, 180 ve 240 dakika inkiibe etmistir. Insektisit karisimi kontrol
gruplarina gore, thiobarbitiirik asit reaktif tiirevlerini (TBARS) kontrol grubuna gore

onemli bigimde arttirmistir [31].
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4.2.7. Acetamipridin Asetilkolinesteraz Uzerine Etkileri

Siyatik sinirin 120 dakika boyunca 1x10° M (1. grup) acetamiprid ile
muamele edilmesi sonucunda, biyokimyasal parametrelerden asetilkolinesteraz
diizeyinin kontrol grubuna gére anlaml1 bigimde azaldig1 bulunmustur (p<0,05). Ote
yandan, acetamipridin uygulanan diger doz gruplar1 asetilkolinesteraz {izerine
istatistiksel olarak 6nemli olmayan degisimler meydana getirmistir. Benzer sekilde,
acetamiprid ve tubokurarin kombinasyonu uygulanan gruplar, asetilkolinesteraz
lizerine 6nemli olmayan degisimler meydana getirmistir. Organofosforlu ve piretroid
insektisitler olan fenitrothion %25, lambda cyhalothrin %2.5 ve piperonyl butoxide’i
%6 oranlarinda karisim olarak erkek Sprague Dawley ratlarin beyini iizerine
uygulanan bir ¢alismada bu insektisitlerin antioksidan enzim mekanizmalari {izerine
etkileri incelenmistir. Bu arastirmaci, beyin homojenatlarin1 0, 0.1, 1, 10, 100 ve
1000 mM dozlarindaki insektisit karisimi ile 0, 30, 60, 120, 180 ve 240 dakika
inkiibe etmistir. Asetilkolin esteraz (AChE) aktivitesinde ise, uygulanan biitiin doz
gruplarinda zamana goére anlamli bir sekilde azalma meydana gelmistir. SOD ve
CAT reaktif oksijen tlrevlerinin toksik etkilerine karsi Onemli savunma
mekanizmalar1 arasinda yer alir. SOD, siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite
dontigimiinii  katalize ederken CAT hidrojen peroksiti suya donistirir. Bu
antioksidan enzimler bu nedenle, ROS toksik etkilerini azaltabilir. Insektisit
uygulanan dokularda SOD ve CAT aktiviteleri 6nemli Olciide azaltilmistir.
Uygulanan insektisitin CAT ve SOD enzim aktivitelerini azaltmasi, bu enzimlerin
gerek ROS gerekse hidrojen peroksit metabolizmasini etkiledigi ve bu enzimlerin
stiptirticti etkisini azalttig1 diistiniilmektedir [31]. Diger bir ¢alismada neonikotinoid
insektisitlerden thiamethoxamin biyokimyasal parametreler kullanilarak Apis
mellifera (bal aris1) tizerine toksik etkileri incelenmistir [32]. Bu arastirmaya gore,
thiamethoxamin arilara uygulanan letal ve subletal dozu, asetilkolinesteraz diizeyini
kontrol grubuna gore azaltmakla birlikte bu azalma istatistiksel bakimdan 6nemli
degildir. Bununla birlikte, ayn1 arastirmacilar thiamethoxamin, CAT aktivitesini
kontrol grubuna goére Onemli bigimde arttirdigini rapor etmislerdir. Diger bir
arastirmaya gore, organofosfatli insektisitlerden malathionun sican beyni AChE ve

Na'/K* - ATPaz aktivitesi lizerine etkileri incelenmistir [33].
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Bu ¢alismaya gore, 100 ve 200 mg/kg malathionun oral yolla uygulandigi zaman,

sigan beyni AChE aktivitesi kontrol grubuna gore 6nemli bi¢imde azalmstir.

Ayni aragtirmaya gore malathionun, asetilkolinesteraz aktivitesinin yani
sira, latans1 kontrol grubuna goére Onemli bi¢cimde diisiirdiigli, ratlarin motor
koordinasyonunda, vestibular fonksiyonunda ve kas koordinasyonlarinda azalmaya

neden oldugu rapor edilmistir.

4.2.8. Acetamiprid ve Tubokurarinin Siyatik Sinir Uzerine Histolojik Etkileri

Kontrol grubunda miyelin kiliflarda ve aksoplazmada herhangi bir hasar
bulgusuna rastlanmamis olup siyatik sinir lifleri normal goériiniimdedir (Sekil 4.16).
Doz gruplarinda ise siyatik sinirde farkli diizeylerde hasar bulgularina rastlanmistir.
En biiyiik hasar, en yiiksek doz uygulamasi olan 102 M acetamiprid (1. grup)
uygulanan sinirde gozlenmistir. Bu grupta miyelin kiliflarda yogun ovoid cisim
olusumu ve fragmantasyon, bazi miyelin kiliflarda diizensizlesme ve kivrilmalar, agir
hasarl liflerde aksoplazma kaybi tespit edilmistir (Sekil 4.17). Diger doz gruplarinda
da siyatik sinirde hasar bulgular1 gdzlenmistir. 10 M acetamiprid (2. grup)
uygulanan sinirde, miyelin ovoid cisimler bulunmus olup ayrica, miyelin kiliflarda
fokal ayrilmalar gozlenmis ve bu ayrilmalara bagli genis vakuoler yapilar
bulunmustur (Sekil 4.18). 10° M acetamiprid (3. grup) uygulanan sinirde de miyelin
ovoid cisimler izlenmis ayrica, bu grubun miyelin kiliflarinda fokal ayrilmalarin
arttig1 gdzlenmistir (Sekil 4.19). Uygulanan dozlar arasinda en diisiik doz olan 107
M acetamiprid (4. grup) uygulanan sinirin liflerinde hafif hasar bulgular tespit
edilmistir. Bu sinirlerin bazi miyelin kiliflarinda fokal kayiplar izlenirken seyrek

ovoid cisimler de gézlenmistir (Sekil 4.20)

Acetamiprid ile tubokurarinin kombine olarak uygulandigi gruplarda da
siyatik sinirde, farkl1 diizeylerde hasar bulgularina rastlanmistir. 10° M acetamiprid
ile 102 M tubokurarinin kombine olarak uygulandigi grupta (5. grup) miyelin
kiliflarda agir dejeneratif degisiklikler izlenmis, bu kiliflarda kalinlasma, kivrilma ve
diizensizlesmeyle birlikte kompakt yapinin bozuldugu goriilmiis ayrica, aksonlarda

ovoid cisimlere rastlanmistir (Sekil 4.21).
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10° M acetamiprid ile 10 M tubokurarinin kombine olarak uygulandig1 grupta (6.
grup), miyelin kiliflarda kalinlasma ve diizensizlesme gozlenmis olup, bu grupta da

ovoid cisimlere rastlanmistir (Sekil 4.22).

10 M acetamiprid ile 10° M tubokurarinin kombine olarak uygulandig
grupta (7. grup) ise, aksoplazma normal gériiniimde izlenmekle beraber, bu grupta az

sayida miyelin ovoid cisim ve kiiciik miyelin kilif ayrilma alanlarina rastlanmistir

(Sekil 4.23).

Pirethroid bir insektisit olan lambda cyhalothrinin intraperitonal olarak
ratlara 0.8, 3.06 ve 6,12 mg/kg olmak {izere ii¢ farkli dozda uygulandigi ¢alismada,
bu insektisitin siyatik sinir lizerine elektrofizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin yani
sira histopatolojik etkileri de incelenmistir [26]. Bu c¢alismaya goére, lambda
cyhalothrinin uygulanan {i¢ dozu da siyatik sinirde aksonal plazmada vakuolar
degisiklikler, miyelin dejenerasyonu, ovoid cisim olusumu ve miyelin kilifta
ayrilmalar gibi histopatolojik degisiklikler meydana getirmistir. Ayn1 arastirmacilara
gore, insektisitin diisiik ve yiiksek dozu, sinir fiberlerinin ¢apin1 ve miyelin tabaka
kalinligin1 kontrol grubuna goére énemli bi¢imde diisirmiistiir fakat insektisitin orta
dozu fiber c¢apini ve miyelin tabaka kalinhigini azaltmakla birlikte bu azalma
istatistiksel bakimdan Onemli degildir. Diger bir calismaya gore neonikotinoid
insektisitlerden imidacloprid 5, 10 ve 20 pg olacak sekilde tavuk yumurtalari {izerine
uygulanmis ve embriyo serebellumu iizerindeki histopatolojik etkiler incelenmistir.
Bu ¢alismaya gore imidacloprid glial hiicreler, ndropil ve noronlar {izerinde kontrol
grubuna gore 6nemli toksik ve dejeneratif etkiler meydana getirmistir. Bu etkilerin
yani sira, imidacloprid embriyo serebellumu iizerinde fokal piknoz ve karyolizis gibi
patolojik degisiklikler de meydana getirmistir [34].  Diger bir ¢alismada
organofosatli bir insektisit olan chlorpyrifos (CPF) 15 ve 100 mg/kg dozlarinda
siganlara uygunalarak norotoksik etkiler incelenmistir. Bu arastiricilar yapmis
olduklar1 otopsi sonucunda beyinde histopatolojik lezyonlar, dejenerasyona ugramis
ve trapezoid sinir hiicreleri gézlemistir. Ayn1 arastirmacilar, lumbar spinal kordda
elipsoid miyelin, servikal spinal kordda ise dejeneretif sinir hiicreleri tespit

etmislerdir [35].
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢aligmada yaygin olarak kullanilan neonikotinoid bir insektisit olan
acetamiprid ve antagonisti tubokurarinin kurbaga Rana ridibunda siyatik siniri
tizerine etkileri incelenmistir. Acetamiprid ve d-tubokurarin’in kurbaga siyatik siniri
tizerine in vitro kosullarda doza ve uygulama siiresine bagli etkileri elektrofizyolojik,
histolojik ve biyokimyasal yoOntemlerle multidisipliner olarak arastirilmistir.
Acetamipridin biitiin doz gruplar1 uygulama siiresine bagli olarak Rana ridibunda
siyatik sinir aksiyon potansiyeli genligini kontrol grubuna (0. dk) gore anlamlh
bicimde diisiirmiistiir. Acetamiprid sinir aksiyon potansiyeli parametrelerinden
latans1 uygulama siiresine bagli olarak 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol
grubuna gore Oonemli bi¢cimde arttirdigi goézlemlendi. Acetamiprid sinir aksiyon
potansiyeli parametrelerinden alani, uygulama siiresine bagli olarak 30, 60, 90 ve
120. dakikalarda kontrol grubuna gore Onemli bicimde azalttigt gozlemlendi.
Acetamiprid sinir aksiyon potansiyeli siiresini, zamana bagli olarak 30, 60, 90 ve

120. dakikalarda kontrol grubuna gore anlamli bigimde arttirmigtir.

nAChR antagonisti olan tubokurarin acetamiprid ile birlikte uygulandigi
gruplarda acetamipridin sinir hiicrelerinde meydana getirdigi degisiklikleri kismen

ortadan kaldirdig1 saptanmistir.
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