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0z

Bu ¢alismada bir neonikotinoid insektisit olan imidaclopridin ergin kurbaga
iskelet kas hiicrelerinin dinlenim membran potansiyeli, aksiyon potansiyeli genligi,
siiresi ve latans1 {izerine etkileri mikrolelektrot yontemi ve kas hiicrelerinin
ultrastruktiirel yapis1 tiizerine etkileri ise transmisyon elektron mikroskobu ile
arastirilmistir.

1midaclopridin doza bagli etkilerini arastirabilmek i¢in 10'3, 10'4, 10‘5, 10 ve
10" M konsantrasyonlarda bes farkli imidaclopridin doz grubu olusturulmustur. Her
bir doz grubunda zamana bagl etkileri arastirabilmek i¢in 5, 10, 15, 20, 25 ve 30.
dakikalarda Ol¢limler alinmustir. 10° ve 10* M imidacloprid iskelet kas1 dinlenim
membran potansiyelini uygulamanmn ilk 5. dakikasindan itibaren, 10° M
imidacloprid uygulamanin 10. dakikasindan itibaren istatistiksel olarak arttirmistir.
10 M imidacloprid ise dinlenim membran potansiyelini 30. dakikada istatistiksel
olarak arttirmistir. Tekil aksiyon potansiyeli genligi ise 107, 10 10®° ve 10° M
imidacloprid tarafindan uygulamanin ilk 5. dakikasindan itibaren istatistiksel olarak
artmuistir. Tekil aksiyon potansiyeli siiresi 10° M imidacloprid konsantrasyonunda
25. dakikada istatistiksel olarak artmis diger doz gruplarinda istatistiksel olarak
anlamhi bir degisim gdstermemistir.  Latans 10° M imidacloprid grubunda
uygulamanin ilk 10. dakikasindan itibaren, 10 M imidacloprid grubunda 20 ve 30.
dakikalarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir. Bir nikotinik
asetilkolin reseptor antagonisti olan tubokurarin imidaclopridin dinlenim membran
potansiyeli, aksiyon potansiyeli genligi, siiresi ve latansinda meydana getirdigi
etkileri ortadan kaldirmistir.

Imidacloprid iskelet kas hiicrelerinin ultrastriiktiirel yapisinda bozulmalar
meydana getirmistir. 107, 10%, 10°, 10° ve 107 M imidacloprid miyofibril
dejenerayonuna ve sarkomer biitiinliigliniin bozulmasina, mitokondriyal harasa,
sarkoplazmik retikulumda genislemelere ve miyofibriller aras1 glikojen birikmesine
neden olmustur.

Anahtar Kelimeler: Neonikotinoid Insektisitler, Imidacloprid, Nikotinik Asetilkolin
Reseptorii, Tekil Aksiyon Potansiyeli, Iskelet Kas1 Ultrastruktiirel Yapist.

Damsman: Prof. Dr. Ali ASKIN, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana Bilim Dali
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THE INVESTIGATION OF THE ELECTROPHYSIOLOGICAL AND
HISTOLOGICAL EFFECTS OF A NEONICOTINOID INSECTICIDE
IMIDACLOPRID ON SKELETAL MUSCLE OF FROG (RANA
RIDIBUNDA)

Dilek AKBAS

ABSTRACT

In this study, the effects of neonicotinoid insecticide, imidacloprid on adult
frog skeletal muscle cells resting membrane potential, action potential amplitude,
duration and latency were investigated by microelectrode method and its effects on
the ultrastructure of muscle cells were investigated by transmission electron
microscope.

In order to investigate the dose depended effects of imidacloprid, 10, 10
10°, 10 and 10" M concentrations of five different dose groups were formed with
imidacloprid.  To investigate time depended effects in each dose group,
measurements were taken in the 5%, 10", 15™, 20", 25" and 30" minutes. 10 and
10" M imidacloprid statistically increased skeletal muscle resting membrane
potential from the first 5 minutes of application, 10® imidacloprid statistically
increased the resting membrane potential from 10 minutes of application. Also, 10
M imidacloprid statistically increased the resting membrane potential at 30™ minute.
Single action potential amplitude was statistically increased by 103, 10 10° and
10 M imidacloprid from the first 5 minutes of application. Single action potential
duration was statistically increased of 10° M imidacloprid concentration at 25"
minute but other dose groups showed no statistically significant change. Latency was
statistically decreased in concentration of 10 M imidacloprid group from the 10"
minute and in concentration of 10 M imidacloprid group at 20" and 30™ minutes.
Tubocurarine, a nicotinic acethylcholine receptor antagonist, has reversed the effects
of imidacloprid on resting membrane potential, action potential amplitude, duration
and latency.

Imidacloprid induced defects in the ultrastructural composition of skeletal
muscle cells. On the other hand, 10, 10, 10°°, 10°® and 10" M imidacloprid caused
degeneration of myofibrils, disruption of sarcomere integrity, mitochondrial damage,
sarcoplasmic reticulum expansion and glycogen accumulation between myofibrils.

Key Words: Neonicotinoids Insecticides, Imidacloprid, Nicotinic Acetylcholine
Receptor, Single Action Potential, The Ultrastructure Composition of Skeletal
Muscle

Advisor: Prof. Dr. Ali ASKIN, Department of Biology, University of Mersin



Akbas, D. 2014. Neonikotinoid insektisitlerden imidaclopridin Kurbaga (Rana ridibunda) iskelet Kasi Uzerine
Elektrofizyolojik ve Histolojik Etkilerinin Arastiriimasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

TESEKKUR

Tez aragtirmami yonlendiren, ¢alismalarim siiresince destegini esirgemeyen
danisman Hocam Sayin Prof. Dr. Ali ASKIN’a tesekkiir ederim.

Tez calismamin yiiriitiilmesinde her tiirlii bilgi, tecriibbe, maddi ve manevi
yardim ve katkisim1 esirgemeyen, MEU Tip Fakiiltesi Biyofizik Laboratuvarinin
kapilarmi sonuna kadar agan, Sayin Hocam Prof. Dr. Ulkii COMELEKOGLU’na
tesekkiir ederim.

Tez ¢alismamda bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, MEU Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvarlarinin olanaklarindan yararlanmami saglayan
Sayin Prof. Dr. Necat YILMAZ’a tesekkiir ederim.

Her tiirlii katk1 ve destegini esirgemeyen Tez izleme Komitesi iiyelerinden
Sayin Hocam Dog. Dr. Birgiil MAZMANCT’ya tesekkiir ederim.

Calismam sirasinda sagladigi kolayliktan otiirii Biyoloji Bolim Baskani
Sayin Prof. Dr. Gokhan CORAL’a tesekkiir ederim.

Tez calismama yaptiklar1 katkidan otiiri Sayin Yrd. Dog. Dr. Sevgi
GUNES’e, Saym Do¢ Dr. Ebru BALLI'ya, Ars. Gor. Tuba OZCAN’a tesekkiir
ederim.

Tez calismam siiresince maddi ve manevi destekleriyle daima bana gii¢ veren
sevgili Esim ve Aileme ve bu siirecte yanimda olan tiim sevdiklerime sonsuz

tesekkiir ederim.



Akbas, D. 2014. Neonikotinoid insektisitlerden imidaclopridin Kurbaga (Rana ridibunda) iskelet Kasi Uzerine
Elektrofizyolojik ve Histolojik Etkilerinin Arastiriimasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

ICINDEKILER
Sayfa
O Z oottt ettt ettt ettt anans i
ABSTRACT .ot e et e et e e e e i
0 DR D S S 2 ST jii
ICINDEKILER .........oooviiiiieeeeeeeeee ettt iv
CIZELGELER DIZINI ....ooooooviviiiiiiiiiiii i Vi
SEKILLER DIZINI ......c.oooiiiiioeeeeee et vii
SIMGE VE KISALTMALAR DIZINI ..o, X
Lo GIRIS ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt 1
2. KAYNAK ARASTIRMALARL.........c.cooiiiiieeeeeeee e e e e s 4
2.1 INSEKTISITLER ...t 4
2.1.0. NEONIKOTINOIAIET ......eeiie ettt e e s e e e e s s e e e e e rareeeeseanes 7
2.1.1.1. IMIAACIOPTIQ. ..., 12
2.2. DINLENIM MEMBRAN POTANSIYELL ..ot 13
2.3 TYON KANALLARL ..ottt 14
2.3.1. Nikotinik Asetilkolin ReSeptOrleri..........cvvviiiiriiiiiiiiiicieiceeeeee e 17
2.4. IMIDACLOPRIDIN BOCEKLER UZERINE ETKILERINE DAIR
CALISMALAR ...ttt 21
2.5. IMIDACLOPRIDIN HEDEF OLMAYAN CANLILAR UZERINE
ETKILERINE DAIR CALISMALAR........cciiiiiieeeeeeeeeeeeee e 25
3. MATERYAL Ve YONTEM.u...uuuuuieeeeeeereeesesesesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssses 28
3.1. DENEY HAYVANLARL. ..ottt oottt ettt 28
3.2. KAS DOKULARININ DISEKSTYONU......ouiiooeeeeeieeeeeeeeeeeee e 29
3.3. UYGULANAN KIMYASALLAR ...ttt et en s 29
3.4. DENEY GRUPLARLI. ..ottt es s 29
3.5. HUCRE ICI ELEKTROFIZYOLOJIK DENEYLER.......c.ccocteeeeeeeeeeeerenenn. 32
3.5.1. Mikropipetlerin Hazirlanmasi.............c.coeeveeieniieienieeeeeeeie e 32
3.5.2. Elektrofizyolojik Kayit SiStemi........cccccccuiiiiiiieiiieeieeeciieeeie e 33
3.5.3. Dinlenim Membran Potansiyeli Kaydi..........ccccooiiiiiiiiiiiiiiie 34



Akbas, D. 2014. Neonikotinoid insektisitlerden imidaclopridin Kurbaga (Rana ridibunda) iskelet Kasi Uzerine
Elektrofizyolojik ve Histolojik Etkilerinin Arastiriimasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

3.5.4. Iskelet Kas Hiicrelerine Uygulanan Akim Protokolii..............ccccceeveveveveeenncne. 34
3.6. ELEKTRON MIKROSKOBIK INCELEME...........cccooeuiviieeieeeeeeeeee e 35
3.7 ANALIZ. ..ot 37
3.8. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRMELER............c.cocoviueiiiieeieeereeeeneeenns 38

4. BULGULAR ve TARTISMA....ccovensumsunsuensunnniiiiiniiiiniinnininnenneneesesnnenennn 40

4.1. HUCRE ICI ELEKTROFIZYOLOJIK BULGULAR.........ccccooevevruerierrerraen. 40
4.1.1. imidaclopridin Tek Basina veya Kombinasyon Halinde Zamana Bagl

BRI ..o 40
4.1.1.1. 10> M imidaclopridin zamana baglt etkileri.......coceeriieiieiiiiieceee 40
4.1.1.2. 10° M imidacloprid + 10" M tubokurarinin zamana bagh etkileri............. 41
4.1.1.3. 10" M imidaclopridin zamana bagli etkileri............o.covvvvevoveeereeeeeeeeen. 42
4.1.1.4. 10" M imidacloprid + 10" M tubokurarinin zamana bagh etkileri............. 43
4.1.1.5 10 M Imidaclopridin zamana baglt etkileri..........cccooovreverrrrenrenrseerneen, 44
4.1.1.6. 10° M imidacloprid + 10" M tubokurarinin zamana bagh etkileri............. 45
4.1.1.7. 10° M Imidaclopridin zamana baglt etkileri.......coceeviieiiiiiiieceeeee 46
4.1.1.8. 10° M imidacloprid + 10" M tubokurarinin zamana bagh etkileri............. 47
4.1.1.9. 107 M imidaclopridin zamana bagli etkileri............o.ovvvvrevoveeeeeeeeeeeeen. 48
4.1.1.10. 107 M Imidacloprid + 107 M tubokurarinin zamana bagli etkileri........... 49
4.1.2. Imidaclopridin Tek Basina veya Kombinasyon Halinde Doza Bagl

BRI ... 50
4.2. ELEKTRON MIKROSKOBIK BULGULAR.......ccccocomtimiiiinniinriiinissienieees 54
4.2.1. KONEIOI GIUBU....c.ccviiiiiiiiiiict 54
4.2.2.10° M Imidacloprid GIUDU............cceveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeese e esee e ee e, 57
4.2.3. 10" M Imidacloprid GIUDU............co.ovvivereeeeeieeeeeeeeeeeeese e 60
4.2.4.10° M Imidacloprid GIUDU............cceveevereeeeeeeeeeeeeeseeseeeeeeeeeeeeeeeeesseeeesees e, 63
425.10°M Imidacloprid GIUDU. .........ooveveieereiececieecee e, 66
4.2.6. 107 M Imidacloprid GIUDU............oceveevereeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeseeeeeeeeseeseeeeeseeeeen. 69
A3 TARTISMAL. ..ot 72
5. SONUCLAR Ve ONERILER........cuooeuenerererenenesesesessssesessssssssssesesssessssesssssssessens 80
KAYNAKLAR ...ttt bbbttt bbb 82
OZGECMIS VE ESERLER LISTESI.c...cucciiiciinciincisncssssssssssssssessssesssns 95



Akbas, D. 2014. Neonikotinoid insektisitlerden imidaclopridin Kurbaga (Rana ridibunda) iskelet Kasi Uzerine
Elektrofizyolojik ve Histolojik Etkilerinin Arastiriimasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

CIZELGELER DiZiNi
Sayfa
Cizelge 2.1. Memeli kas hiicreleri i¢in yaklasik iyon konsantrasyonlari................... 13
Cizelge 3.1. Imidacloprid deney gruplari...........ccccouevevievsieuerieeereseeiesseseseseessenas 30
Cizelge 3.2. Antagonist kombinasyon gruplari..........ccccovvviiieiiiiiiiiin e 31
Cizelge 3.3. Histolojik inceleme i¢in olusturulan deney gruplart............ccceeeveennennne 32

izelge 4.1. Imidaclopridin iskelet kas1 dinlenim membran potansiyeli
Cizelge 4.1. 10° M Imidaclopridin iskelet kas1 dinl b |

ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri lizerine zamana bagl

BEKIIETT. e 41
Cizelge 4.2. 10 M imidacloprid + 107 M tubokurarinin iskelet kasi dinlenim

membran potansiyeli ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri

tizerine zamana bagli etkileri.........ccoevvieriiiiieniiieieieee e 42

izelge 4.3. Imidaclopridin iskelet kas1 dinlenim membran potansiyeli

Cizelge 4.3. 10 M Imidaclopridin iskelet kas1 dinl b t |

ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri lizerine zamana bagl

BEKIIETT. e 43
Cizelge 4.4. 10 M Imidacloprid + 107 M tubokurarinin iskelet kasi dinlenim

membran potansiyeli ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri

tizerine zamana baglt etkileri........cccoevvieiiiiiiiniiieiice e 44
Cizelge 4.5. 10° M Imidaclopridin iskelet kas dinlenim membran potansiyeli

g Y

ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri iizerine zamana bagl

BEKIIETT. e 45
Cizelge 4.6. 10 M Imidacloprid + 107 M tubokurarinin iskelet kasi dinlenim

membran potansiyeli ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri

lizerine zamana baglt etkileri..........ccoevierciiiiiieniiicieieeeee e 46
Cizelge 4.7. 10° M imidaclopridin iskelet kasi dinlenim membran potansiyeli

ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri lizerine zamana bagl

BEKIIEIT. ... 47
Cizelge 4.8. 10"° M imidacloprid + 107 M tubokurarinin iskelet kas1 dinlenim

membran potansiyeli ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri

lizerine zamana baglt etkileri........ccccoeoieiiiiiieniiiie e, 48
Cizelge 4.9. 10" M Imidaclopridin iskelet kas1 dinlenim membran potansiyeli

ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri lizerine zamana bagl

BEKIIEIT. .. 49
Cizelge 4.10. 10° M imidacloprid + 10" M tubokurarinin iskelet kasi dinlenim

membran potansiyeli ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri

lizerine zamana baglt etkileri..........ccooceeiiiiiiiiiiiiii e, 50

Vi



Akbas, D. 2014. Neonikotinoid insektisitlerden imidaclopridin Kurbaga (Rana ridibunda) iskelet Kasi Uzerine
Elektrofizyolojik ve Histolojik Etkilerinin Arastiriimasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

SEKILLER DiZiNi
Sayfa

Sekil 2.1. Insektisitlerin hiicrede etkilesime girdikleri pirimer hedef bdlgeler

VE €K1 DIGIMICT L. ..eeiiiiiiiiiciiie e e e 5
Sekil 2.2 Yaygin olarak kullanilan insektisit gruplari, organizmada etki

ettikleri hedef molekiil ve hedef bolgede meydana gelen

TONKSTYON dEZISTMI.....eeiiiieiiiiiieeiiieiiecie ettt ettt et be e e b es 7
Sekil 2.3. Nikotinin Kimyasal YapiSL........ccccevceiiiiiiiiiiiiiiecsee s 8
Sekil 2.4. Kloronikotinil bilesiklerde bulunan ortak kimyasal yapi.........c.cccccevueennee. 9
Sekil 2.5. Thianikotinil bilesiklerde bulunan ortak kimyasal yapi...........c.ccceuuveneee. 10
Sekil 2.6. Furanikotinil bilesiklerde bulunan ortak kimyasal yapi...........ccccccuvveennnen. 10
Sekil 2.7. Neonikotinoid insektisitlerin 6ncii molekiilii olan nithiazin ve

neonikotinoid insektisitlerin kimyasal yapilar.............cccoccoiiniiiniinnnnnnn. 11
Sekil 2.8. Imidaclopridin Kimyasal yapISi...........ceevevveeeeiveeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseneeeeans 12
Sekil 2.9. Kanal1 aktif hale getiren uyar1 temel alinarak siniflandirilan iyon

KaNALLATT. .o 15

Sekil 2.10. Liganda bagimli iyon kanallarinin sematik gosterimi. A) Herbir alt
iinitede bulunan transmembran segmentler. B) Alt iinite sayilar1 ve
dizilimleri temelinde ii¢ ana kategoriye ayrilan liganda bagimli iyon
KANALLATT. ..o 16

Sekil 2.11. Heteromerik kassal nAChR’iiniin sematik goriiniisii. Sol iist; reseptor

alt tinitelerinin pentamerik dizilimi, sol alt; reseptoriin a alt {initeleri
ve asetilkolin baglanma boélgeleri, sag list; a alt tinitesinin dort
transmembran segmenti ve asetilkolinin baglandigi N terminal kismu...18

Sekil 2.12.0murgali nAChR alt {initelerinin filogenetik akrabaliklar1 (solda) ve
noronal ve kassal nAChR’lerinin alt iinite kompozisyonlari (sagda).

Iki alt {inite arasindaki muhtemel agonist baglanma bélgeleri kiigiik

koyu noktalar ile gOSterilmiStir..........cocveveeviiriineeniiiii i 20

Sekil 3.1. Ova kurbagast (Rana ridibunda)............cccoceveriiiiiniiiinecee e 28
Sekil 3.2. Mikroelektrot yontemi i¢in kullanilan hiicre i¢1 elektrofiztolojik

KAYIE SISTEIMIL c.ueeitiiniieeiiic e 33

Sekil 3.3. Akim klamp protokolii..........ccceeviriiriiiiniiniiicceeee e 35

Sekil 3.4. JEOL JEM-1011 transmisyon elektron mikroskobu (TEM)...................... 37

Sekil 3.5. Mikroelektrot 6l¢iimlerinde degerlendirilen parametreler...............c...c...... 38

Sekil 4.1. Iskelet kas1 dinlenim membran potansiyeli iizerine imidaclopridin ve
imidacloprid + 107 M tubokurarinin doz-yanit egrileri (ortalama + SEM).
a; 10° M imidacloprid ile karsilastirildiginda (p<0,05).......cccccvevvveiiiennnnnn. 51

Sekil 4.2. Iskelet kas1 aksiyon potansiyeli genligi iizerine imidaclopridin
ve imidacloprid + 107 M tubokurarinin doz-yamit egrileri
(ortalama = SEM). a; 10°M imidacloprid ile karsilastirildiginda
(p<0,05), b; 10* M imidacloprid ile karsilastirildiginda (p<0,05)............. 52

Vil



Akbas, D. 2014. Neonikotinoid insektisitlerden imidaclopridin Kurbaga (Rana ridibunda) iskelet Kasi Uzerine
Elektrofizyolojik ve Histolojik Etkilerinin Arastiriimasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

Sekil 4.3. Iskelet kas1 aksiyon potansiyeli siiresi {izerine
imidaclopridin ve imidacloprid + 10”7 M tubokurarinin doz-yamt
egrileri (ortalama + SEM). a; 10 M imidacloprid ile

karsilagtirildiginda (p<0,05)......ccccuiieeiieeniieeiieee e e 53
Sekil 4.4. iskelet kas1 latans iizerine imidaclopridin ve imidacloprid + 107 M

tubokurarinin doz-yanit egrileri (ortalama £ SEM)..........ccccceevevvereenennne. 53
Sekil 4.5. Kontrol grubu iskelet kas liflerinin genel goriintiisii (X6,000)................. 54
Sekil 4.6. Kontrol grubu iskelet kas liflerinin genel goriintiisii. Mitokondri (Mt),

sarkoplazmik retikulum (0k) (X15,000)........cccccveriiiieiieniriieieerie e s 55
Sekil 4.7. Kontrol grubu iskelet kas liflerinin genel goriintiisii. Miyofibril (Mf),

sarkoplazmik retikulum (ok) (X20,000).......ccccciveiieieiieiiere e 56

Sekil 4.8. 10 M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel
goriintiisti. Glikojen birikimi (G), miyofibrillerde dejenerasyon
(ok bast), sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genigleme (ok)
(KB,000)....c ettt 57
Sekil 4.9. 10° M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel
goriintiisii. Miyofibrillerde yogun dejenerasyon (ok basi),
sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme (ok) (X15,000).......... 58
Sekil 4.10. 10 M imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel
goriintiisii. Mitokondrilerde vakuol olusumu (Mt), miyofibrillerde
kopma ve yogun dejenerasyon (ok bast), sarkoplazmik

retikulum sisternalarinda genisleme (ok) (X20,000)........ccccceeveerveenenne. 59
Sekil 4.11. 10* M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel
gorilintiisii. Glikojen birikimi (G), lipid (L) (X6,000).........ccccvvveiiveennnen. 60

Sekil 4.12. 10* M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel
goriintiisii. Mitokondri (Mt), nukleus (N), lipid (L),
miyofibrillerde dejenerasyon (ok bast), sarkoplazmik
retikulum sisternalarinda genisleme (0k) (X15,000)........ccccccvrviivniennnns 61
Sekil 4.13.10™ M imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel
goriintlisii. Miyofibril (Mf), mitokondri (Mt), miyofibrillerde
yogun dejenerasyon (ok basi), sarkoplazmik retikulum
sisternalarinda genisleme (0k) (X20,000).......c.ccceevrievireierieeieeienreeeeeeeenn 62
Sekil 4. 14. 10° M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel
goriintiisii. Glikojen birikimi (G), sarkoplazmik
retikulum sisternalarinda genisleme (0K) (X6,000).........ccccceervinnnnnnnn. 63
Sekil 4.15. 10> M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel
goriintiisii. Miyofibril (Mf), miyofibrillerde dejenerasyon
(ok bas1), sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme
(OK) (X15,000)....c0ceueeieitiniieiieiesie ettt 64

viii



Akbas, D. 2014. Neonikotinoid insektisitlerden imidaclopridin Kurbaga (Rana ridibunda) iskelet Kasi Uzerine
Elektrofizyolojik ve Histolojik Etkilerinin Arastiriimasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

Sekil 4.16. 10> M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel
goriintlisii. Miyofibril (Mf), mitokondri (Mt),
miyofibrillerde dejenerasyon (ok basi), sarkoplazmik

retikulum sisternalarinda genisleme (ok) (X20,000).........cccceevveerneennnee. 65
Sekil 4.17. 10° M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel
OTUNLUST (X6,000).....00cceiieeeiiie e 66

Sekil 4. 18.10° M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel
goriintiisii. Miyofibril (Mf), miyofibrillerde dejenerasyon
(ok bas1), sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme
(OK) (X25,000)....c.ceuveeteeiieiieiieieiesi ettt 67
Sekil 4.19. 10" M imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel
goriintiisii. Miyofibril (Mf), glikojen birikimi (G),
miyofibrillerde dejenerasyon (ok bas1), sarkoplazmik

retikulum sisternalarinda genisleme (ok) (X20,000)........cccceevienieeeennnen. 68
Sekil 4.20. 10”7 M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel
goriintiisii. Miyofibrillerde kopma (ok basi) X6,000...........c..ccceevevvennennn. 69

Sekil 4.21. 107 M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel

goriintiisii. Miyofibril (Mf), miyofibrillerde hafif dejenerasyon

(ok bast), normal goriiniimlii sarkoplazmik retikulum sisternasi

(OK) (KXL5,000)....0cueurenrererierieeeiesieseeiesie e 70
Sekil 4.22. 107 M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel

goriintiisii. Miyofibril (Mf), normal gériinimlii sarkoplazmik

retikulum sisternasi (0k) (X20,000)........ccccueerviireeiieenieeeie e 71



Akbas, D. 2014. Neonikotinoid insektisitlerden imidaclopridin Kurbaga (Rana ridibunda) iskelet Kasi Uzerine
Elektrofizyolojik ve Histolojik Etkilerinin Arastiriimasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

SiIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

M : Molar

mM : Milimolar

mV : Milivolt

nA : Nanoamper

ms : Milisaniye

mm? : Milimetrekiip

dk : Dakika

Na* : Sodyum Iyonu

K* : Potasyum Iyonu
Ca™ : Kalsiyum Iyonu

a . Alfa

§ : Beta

Y : Gama

d : Delta

€ : Epsilon

% : Yiizde

NaCl : Sodyum kloriir
KCI : Potasyum kloriir
CaCl, : Kalsiyum kloriir
NaHCO; :Sodyum bikarbonat
Ag/AgCI : Glimiig/Giimiiskloriir
ACh . Asetilkolin
nAChR :Nikotinik Asetilkolin Reseptorii



Akbas, D. 2014. Neonikotinoid Insektisitlerden imidacloprid’in Kurbaga (Rana ridibunda) iskelet Kasi Uzerine
Elektrofizyolojik ve Histolojik Etkilerinin Arastiriimasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

1. GIRIS

Bir¢ok farkli alanda zararlilar1 yok etmek icin kullanilan fiziksel, kimyasal
veya biyolojik savas maddelerine pestisit denir [1]. Pestisitler kullanma yerlerine
gore insektisitler (boceklere karsi), herbisitler (yabani otlara karsi), rodentisitler
(kemiricilere kars1), akarisitler (uyuz bocekleri ve parazitlere karsi) ve molusisitler
(yumusakgalara kars1) olarak gruplandirilirlar.  Giinlimiizde pestisit kullanima,
gittikce artan niifusla birlikte aclik tehlikesiyle kars1 karsiya kalmamak i¢in tarimsal
alanda {irtin veriminin ve kalitesinin arttirilmasinda, ayrica kemiriciler, bocekler ve
diger zararlilarin yok edilerek, bu hayvanlarla taginan vektor hastaliklara karsi
savasilmasinda oldukc¢a yaygindir. Kullaniminin halk sagligi ve ekonomisine birgok
yarar1 bulunan pestisitler diger taraftan, genis bir alanda biraktiklar1 kalintilarla su,
toprak, hava ve besin kirlenmesine neden olarak ekolojik sistemin dengesini
bozmaktadirlar. Ayrica bunlarin bazilar secici olarak kullanildiklart canli tiiri igin
toksik olurken (selektif toksik), bir kism1 da insanlar ve diger omurgali hayvanlara

zarar verirler. Pestisitlerin bu fayda zarar iliskisini degerlendirmek oldukca giictiir

[1].

Insektisitler genel olarak elde edilis bigimlerine gore biyolojik kokenli dogal
insektisitler ve sentetik insektisitler olarak ikiye ayrilirlar [2]. Kimyasal yapilarina
gore ise klorlu hidrokarbonlar, organofosforlu bilesikler, metilkarbamatlar,
piretroitler, oksadiazinler, dihidropirozoller, antranilik diamitler ve neonikotinoid

insektisitler olmak {izere sekiz gruba ayrilirlar [2, 3].

Insektisitlerin kullanim alanlarinin yaygin olmasi ve kullanilis bigimlerinin
farkli olmasi (puskiirtme, suya karigtirma, topraga serpme vs.) nedeniyle sadece
hedef canli olan zararli boceklere degil, hedef olmayan bitki hayvan ve insanlara da
kolayca ulagabilmelerini saglamaktadir [1]. Insektisit cesitliliginin fazla olmasi ve
her gecen giin yeni insektisitlerin piyasaya siiriilmesi, insektisitlerin sadece bocekler
degil, diger canlilar {izerindeki etki mekanizmalarinin arastirilmasi gerekliligini

ortaya ¢ikarmistir.
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Neonikotinoidler son yillarda iiretilen en 6nemli sentetik insektisit sinifidir.
Etkisi ve yapist kismen nikotine benzerlik gosteren bu yeni insektisit sinifi [4],
bocek noral nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR) lizerine kismi agonist etki
gosterir [5, 6, 7, 8, 9]. Neonikotinoidlerin boceklere olan segici toksisitesi bocek
sinir sistemindeki ndral nAChR’lerinin omurgali sinir sistemindeki ndral
nAChR’lerinden yapisal olarak daha farkli olmasi nedeniyle bocek nAChR’lerine
daha yiiksek afinite gostermelerinden kaynaklanmaktadir [9, 10]. Bdceklerde
nAChR’leri yalniz sinir sisteminde bulunurken, omurgalilar ve 6zellikle memelilerde
nAChR’lerinin sinir sistemi, sinir-kas kavsaginin yani sira, son yillarda yapilan
calismalar makrofaj, lenfosit, adiposit ve bircok epitel hiicrede de bulundugunu
gostermistir [11, 12, 13, 14]. Bu nedenle neonikotinoidlerin sadece hedef organizma
olan boceklerin sinir sisteminde degil, diger organizmalarin sinir sistemi disindaki
dokular iizerine etkisinin de arastirilmasma ihtiya¢ duyulmaktadir. Iskelet kasi,
nAChR’leri bakimindan ¢ok zengin bir doku olup, buradaki nAChR’leri sinir-kas
kavsaginda motor norondan gelen sinyalin kas lifi boyunca yayilmasinda ve kas

kasilmasi gibi bir¢ok fizyolojik islevin baslamasinda ana basamagi olusturmaktadir

[15].

Amfibiler (iki yasamlilar), sucul ve karasal ekosistemler i¢in Onemli
organizmalar olup [16], yasam dongiilerinde hem su, hem de karasal faz ve suya
yumurtlama gibi evreler oldugundan ekosistemdeki toksik maddelere, ozellikle
pestisitlere olduk¢a fazla maruz kalirlar [17]. Bu canlilar, yasam dongiileri boyunca
habitatlarindaki degisikliklere karsi duyarlilik gosterirler, su ve kara ekosistemleri
icin biyoindikator olarak kabul edilirler [18, 19, 20]. Glinlimiizde, diinya ¢apinda
amfibi popiilasyonlarmin giderek azalmasi, pestisitlerin bu canlilar iizerine olan

etkilerinin arastirilmasini zorunlu kilmistir [21, 22].

Neonikotinoidler sinifindan olan imidaclopridin, hedef olmayan canlilarin
(omurgalilarim) fizyolojik ve yapisal etkilerine iliskin az sayida caligma
bulunmaktadir. Bu tez kapsaminda bir neonikotinoid insektisit olan imidaclopridin

ergin kurbaga kas hiicrelerinde sinyal iletimi {izerine olan etkileri ve kas hiicresinin
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ince yapisi lizerinde meydana getirdigi degisiklikler zamana ve doza baglh olarak

arastirilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. INSEKTISITLER

Insektisitler basta tarim bitkilerini tehdit eden ve bulasic1 hastaliklar1 tasiyan
boceklerin kontroliinde kullanilan biyolojik veya kimyasal kokenli maddelerdir [2,
23]. Ogzellikle tarimda 1930’lu yillara kadar daha ¢ok bitkisel kaynakli (nikotin gibi)
insektisitler kullanilirken, 1930’lu yillardan itibaren modern sentez kimyasindaki

devrim ile birlikte ¢esitli sentetik insektisitler tiretilmistir [1].

Insektisitler olduk¢a genis bir grup olup, boceklerin gelisim evrelerini
dogrudan boceklere o6zgli yapilar iizerinden etkileyen insektisitler; kitin sentez
inhibitorleri, juvenil hormonu taklit eden insektisitler ve ektizon reseptdr agonistleri
olarak gruplandirilirlar. Bunlarin diginda kalan insektisit gruplarmin ¢ogu yararl
organizmalar ve insanlara zararli olup, ekolojik denge iizerinde daha ¢ok olumsuz

etkilere sebep olurlar [24].

Bocek gelisimini etkileyen insektisitlerin diginda kalan insektisitlerin
neredeyse hepsi norotoksik maddeler olup; basta bocekler olmak iizere canlilarin
sinir sistemi iizerine etkilidirler [1].  Insektisitlerin hedef bdlgeleri, canli
organizmada insektisit molekiiliiniin etkilesime girerek toksik etkilerini ortaya
cikarabilecekleri spesifik biyokimyasal veya fizyolojik bolgelerdir. Insektisitlerin
fiziksel o6zellikleri, onlar etkilesime girecekleri uygun bolgeleri hedef bolge olarak
secmeye zorlar [25]. Norotoksik insektisitlerin hedef bolgeleri; bocek sinir
sistemindeki enzimler, iyon kanallar1 veya reseptorlerdir [26, 27, 28]. Insektisitlerin
hedef bolgeleri lizerine etkileri farkli olup, enzim inhibisyonundan, reseptor (veya
iyon kanali) iizerine agonist (uyarilma) veya antagonist (inhibisyon) etki ve iyon
kanal modiilasyonuna (iyon kanallarinin agilip-kapanma kinetiklerinin degistirilmesi)

kadar ¢ok ¢esitlilik gosterebilir (Sekil 2.1.) [25].
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L» |Reseptir / Tyon Kanalj

von Kanal Modiilasyon

Sekil 2.1. insektisitlerin hiicrede etkilesime girdikleri pirimer hedef bolgeler ve etki

bigimleri.

Organofosforlu bilesikler ve karbamat insektisitler asetilkolinesteraz
enzimini inhibe ederek, sinir sistemi sinapslarinda asetilkolinin postsinaptik reseptore
baglanma siiresini uzatirlar [25, 28]. Organofosforlu bilesikler asetilkolinesteraz
enzimini geri doniisiimsiiz olarak inhibe ederken, karbamatlar asetilkolinesterazin
geri doniisiimlii inhibitorleridir [25]. Sonug olarak her iki insektisit grubu uzayan

noroeksitasyon nedeniyle organizmanin liimiine neden olur.

Bir diger insektisit grubu olan piretiroidler, Chrysanthemum
cinerariaefolium ciceginden elde edilen dogal bir insektisit olarak kullanilan
piretrinlerin yapay analoglaridir [29]. Klorlu hidrokarbonlardan DDT, (Dikloro
difenil trikloroethan), piretrin ve piretroidlerin hiicrede hedef bdlgeleri ayni olup,
benzer etki bigimlerine sahiptirler. Yapilan caligmalar piretiroidlerin hiicre zarindaki
sodyum kanallarinin aktivasyon kapilarinin hem acilmasini saglayarak, hem de
kapanmasini yavaglatarak hiicrede depolarizasyon siiresini uzattigini géstermistir [3].
Bu etki sonucunda uzun siire devam eden sodyum akimi ile ozellikle noronal

islevselligin bozulmasi ve asir1 noroeksitasyon meydana gelir. Diger insektisitlerden
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farkli olarak piretroid, piretrin ve DDT, hiicre zarindaki sodyum iyon kanallarinin
acilip kapanma kinetiklerini degistirerek etkilerini gosterirler [25]. Ote yandan
oksadiazinler ve dihidropirozol insektisitler de hiicre zarindaki sodyum iyon
kanallarina etkilidirler, fakat her iki insektisit grubu da piretiroidlerden farkli olarak

sodyum kanallar1 lizerine antagonist etki ederek, sodyum kanallarin1 bloke ederler [3,
30].

Klorlu hidrokarbon insektisitlerin ¢ogu, bir diger iyon kanali olan Gama-
aminobiitirik asit (GABA) kapili klor kanallar1 tizerine etkilidirler [2]. GABA kapili
klor kanallari, sinir sistemi ve sinir kas kavsaginda hiicre icerisine klor iyonlarinin
akisini saglayarak, inhibitor sinaptik iletime aracilik eden ligand kapili iyon kanali
ailesine ait iyonotropik reseptdrlerdir [2]. Siklodienler gibi insektisitler ise GABA-
kapili klor kanallarini inhibe ederek, hiicre icerisine inhibitor klor akimlariin bloke
edilmesini ve ndroeksitasyonu gerceklestirirler. Ote yandan avermektin insektisitler,
GABA-kapil1 klor kanallarinin agonisti gibi etki ederek kanali aktiflestirir ve sinir
hiicreleri igerisine klor iyon akigini arttirarak sinirsel iletimin engellenmesine ve

paralize olmasina yol agarlar [30].

Bir diger grup olan, antranilik diamit insektisitler hedef bdlgesi riyanodin
reseptOrii olan insektisitlerdir [31]. Riyanodin reseptorler kalp ve iskelet kas1 basta
olmak tizere noronlar, epitel hiicreler, lenfositler gibi bir¢ok hiicre zarinda bulunan
ve hiicre i¢1 kalsiyum depolarindan kalsiyum iyonunun sitoplazmaya salinmasin
saglayan voltaja duyarli olmayan kalsiyum kanallaridir [32, 33]. Antranilik diamit
insektisitlerin bilinen etki mekanizmasi riyanodin reseptorlerini aktive ederek hiicre
i¢i kalsiyum depolarindan sitoplazmaya diizensiz kalsiyum iyon akisinin olugmasin
saglamaktir.  Boylece, oOzellikle iskelet kas hiicre sitoplazmasinda kalsiyum
derisiminin artmasina ve bunun sonucunda kas kontraksiyonu ve kas paralizine

neden olurlar [26, 34].
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Sekil 2.2 Yaygin olarak kullanilan insektisit gruplari, organizmada etki ettikleri

hedef molekiil ve hedef bolgede meydana gelen fonksiyon degisimi.

2.1.1. Neonikotinoidler

Neonikotinoidler, hem bir nitrometilen ve nitroimin, hem de siyanoimin

grubuna sahip yeni sentetik insektisit grubudur [35]. Nitrometilenler ilk olarak 2-

(nitrometil)piridin yapisinda olan ve zayif insektisit etkisine sahip bir bilesikten

koken almistir.

Bu prototip lizerindeki ilk yapi-aktivite ¢alismasi nithiazinin (2-
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(nitrometilen)-tetrahidro-1,3-thiazin) kesfedilmesini saglamistir [36]. Nithiazinin
insektisit etkisi 2-(nitrometil)piridine gore ¢cok daha iyi olmasina ragmen, 1s18a karst
duyarl olan kararsiz yapisindan otiirii ticari olarak gelistirilmemistir. Nithiazinin
insektisit aktivitesi gelistirilerek ilk olarak Kagabu tarafindan imidacloprid ve daha
sonra imidaclopride akraba olan ve fotostabilitesi arttirilan diger nitroiminler
gelistirilmistir [37, 38]. Ticari olarak dnem arz eden imidacloprid, nitenpyram ve
acetamiprid gibi neonikotinoidlerin hepsi 6-kloro-3-piridinil kismina sahip olup, bu

nedenle dogal bilesikler olan nikotin ve epibatidine benzerlik gosterirler [35].

Yapisal olarak nikotine benzerlik gosteren neonikotinoidler, etkileri
bakimindan da nikotine benzer 6zellige sahiptirler (Sekil 2.3.). Nikotin yiizlerce yil
geleneksel tarimda dogal bir insektisit olarak kullanilmistir. Nikotin ile ilgili yapilan
radyoligand baglama ve elektrofizyolojik deneyler, nikotinin bdcek nAChR’lerine
baglanarak insektisit etkisini ortaya c¢ikardigin1 gostermektedir [39].  Fakat
neonikotinoid gibi sentetik olarak {iretilen yeni insektisitlerle karsilastirildiginda
nikotin, hedef olmayan canlilara ve 6zellikle memelilere yliksek toksisite gosterir
[40]. Neonikotinoidler yapisal benzerliklerinden 6tiirli nikotin gibi nAChR’lerine
baglanarak etki ederler [41]. Nikotinin nAChR’leri tlizerine gii¢lii etkisine ragmen
ticari bir biyopestisit olarak kullanilmamasinin nedeni; sadece bocek nAChR’lerine
degil, ayn1 zamanda diger hayvanlarin nAChR’lerine de etki ederek segicilik

gostermemesinden kaynaklanmaktadir [40].

\

Sekil 2.3. Nikotinin kimyasal yapisi [40].

Neonikotinoid bilesiklerin insektisit olarak kullanilmasindaki en 6nemli

etken, bocek nAChR’lerine olan segicilikleri olarak kabul edilir. Bu bilesiklerin
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bocek nAChR’lerine olan segiciliklerini ise negatif yiiklii nitro veya siyano
gruplarinin bocek nAChR’lerindeki katyonik alt {inite ile etkilesime girerek sagladig:
gosterilmistir [10, 42]. Rekombinant nAChR’leri ile yapilan ileri c¢alismalar,
neonikotinoid bilesiklerin baglanma karakteristikleri ve agonist etkilerini ortaya
cikarmaya yonelik olup [7, 8, 43, 44, 45]; radyoligand baglanma c¢alismalar
Drosophila’dan elde edilen Dal, Da2 ve Da3 alt iinitelerini i¢eren veya diger bocek
tiirlerinden elde edilen analog alt {initeleri iceren nAChR’lerine neonikotinoid
bilesiklerin yliksek baglanma afinitesi gosterdigine dair giiglii veriler elde edilmesini
saglamistir [44, 46, 47, 48]. Ayrica alan hedefli mutajenez gibi tekniklerin
kullanildig1 calismalarda da nAChR alt {initelerine 6zgiil dizilimli amino asitlere
neonikotinoid insektisitlerin se¢ici olarak baglandig1 gosterilmistir [49, 50, 51, 52,

53].

Neonikotinoidler kimyasal yapilarindaki farkliliklar nedeniyle {i¢ ana gruba

ayrilirlar;

I.  Kloronikotinil bilesikler: Bu grup; imidacloprid, nitenpyram, acetamiprid ve

thiacloprid insektisitleri igerir.

X

Z

Cl N

Sekil 2.4. Kloronikotinil bilesiklerde bulunan ortak kimyasal yap1



Akbas, D. 2014. Neonikotinoid Insektisitlerden imidacloprid’in Kurbaga (Rana ridibunda) iskelet Kasi Uzerine
Elektrofizyolojik ve Histolojik Etkilerinin Arastiriimasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

ii.  Thianikotini/ bilesikler: Bu ikinci grup thiamethoxam ve clothianidin

insektisitlerinden olusur.

,<\ |

Sekil 2.5. Thianikotinil bilesiklerde bulunan ortak kimyasal yap1

lii.  Furanikotinil bilesikler: Bu grubun tek 6rnegi dinotefuran insektisitidir.

Sekil 2.6. Furanikotinil bilesiklerde bulunan ortak kimyasal yapi.
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Giliniimiizde neonikotinoidler, piretiroidlerden sonra piyasaya siiriilen en hizli
biliyliyen insektisit smifi olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Neonikotinoidler tarim
zararhilarinin kontrolii ve hayvan sagligin1 koruma ¢alismalarinda (6rnegin kedi ve

kopek pirelerine kars1) genis ¢apli bir kullanim alanina sahiptirler [30].
2.1.1.1. imidacloprid

Imidacloprid (1-((6-kloro-3-pridinil)metil)-N-nitro-2-imidazolidinimin)
bocek merkezi sinir sistemini etkileyen bir norotoksin olarak gelistirilen

neonikotinoid insektisitlerin ilki ve en ¢ok kullanilanidir (Sekil 2.8.) [54].

NO
N~ 2

/
\ N

L
P

Cl N
Sekil 2.8. Imidaclopridin kimyasal yapis1 [54].
Imidaclopridin bazi fiziksel ve kimyasal &zellikleri asagidaki gibidir:
Kimyasal Formiilii: CgH10CIN5O;
Molekiil agirligi: 255,66 g/mol
Gorlinlimii: Renksiz kristaller

Erime Noktast: 144-144,5 °C
Suda Coziiniirliik: 0,51 g/L (20 °C’de) .
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2.2. DINLENIM MEMBRAN POTANSIYELI

Dinlenim halindeki bir hiicrenin i¢ tarafi, disa gore negatif potansiyeldedir.
Dinlenim membran potansiyeli olarak adlandirilan bu potansiyel, farkli hiicrelerde -
20 ile -100 mV arasinda degisir [55]. Geleneksel olarak hiicre dis1 sivi ortamin
voltajt sifir kabul edilir ve membran potansiyelinin polaritesi (pozitif veya negatif)
hiicre i¢indeki asir1 yiikiin siddetine gore tarif edilir. Hiicre dis1 sivi ortamin baslica
iyonlari, sodyum ve klor iyonlaridir.  Hiicre igi sivi ortam ise, Yyiiksek
konsantrasyonda potasyum iyonu ve iyonize olmus difiize olamayan molekiilleri,

ozellikle negatif yiiklii proteinleri ve fosfat bilesiklerini bulundurur [56].

Cizelge 2.1. Memeli kas hiicreleri i¢in yaklasik iyon konsantrasyonlari [55].

Konsantrasyon
Iyon Cinsi Hiicrelerarasi Sivi Hiicre I¢i S1vi
(umol/cm®) (umol/cm®)

Na" 145 12

K* 41 150
Katyon | H* 38.10° 13.10°

Ca* 15 10"

digerleri 5

CI 118 3,9
Anyon | HCO3 27 12

13
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2.3. IYON KANALLARI

Iyon kanallar1 genellikle kompleks yapili coklu alt iinitelere sahip
transmembran proteinlerdir [57, 58, 59]. Bu protein yapidaki kanallar, i¢i su dolu
porlar seklinde olup, uygun biiyiikliik ve elektrik yiikiine sahip iyonlarin gegisine izin
verirler. Protein yapidaki bu iyon kanallarinin ¢ok az bir kismi, her kosulda acik
bulunabilir ve pasif veya kapisiz kanal olarak adlandirilir. Aktif veya kapili kanal
olarak adlandirilan diger cogu protein yapidaki iyon kanallar1 ise, 6zel kapilari
tarafindan acilip kapanirlar. Iyon kanallari, ¢ok kisa siire igin agilan ve derhal
kapanan 0zel kapilara sahip olmalar1 nedeniyle membrandaki diger protein
olusumlardan ayrilirlar. Iyon kanallarinmn islevi, spesifik inorganik iyonlarm (Ca*,
Na®, K' vs. gibi), hiicre zarinda lipid ¢ift tabaka boyunca elektrokimyasal
gradientlerinin diisiik oldugu yone dogru hizlica difiizyona ugramalarini saglamaktir
[55, 60].

Iyon kanallarindan gegen iyon akisi, bircok hiicre fonksiyonu i¢in énemlidir.
Ozellikle sinir ve kas hiicreleri, iyon kanallarmi kullanabilme ile dzellesmislerdir.
Yasamimiz siirdiirecek biitiin fizyolojik olusumlar (kalp atisi, kas kasilmasi, yiiksek
diizeyde kavrama vs. gibi) ile ilgili siiregler, biliyiik oranda bu kanallarin iglevlerine
baghdir [55, 60]. Ayrica uyarilmayan hiicrelerde (epitel hiicreleri gibi) salgilama,
gen ekspresyonu, hiicre boliinmesi, osmotik basincin diizenlenmesi gibi ¢ok farkli

stireclerde 1yon kanallar1 ana fonksiyona sahiptirler [61].

Hiicre membraninda farkli birgok iyon kanali bulunur. Iyon kanallarini
simiflandirmada en sik kullanilan yontem; kanali aktif hale getiren uyar1 ve kanalin

secici gecirgenligi on planda tutularak yapilan siniflandirmadir [15, 55].

Iyon kanallari, temel olarak liganda bagimli iyon kanallari, voltaja bagimli
iyon kanallar1 ve mekanik kapili iyon kanallar1 olarak siniflandirilabilirler. Voltaja
bagimli iyon kanallari, uyarilabilir hiicrelerde (sinir ve kas hiicrelerinde) voltaj
degisimiyle aktive olan kanallardir. Voltaja bagimli iyon kanallari, basta aksiyon

potansiyelinin olusumu ve yayilmasi olmak {izere, esik siddetinin belirlenmesi,
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dinlenim membran potansiyelinin kontrolii ve ndrotransmitter saliniminda dogrudan
sorumludurlar [55]. Mekanik kapili iyon kanallari, hiicre membranindaki gerilmeyle
aktif veya inaktiflesen iyon kanallaridir [62]. Liganda bagimli iyon kanallar ise,
kanala 6zgii bir ligandin kanala baglanmasiyla aktive olan kanallardir. Liganda
bagimli bazi iyon kanallari, hiicre digindan gelen bir ligand ile aktive olurken, diger

liganda bagimli iyon kanallar1 hiicre i¢inden gelen ligandlarla aktive olurlar [60].

(A) Voltaja (B) Liganda Bagimhi  (C) Liganda Bagimli (D) Mekanik
Bagimh (ekstraselliiler (Intraselliiler Kapil
ligand) ligand)

KAPALI

ACIK

Sekil 2.9. Kanal1 aktif hale getiren uyar1 temel alinarak siniflandirilan iyon kanallar
[60].

Liganda bagimli iyon kanallarinin ¢ogu, noérotransmitter kapili iyon
kanallaridir ve bunlar iyonotropik reseptorler olarak da adlandirilirlar. Reseptor alt
tinitelerinin amino asit dizilimlerinin benzerligi goz oniinde bulundurularak yapilan

siniflandirmada, liganda bagimli iyon kanallar ii¢ ana gruba ayrilirlar;

I. Nikotinik asetilkolin reseptorlerine benzer yapili liganda bagimli iyon

kanallari; glisin reseptorleri (GlyR), gama aminobiitirik asit
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reseptorleri (GABAAR), nikotinik asetilkolin reseptorleri (NAChR)
ve bazi serotonin reseptorleri (5-HT3R).

ii.  lIyonotropik glutamat reseptdrleri (GIuR).

iii.  ATP kapil1 piirino reseptorleri (P2X) [63].

nAChR Ailesi ve Iyonotropik Ghitamat ATP Kapih Pirino

Benzerleri Reseptérleri Reseptérleri

2

Pentamer Tetramer Trimer

Sekil 2.10. Liganda bagimli iyon kanallarinin sematik gdsterimi. A) Herbir alt
tinitede bulunan transmembran segmentler. B) Alt iinite sayilar1 ve dizilimleri

temelinde {i¢ ana kategoriye ayrilan liganda bagimli iyon kanallar1 [64].

Giliniimlizde yapilan 0Ozellikle fizyoloji temelli c¢alismalar, hiicre
membraninda bulunan ve sinyal iletiminde gorev alan spesifik reseptér veya iyon
kanallarinin en ¢ok kullanilan ticari insektisitlerin hedef bolgeleri oldugunu

gostermektedir [3].
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2.3.1. Nikotinik Asetilkolin Reseptdrleri

Nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR) hem omurgali, hem de
omurgasizlarda eksitator bir ndrotransmitter olan asetilkoline duyarli ligand kapih
iyon kanallaridir [40]. Nikotinik asetilkolin reseptorleri, merkezinde genisligi 0,65 x
0,65 =10,40 nm? oldugu tahmin edilen i¢i su dolu bir kanala sahiptir. Bu genislikteki
bir kanaldan sodyum ve potasyumdan baska kalsiyum iyonlari, bir ve iki degerlikli
bircok katyon gecebilmektedir. Ancak, bu kanallar negatif yiiklii anyonlara gegirgen
degillerdir. Yapilan arastirmalar; kanalin agzindaki negatif yliklii amino asitlerin
0,65 nm’den kiigiik pozitif yiiklii iyonlarin gegisine izin verirken, negatif yiiklii
iyonlarin gegcisini engellediklerini ortaya koymustur. Katyonlarin arasindaki ¢ok az
secicilik nedeniyle kanaldan gecisleri, basta hiicre i¢i ve hiicre dist
konsantrasyonlarina ve elektrokimyasal siiriiklenme gii¢lerine baglidir. Kas hiicresi,
dinlenim durumunda oldugu zaman, potasyumun net siiriiklenme giicti sifirdir ¢iinkii
voltaj gradienti zarin her iki yaninda hemen hemen potasyum konsantrasyonu ile
ayarlanir. Diger yandan, sodyum icin voltaj ve konsantrasyon gradientlerinin her
ikisi de hiicreye iyon girisi i¢in ayn1 yonde faaliyet gosterir. Bu yiizden asetilkolin
reseptorli oldukea fazla sodyum girigine miisaade eder (her milisaniyede bir kanaldan
30 000 iyon). Bu giris, membran depolarizasyonuna neden olur. Bu olay kalsiyum
iyonu i¢in de aynidir fakat kalsiyumun hiicre dis1 konsantrasyonu sodyuma nazaran

cok diistiktiir [55].

Normal sartlar altinda, sinir kas kavsaginda iskelet kas membranlarinda
bulunan nAChR’lerine asetilkolinin baglanmas: ile birlikte kanalin agilmasi ve
sodyum iyonlar1 basta olmak iizere ¢ok sayida pozitif yiiklii iyonlarin hiicre igerisine
hizla girisi gergeklesir. Bu sekilde hiicre membraninda olusan depolarizasyon, kas
lifi membraninda son plak potansiyeli denilen lokal bir potansiyel degisikligi
olusturur. Son plak potansiyeli daha sonra kas membran1 boyunca yayilan aksiyon

potansiyelini baslatir ve bdylece kolinerjik iletim gerceklesmis olur [15].

nAChR’leri, her biri yaklagik 500 amino asit bulunduran hiicre membranini

dort a-sarmal halinde kat eden (M1-M4), bes homolog polipeptit alt {initeden olusur
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[55, 65, 66]. Bir alt tinitedeki M1 transmembran segmenti genis bir ekstraselliiler N
teminal kismina sahip iken (asetilkolinin bagladigi bolge), M2 transmembran
segmenti kanal porunu astarlar. M3 ve M4 transmembran segmentleri ise reseptor
fonksiyonunun diizenlenmesinde goérev alirlar ve M4 transmembran segmenti

ekstraselliiler C terminali ile sonlanir (Sekil 2.11.).

™, Asetikolin baglanma
' bolgesi

ccccc

kanal porunu
astarlar

Sekil 2.11. Heteromerik kassal nAChR’iiniin sematik goriiniigii. Sol iist; reseptor alt
initelerinin pentamerik dizilimi, sol alt; reseptoriin o alt iiniteleri ve asetilkolin
baglanma bolgeleri, sag {ist; o alt ilinitesinin dort transmembran segmenti ve

asetilkolinin baglandigi N terminal kism1 [67, 68].

Alt tiniteler, genel olarak asetilkolinin baglandig1 a-alt iiniteleri ve yapisal
alt tiniteler olarak adlandirilirlar. Asetilkolinin baglandig: alt {initeler (al-a10) 192
ve 193. pozisyonda bulunan komsu iki sisteinin varligiyla karakterize edilirler.

Yapisal alt {initeler bu sisteinleri bulundurmazlar ve kassal nAChR’lerinde B, y (¢), 9,
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noronal nAChR’lerde ise B2 - B4 olarak adlandirilirlar [69, 70, 71]. Kasta bulunan
nAChR’leri, amino asit dizilimleri belirlenen ve yama kenetleme yontemiyle islevi
incelenen ilk iyon kanalidir [65]. Yapilan ¢alismalar, sinir hiicrelerinde de
nAChR’lerinin varligmi ortaya koymus, fakat alt {nite kompozisyonlarmin
farkliligimma bagli olarak kassal ve ndral nAChR’lerinin farkli farmakolojik ve
fonksiyonel 6zellikleri oldugu gosterilmistir [72, 73, 74]. Kassal nAChR’leri al, B1,
v (¢)1, 81 alt liniteleri olan heteromerik reseptorler olup, noral nAChR’leri a2-06 ve
[2-B4 alt tinitelerinin farkli kombinasyonlarindan olusan heteromerik ve a7-a10 alt

tinitelerinden olusan homomerik reseptorleri kapsamaktadir (Sekil 2.12.) [69, 71,
73].
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Sekil 2.12. Omurgali nAChR alt iinitelerinin filogenetik akrabaliklar1 (solda) ve
ndronal ve kassal nAChR’lerinin alt iinite kompozisyonlar1 (sagda). Iki alt iinite
arasindaki muhtemel agonist baglanma bolgeleri kiiciik koyu noktalar ile

gosterilmistir [68].
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Omurgasiz (0zellikle bocekler) ve omurgali nAChR’leri arasindaki en
biiyiik farklilik, boceklerde nAChR’lerinin en bol bulunan eksitatér postsinaptik
reseptdor olusudur.  Bunun nedeni, bdcek sinir sisteminde temel eksitator
norotransmitterin asetilkolin; memeli merkezi sinir sisteminde ise glutamatin ana
eksitatdr norotransmitter olusudur [75]. Ayrica omurgalilarda sinir-kas kavsagindaki
iletim, kolinerjik iken; boceklerin sinir-kas kavsagindaki iletim, glutamaterjiktir [76].
Bu nedenle bocek sinir sistemi, nAChR’leri bakimindan en zengin dokudur [11, 77].
Buna bagli olarak imidacloprid gibi birgok norotoksik insektisitin hedef bolgesi
bocek sinir sistemindeki nAChR’leridir [40].

2.4. IMIDACLOPRIDIN BOCEKLER UZERINE ETKILERINE DAIR
CALISMALAR

Imidaclopridin insektisit aktivitesi nedeniyle, canli dokular: iizerine
etkilerine dair yapilan ilk calismalar, bocekler iizerinedir. Yapilan c¢alismalar
imidaclopridin farkli bircok bocek tiiriinden elde edilen hem dogal nAChR’lerine
[78, 79, 80, 81, 82], hem de rekombinant nAChR’lerine baglandigin1 gdstermistir
[43, 46, 47, 48, 82, 83].

Imidaclopridin boceklerdeki bu hedef bolge iizerine etkilerini arastirmak
icin yapilan elektrofizyolojik caligmalar, imidaclopridin hem dogal hem de
rekombinant bocek nAChR’lerine agonist etkisinin olabilecegini géstermistir [6, 84,
85].

Buckingham ve ark. [86] hamambdécegi Periplaneta americana, terminal
abdominal gangliyonlarindan izole dorsal noron govdelerinde (DUM) ve dev
internoronlarinda tiim hiicre akim-klamp yontemiyle imidaclopridin, doza bagh
olarak depolarizasyon meydana getirdigini, bu depolarizasyonun atropine duyarsiz
oldugunu, fakat nAChR antagonisti olan mecamylanin tarafindan ortadan
kaldirildigin1 gostermislerdir.  Benzer bigimde DUM néronlarinda imidacloprid
depolarizasyon meydana getirmis ve bu depolarizasyonlar mecamylamin tarafindan

bloke edilmistir. Arastirmacilar ¢aligmalarinda imidaclopridin farkli farmakolojik
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Ozelliklere sahip nAChR’leri iizerine etkili olurken, muskarinik asetilkolin

reseptorleri ilizerine etkili olmadigini gostermislerdir.

Bir diger ¢alismada Courjaret ve Lapied [87] patch-klamp yontemi ile
imidaclopridin  hamambdécegi  Periplaneta americana terminal  abdominal
gangliyonlarindan izole edilen dorsal néronlarindaki (DUM) iyonik akimlar iizerine
etkisini aragtirmiglardir. Dogal néronal nAChR’lerinde imidaclopridin doza bagh
olarak artan iceri dogru ge¢ici akimlar olusturdugunu ve bdylece nAChR’lerine olan

agonist etkisini gostermiglerdir.

Nauen ve ark. [88] isci arilarin (Apis mellifera), antennal lobundan izole
noronlarda tiim hiicre voltaj klamp teknigini kullanarak imidaclopridin, asetilkolin
gibi iceri dogru akimlar yaratarak nAChR’lerine neredeyse asetilkolin kadar tam

agonist etkisinin oldugunu gostermisglerdir.

Apis mellifera ile yapilan bir baska ¢alismada Deglise ve ark. [6] arilarin
koku duyusuna ait 6grenme gibi yiiksek diizeydeki noral siire¢lerde gorev alan
Kenyon hiicrelerinde patch klamp teknigini kullanarak imidaclopridin, asetilkolinin
yarattiglt iceri akimlarin %36’sm1 olusturdugunu ve bu akimlarin bir nAChR
antagonisti olan a-bungarotoksin tarafindan geri doniisiimlii olarak bloke edildigini
tespit etmislerdir. Boylece imidaclopridin arillarin  Kenyon hiicrelerindeki

nAChR’lerine kismi agonist etkisi oldugunu gostermislerdir.

Ote yandan Palmer ve ark. [89] arilardaki Kenyon hiicrelerinde patch klamp
teknigini kullanarak imidaclopridin siirekli bir depolarizasyon yarattigini ve bu
depolarizasyonun nAChR antagonisti olan d-tubokurarin tarafindan bloke edildigini
gostermislerdir. Ayrica imidacloprid tonik iceri akimlar meydana getirerek Kenyon
hiicrelerindeki nAChR’lerini siirekli olarak aktivasyonuna ve bunun sonucunda

duyarsizlasmasina neden olmustur.

Zafeiridou ve Theophilidis [90] ekstraselliiler elektrofizyolojik kayit teknigi

ile Tenebrio molitor boceginin solunum merkezi iizerine imidaclopridin etkisini
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aragtirmiglardir. ~ Imidacloprid 0,001 ve 0,010 pM konsantrasyonlarda etki
gostermezken, 0,1 uM imidacloprid konsantrasyonu solunum motor noronlarinin
aktivite frekansini siddetli bir sekilde arttirmis, 1,00 uM solunum motor néronlarinda
once temporal hipereksitasyon yaratip, hemen arkasindan dikensi potansiyellerin

siddetli bir bicimde diisiisii kaydedilmistir.

Ihara ve ark. [91] yaptiklar1 ¢alismada neonikotinoidlerin etkilerini
Amerikan hamambdcegi terminal abdominal gangliyon noronlarinda tiim hiicre patch
klamp teknigini kullanarak arastirmiglardir. Yaptiklar1 arastirmada siklik-guanidin
tipte olan neonikotinoidlerin ve o6zellikle imidaclopridin diger neonikotinoidlerle
karsilastirildiginda nAChR’leri {izerine diisilk agonist etkisi oldugunu rapor

etmislerdir.

Bir diger calismada, Brown ve ark. [92] Drosophila larvalarinin néron
membranlarinda asetilkolinin  olusturdugu iceri akimlarin 9%10-14 kadarmi
imidaclopridin olusturdugu ve bir nAChR antagonisti olan mecamylamin tarafindan
bu akimlarin  bloke edildigini gdézlemlemislerdir. Boylece arastirmacilar
imidaclopridin bocek noral nAChR’lerine kismi agonist etkisinin oldugunu

gostermislerdir.

Nguyen ve ark. [93] imidaclopridin yaprak biti merkezi sinir sistemine olan
etkisini ekstraselliiler spontan néronal aktiviteyi Olgerek test etmislerdir.
Imidaclopridin spontan dikensi potansiyel olusum aktivitesini, potansiyellerin
olusum frekansini ytikselterek bloke ettigini gdstermislerdir. Boylece imidaclopridin
bocek kolinerjik sinapslarindaki  postsinaptik membranlarda depolarizasyon
yarattigin1 ve ilk olarak agonist etki gosterdigini, sinir dokuda artan imidacloprid

konsantrasyonu ile reseptor duyarsizlagsmasi meydana geldigini savunmusglardir.
Ayrica, boceklerde imidaclopridin etkisini rekombinant nAChR’lerini

kullanarak arastiran c¢ok sayida arastirma mevcuttur. Bu g¢alismalarin amaci

imidaclopridin bocek nAChR’lerindeki hangi alt iinitelere daha c¢ok ilgisinin
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oldugunu ve ilgi gosterdikleri bu alt initeler {izerine etki bicimlerini ortaya

cikarmaktir.

Matsuda ve ark. [7] imidaclopridin etkisini tavuk rekombinant ndronal
a4/B2 nAChR, meyve sinegi (Drosophila melanogaster) rekombinant néronal Da?2
ve tavuk B2 hibrid nAChR’lerini kurbaga Xenopus laevis oositlerinde tanimlayarak,
bu reseptorler iizerine iki elektrotlu voltaj klamp teknigi ile arastirmiglardir.
Calismalarinda imidacloprid her iki reseptére kismen agonist etki gosterirken,

Do2/B2 hibrid reseptdriine, 0a4/B2 reseptoriinden daha yiliksek affinite gostermistir.

Nishiwaki ve ark. [84] Xenopus laevis oositlerinde tanimladiklar
Drosophila Do2 ve tavuk P2 hibrid nAChR’leri {izerine imidaclopridin
elektrofizyolojik etkilerini iki elektrotlu voltaj klamp teknigini kullanarak, ayrica
reseptore baglanma ve insektisit etkisi ile iliskilendirerek acgiklamaya ¢alismislardir.
Imidaclopridin hibrid Da2/B2 reseptdriine baglanma aktivitesinin agonist etkisi ve
insektisit etkisi ile iligkili oldugunu ve nAChR’lerini aktive ederek iceri akimlar

olusturdugunu gostermislerdir.

Bir bagka calismada Ihara ve ark. [8] imidaclopridin etkisini Xenopus laevis
oositlerinde tanimladiklar1 tavuk noronal homomerik a7, tavuk noronal heteromerik
a4P2 ve hibrid Drosophila melanogaster/tavuk Do2/p2 ve ALS/P2 heteromerik
reseptorleri iizerinde voltaj klamp teknigi ile arastirmislardir.  Imidaclopridin
nitroimino-imidazolidin kisminin o alt {initesi ile etkilesime girerek kismen agonist

etki sergiledigini gostermislerdir.

Ote yandan Thara ve ark. [94] iki imidacloprid birimine sahip olan HK-13
bilesigini Amerikan hamambdcegi, Periplaneta americana’nin terminal abdominal
gangliyonlar1 iizerine etkisini tiim hiicre patch klamp teknigi kullanarak
arastirmiglardir. Asetilkolin ile olusturulan membran akimlarinin HK-13 tarafindan

azaltildigin1 ve imidaclopridin gii¢lii antagonist etkisinin oldugunu gostermislerdir.
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Imidaclopridin bécek dokulari iizerine yapisal etkilerine dair ¢ok az ¢alisma
mevcuttur. Mehlhorn ve ark. [95, 96] bir kedi piresi tiirii olan Ctenocephalides felis
tiirlinlin hem ergin, hem de larva formlar {izerinde imidaclopridin etkisini
arastirmiglardir. Uygulamanin ilk dakikalarindan itibaren kas kontraksiyonlar1 ve
olusan hiperaktivite nedeniyle geri doniisiimsiiz bir sekilde kas ve sinir doku hasari

tespit etmislerdir.

Mehlhorn ve ark. [97] baska bir bocek tiirii olan, koyun bit sinegi,
Melophagus ovinus tizerine yaptiklari ¢alismada imidaclopridin yapisal olarak sinir
kas dokuyu nasil etkiledigini arastirmiglardir. Gangliyon, sinir kordu ve bu dokularla
iligkili olan iskelet kas fibrilinde oliimciil yikimlar meydana geldigini elektron

mikroskobu ile gdstermislerdir.

2.5. IMIDACLOPRIDIN HEDEF OLMAYAN CANLILAR UZERINE
ETKILERINE DAIR CALISMALAR

Insektisitler tarafindan hedef olmayan canlilarin biiyiik ¢ogunlugunu
omurgalilar olusturmaktadir.  Imidaclopridin omurgalilarin farkli dokulardaki
etkilerine dair yapilmis olan ¢alismalar basta karaciger, beyin ve lireme organlari

tizerine olup, oldukg¢a sinirli sayidadir.

Imidacloridin, disi siganlarn ve erkek farelerin karaciger ve beyinlerindeki
antioksidan enzim sistemi ve lipid peroksidasyonu iizerine etkileri nedeniyle
oksidatif strese neden oldugu gosterilmistir [98, 99, 100, 101, 102]. Imidaclopridin
sican kemik iligi ve insan lenfosit hiicre kiiltiiriinde sitogenetik ve genotoksik
etkilerinin oldugu [103, 104] ve benzer sekilde kurbaga eritrosit DNA’larinda da
genotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir [105]. Ayrica erkek sicanlarin iireme
organlariin sperm parametrelerinde bozulmalara neden oldugu [106], disi si¢anlarin
ovaryumlarindaki disilik hormonlar1 ve antioksidan enzim seviyelerinde anlamli
degisimler meydana getirdigi ve ovaryum morfolojisinde histopatolojik etkilerinin
oldugu gosterilmistir [107]. Imidaclopride maruz kalmis anne siganlarin yavrularinin

beyin dokusunda 6zellikle, motor korteks ve hipokampus bolgelerinde gliar fibrilar
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asidik protein seviyesini arttirdigi, disi si¢anlarin beyinciginde graniiler tabakadaki
graniillerin ve dendritlerin kaybolmasimna neden olarak anlamli histopatolojik
degisimler meydana getirirdigi, sigan karacigerinde sentral ven ve hepatositler
arasindaki siniizoidlerde genislemeler olusturarak hem histopatolojik, hem de
karaciger aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz ve alkalin fosfataz
enzimlerini arttirarak hepatatoksik etki gostermistir [108, 109]. Ote yandan
imidaclopridin adiposit, karaciger ve kas hiicre kiiltiiriinde insiilin sinyal kaskadin
etkileyerek insiilin direncini arttirabilecegi [110], lipid metabolizmasim etkileyerek
adipositlerde yag birikmesine neden oldugu gosterilmistir [111]. Imidaclopridin
farelerde ve sicanlarda humoral ve hiicresel immiin yanmiti baskilayarak

immiinotoksik ve dalak ve karacigerde histopatolojik etki olusturdugu gosterilmistir

[112, 113].

Imidaclopridin hedef olmayan organizmalar {izerine elektrofizyolojik
etkilerine dair ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir. Ote yandan imidaclopridin

iskelet kas sistemi iizerine etkilerine dair kapsamli bir calisma mevcut degildir.

Nagata ve ark. [85] imidaclopridin nAChR’leri {lizerine etkisini klonlanmis
sican PCI12 (adrenal bez tiimor hiicreleri) hiicrelerinde tek kanal patch klamp
yontemini kullanarak arastirmislardir. Imidaclopridin ¢ogunlukla nAChR’lerinde
yari iletim durumundayken, akimlar meydana getirdigini, asetilkolinin ise ¢ogunlukla
nAChR’lerinde ana iletim durumundayken akimlar meydana getirdigini rapor
etmislerdir. Boylece imidaclopridin nAChR’leri iizerine kismi agonist etkisinin

oldugu gosterilmistir.

Nagata ve ark. [114] imidaclopridin nAChR’leri iizerine olan etkisini
klonlanmis sigan PC12 hiicrelerinde tiim hiicre ve tek kanal patch klamp metodunu
kullanarak arastirmuglardir. Imidaclopridin karbakol tarafindan olusturulan akimlari
baskiladigi, fakat tek basina uygulandiginda kiiciik akimlar yarattigi, imidacloprid
uygulamasinda ise nAChR’lerinin acik kalma siirelerinin asetilkolin uygulamasina
gore daha kisa oldugu gosterilmistir. Bu nedenle imidaclopridin néral nAChR’lerine

hem agonist, hem de antagonist etkisinin olabilecegini bildirmiglerdir.
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Li ve ark. [115] Xenopus cinsi kurbagalarin oositlerinde tanimladiklari insan
a4p2 nAChR’leri iizerine imidaclopridin etkisini tek kanal patch klamp yontemiyle
arastirmislardir. Imidaclopridin bu reseptorlerde asetilkolin tarafindan olusturulan

akimlari inhibe ettigi gosterilmistir.

Diger taraftan, Bal ve ark. [116] tiim hiicre patch klamp yd&ntemini
kullanarak, fare beyninin koklear nukleusundaki satellit hiicreler iizerine
imidaclopridin etkisini arastirmislardir.  Imidaclopridin membran potansiyelini
depolarize edici yonde etkiledigi, iceri akimlar olusturdugu ve aksiyon potansiyeli

frekansinda artis meydana getirdigi gosterilmistir.

Seifert ve Stollberg [117] imidaclopridin kurbaga embriyonik kas
hiicrelerindeki nAChR’leri iizerine etkilerini hiicre kontraksiyonunu inceleyerek
arastirmuslardir. Imidaclopridin tek basma uygulandiginda hiicre kontraksiyonuna
neden olmadigini, fakat nikotin veya asetilkolin tarafindan olusturulan hiicre
kontraksiyonunu engelledigini gostermislerdir. Bu nedenle imidaclopridin
embriyonik kas hiicrelerindeki nAChR’leri iizerine antagonist etkisinin oldugunu
ileri stirmiislerdir. Ayrica arastirmacilar yaptiklari ¢alismada imidaclopridin tavuk
embriyolarinda kaslarin farklilagmasinda gelisimsel yetersizlik olusturdugunu

gostermislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. DENEY HAYVANLARI

Deneyler Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
(HADYEK) onayi ile gerceklestirilmistir. Deneylerde Sasu Adana Su ve Tarim
Uriinleri Ciftliginden temin edilen 50+5 gr agirh@mdaki, Rana ridibunda (Pallas,

1771) tiiriinden olan ova kurbagalar1 kullanilmistir.

Ova kurbagalarinin viicut boyu 15 cm kadar, kulak zar1 bariz, derileri
genellikle piirtiklidiir. Sirt tarafi yesil, gri, acik veya koyu kahverengi olabilir.
Bazen sirt ortasinda boyuna uzanan agik renkli bir serit bulunur (Sekil 3.1.). Karin
tarafi genellikle kirli beyaz veya sarimsi ekseriyetle kiiciik lekelidir. Erkeklerde dis

ses kesesi mevcuttur [118].

Sekil 3.1. Ova kurbagasi (Rana ridibunda) [118].

Genellikle ovalar olmak iizere, bol bitkili havuz, g6l ve agir akan sularda
yasar, sudan fazla ayrilmazlar. G6z ve burun delikleri suyun disinda kalacak sekilde
su igerisine gizlenirler. Daglik bolgelerde az bulunmalarina kargin 2250 m’ye kadar
yayildiklar1 olur.  Ciftlesme Mayis-Haziran aylarinda gergeklesir.  Ureme
mevsiminde disi, yaklagik 5000-10000 yumurta birakabilme yetenegindedir. Larva
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evresi sicakliga bagl olarak 3-4 ay siirer. Eseysel olgunluga 3 yil sonra ulagilir.
Kuzey Afrika, Orta ve Giiney Avrupa, Bati Asya ve iilkemizde ise uygun olan her
yerde bulunurlar [118, 119, 120].

3.2. KAS DOKULARININ DISEKSIYONU

Kurbagalar kulak zarlarinin arkasindan kesilerek spinal hale getirildi. Ince
bir tel ile hassas bir sekilde vertebral kolona girilerek omurilik (medulla spinalis)
tahrip edildi. Bu sekilde herhangi bir anestetik madde kullanmadan refleks
merkezleri ortadan kaldirilmis ve kurbagalar hareketsiz hale getirilmis oldu. Her
kurbagadan iskelet kas dokusu olarak iki adet gastrokinemius kas1 izole edildi. Izole
edilen kaslar, soguk kanli hayvanlardan alinan dokulari canli olarak muhafaza
edebilmek i¢in hazirlanmis Ringer ¢ozeltisine konuldu. Ringer ¢ozeltisi kaslarin
canliligint uzun siire muhafaza edebilmek i¢in %95 O, ve %5 CO;’den olusan
karbojen ile siirekli olarak muamele edildi. Kaslar 20 dakika Ringer c¢ozeltisi

icerisinde inkiibasyona birakildi.

3.3. UYGULANAN KiMYASALLAR

Deneylerde bir neonikotinoid insektisit olan imidaclopridin farkli
konsantrasyonlar1  kullanilmistir. Ayrica insektisitin - etki mekanizmasini
aydinlatabilmek i¢in bir nikotinik asetilkolin reseptdr antagonisti olan tubokurarin
kullanilmistir. Kimyasallar istenen konsantrasyonlarda Ringer cozeltisi icerisinde
¢oziinerek uygulanmistir. Ringer ¢ozeltisi; 111,87 mM NaCl; 2,47 mM KCI; 1,08
mM CaCly; ve 2,38 mM NaHCOj3’den olusmaktadir (pH=7.2).

3.4. DENEY GRUPLARI
Elektrofizyolojik deneylerde imidacloprid ve imidacloprid ile kombine
halde nAChR antagonistinin uygulandigi on farkli deney grubu olusturuldu.

Imidaclopridin yalniz uygulandig: elektrofizyolojik deneyler icin farkli imidacloprid

konsantrasyonlarinin ¢alisildigi bes deney grubu olusturuldu.  Birinci deney

29



Akbas, D. 2014. Neonikotinoid Insektisitlerden imidacloprid’in Kurbaga (Rana ridibunda) iskelet Kasi Uzerine
Elektrofizyolojik ve Histolojik Etkilerinin Arastiriimasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

grubunda 10 M imidacloprid (n=8), ikinci deney grubunda 10* M imidacloprid
(n=8), iigiincii deney grubunda  10° M imidacloprid (n=8), dérdiincii deney
grubunda 10 M imidacloprid (n=8) ve besinci deney grubunda 107 M imidacloprid
(n=8) konsantrasyonu uygulandi. Her bir deney grubunda orneklerden beser
dakikalik araliklarla toplam otuz dakika 6l¢iim alindi. Sifirner dakika iskelet kas
preparatt Ringer icerisindeyken alinan 6l¢iim olup, preparatin kendi kontroliine
karsihik gelmektedir. Sifirinc1  dakikadaki Ol¢limden sonra ortama istenen
konsantrasyonda imidacloprid eklenmis ve uygulamanin besinci dakikasindan

itibaren insektisitin etkisi aragtirllmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Imidacloprid deney gruplari.

Kontrol

Deney Gruplar: Uygulama Siiresi (dakika)
Grubu

10 M Imidacloprid (n=8)
10" M imidacloprid (n=38)
10™ M imidacloprid (n=8)
10°® M imidacloprid (n=8)
10" M Imidacloprid (n=8)

dk. dk. dk. | dk. dk. | dk. |dk.

Bu calismada imidaclopridin etkisinin elektrofizyolojik olarak ortadan
kaldirilip kaldirilmadigimi test edebilmek i¢in antagonist kombinasyon gruplar
olusturuldu.  Antagonistin iskelet kas preparatina etkisinin olup olmadigim
arastirabilmek igin yapilan 6n deneylerde antagonistin tek basma uygulandigi 107 M
tubokurarin konsantrasyon grubu olusturularak preparatlardan beser dakikalik
araliklarla otuz dakika boyunca 6l¢iim alindi. Elde edilen 6n deney sonucglarinda 10”7
M tubokurarinin iskelet kasinda elektrofizyolojik olarak anlamli bir degisim
meydana getirmedigi bir konsantrasyon olmasi nedeniyle, bu konsantrasyon,
kombinasyon gruplart i¢in uygun goriildi. Bu sekilde antagonist konsantrasyonu
olarak 107 M tubokurarin ve yukarida belirlenen farkli  imidacloprid

konsantrasyonlart kombine halde calisilarak bes farkli kombinasyon grubu
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olusturuldu (Cizelge 3.2.). Sifirinct  dakika, iskelet kas preparati Ringer
icerisindeyken alinan 6l¢tim olup, preparatin kendi kontroliine karsilik gelmektedir.
Sifirinci dakikadaki 6l¢giimden sonra ortama belirlenen konsantrasyonda imidacloprid
+ tubokurarin eklenmis ve uygulamanin besinci dakikasindan itibaren insektisit ile

birlikte antagonistin etkisi arastirilmistir.

Cizelge 3.2. Antagonist kombinasyon gruplari.

Kontrol
Deney Gruplar: Uygulama Siiresi (dakika)
Grubu

10 M Imidacloprid
+
107 M Tubokurarin
(n=8)

10" M Imidacloprid
+
10" M Tubokurarin
(n=8)

10" M Imidacloprid
+

107 M Tubokurarin dk. dk. dk. dk. dk. dk. | dk.

(n=8)

10 M imidacloprid
+
107 M Tubokurarin
(n=8)

10" M Imidacloprid
+
107 M Tubokurarin
(n=8)

Imidaclopridin iskelet kasindaki ince yapi iizerine etkisinin toksik olup
olmadigimi test etmek i¢in histolojik c¢alismalar yapilmistir. Bu calisma icin
transmisyon elektron mikroskobu kullanilmistir. Kas dokulari aym1 dozlarda otuz
dakika boyunca imidaclopride maruz birakilmistir. Otuz dakika Ringer ¢ozeltisi
icerisinde bekletilen kontrol deney grubu ile birlikte alt1 farkli histolojik deney grubu
olusturulmustur (Cizelge 3.3.).
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Cizelge 3.3. Histolojik inceleme i¢in olusturulan deney gruplari.

Deney Gruplar Uygulama Siiresi

Kontrol Grubu

10" M Imidacloprid Grubu (n=6)

10"* M Imidacloprid Grubu (n=6)
30 dakika

10™ M Imidacloprid Grubu (n=6)

10® M imidacloprid Grubu (n=6)

10" M Imidacloprid Grubu (n=6)

3.5. HUCRE iCi ELEKTROFiZYOLOJIK DENEYLER

Elektrofizyolojik deneylerde iskelet kas hiicrelerine mikroelektrotla

girilerek tek elektrotlu akim klamp yontemi kullanilmistir.

3.5.1. Mikropipetlerin Hazirlanmasi

Mikroelektrot kayitlari i¢in dis ¢ap1 1,5 ve i¢ ¢apt 1,12 mm olan, World
Presicion Instruments (ABD) markali borosilikattan yapilmis filamentli pipetler
kullanilmistir. Pipetlerden ince uglu mikropipet elde edebilmek i¢cin PULL 1 World
Presicion Instruments (ABD) markali pipet ¢ekici kullanildi. Pipet ¢ekici ile ince
uclu hale getirilen mikropipetlerin u¢ ¢ap1 0,5-1 pm olacak sekilde ayarlandi.
Mikropipetlerde iletkenligin saglanabilmesi i¢in pipet 3M KCl c¢ozeltisi ile
dolduruldu. Mikroelektrot kayitlar icin pipet direncleri 6-14 MQ olan pipetler tercih
edildi.
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3.5.2. Elektrofizyolojik Kayit Sistemi

Iskelet kas hiicrelerinden membran potansiyeli ve aksiyon potansiyeli
Olctimleri i¢in mikroelektrot yontemi kullanilmistir. Hiicre i¢i sinyaller, iki kanalli
ve bilgisayar kontrollii Multiclamp 700B (Axon Instruments, ABD) amplifikatorii
ile yiikseltgendi. Amplifikator ile uyumlu olan Digidata 1322A sayisal cevirici
(Axon Instruments, ABD) kullanildi.  Amplifikator bilgisayarda kurulu olan
Multiclamp 700B Commander (Axon Instruments, ABD) yazilimi ile yonlendirildi.
Hazirlanan mikropipetler CV-7B (Axon Instruments, ABD) model potansiyel takibi
yapan bir operasyonel amplifikatoriin pipet tutucu kismina takilarak Multiclamp
700B amplifikatorii ile baglantis1 saglandi. Pipet direncinin takibi, akim klamp
protokoliiniin hiicreye uygulanabilmesi ve dinlenim membran potansiyeli ve tekil

hiicre aksiyon potansiyeli kayitlarinin yapilabilmesi i¢in bilgisayarda Clampex 9.2

(Axon Instruments, ABD) yazilimi1 kullanildi. Elde edilen kayitlar bilgisayarda
Clampfit 9.2 (Axon Instruments, ABD) yazilimu ile analiz edildi (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Mikroelektrot yontemi i¢in kullanilan hiicre ici elektrofiztolojik kayit

sistemi.
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3.5.3. Dinlenim Membran Potansiyeli Kayd1

Izole edilen kurbaga iskelet kaslari, icerisinde sogukkanlilar i¢in hazirlanan
Ringer ¢ozeltisinin bulundugu kayitlama odacigindaki parafin iizerine tendonlarindan
igne yardimiyla fikse edilmistir. Igersinde 3M KCI pipet ¢ozeltisi bulunan
mikropipetlerden kaydedilen potansiyel deger, pipet kayitlama odacigindaki Ringer
soliisyonuna daldirildiktan sonra sifirlanmistir. Mikropipetlerin Ringer soliisyonu
igerisinde, mikropipet manipiilatér yardimi ile x, y ve z diizlemlerinde hassas bir
sekilde hareket edilerek iskelet kas hiicresine girisi ve penetrasyonu saglanmistir.
Kaslar ideal gerginlikte iken hiicreye girildigi, sistemde membran potansiyelinin ani
diisiisii ile tespit edilmistir. Hiicreye girildiginde -60 mV ve -100 mV arasinda
membran potansiyeli degerlerini veren ve bu degerlerin en az on dakika degismedigi
hiicreler saglikli hiicreler olup bu hiicreler iizerinde c¢alismaya devam edilmistir.
Kayitlarda referans elektrodu olarak ise doku odacigi igerisine yerlestirilen Ag/AgCl
pellet elektrot kullanilmistir.

3.5.4. Iskelet Kas Hiicrelerine Uygulanan Akim Protokolii
Iskelet kas hiicrelerinden hiicre ici tekil aksiyon potansiyeli kayd: icin,
biitlin kas hiicrelerine aym1 akim klamp protokolii uygulanmistir. Hazirlanan

protokolde uygulanan akim, kare puls seklinde bir uyaran olup, siddeti 100 nA ve
stiresi 0,5 ms olarak belirlendi (Sekil 3.3.).
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Akim klamp protokolii.

3.6. ELEKTRON MIKROSKOBIK INCELEME

Tez c¢aligmas1t kapsaminda elektrofizyolojik deneyler icin olusturulan

insektisit

doz gruplart histolojik ¢alisma i¢in de olusturulmustur (Cizelge 3.3.).

Kurbagalardan izole edilen gastrokinemius kaslar1 petri kabinda otuz dakika istenilen

konsantrasyonda imidaclopride maruz burakildiktan sonra doku takibine alinmistir.
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Elektron mikroskobik inceleme i¢in alinan gastrokinemius kast, 1 mm>’lik parcgalara
boliindii ve 6 saat %2,5’luk gluteraldehit soliisyonunda bekletildi. Fosfat tamponu
ile yikandiktan sonra elektron mikroskobik incelemeler i¢in doku takip islemi Leica
EM TP (Leica Microsystems GmbH, Viyana, AVUSTURYA) cihaz1 kullanilarak
asagida belirtildigi sekilde yapildi.
1. % 1’ lik osmium tetraoksit 1saat

Fosfat tamponlu tuz soliisyonu 15 dk

Fosfat tamponlu tuz soliisyonu 15 dk

Etil alkol (%50) 15 dk

Etil alkol (%60) 15 dk

Etil alkol (%70) 15 dk

Etil alkol (%80) 15 dk

Etil alkol (%90) 15 dk

Etil alkol (%100) 15 dk
. Etil alkol (%100) 15 dk
. Etil alkol (%100) 15 dk
. Etil alkol (%100) 15 dk
. Propilen oksit 15 dk
. Propilen oksit 15 dk

. Propilen oksit+resin (2+1)

© ©0 N o g bk~ w DD

e N e T o o
oo o1 A W N P O

. Propilen oksit+resin (1+1)

[EEN
\‘

. Propilen oksit+resin (1+2)

[EEN
oo

. Saf rezin 12 saat

[EEN
O

. Resin i¢gine gdmme islemi

N
S

. Etiivde (60°C) polimerizasyon 24 saat

Ik 11 basamak +4°C’de daha sonrakiler oda 1sisinda gerceklestirildi. Epoksi
resin i¢ine gomiilen dokulardan Leica Ultracut UCT 125 ultramikrotom (Leica
Microsystems GmbH, Viyana, AVUSTURYA) ile 6nce 1 pum 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
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mikroskobuna (JEOL Ltd. Tokyo-JAPONYA) eklenmis Megaview III dijital kamera
(Olympus GmbH, Germany) ile fotografland1 (Sekil 3.4.). Biitiin gruplarin kas
ornekleri elektron mikroskobunda kiigiik, orta ve biiyiik olmak {izere sirastyla 6000,

15 000 ve 20 000 biiyiitmede fotograflandi.

Sekil 3.4. JEOL JEM-1011 transmisyon elektron mikroskobu (TEM)

3.7. ANALIZ

Mikroelektrot Olgiimlerinde iskelet kas hiicresi dinlenim durumundayken
dinlenim membran potansiyeli ve uyaran verildikten sonra kaydedilen iskelet kasi
tekil aksiyon potansiyeli parametrelerinden aksiyon potansiyeli genligi, aksiyon

potansiyeli siiresi ve latans degerleri analiz edildi (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.5. Mikroelektrot 6l¢iimlerinde degerlendirilen parametreler.

Elektron mikroskobik inceleme ile iskelet kas hiicrelerinin ince yapisindaki
degisimler incelenmis olup, mitokondriyal hasar olusumu, miyofibrillerde kopma ve
miyofilament dizilimindeki diizensizlesmeye bagli olarak olusan hasarlar,
miyofilamentler arasi glikojen birikimi ve sarkoplazmik retikulum morfolojisindeki

degisimler degerlendirildi.

3.8. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRMELER

Verilerin degerlendirilmesi ve grafiklerin ¢iziminde SPSS 11.5 ve GraphPad
Prism 3.0 paket programlar1 kullanildi. Degiskenlerin normal dagilim gosterdigi
Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak tespit edildi. Istatistiksel anlamliligin sinir1

p<0.05 olarak degerlendirildi.

Imidacloprid ve tubokurarinin iskelet kasi dinlenim membran potansiyeli,

tekil aksiyon potansiyeli genligi, siiresi ve latans iizerine zamana bagl etkileri
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tekrarlayan Ol¢limlii varyans analizi yontemi kullanilarak belirlendi. Doza bagh
etkileri belirlemek i¢in gruplar arasit karsilastirmada tek faktorlii varyans analizi
(One-way Anova) kullanildi ve gruplar arasi farki degerlendirmek i¢in ¢oklu
karsilastirma testi olarak Tukey testi kullanildi. Normal dagilima uyumlu verilerin
Ozetlenmesinde ortalama + standart sapma verilirken, doza bagl grafiklerde ortalama

+ standart hata degerleri gosterilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. HUCRE ICI ELEKTROFIZYOLOJIK BULGULAR

4.1.1. imidaclopridin Tek Basina veya Kombinasyon Halinde Zamana Bagl Etkileri
41.1.1.10°M Imidaclopridin zamana bagl etkileri

Yapilan zamana bagli Slgiimlerde, 10° M imidaclopridin iskelet kasina
uyaran verilmeden dinlenim membran potansiyelini, uygulamanin 5. dakikasinda %
13, 10. dakikasinda %16 arttirmistir. Uygulamanin 15, 20 ve 25. dakikalarinda bu
artis yaklasik %20, 30. dakikada %25 olmustur. Dinlenim membran potansiyelindeki
bu artis tim zaman dilimlerinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
Iskelet kasina uyaran verildikten sonra tekil aksiyon potansiyeli genligi uygulamanin
5. dakikasinda iki kat1 kadar (%118) 10, 15, 20, 25 ve 30. dakikalarda ise 0. dakikaya
gore yaklasik iki buguk kati kadar ¢ %I150) artmistir.  Aksiyon potansiyeli
genligindeki bu artig tim zaman dilimlerinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Tekil aksiyon potansiyeli siiresi ise 5. dakikada %10, 10, 15 ve 20.
dakikada %20, 25. dakikada %40 ve 30. dakikada % 25 artig gostermistir. Bu artig
sadece 25. dakikada istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Latans tiim
zaman dilimlerinde yaklasik % 3 azalmis olup, bu azalma 10, 15, 20 ve 25.

dakikalarda istatistiksel olarak anlamlidir (Cizelge 4.1.).
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Cizelge 4.1. 10° M Imidaclopridin iskelet kas1 dinlenim membran potansiyeli ve

tekil aksiyon potansiyeli parametreleri iizerine zamana bagl etkileri.

Degisken Dinlenim Aksiyon Aksiyon
Membran Potansiyeli Potansiyeli Latans
Zaman Potansiyeli Genligi Siiresi (ms)
(dakika) (mV) (mV) (ms)
0 -97+11 104+£3,5 2,0+0,4 2,6+0,04
5 -84+16* 227+70% 2,240,3 2,5+0,14
10 -81+12%* 240+62%* 2,4+0,3 2,5+0,09*
15 -76+14%* 248+59%* 2,4+0,3 2,5+0,05%*
20 -77£13%* 247+62* 2,4+0,4 2,5+0,09*
25 -77+14%* 251+61%* 2,8+0,9%* 2,5+0,0%*
30 -73+6* 265+65* 2,5+0,7 2,5+0,08

* Qlgiimler 0. dakikaya gore p<0.05 istatistiksel olarak anlamlilik gdstermektedir
(ortalama+standart sapma).

4.1.1.2. 10 M imidacloprid + 10" M tubokurarinin zamana bagh etkileri

10° M imidaclopridin, 107 M tubokurarin ile beraber uygulandigi
kombinasyon grubunda tubokurarin, imidaclopridin iskelet kas1 dinlenim membran
potansiyelini 5. dakikada %94, 10. dakikada % 89 ve 15, 20, 25 ve 30. dakikalarda
ise yaklasik olarak %85 oraninda geri doniistiirmiistiir. Tubokurarin, kasa uyaran
verildikten sonra olusan tekil aksiyon potansiyeli genligini uygulamanin 5.
dakikasinda %94, 10. dakikasinda %90, 15. dakikasinda %84, 20, 25 ve 30.
dakikasinda ise yaklasik olarak %80 geri doniistiirmiistiir. Tubokurarin aksiyon
potansiyeli siiresi lizerine imidaclopridin etkisini ise 5. ve 30. dakikalarda %84, 10,
15, 20 ve 25. dakikalarda ortalama %70 geri doniistirmiistir.  Tubokurarin,

imidaclopridin latans iizerine olan etkisini tiim zaman dilimlerinde %99 oraninda

geri dontistiirmiistiir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. 10° M Imidacloprid + 107 M tubokurarinin iskelet kasi dinlenim

membran potansiyeli ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri iizerine zamana baglh

etkileri.
Degisken Dinlenim Aksiyon Aksiyon
Membran Potansiyeli Potansiyeli Latans

Zaman Potansiyeli Genligi Stiresi (ms)

(dakika) (mV) (mV) (ms)
0 -87+11 10517 1,8+0,5 2,6+0,05
5 -81+10 112423 2,1+0,4 2,6+0,05
10 -77+£13 11616 2,3+0,4 2,6+0,05
15 -75+12 122415 2,3+0,6 2,6+0,05
20 -74+9 124+16 2,5+0,6 2,6+0,05
25 -73+5%* 124+16 2,3+0,6 2,6+0,04
30 -75+£2 125+14 2,1+0,2 2,6+0,05

* Olgiimler 0. dakikaya gore p<0.05 istatistiksel olarak anlamlilik gostermektedir
(ortalamatstandart sapma).

4.1.1.3. 10* M imidaclopridin zamana bagh etkileri

10 M imidacloprid iskelet kasi dinlenim membran potansiyelini 5, 10, 15
ve 20. dakikada yaklasik %10 arttirken, bu artis 25. dakikada %15 ve 30. dakikada
ise %18 kadardir. Dinlenim membran potansiyelindeki bu artis tliim zaman
dilimlerinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Tekil aksiyon
potansiyeli genligi ise, uygulamanin 5. dakikasinda %42, diger zaman dilimlerinde
ise %52 artmustir. Tekil aksiyon potansiyeli genligindeki bu artig tiim zaman
dilimlerinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Aksiyon potansiyeli
stiresi 5, 10 ve 25. dakikalarda herhangi bir degisim gdstermezken, 15 ve 20.
dakikalarda %12, 30. dakikada ise %6 artmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir. Latans 5, 15 ve 25. dakikalarda herhangi bir degisim gdstermemis,
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10, 20 ve 30. dakikada %3 azalmistir. Latanstaki bu azalma 20 ve 30. dakikalarda
istatistiksel olarak anlamlidir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. 10* M Imidaclopridin iskelet kasi dinlenim membran potansiyeli ve

tekil aksiyon potansiyeli parametreleri iizerine zamana bagl etkileri.

Degisken Dinlenim Aksiyon Aksiyon
Membran Potansiyeli Potansiyeli Latans
Zaman Potansiyeli Genligi Stiresi (ms)
(dakika) (mV) (mV) (ms)
0 -77+11 95+14 1,6+0,2 2,6+0,05
5 -69+10* 135+18* 1,6+0,1 2,6+0,09
10 -704+9%* 145+11%* 1,6+0,2 2,540,12
15 -68+11* 145+15*% 1,8+1,0 2,6+0,07
20 -68+13* 144+15% 1,8+0,7 2,54+0,04%*
25 -65+10* 145+15% 1,6+0,2 2,6+0,05
30 -634+9* 145+14* 1,7+0,1 2,54+0,05%

* QOlgiimler 0. dakikaya gore p<0.05 istatistiksel olarak anlamlilik gdstermektedir

(ortalama+standart sapma).
4.1.1.4. 10" M imidacloprid + 10" M tubokurarinin zamana bagh etkileri

10* M imidaclopridin 107 M tubokurarin ile beraber uygulandigi
kombinasyon grubunda tubokurarin, imidaclopridin dinlenim membran potansiyeli
tizerine olan etkisini 5. dakikada %95, 10. dakikada %90, 15 ve 25. dakikalarda %97,
20. dakikada %94, 30. dakikada %99 geri doniistiirmiistiir. Imidaclopridin aksiyon
potansiyeli genligi lizerine olan etkisi tubokurarin tarafindan uygulamanin 5.
dakikasinda %91, diger zaman dilimlerinde ise yaklasik %88 geri doniistiirmiistiir.
Aksiyon potansiyeli siiresinde ve latansta ise tubokurarin, imidaclopridin etkisini

yaklasik %98 oraninda geri doniistiirmiistiir (Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4.4. 10" M Imidacloprid + 107 M tubokurarinin iskelet kasi dinlenim

membran potansiyeli ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri iizerine zamana baglh

etkileri.
Degisken Dinlenim Aksiyon Aksiyon
Membran Potansiyeli Potansiyeli Latans

Zaman Potansiyeli Genligi Siiresi (ms)

(dakika) (mV) (mV) (ms)
0 -77+6 98+5 1,8+0,1 2,6+0,04
5 -73+£2 107+12 1,8+0,1 2,6+0,04
10 -69+2 110+12 1,8+0,1 2,5+0,08
15 -74+3 110+12 1,8+0,1 2,6+0,00
20 -72+2 108+12 1,9+0,1 2,6+0,05
25 -74+3 110+12 1,8+0,1 2,6+£0,10
30 -76+3 108+12 1,7+0,1 2,6+0,05

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

41.1510°M Imidaclopridin zamana bagl etkileri

10° M imidacloprid iskelet kasi dinlenim membran potansiyelini
uygulamanin 5. dakikasinda %11, 10. dakikasinda %17 arttirmis, 15, 20, 25 ve 30.
dakikalarda ise ortalama %24 arttirmistir. Bu artis 10. dakikadan itibaren istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Aksiyon potansiyeli genligi 5, 10, 15. dakikalarda %25
artarken, bu artis 20, 25 ve 30. dakikalarda %15 diizeyindedir. Bu artis 5. dakikadan
itibaren istatistiksel olarak anlamli olup, sadece 25. dakikada istatistiksel anlamlilik
gostermemistir. Aksiyon potansyeli sliresi 10 ve 15. dakikalarda %20, 20 ve 30.
dakikalarda ise %6 artmis, diger uygulama zamanlarinda herhangi bir degisim
gostermemistir. Aksiyon potansiyeli siiresinde meydana gelen bu artis istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir. Latans uygulamanin 5, 10 ve 15. dakikasinda %3
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artmis, bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Diger zaman dilimlerinde

herhangi bir degisim gostermemistir (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. 10° M Imidaclopridin iskelet kasi dinlenim membran potansiyeli ve

tekil aksiyon potansiyeli parametreleri iizerine zamana bagl etkileri.

Degisken Dinlenim Aksiyon Aksiyon
Membran Potansiyeli Potansiyeli Latans
Zaman Potansiyeli Genligi Stiresi (ms)
(dakika) (mV) (mV) (ms)
0 -87+11 99+10 1,5+0,4 2,6+0,11
5 -77+14 124+23* 1,5+0,2 2,540,11
10 S72+11% 125426* 1,8+0,4 2,5+0,07
15 -67+£8* 123+£25% 1,8+0,2 2,5+0,13
20 -66+6* 1154£22% 1,6+£0,4 2,6+0,09
25 -66+8%* 114£23 1,5+0,2 2,6+0,03
30 -64+6* 114+£22* 1,6+0,5 2,6+0,09

* olctimler 0. dakikaya gore p<0.05 istatistiksel olarak anlamlilik gostermektedir.

4.1.1.6. 10®° M imidacloprid + 10" M tubokurarinin zamana bagh etkileri

10° M imidacloprid ve 107 M tubokurarinin beraber uygulandigi
kombinasyon grubunda tubokurarin, imidaclopridin iskelet kast dinlenim membran
potansiyeli lizerine olan etkisini uygulamanin 5, 10, 15, 20 ve 25. dakikasinda %98,
30. dakikasinda %94 oraninda geri doniistiirmiistiir. Tubokurarin, imidaclopridin
iskelet kasi tekil aksiyon potansiyeli genligi lizerine etkisini ise uygulamanin 5.
dakikasindan itibaren tiim zaman dilimlerinde ortalama %95 geri doniistirmiistiir.
Tubokurarin, tiim zaman dilimlerinde aksiyon potansiyeli siiresini ortalama %95,

latans1 %98 oraninda geri doniistiirmiistiir (Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4.6. 10° M Imidacloprid + 107 M tubokurarinin iskelet kasi dinlenim

membran potansiyeli ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri tizerine zamana bagl

etkileri.
Degisken Dinlenim Aksiyon Aksiyon
Membran Potansiyeli Potansiyeli Latans

Zaman Potansiyeli Genligi Stiresi (ms)

(dakika) (mV) (mV) (ms)
0 -7443 100+4 1,8+0,1 2,5+0,07
5 -72+2 1038 1,9+0,1 2,5+0,08
10 -70+£2 10447 1,8+0,1 2,5+0,08
15 -7342 106+9 1,7£0,1 2,6+0,00
20 -72+1 1069 1,9+0,1 2,5+0,05
25 -72+1 106+11 1,8+0,1 2,5+0,09
30 -79+4 104+8 1,6£0,08 2,6+0,05

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
4.1.1.7. 10° M imidaclopridin zamana bagh etkileri

10° M Imidacloprid iskelet kasi dinlenim membran potansiyelinde
uygulamanin 5, 10, 15, 20 ve 25. dakikalarinda istatistiksel olarak anlamli bir
degisim meydana getirmezken, 30. dakikasinda istatistiksel olarak anlamli %13’liik
bir artis olusturmustur. Aksiyon potansiyeli genligi uygulamanin 5, 10, 15 ve 20.
dakikalarinda ortalama %20, 25. dakikasinda %26, 30. dakikasinda ise %29 artmustir.
Aksiyon potansiyeli genliginde meydana gelen bu artis tiim zaman dilimlerinde
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Aksiyon potansiyeli siiresi
uygulamanin 5. ve 10. dakikalarinda ortalam %10, 20 ve 30. dakikalarda ortalama
%S5 azalmig, 15 ve 25. dakikalarda herhangi bir degisim sergilememistir. Aksiyon

potansiyeli sliresinde meydana gelen degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Latans tiim zaman dilimlerinde %3 azalmistir fakat bu azalma istatistiksel olarak

anlamli degildir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. 10° M Imidaclopridin iskelet kasi dinlenim membran potansiyeli ve

tekil aksiyon potansiyeli parametreleri lizerine zamana bagl etkileri.

Degisken Dinlenim Aksiyon Aksiyon
Membran Potansiyeli Potansiyeli Latans
Zaman Potansiyeli Genligi Stiresi (ms)
(dakika) (mV) (mV) (ms)
0 -95+9 93+13 1,9+0,4 2,7+0,10
5 -95+11 112+19* 1,6+£0,4 2,6+0,10
10 -95+9 110+£17* 1,7+£0,4 2,6+0,10
15 -94+10 111+£15% 1,9+0,3 2,6+0,11
20 -93+11 114+17* 1,8+0,3 2,6+0,10
25 -03+12 118+£20* 1,9+0,3 2,6+0,10
30 -83+6* 120+£22* 1,8+0,2 2,6+0,05

* olctimler 0. dakikaya gore p<0.05 istatistiksel olarak anlamlilik gostermektedir.
41.1.8.10°M imidacloprid + 107 M tubokurarinin zamana bagl etkileri

10° M Imidaclopridin 107 M tubokurarin ile beraber uygulandig1 grupta
tubokurarin, imidaclopridin iskelet kas hiicresi dinlenim membran potansiyeli
tizerine etkisini uygulamanin 5, 10, 15, 20 ve 25. dakikalarda %99, 30. dakikada ise
%093 oraninda geri doniistiirmiistiir. Tubokurarin, imidaclopridin aksiyon potansiyeli
genligi lzerine etkisini 10, 15, 20 ve 25. dakikalarda ortalama %95 geri
dontigtirmistiir.  Tim zaman dilimlerinde tubokurarin, imidaclopridin aksiyon

potansiyeli siiresi lizerine etkisini ortalama %95, latanst %99 oraninda geri

dontistiirmiistiir (Cizelge 4.8.).
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Cizelge 4.8. 10° M Imidacloprid + 107 M tubokurarinin iskelet kasi dinlenim

membran potansiyeli ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri lizerine zamana bagli

etkileri.
Degisken Dinlenim Aksiyon Aksiyon
Membran Potansiyeli Potansiyeli Latans

Zaman Potansiyeli Genligi Siiresi (ms)

(dakika) (mV) (mV) (ms)
0 -80+6 10143 1,8+0,1 2,6+0,05
5 -78+6 102+6 1,9+0,1 2,6+0,07
10 -79+5 105+8 1,9+0,1 2,6+0,07
15 -81+4 108£10 1,8+0,1 2,6+0,06
20 -81+3 1079 1,8+0,1 2,6+0,06
25 -80+3 108+10 1,9+0,08 2,6+£0,06
30 -86+4 101+£9 1,7+0,05 2,6+0,04

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

4.1.1.9. 10”7 M imidaclopridin zamana bagh etkileri

107

Imidacloprid iskelet kast

dinlenim membran potansiyeli

uygulamanin tiim zaman dilimlerinde ortalama %3 artmistir. Aksiyon potansiyeli

genligi uygulamanin tim zaman dilimlerinde ortalama %4 artmustir.

Dinlenim

membran potansiyeli ve aksiyon potansiyeli genligindeki bu artiglar istatistiksel

olarak anlamli bulunmamuistir.

olarak anlamli bir degisim meydana gelmemistir (Cizelge 4.9.).

Aksiyon potansiyeli siiresi ve latansta istatistiksel
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Cizelge 4.9. 107" M Imidaclopridin iskelet kas1 dinlenim membran potansiyeli ve

tekil aksiyon potansiyeli parametreleri lizerine zamana bagl etkileri.

Degisken Dinlenim Aksiyon Aksiyon
Membran Potansiyeli Potansiyeli Latans
Zaman Potansiyeli Genligi Siiresi (ms)
(dakika) (mV) (mV) (ms)
0 -84+11 87+8 1,6£0,5 2,6+0,03
5 -80+12 91+11 1,7£0,3 2,6+0,07
10 -82+13 89+12 1,6+0,4 2,5+0,11
15 -83+11 90+11 1,7+0,2 2,6+£0,06
20 -82+9 90+12 1,5+0,3 2,5+0,04
25 -83+11 91+12 1,7+0,4 2,6+0,03
30 -82+11 90+11 1,5+0,3 2,6+0,07

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

4.1.1.10. 107 M Imidacloprid + 107 M tubokurarinin zamana bagli etkileri

107 M Imidaclopridin

107 M tubokurarin ile beraber uygulandig

kombinasyon grubunda tubokurarin, imidaclopridin iskelet kasi dinlenim membran

potansiyeli iizerine etkisini tiim zaman dilimlerinde ortalama %96 oraninda geri

doniistirmiistiir.

Tubokurarin, imidaclopridin aksiyon potansiyeli genligi iizerine

etkisini ise uygulamanin tiim zaman dilimlerinde ortalama %97 geri doniistiirmuistiir.

Tubokurarin aksiyon potansiyeli siiresi ve latans {lizerine imidaclopridin etkisini %99

oraninda geri doniistiirmiistiir (Cizelge 4.10.).
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Cizelge 4.10. 107 M Imidacloprid + 107 M tubokurarinin iskelet kasi dinlenim

membran potansiyeli ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri lizerine zamana bagli

etkileri.
Degisken Dinlenim Aksiyon Aksiyon
Membran Potansiyeli Potansiyeli Latans

Zaman Potansiyeli Genligi Siiresi (ms)

(dakika) (mV) (mV) (ms)
0 -84+5 1014 1,8+0,1 2,6+0,07
5 -82+7 103+8 1,8+0,1 2,5+0,08
10 -81+7 105+8 1,8+0,1 2,5+0,08
15 -84+8 106+8 1,8+0,1 2,5+0,04
20 -83+6 105+9 1,8+0,1 2,5+0,05
25 -82+7 105+10 1,8+0,1 2,5+0,05
30 -88+4 103+9 1,6+0,1 2,6+0,04

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
4.1.2. Imidaclopridin Tek Basina veya Kombinasyon Halinde Doza Bagh Etkileri

Imidaclopridin iskelet kas hiicresi dinlenim membran potansiyeli ve aksiyon
potansiyeli parametreleri iizerine doza bagl etkisi uygulamanin 30. dakikasina gore

arastirilmis ve doz yanit egrileri ¢izilmistir.

Dinlenim membran potansiyeli 10°M, 10*M ve 10°M imidacloprid
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermemistir
(Sekil 4.1.). Fakat bu ii¢ konsantrasyon grubu ile 10°M ve 10"M imidacloprid
konsantrasyon gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur
(p<0.05). Yiiksek konsantrasyonlarki imidacloprid (10°M, 10™*M ve 10°M) iskelet
kas1 dinlenim membran potansiyelini diigiik konsantrasyondaki gruplarina gore (10

°M ve 10'M) daha pozitif degerlere yiikseltmistir (Sekil 4.1.). Ote yandan farkl
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imidacloprid konsantrasyonlartyla kombine halde uygulanan tubokurarin ozellikle
yiiksek imidacloprid konsantrasyonlarmin dinlenim membran potansiyeli iizerine
depolarize edici etkisini azaltmistir. Tubokurarin dinlenim membran potansiyeli
iizerine 10°M imidaclopridin etkisini %4, 10“*M imidaclopridin etkisini %20, 10°M
imidaclopridin etkisini %23, 10°M imidaclopridin etkisini %4, 10”'M imidaclopridin

etkisini %7 oraninda geri doniistiirmiistiir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Iskelet kasi dinlenim membran potansiyeli iizerine imidaclopridin ve
imidacloprid + 107 M tubokurarinin doz-yanit egrileri (ortalama + SEM). a; 10° M

imidacloprid ile karsilastirildiginda (p<0,05).

Imidacloprid aksiyon potansiyeli genligini biitiin konsantrasyon gruplarinda
arttirmistir. Aksiyon potansiyeli genligi iizerine imidaclopridin meydana getirdigi bu
artis 10°M imidacloprid konsantrasyon grubunda en fazla olup, 10>M imidacloprid
grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik mevcuttur
(p<0,05). Ayrica 10*M imidacloprid konsantrasyon grubu ile 10”'M imidacloprid
konsantrasyon grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilmistir (Sekil 4.2.). Tubokurarin, imidaclopridin aksiyon potansiyeli genliginde
meydana getirdigi bu artis1 geri doniistiiren bir etki sergilemistir. Tubokurarin

aksiyon potansiyeli genligi iizerine 10°M imidaclopridin etkisini %54, 10™M
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imidaclopridin etkisini %26, 10°M imidaclopridin etkisini %10, 10°M ve 10'M

imidaclopridin etkisini %15, oraninda geri doniistiirmiistiir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. iskelet kasi aksiyon potansiyeli genligi iizerine imidaclopridin ve
imidacloprid + 107 M tubokurarinin doz-yanit egrileri (ortalama + SEM). a; 10° M
imidacloprid ile karsilastinldiginda (p<0,05), b; 10* M imidacloprid ile
karsilastirildiginda (p<0,05).

Aksiyon potansiyeli siiresindeki en biiyiik degisim, en yiiksek doz grubu
olan 10°M imidacloprid konsantrasyon grubunda meydana gelmistir. Aksiyon
potansiyeli siiresindeki bu degisim artis yoniinde olup, 10°M imidacloprid
konsantrasyon grubuyla diger konsantrasyon gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik oldugu tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 4.3.). Tubokurarin, en
yiiksek konsantrasyon grubu olan 10°M imidacloprid konsantrasyon grubunda

meydana gelen bu artis1 %20 oraninda geri doniistiirmiistiir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. iskelet kasi aksiyon potansiyeli siiresi iizerine imidaclopridin ve
imidacloprid + 107 M tubokurarinin doz-yanit egrileri (ortalama + SEM). a; 10° M

imidacloprid ile karsilastirildiginda (p<0,05).

Latans 10°M ve 10™M imidacloprid konsantrasyon gruplarinda azalan
yonde bir degisim gostermis fakat bu degisim istatistiksel olarak anlamh
bulunmamustir.  10°M ve 10™®M imidacloprid konsantrasyon gruplari ve diger

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. iskelet kasi latans iizerine imidaclopridin ve imidacloprid + 107 M

tubokurarinin doz-yanit egrileri (ortalama + SEM).
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4.2. ELEKTRON MIiKROSKOBIK BULGULAR

Calismadaki biitiin gruplarin iskelet kas oOrnekleri transmisyon elektron
mikroskobunda X6,000, X15,000 ve X20,000 olmak {izere kiiciik, orta ve biiyiik

biiylitmede incelenmistir.

4.2.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubuna ait Orneklerde kas hiicrelerinin normal morfolojik
Ozelliklere sahip oldugu saptanmistir.  Yapilan incelemede kontrol grubu kas
hiicrelerinin sarkoplazmasinda bulunan miyofibrillerin diizgiin bir dizilim gosterdigi,
iki Z ¢izgisi arasinda kalan ve kasilma birimi olan sarkomerin yapisinin korundugu

tespit edilmistir. Miyofibriller arasinda bulunan mitokondriyonlarin krista ve matriks

goriiniimlerinin, sarkoplazmik retikulum sisternalarinin ve diger organellerin normal

yapida oldugu izlenmistir (Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7.).

Sekil 4.5. Kontrol grubu iskelet kas liflerinin genel goriintiisii (X6,000).
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Sekil 4.6. Kontrol grubu iskelet kas liflerinin genel goriintiisii. Mitokondriyon (Mt),
sarkoplazmik retikulum (ok) (X15,000).
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Sekil 4.7. Kontrol grubu iskelet kas liflerinin genel goriintiisii. Miyofibril (Mf),
sarkoplazmik retikulum (ok) (X20,000).
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4.2.2.10° M imidacloprid Grubu

10° M imidaclopride maruz birakilmus iskelet kas hiicrelerinde miyofibril
diizenlenmesinde ve sarkomer yapisinda bozulmalara rastlanmistir. Bazi bolgelerde
miyofibrillerde kopmalar, incelmeler ve miyofibriller aras1 genislemeler mevcuttur.
Mitokondriyonlarda vakuol olusumu ve sarkoplazmik retikulum sisternalarinda
genislemeler goriilmiistiir. Ayrica bazi bdlgelerde miyofibriller arasinda yogun

glikojen birikimi mevcuttur (Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10.).

o 7 Mﬁ}g&.,“‘;.‘.ﬁ.“_ o - ¢
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Sekil 4.8. 10° M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.
Glikojen birikimi (G), miyofibrillerde dejenerasyon (ok basi), sarkoplazmik
retikulum sisternalarinda genisleme (ok) (X6,000).
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Sekil 4.9. 10° M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.
Miyofibrillerde yogun dejenerasyon (ok basi), sarkoplazmik retikulum
sisternalarinda genigleme (ok) (X15,000).
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Sekil 4.10. 10° M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.
Mitokondriyonlarda vakuol olusumu (Mt), miyofibrillerde kopma ve yogun
dejenerasyon (ok basi), sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme (ok)
(X20,000).
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4.2.3.10* M imidacloprid Grubu

10* M imidaclopride maruz birakilmus iskelet kas hiicrelerinde miyofibril
diizenlenmesinde dejenerasyon, Z bantlarinin diizensizligine bagl olarak sarkomer

biitlinliiglinde bozulmalar, mitokondriyonlarda hasar olusumu, sarkoplazmik

retikulum sisternalarinda genigleme ve sarkoplazmada yer yer glikojen birikimi

gozlenmistir (Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13.).

Sekil 4.11. 10 M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.
Glikojen birikimi (G), lipid (L) (X6,000).
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Sekil 4.12. 10* M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.
Mitokondriyon (Mt), nukleus (N), lipid (L), miyofibrillerde dejenerasyon (ok bast),
sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genigleme (ok) (X15,000).
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Sekil 4.13. 10* M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.
Miyofibril (Mf), mitokondriyon (Mt), miyofibrillerde dejenerasyon (ok basi),
sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme (ok) (X20,000).
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4.2.4.10° M imidacloprid Grubu

10° M imidaclopride maruz birakilmus iskelet kas hiicrelerinde miyofibril
dizilimi 10° M ve 10 M imidaclopridin uygulandigi yiiksek doz gruplarna gore
daha diizgiindi. Miyofibriller arast genislemeler, glikojen birikimi ve
miyofibrillerde yer yer kopmalar, sarkoplazmik retikulumda genislemeler mevcuttu

(Sekil 4.14., Sekil 4.15., Sekil 4.16.).
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Sekil 4.14. 10° M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.

Glikojen birikimi (G), sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme (ok)
(X6,000).
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Sekil 4.15. 10° M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.
Miyofibril (Mf), miyofibrillerde dejenerasyon (ok basi), sarkoplazmik retikulum
sisternalarinda genigleme (ok) (X15,000).
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Sekil 4.16. 10° M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.
Miyofibril (Mf), mitokondriyon (Mt), miyofibrillerde dejenerasyon (ok basi),
sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme (ok) (X20,000).

65



Akbas, D. 2014. Neonikotinoid Insektisitlerden Imidacloprid’in Kurbaga (Rana ridibunda) Iskelet Kasi Uzerine
Elektrofizyolojik ve Histolojik Etkilerinin Arastiriimasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

4.2.5. 10" M imidacloprid Grubu

10° M imidaclopride maruz birakilmis iskelet kas hiicrelerinde sarkomer
yapisinin korunmasia ragmen, miyofibrillerde yer yer kopmalar mevcuttu.

Miyofibriller arasinda yer yer glikojen birikimi tespit edilmis olup, sarkoplazmik

retikulum sisternalarinda genislemeler izlenmekteydi (Sekil 4.17., Sekil 4.18., Sekil
4.19.).

Sekil 4.17. 10° M imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii
(X6,000).
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Sekil 4.18. 10° M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.
Miyofibril (Mf), miyofibrillerde dejenerasyon (ok basi), sarkoplazmik retikulum
sisternalarinda genigleme (ok) (X15,000).
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Sekil 4.19. 10° M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.
Miyofibril (Mf), glikojen birikimi (G), miyofibrillerde dejenerasyon (ok basi),
sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme (ok) (X20,000).
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4.2.6. 107 M imidacloprid Grubu

10" M imidacloprid grubunda miyofibril diizenlenmesi ve sarkomer yapisi
ile mitokondriyonlar ve sarkoplazmik retikulum sisternalari normal goriintimdeydi.
Fakat miyofibriller arasi genislemeler ve yer yer kopmalar diger gruplarla
kiyaslandiginda daha az olmasma ragmen en diisik doz grubu olan 107 M

imidacloprid grubunda da izlenmistir. Miyofibriller aras1 glikojen birikimi diger doz

gruplarina gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.20., Sekil 4.21., Sekil
4.22.).

Sekil 4.20. 107 M imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.
Miyofibrillerde kopma (ok bas1) (X6,000).
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Sekil 4.21. 10" M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.
Miyofibril (Mf), miyofibrillerde hafif dejenerasyon (ok basi), normal goriiniimlii
sarkoplazmik retikulum sisternasi (ok) (X15,000).
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Sekil 4.22. 107 M Imidacloprid grubuna ait iskelet kas liflerinin genel goriintiisii.

Miyofibril (Mf), normal goriiniimli sarkoplazmik retikulum sisternasi (ok)
(X20,000).

71



Akbas, D. 2014. Neonikotinoid Insektisitlerden imidacloprid’in Kurbaga (Rana ridibunda) iskelet Kasi Uzerine
Elektrofizyolojik ve Histolojik Etkilerinin Arastiriimasi, Doktora Tezi, Mersin Universitesi.

4.3. TARTISMA

Bu calismada neonikotinoid insektisitlerin ilki ve en ¢ok kullanilan iiyesi
olan imidacloprid ve bir nAChR antagonisti olan tubokurarinin omurgali iskelet kas
hiicresi dinlenim membran potansiyeli ve tekil aksiyon potansiyeli parametreleri
tizerine etkileri hem zamana, hem de doza bagli olarak hiicre i¢i elektrofizyolojik
tekniklerle arastirilmistir. Ayrica imidaclopridin iskelet kas hiicresinin ince yapisi
lizerinde meydana getirdigi degisimler transmisyon elektron mikroskobu yardimiyla
incelenmistir. Yapilan literatiir aragtirmasi sonucu neonikotinoidlerin ergin omurgali
iskelet kas hiicreleri lizerine elektrofizyolojik ve yapisal etkilerini inceleyen kapsamli

bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Bulgular, insektisitlerin hedef olmayan organizmalarin iskelet kas sistemleri
iizerine etkilerine dair yeni bilgiler elde etmemizi saglamistir. 10°-107 M arasi
imidacloprid, iskelet kasi dinlenim membran potansiyelinin kontrole gore daha
pozitif degerlere cikmasini saglayarak, hiicre membraninin depolarize olmasina
neden olmustur. Bu etki, yiiksek doz gruplarinda diisiik doz gruplarina gére daha
fazla olup, zamana bagli olarak imidacloprid maruziyetinin ilk 5. dakikasindan
itibaren ortaya ¢ikmugtir. Imidacloprid iskelet kas tekil aksiyon potansiyeli genligini
en yiiksek doz olan 10° M konsantrasyonda kontrole gore dramatik olarak yaklasik
iki buguk kat kadar yiikseltmis ve bu yiikselis diger konsantrasyon gruplarinda
nispeten daha az olmak iizere devam etmistir. Aksiyon potansiyeli genligindeki
yiikselis, imidacloprid maruziyetinin ilk 5. dakikasinda ortaya ¢ikmis ve tiim zaman
dilimlerinde devam etmistir. Ote yandan aksiyon potansiyeli siiresi, 10° M
imidacloprid grubunda diger konsantrasyon gruplariyla kiyaslandiginda uzamistir.
Bu uzama zamana baglh olarak imidacloprid maruziyetinin 25. dakikasinda
istatistiksel olarak anlamlilik gdstermistir. Diger konsantrasyon gruplarinda aksiyon
potansiyeli siiresinde anlamli bir degisim goriilmemistir. Diger bir parametre olan
latans ise tiim konsantrasyon gruplarinda kisalma egilimi gdstermis, fakat bu kisalma
imidacloprid konsantrasyon gruplar1 arasinda doza bagli olarak istatistiksel bir
anlamlilik gdstermemistir. Zamana bagl olarak latans, sadece 10° M ve 10* M

imidacloprid konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamli kisalmistir. Latanstaki
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bu kisalma, 10° M imidacloprid konsantrasyonunda 5. dakikadan, 10* M

imidacloprid konsantrasyonunda ise 10. dakikadan itibaren meydana gelmistir.

Bir nAChR antagonisti olan tubokurarin, imidaclopridin iskelet kasi
dinlenim membran potansiyeli, aksiyon potansiyeli genligi ve siiresinde meydana

getirdigi artis1 ve latansta meydana getirdigi kisalmayi baskilamistir.

Elde edilen elektrofizyolojik bulgular, imidaclopridin omurgali iskelet kas
hiicrelerini, hem dinlenim durumunda, hem de sinyal iletimi durumunda etkiledigini
ve bu etkinin doza bagli olarak arttigini gdstermektedir. Imidaclopridin, hiicre
dinlenim durumundayken, dinlenim membran potansiyelini daha pozitif degerlere
yiikseltmesi ve iletim durumundayken aksiyon potansiyeli genligini arttirmasi,
iskelet kas hiicreleri iizerine depolarize edici etkisinin oldugunu gostermektedir.
Temel olarak, hiicrenin depolarize olmasi, hiicre i¢i iyon dengesinin gegici bir
stireligine bozularak, art1 yiiklii katyonlarin artis1 veya eksi yiiklii anyonlarin azalisi
ile saglanir. nAChR antagonisti olan tubokurarinin imidaclopridin depolarize edici
bu etkisini kismen de olsa baskilamasi, imidaclopridin nAChR’lerine baglanarak
membrandaki bu reseptorlerden hiicre igerisine katyon iyon akisinin gergeklesmesine

neden oldugunu ve nAChR agonisti olarak gorev yaptigini diisiindiirmektedir.

Ote yandan imidacloprid iskelet kas1 aksiyon potansiyeli siiresini doza bagl
olarak uzatmistir. Tubokurarinin, imidaclopridin aksiyon potansiyeli siiresi iizerine
etkisini geri ¢cevirmesi, aksiyon potansiyeli tizerindeki uzamanin, imidaclopridin yine
nAChR’lerini  etkilemesinden  kaynaklandigi  sonucunu  desteklemektedir.
Imidacloprid, nAChR’lerine baglanarak sadece agonist etki degil, aym1 zamanda
kanal modiilatorii olarak da gdrev yapiyor olabilir. Imidacloprid, nAChR lerinin
acilmasimi saglayarak agonist etki gosterirken, agildiktan sonra kanalin normalden
daha yavas kapanmasini saglayarak aksiyon potansiyeli siiresini uzatmis olabilir.
Ayrica, iskelet kas hiicrelerinde aksiyon potansiyeli olusumunu tetikleyen ana unsur
nAChR’lerinden gerceklesen sodyum iyon girisi iken, kas membraninda bulunan
voltaja bagimli sodyum ve potasyum kanallari, membrandaki depolarizasyondan

etkilenerek aksiyon potansiyeli olusumuna katkida bulunurlar. Imidacloprid sadece
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nAChR’lerini degil, ayn1 zamanda voltaja bagimli sodyum kanallariin aktivasyon
stirelerini uzatarak veya inaktivasyonunu geciktirerek, yada repolarizasyondan
sorumlu potasyum kanallarinin aktivasyonunu geciktirerek aksiyon potansiyeli siiresi
lizerinde uzama meydana getirmis olabilir. Literatiirde bu bulguyu tartisabilecek

herhangi bir veriye rastlanmamustir.

Imidaclopridin, latans1 doza bagli olarak kisaltmasi, depolarize edici
etkisinden kaynaklaniyor olabilir. Bu veri, yiiksek konsantrasyon gruplarinda
imidaclopridin iskelet kas lifinde iletimi arttirdiginin gostergesidir. ~ Aksiyon
potansiyeli genligindeki yiikselis ile beraber artan iletim hiz1 iskelet kas lifinde asir1

uyarilmiglik (hipereksitabilite) meydana getirmistir.

Imidaclopridin bocek sinir sisteminde igeri dogru pozitif yiiklii akimlar ve
néron membranlarinda depolarizasyon meydana getirdigi ve bu depolarizasyonlarin
nAChR antagonistleri tarafindan ortadan kaldirildigi birgok arastirmaci tarafindan
gosterilmistir [86, 90, 91, 92, 93]. Her ne kadar bocek ve omurgali nAChR’leri
arasinda yapisal farkliliklar olsa da bulgularimiz, imidaclopridin omurgali

nAChR’lerini benzer mekanizmayla etkileyebilecegini gostermektedir.

Imidaclopridin, omurgali nAChR leri iizerine etkilerini inceleyen smirli
sayidaki caligmalarda ise farkli etkiler s6z konusudur. Bu ¢aligmaya benzer bulgular
elde eden Bal ve ark. [116] 10 uM ve lizerindeki konsantrasyonlarda imidaclopridin
fare beyni koklear nukleusundaki satellit hiicrelerinde dinlenim membran
potansiyelini ortalama 6 mV kadar depolarize ettigini, igeri dogru akimlar meydana
getirdigini ve ayrica aksiyon potansiyeli frekansinda artis olusturarak ndron
membranlarinin uyarilabilirligini arttirdigini gdstermislerdir.  Ote yandan 50 pM
tubokurarinin, imidaclopridin membran potansiyeli, iceri dogru akimlar ve aksiyon

potansiyeli frekansindaki artig1 bloke ettigini gostermislerdir.
Imidaclopridin, omurgalilarin hem homomerik, hem de heteromerik

nAChR’leri iizerine etkilerinin arastirildigi calismada, Thara ve ark [8] tavuk o7

homomerik ve tavuk a4fB2 heteromerik nAChR’lerini, Xenopus laevis oositlerinde
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tanimlamiglar ve imidaclopridin reseptor akimlari iizerine etkisini voltaj klamp
teknigi ile aragtirmislardir. 1 mM imidaclopridin, homomerik a7 nAChR’lerinde
igeri dogru akimlar meydana getirerek agonist etkisinin oldugunu ve heteromerik
042 nAChR’leri lizerine ¢ok az etki gostererek, zayif agonist etkisinin oldugunu
belirtmiglerdir. Imidaclopridin, asil etki ettigi nAChR alt iinitesinin o alt iinitesi
oldugunu belirten arastirmacilar, bu etkinin heteromerik reseptorlerde daha az
oldugunu gostermislerdir. Farkli olarak iskelet kaslarinda bulunan nAChR’leri
heteromerik reseptorler olup bu tez ¢alismasinda, reseptorlerin imidaclopride olan
duyarliligt olduk¢a fazla gibi goriinmektedir.  Arastirmacilarin model olarak
kullandig1 heteromerik reseptorler, sadece o ve B gibi iki tip alt iinite igermektedir.
Tez c¢alismasinda kullanilan dogal kas lifi membranlarindaki heteromerik
NAChR’lerin a, B, 0, y olmak tizere dort farkli alt iiniteye sahip oldugu bilinmektedir.
Kullanilan elektrofizyolojik teknigin farkli olmasi nedeniyle birebir kiyaslama gibi
durum ¢ok saglikli olmasa da tez g¢aligmasinda elde edilen bulgular, imidaclopridin
kas lifi membranlari tizerine giiglii depolarize edici etkisinin Thara ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismaya gore daha fazla oldugunu gostermektedir. Bu nedenle sonuglar,
imidaclopridin reseptor iizerine etki giicliniin heteromerik nAChR ’lerinin igerdikleri

alt linitelerin ¢esitliligine gore degisebilecegini diisiindiirmektedir.

Farkli bir preparat kullanan Nagata ve ark. [85] yaptiklar1 g¢alismada
sicanlarin  adrenal bez tiimor hiicreleri {iizerindeki nAChR’lerine 10 puM
imidaclopridin ve asetilkolinin etkisini tek kanal patch klamp yontemi ile
arastirmiglardir. Asetilkolinin nAChR’leri ana iletim durumundayken, igeri akimlar
meydana getirirken, imidaclopridin ise nAChR’leri yar1 iletim durumundayken igeri
dogru akimlar meydana getirdigini gostermislerdir. Bu nedenle, imidaclopridin
kismi agonist olarak etki ettigini ileri siirmiislerdir. Diger bir ¢alismada, Nagata ve
ark. [114] ayn1 preparati kullanmislar ve bu ¢alismalarinda 30 uM imidaclopridin bir
nAChR agonisti olan 100 uM karbakol tarafindan olusturulan akimlar1 baskiladigini,
ayni sekilde 10 uM imidaclopridin 10 uM asetilkolin tarafindan olusturulan akimlari
baskiladigini1 fakat 10 uM imidaclopridin tek basina uygulandiginda kii¢iik akimlar
olusturdugunu ve imidaclopridin hem agonist hem de antagonist gibi coklu etkisinin

oldugunu gostermislerdir.
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Imidaclopridin omurgali nAChR’leri iizerine bu ¢oklu etkisine bir &rnek ise
Li ve ark. [115] yaptig1 calismadir. Bu ¢alismada 300 uM imidaclopridin Xenopus
cinsi kurbagalarin oositlerinde tanimladiklar1 insan 042 nAChR’leri iizerine zayif
agonist olarak etki ettigini fakat 1 mM asetilkolin ile beraber uygulanan 300 uM
imidaclopridin asetilkolin tarafindan olusturulan akimlarin bloke ederek antagonist

etki gosterdigini tespit etmiglerdir.

Imidaclopridin omurgali iskelet kaslari {izerine etkisinin arastirildig
calismada Seifert ve Stollberg [117] embriyonik kurbaga kas hiicrelerinde
imidaclopridin etkisini bizim c¢alismamizdan farkli olarak kas kontraksiyonunu
inceleyerek arastirmislardir. Imidaclopridin tek basma kas kontraksiyonu
olusturmadigini fakat 3,3 x10® M imidaclopridin nikotin ve asetilkolin tarafindan
olusturulan kas kontraksiyonunu engelledigini ve bu nedenle embriyonik kurbaga kas
nAChR’leri iizerine bizim c¢alismamizdan farkli olarak antagonist etkisinin
olabilecegini ileri siirmiislerdir. Imidaclopridin embriyonik kas hiicreleri iizerine
olan bu farkli etki, imidaclopridin ¢oklu etkisinden kaynaklanabilecegi gibi, kassal
nAChR’leri ile noronal nAChR’lerinin yapisal farklilifindan kaynaklantyor gibi
goriinse de, imidacloprid benzer dokularda bile farkli etkiler ortaya cikarabildigi
bilinmektedir. Ayrica kullanilan fizyolojik test sistemlerinin farkli olmasi bulgular
bizim ¢alismamizla dogrudan karsilastirabilme olanag vermemektedir. Iskelet
kasinda dinlenim membran potansiyeli ve aksiyon potansiyeli parametrelerindeki
degisim kas membranindaki iyon kanallarinin aktivasyonu ile ilgili bilgi verirken,
kas kontraksiyonu kas membraninda olusan aksiyon potansiyelinin t-tiibiillerinde
yayllmasinin ardindan sitosoldeki bir dizi hiicresel olayin meydana gelmesi ve
nihayetinde hiicre icerisindeki miyofilamentlerin birbiri {lizerinden kaymasim
gerektiren fizyolojik bir fonksiyondur. Ayrica embriyonik gelisim sirasinda kassal
nAChR’leri yapisal olarak degisime ugrayarak ergin kassal nAChR’lerini
olustururlar.  Embriyonik ve ergin kas nAChR’lerindeki bu yapisal farklilik

imidaclopridin etki mekanizmasinda da farkliliklar yaratiyor olabilir.
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Ote yandan elektron mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen bulgular
imidaclopridin farkli konsantrasyonlarinin kontrol grubuna gore iskelet kaslarmin
ince yapisinda doza bagli olarak hasar meydana getirdigini gostermektedir. 102 ve
10* M imidacloprid, iskelet kasinin kasilma birimi olan sarkomer biitiinliigliniin
bozulmasina ve miyofibril dejenerasyonuna neden olmustur. Ayni zamanda
sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme, mitokondriyonlarda vakuol

olusumu ve miyofibriller arasinda glikojen birikimi meydana getirmistir.

10° ve 10® M imidaclopridin uygulandigi gruplarda daha vyiiksek
konsantrasyonlardaki imidaclopridin uygulandig1 gruplara gére miyofibril dizilimi
diizgiin olup, sarkomer biitiinligii korunmaktaydi. Fakat 10° ve 10"° M imidacloprid
yilksek doz gruplarinda oldugu gibi miyofibriller arasi glikojen birikimi,
sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme meydana getirmistir.  Ayrica

miyofibrillerarasi genisleme ve miyofibrillerde yer yer kopmalar olusmustur.

En diisiik konsantrasyon olan 107 M imidaclopridin uygulandigi grupta
diger imidacloprid gruplarindan farkli olarak sarkomer biitiinligi korunmus,
miyofibril dizilimi diizgilin, mitokondri ve sarkoplazmik retikulum sisternalar1 normal
goriinimdeydi. Fakat yine de diger imidacloprid gruplarindan daha az olmak iizere

miyofibrillerde kopma meydana gelmistir.

Imidacloprid iskelet kas hiicrelerinde doza bagli olarak artan bir hasar
olusturmustur.  Biitlin imidacloprid konsantrasyonlar1 miyofibril dejenerasyonu
meydana getirmistir. Miyofibril dejenerasyonu, miyofibrillerin ince yapisindaki
cesitli degisimleri ifade eder. Ilk olarak goriilen veya hafif kabul edilen hasarlar
periferal miyofilamentlerin kaybolmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan miyofibril
genisliginin azalmasi yani miyofibrillerde incelme ile karakterizedir fakat normal
sarkomer yapis1 korunmaktadir [121].  Elde ettigimiz bulgular en diisiik
konsantrasyon olan 107 M imidaclopridin iskelet kas hiicrelerinde hafif nitelikli
hasar meydana getirdigini gostermektedir. Daha siddetli degisiklikler miyofibrillerde
yikim ve kayipla, sarkomer boyundaki ve Z c¢izgisindeki c¢esitli degisiklikleri igerir
[121]. Yiiksek konsantrasyon gruplarmda uygulanan 10 ve 10 M imidacloprid Z
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cizgisinin yapisini ve sarkomer biitiinligiiniin bozulmasina, miyofilamentlerde
diizensizlesmeye yol agmustir. Imidaclopridin, omurgali ¢izgili kas hiicrelerinin ince
yapist lizerine etkilerini inceleyen herhangi bir c¢alismaya rastlanmadigi igin
miyofibril dejenerasyonu ile ilgili sonuglart dogrudan karsilastirma olanag
olamamistir. ~ Fakat Mehlhorn ve ark. [95, 96] bir kedi piresi tlirli olan
Ctenocephalides felis tiiriinin hem ergin hem de larva formlar iizerinde yaptiklar
calismada imidaclopridin bir saat sonunda c¢izgili kas fibrillerinde ayrisma ve genis
capl hasar meydana getirdigini rapor etmislerdir. Mehlhorn ve ark. [97] baska bir
omurgasiz olan, koyun bit sinegi (Melophagus ovinus) iizerine yaptiklar: ¢caligmada
imidaclopridin gangliyon, sinir kordu ve bu dokularla iliskili olan iskelet kas
fibrilinde Oliimciil yikimlar meydana getirdigini elektron mikroskobu ile

gostermislerdir.

Iskelet kaslarindaki siddetli miyofibril dejenerasyonunun sonucu olarak
sarkoplazmada goriilen ¢esitli yapilarda goreceli bir artis meydana gelebilir [121].
Calismamizda yiiksek imidacloprid konsantrasyonlarinda yogun miyofibril
dejenerasyonuna ek olarak miyofibriller arasinda glikojen partikiillerinin birikimi
tespit edilen 6nemli bir bulgudur. Ayrica yiiksek imidacloprid konsantrasyonlarinda
mitokondriyal hasarin mevcut olmasi bu iki bulgunun birbiri ile iliskili oldugunu ve
mitokondriyal hasara bagli olarak enerji metabolizmasinin bozulmasi sonucunda
miyofibriller aras1 glikojen birikiminin oldugunu gdstermektedir. Enerji
metabolizmasindaki bu degisiklik ve glikojen birikimi iki muhtemel durum
neticesinde gerceklesiyor olabilir. Ilk olarak glikojen artis1 pestisitin olusturdugu
strese kargt bir savunma mekanizmasi olarak glikoneogenez yoluyla glikojen
sentezinde bir artiy meydana getirmis olabilir.  Kas hiicresi hipereksitabilite
karsisinda gereksinim duydugu enerjiyi bir yandan glikojen sentezini arttirarak
saglamaya caligmakta olabilir. Pestisitlerin kas doku iizerinde bu sekilde glikojen
birikimine neden oldugu bilinmektedir [122, 123]. Ikinci olarak sentezlenen glikojen
mitokondriyal hasar neticesinde hiicre tarafindan kullanilamamakta ve
sarkoplazmada birikime neden olabilmektedir.  Ornek olarak glikojen depo

hastaliklarinda oldugu gibi glikojenin yapimi ve yikimi ile ilgili enzim defekti
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nedeniyle glikojen metabolize edilememis ve sarkoplazmada asir1 glikojen birikimi

meydana gelmis olabilir.

Imidacloprid, 107 M imidacloprid grubu hari¢ diger biitiin
konsantrasyonlarda T-tiibiillerine bitisik olan sarkoplazmik retikulum sisternalarinda
genislemeler meydana getirmistir.  Sarkoplazmik retikulum, iskelet kaslarinin
kasilma mekanizmasi i¢in gerekli olan kalsiyum kaynagmi olusturmaktadir [55].
Iskelet kas membranlarinda olusan aksiyon potansiyeli T-tiibiilleri igerisinde
yayilarak T-tiibiillerine bitisik olan sarkoplazmik retikulum sisternalarinin
membranlarini depolarize eder ve sarkoplazmik retikulum liimenindeki kalsiyumun
riyanodin reseptorleri araciligiyla sarkoplazma igerisine gegisine izin verir [55, 124].
Bu sekilde iskelet kaslarinin kalsiyum aracili kasilma mekanizmasi gerceklesirken,
kasilma sonrasi  sitosoldeki kalsiyum iyonlar1  sarkoplazmik retikulum
membranindaki aktif kalsiyuam pompalart ile sarkoplazmik retikulum igerisine alinir
[55]. Yapilan ¢alismalar iskelet kaslarindaki ilk hasarin miyofilamentler, T-tiibiilleri
ve sarkoplazmik retikulum yapisinin bozulmasi ile karakterize olup, hiicre
membraninin kimyasal degisimine bagli olarak intraselliiler kalsiyumun dengesinin
bozulmasina neden oldugunu gdstermektedir [125, 126, 127]. Sarkoplazmik
retikulumdaki genisleme sarkolemmal membranlarin hasara ugramasi ile normal
olarak korunan iyonik konsantrasyonda olusan dengesizliklerin ve iyonik degisimi
dengelemek icin gerceklestirilen su aliniminin bir sonucu olabilir [128, 129]. Ayrica
sarkoplazmik retikulum membranlarinin hasara ugramasi miyofibriller arasi
kalsiyum konsantrasyonunun artmasina ve proteolitik enzimlerin aktive olmasina

neden olmus olabilir [ 125, 126].
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu c¢aligmada diinya c¢apinda yaygin olarak kullanilan neonikotinoid
insektisitlerden imidaclopridin hedef olmayan omurgali canlilardan kurbaga Rana
ridibunda iskelet kas sistemi tizerine etkileri arastirilmisttr.  Bu kapsamda
imidaclopridin doza ve zamana bagli olarak kurbaga iskelet kas hiicrelerinin
biyoelektriksel aktivitesi iizerine etkileri kas dinlenim membran potansiyeli, aksiyon
potansiyeli parametrelerinden genlik, aksiyon potansiyeli siiresi ve latans olgtilerek
belirlenmeye calisilmistir. Imidaclopridin kurbaga iskelet kas1 ince yapisi iizerine

etkileri ise histolojik olarak arastirilmistir.

Calisma sonucunda:

1. Imidacloprid, iskelet kas1 biyoelektriksel &zelliklerinden membran
potansiyelini doza bagl olarak daha pozitif degerlere ¢ikmasina neden olarak
hiicre membraninin depolarize olmasini saglamistir.

2. Imidacloprid, iskelet kasi aksiyon potansiyeli genligini doza bagl olarak
yiiksek oranda arttirmistir. Artan aksiyon potansiyeli genligi kas hiicrelerinin
asir1 uyarilmasina neden olmustur.

3. Imidacloprid aksiyon potansiyeli siiresini yiiksek dozlarda arttirmis latansi ise
diistirmustiir. Daha diisiik dozlarda ise aksiyon potansiyeli siiresi ve latansta
onemli bir degisiklik meydana getirmemistir.

4. Ote yandan bir nAChR antagonisti olan tubokurarin imidacloprid ile kombine
uygulandig1 gruplarda imidaclopridin kas hiicrelerinde meydana getirdigi bu
biyoelektriksel degisiklikleri ortadan kaldirmistir.

5. Imidaclopridin iskelet kasi ince yapisinda doza bagl olarak artan hasar
meydana getirdigi tespit edilmistir.

6. Bulgular imidaclopridin iskelet kas hiicrelerini depolarize ettigini ve bu
depolarizasyonu hiicre membraninda bulunan nAChR’lerini aktive ederek
ortaya c¢ikardigi yonilinde giiglii deliller elde etmemizi saglamistir.
Imidaclopridin muhtemel etkisi nAChR’lerine baglanarak reseptdr kanalinin
acilmasi sonucunda hiicre igerisine bol miktarda arti yiikli sodyum

iyonlarinin girisi ve bir miktar da potasyum iyon c¢ikist ile gerceklesebilir.
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Bunun sonucunda hiicre membrani depolarize olmakta ve asir
depolarizasyon sonucunda asir1 uyarilma olusmaktadir.

7. Imidaclopridin iskelet kas hiicrelerinde meydana getirdigi asir1 uyarilma ve
kas hiicrelerindeki yogun desarjlar uygulamanin sonunda kas hiicrelerinin
sarkomer yapisinda bozulmalara, miyofibril diizenlenmesinde yogun
dejenerasyona, miyofibriller arasi genislemelere, mitokondriyal hasara ve

sarkoplazmik retikulumda genislemelere neden olmustur.
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