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0z

Imidacloprid zararlilarla savasimda yaygin olarak kullanilan bir neonikotinoid
insektisittir. Bu insektisit norotoksik etkiye sahip olup, canlilarin sinir sisteminde

tahribata neden olmaktadir.

Bu calismada agonist olan imidacloprid ve nikotin, antagonist olan a-
bungarotoksin ve mecamylaminin Rana ridibunda siyatik sinirinde aksiyon
potansiyeli parametreleri iizerine etkileri incelenmistir. Hem imidacloprid, hem de
nikotin icin esit sayida grup (n=8) olusturulmus, iic farkli doz (1x10°M, 1x10°M,
1x10'4M) uygulanmig ve Olgiimler 0, 30, 60, 90 ve 120. dakikada yapilmistir.
Imidacloprid ve nikotinin etkileri hem ayr1 ayri, hem de antagonist olan a-
bungarotoksin ve mecamylamin ile birlikte aragtirilmistir. Antagonistlerin agonistler
(1x10°M) iizerindeki etkisi 1x10°M olarak test edilmistir. Ayrica kontrol grubu
olarak herhangi bir kimyasala maruz kalmayan sinirlerin aksiyon potansiyeli
parametrelerindeki degisiklikler kaydedilmistir. Aksiyon potansiyeli kayitlarinda
BIOPAC MP 100 Acqusition sistemi kullanilmis ve aksiyon potansiyelinin genlik,
alan, siire ve latans degerleri incelenmistir. Elde edilen bulgularda imidacloprid,
aksiyon potansiyeli genligini %10-45 diislirmiis, alanin1 %20-33 kii¢iiltmiis, latansin
%4-20 ve siiresini de %4 oraninda kisaltmistir. Nikotin ise, aksiyon potansiyeli
genligi %10-95 diisiiriirken, alanint %10-90 kiiciiltmiistiir. Buna karsilik latans1 %8-
77 ve siireyi %10-80 oraninda kisaltmistir. Mecamylamine ve a-bungarotoksin ise
imidaclopridin etkisini sirayla %80 ve %75, nikotinin etkisini de %95 ve %90

oraninda ortadan kaldirmistir.

Anahtar Kelimeler : Neonikotinoid insektisitler, imidacloprid, nikotin, nikotinik

asetilkolin reseptorii, aksiyon potansiyeli.



ABSTRACT

Imidacloprid which is widely used for insect warfare is a neonicotinoid
insecticide. This insecticide has neurotoxic effects and causes damage in nervous

system.

In this study, the effects of imidacloprid and nicotine as agonist,
mecamylamine and a-bungarotoxin as antagonist, on Rana ridibunda sciatic nerve
parameters of action potential were investigated. For both imidacloprid and nicotine
groups (n=8) and three different doses (1x10°M, 1x10°M, 1x10*M) were
composed. The effects of imidacloprid and nicotine were investigated alone and in
combination with a-bungarotoxin or mecamylamine. As control groups the sciatic
nerves were not exposed to insecticides. The effects of both agonist (1x10°M), were
investigated in combination with both antagonists in concentration of 1x10°M. The
measurements of insecticides or control groups were taken on the 0™, 30", 60",
90™, 120™ minutes. Action potential records were obtained by BIOPAC MP 100
Acqusition system and action potentials amplitude, area, latans and duration were
investigated. It was observed from the obtained results that imidacloprid reduced
action potential amplitude between %10-45, area between %20-33, latans between
%4-20 and duration %4. In contrast nicotine reduced action potential amplitude
between %10-95, area between %10-90, latans between %8-77 and duration between
%10-80. On the other hand mecamylamine and a-bungarotoxin inhibited the effects
of imidacloprid by %80 and %70 and the effects of nicotine by %95 and %90

respectively.

Key Words : Neonicotinoid insecticides, imidacloprid, nicotine, nicotinic

acetylcholine receptors, action potential.
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1. GIRIS

Pestisitler, cesitli alanlarda zararlilar1 6ldiiren yada uzaklastiran kimyasal
maddelerdir. Insektisitler ise tarim alanlarinda, seralarda, zararli boceklere karsi
yaygin olarak kullanilan pestisitlerin bir alt grubudur [1]. Bir tarim iilkesi olan
Tiirkiye’de insektisitlerin kullanimi giin gectikge artmaktadir. Insektisit cesitliliginin
cok olmasi, ozellikle polikiiltiir tarim yapan Mersin ilinde farkli insektisitlerin
kullantmini tetiklemistir. Giiniimiizde cokca kullanilan bu insektisitlerin, uygulanis
yontemlerinin ve uygulama miktarlarinin bilingsizce belirlenmesi, sadece hedef
organizmanin degil, diger canlilarin da toksik etkileriyle kars1 karsiya kalmasina
neden olmustur. Ayrica su ve riizgar yardimiyla bu kimyasallarin ¢evreye dagilmasi

bir ¢ok organizmaya daha kolay ulagsmasini saglamaktadir.

Insektisitler; klorlu hidrokarbonlar, organofosforlu bilesikler,
metilkarbamatlar, pretroidler ve neonikotinoid insektisitler olmak iizere bes ana
gruba ayrilirlar [2]. Neonikotinoid insektisitler, bitki ve hayvanlar iizerindeki zararh
bocekleri kontrol altinda tutan, son yillarda {iiretilmis en ©Onemli yeni sentetik
insektisit  smifidir  [3,4,5]. Gliniimiizde  organofosforlu  bilesikler ve
metilkarbamatlarin  toksikolojik etkilerinden dolay1r yasaklanmasinin —artmasi
nedeniyle, neonikotinoid insektisitler daha cok kullanmim alan1 bulmustur [3]. 1lk
tiretilen neonikotinoid insektisit imidacloprid’tir. Imidacloprid’in, 15132
dayanikliliginin iyi olmasi [6,7,8,9] ve omurgalilara kiyasla boceklerde yiiksek segici
toksisite gostermesi, diinya capinda yaygin olarak kullanilmasini saglamistir

[10,11,12].

Neonikotinoid teriminden de anlasilacagi gibi imidacloprid, nikotine yapisal
benzerligi olan ve ayni etkiyi gosteren bir bilesiktir [13]. Neonikotinoid’ler, bocek
nikotinik asetilkolin reseptorii (nAChR) {izerine baglica agonist (dogal transmitterle
ayni tiirden yanit olusturan madde) veya kismen agonist etkiye sahiptirler [14,15].
Neonikotinoidlerin ana drnegi olan imidaclopridin dogal [16] ve rekombinant [17,18]
nikotinik asetilkolin reseptoriine kismen agonist etkileri gosterilmistir. Imidacloprid,

nAChR’ne nikotin ve asetilkolin (ACh) ile aym bolgede baglanir. Imidacloprid’in



nAChR’ne baglanmasiyla postsinaptik membranda iyon kanallar1 depolarize
olmakta, uzun siire bagli kalmasiyla birlikte iyon kanallarinin repolarizasyonu
engellenmektedir. Bunun sonucunda hayvanin viicut islevleri yapilamaz hale gelir

ve hayvan oliir [3].

Pestisitlerin, hedef olmayan organizmalar iizerindeki toksik etkisi ve
ekosisteme olan etkileri diinya capinda ilgilenilen bir konudur [19]. Nikotinik
asetilkolin agonisti olarak imidacloprid’in bir¢ok bocege karsi etkili oldugu
gosterilmistir ve cogu zararli bocege karsi kullanilmaktadir [20,21]. Kullanilan
pestisitler giin gectikce yayginlagsmaktadir ve pestisitlerin hedef olmayan canlilar
tizerindeki potansiyel toksik risk degerlerinin arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ozellikle su ve tarim ekosistemlerindeki hedef olmayan organizmalar iizerine olan

etkileri tamamen anlasilmis degildir [22].

Amhibiler su ve tarim ekosistemleri igerisinde Oonemli organizmalardir ve
bircok tarim pestisitinin etkisine maruz kalmaktadirlar [22]. Amphibiler, larva
yasamlarim sucul ortamda gecirmeleri nedeniyle habitatlarindaki degisikliklere olan
duyarliliklar1 sayesinde su ve tarim ekosistemlerin biyoindikatorleri olarak goze
carparlar. Bu nedenle su ve tarim ekosistemleri iizerinde kimyasallarin etkilerini

Olcmek i¢in tipik test hayvanidirlar [23].

Bu calismanin amaci, neonikotinoid insektisit olan imidacloprid’in in vitro
kosullarda, eksojen uygulama ile kurbaga periferik sinirleri tizerine olan etkisini doza

ve uygulama siiresine bagl olarak aragtirmaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. NIKOTIN

Nikotin (Sekil 2.1.), tiitiin bitkisi Nicotiana’dan elde edilen dogal bir
insektisittir [24, 25]. Bu madde yiizlerce yil insektisit olarak kullanilmistir. Bugiin
hala buharla veya yaprak spreyi olarak, emici zararlilarin kontrolii i¢in uygulama
alan1 bulmaktadir [2, 26]. Bircok yeni insektisit, nikotine akraba olup, memelileri de
iceren, hedef olmayan bir¢cok organizmada yiiksek toksisite gosterir. Radyoligand
baglama ve elektrofizyolojik tekniklerin kullanildig1 ilk calismalarda, nikotinin

bocek nikotinik asetilkolin reseptorlerine (nAChR) baglandigr gosterilmistir [27].

Bitkilerde nikotin ve anabasin (tiitiinden), cystisin (sarisalkimdan),
metilycaconit  (hezaren ¢iceg8i), tubocurarin (Giiney  Amerika  bitkisi
Chondodendron’dan) gibi nAChR’iline baglanan agonist ve antagonist etkiye sahip
cok sayida bilesigin varligi gosterilmistir. Bu gibi bilesiklerin coklugu, bocekleri ve
diger herbivorlart caydirmak icin bitkiler tarafindan gelistirilen evrimsel bir
adaptasyon ile iliskili olabilir [28]. Ticari biyopestisitlerden farkli olarak bu
bilesikler sadece bocek nAChR’leri i¢in segicilik gostermezler [29].

N NH*

|
N/ CHs

Sekil 2.1. Nikotinin kimyasal yapis1 [14].



2.2. NEONIKOTINOIDLER

Neonikotinoidler, imidacloprid ve nikotine yapisal benzerlik gosteren ve
ortak etki bicimleri olan insektisit bilesiklerini kapsamaktadir [13]. 1970’lerde giiclii
insektisit aktivitesi olan ve nAChR agonistlerine analog olan sentetik nitrometilen
bilesikler grubu tanimlanmistir [30, 31, 32, 33, 34]. Nithiazin, giiclii bir insektisit
olup, 1970’lerin sonunda Shell tarafindan gelistirilmis, fakat ticari bir {iriin olarak
yaygin bir sekilde kullanilmamistir [35]. Fakat buna ragmen nithiazin yeni
neonikotinoid insektisitlerin gelistirilmesi i¢in Oncii bir bilesik olmustur [36, 37].
Imidacloprid, 1985’de Bayer tarafindan patentlenen ve ilk kez 1991°de marketlerde
yerini alan neonikotinoid sinif1 insektisitlerin ilkidir. Akabinde diger neonikotinoid
insektisitler gelistirilmis ve marketlerde yerini almistir.  Bunlar nitepyram,
acetamiprid, thiamethoxam, thiacloprid, clothianidin ve dinotefuran olarak

neonikotinoid sinif1 insektisitleri olusturmaktadirlar [29].

Neonikotinoidler kimyasal yapilarinin farkliliklarindan dolayi;
“chloronicotinyl”  (imidacloprid, nitenpyram, acetamiprid, ve thiacloprid)
“thianicotinyl” (thiamethoxam ve clothianidin) ve “furanicotinyl” (dinotefuran) alt

grubuna ayrilmiglardir [38, 39, 40].

2.2.1. Imidacloprid

Kimyasal adi 1-(6-cloro-3-pyridylmethyl)-2-nitroimino-imidazolidin olan
imidacloprid, neonikotinoid insektisitlerin ilk ve onemli bir bilesigidir (Sekil 2.2.).
Molekiil formiili CoH;oCINsO, ve molekiil agirligr 255,7 gramdir. Rengi beyaz,
sarimtirak olabilmekte ve genellikle sivi haldedir. Akut LDsy dozu siganlarda agiz
yolu ile 450 mg/kg, farelerde 131 mg/kg; sicanlarda deri yolu ile 24 saatte >5000
mg/kg’dir [41, 42].
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Sekil 2.2. Imidacloprid’in kimyasal yapis1 [43].

Ulkemizde her tiirlii meyve ve sebze yetistiriciliginde kullanim1 yaygindir.
Imidacloprid gii¢lii bir norotoksik insektisit olup, hedef canlilarin yani sira hedef

olmayan organizmalar1 da etkilemektedir [44, 45, 46].
2.3. NIKOTINIK ASETILKOLIN RESEPTORLERI

Asetilkolin (ACh), omurgali ve omurgasiz tiirlerinin her ikisinde uyarici
(eksitator) bir norotransmitterdir asetilkolin iki tip reseptorii aktive eder (Sekil 2.3.)
[29]. Bunlara “muskarinik” ve “nikotinik” reseptorler adi1 verilmektedir. Bu adlarin
verilmesinin nedeni bir cins zehirli mantardan (Amanita muscarina) elde edilen
muskarinin sadece muskarinik reseptorleri aktive etmesi ve nikotinik reseptoleri
aktive etmemesi; buna karsilik nikotinin sadece nikotinik reseptorleri aktive

etmesidir. ACh ise her iki reseptore etkili olmaktadir [47].
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Sekil 2.3. Asetilkolinin kimyasal yapis1 [14].

Nikotinik reseptorlerin, insektisit bilesikler i¢in potansiyel hedef olduklari,
uzun zamandan beri bilinmektedir ve son 20 yildan fazla bir siiredir bu reseptorleri
hedef alan insektisitler, tarimda, veterinerlikte ve zararli boceklerin kontroliinde

etkili bicimde kullanilmaktadir [29]. Bu nAChR’leri, asetilkolinesteraz enzimi ve



voltaj kapili sodyum kanallarindan sonra insektisitler icin en O©Onemli hedef

bolgeleridir [48].

nAChR’leri, ACh’a duyarli hizli tipte bir ligand (norotransmitter)-kapili iyon
kanalidirlar [4,14,49]. nAChR’leri ve diger norotransmitter kapili iyon kanallart sinir

sistemi boyunca sinaptik iletimde anahtar rol oynarlar [50].

Genel olarak sinaptik iletim, nikotinik kolinerjik sinaps boyunca iki adimda
yiiriitiilliir.  Once, ACh, ekzositoz yoluyla presinaptik membrandan saliir ve
nAChR/iyon kanal kompleksinin ekstraselliiler alanindaki baglanma bolgesi ile
iliskiye girer. Sonra olusan reseptor-molekiil kompleksindeki konformasyonal
degisim, iyon kanalimin acilmasina neden olur ve hiicre disindaki Na"’un hiicre igine,
hiicre i¢indeki K™ hiicre disina akisimi saglayarak, membran potansiyelindeki esitligi

bozar (Sekil 2.4.) [3].
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Sekil 2.4. Kolinerjik sinaps boyunca noral iletim.

nAChR boécek ve omurgali sinir sisteminde sinaptik iletimi saglamakla
birlikte dagilimlar1 ve yapilart farklilik gosterir.  Omurgalilarda, nAChR’leri
noromuskiiler kavsaga, merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferal sinir sistemine (PSS)
[29, 51] ve baz1 mekanosensor hiicreler iizerinde yayilis gostermektedirler [52, 53,
54]. Boceklerde nikotinik asetilkolin reseptorleri sinir sistemiyle simirlanmistir ve

sinir dokularinda asetilkolin reseptorleri bakimindan en zengin dokudur [3,49].



Bocekler, ACh’t merkez eksitator norotransmitterleri olarak kullanirlar. Bu
ozelliklerinden dolayr omurgalilardan farklidirlar. Memeli beyninde, glutamat ana
eksitator norotransmitter madde iken boceklerde bu role ACh sahiptir. Boceklerde
nAChR’leri en bol bulunan eksitator postsinaptik reseptorlerdir [29]. Bu nedenle,
diinyada yaygin olarak kullanilan norotoksik insektisitlerin hedef bolgeleri

nAChR’leridir.

2.3.1. Nikotinik Asetilkolin Reseptorlerinin Cesitliligi

Reseptorler tarihinde nAChR’leri ilk olarak omurgali noéromuskiiler
kavsaginda ve Torpedo marmorata baliginin elektrik organinda tanimlandi. Ciinkii
bu doku, reseptor bakimindan oldukca zengindi. Bu biyolojik kaynak biyokimyasal
deneylerin Oniinii act1 ve boylece nikotinik reseptdr modeli arastirmalarina baglanmig

oldu [55].

Nikotinik reseptorler, merkezi bir por (iyon kanali) etrafina simetrik olarak
dizilmis bes alt iiniteden olusan ve molekiiler agirhig yaklasik olarak 280kDa olan

glikoproteinlerdir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Bir heteromerik nAChR’iiniin muhtemel ii¢ boyutlu yapisi. [56].



Her bir alt iinite M1, M2, M3 ve M4 olarak adlandirilan protein yapida dort
transmembran segmente sahiptir [S7]. M2 alt {initesi iyon kanalinin liimelini astarlar
ve iyon kanal blokerleri i¢in baglanma bdlgelerini icerir [58, 59, 60, 61].
Giiniimiizde kassal tipte ve noronal tipte olarak 17 nAChR alt tinitesi belirlenmistir
[62]. Kassal tipte nAChR’leri iki a, bir B, bir & ve bir y (veya yetiskinlerde €) alt
tinitesinden olusmustur [63]. Simdiye kadar omurgali dokularinda 12 noronal
nikotinik reseptor alt iinitesi (a2’den a10’a kadar ve B2’den B4’e kadar) klonlanip
belirlenmistir [53]. Noronal nAChR genlerinin belirlenmesi norotransmisyon

caligmalarina 6nemli bir hiz kazandirmistir [55].

Bu 17 alt {iiniteden o2’den o7’ye ve P2’den P4’e kadart insandan
klonlanmistir. Geriye kalan genler ise tavuk ve rat genomlarinda tanimlanmistir
[64]. Tablo 1’de nAChR alt iiniteleri, protein dizilimlerinin benzerligi temelinde

siniflandirilmastir.

Cizelge 2.1. Nikotinik asetilkolin reseptor alt tiplerinin ¢esitliligi [62].

Noronal Tip Kassal Tip
I II I v
1 2 3
09, al0 o7, a8 02, a3, 04,06 | B2, p4 B3, a5 al, B1,90,v, €

Noronal nAChR’leri tek bir alt iinite tipine sahip homomerik reseptorler
(a7’den a10’a kadar) ve farkli alt iinite tiplerinin olusturdugu heteromerik reseptorler
(02’den a6’ya ve B2’den B4’e alt iinitelerin farkli kombinasyonlari ile olusturulan)
olmak iizere iki gruba ayrilirlar (Sekil 2.6) [65]. Bu iki grup noronal nAChR’leri
arasinda o-bungarotoksine duyarlilik bakimindan da farklilik oldugu bilinmektedir.
Homomerik reseptorler daha cok kalsiyum iyonuna (Ca'™) gecirgendir ve a-
bungarotoksine duyarlidir. Farkli olarak heteromerik reseptorler, a-bungarotoksine
duyarh degildir [66, 67]. Deneysel veriler gostermektedir ki farkli reseptor alt tipleri,
farkl1 sinir sistem islevine sahiptir. Ornegin agri, esas olarak a4p2 alt tipteki reseptor
tarafindan kontrol edilir [68]. Beyindeki dopaminerjik néronlardan dopamin salinimi

a4 veya a6’yr igeren reseptorler tarafindan kismen kontrol edilir [69, 70, 71],




glutamat salintmi ise tamamen a7’yi iceren alt tip reseptoril tarafindan kontrol edilir

[72, 73].
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Sekil 2.6. Omurgali nACh reseptorlerinin fonksiyonel yapilanmasi ve cesitliligi [74].

Imidacloprid ve nikotinin bocek sinir sistemi iizerine elektrofizyolojik etkileri
bircok arastirmaci tarafindan arastirilmistir. Buckingham ve ark. [75] Patch-klamp
yontemini  kullanarak, imidaclopridin  (3-100umol/l"), doza bagli olarak
hamambocegi (Periplaneta americana) dev interndron sinapslarinin  ucunda
depolarizasyon yarattigini tespit etmislerdir. Bu yamitlarn 20pmol/I”" atropine
duyarsiz oldugunu, fakat nikotinik antagonist mecamylamine (50umol/l"") tarafindan
tamamen bloke edildigini gozlemlemislerdir. Ayni gangliyondan alinan (terminal
abdominal) cifti olmayan hamambdocegi dorsal median noronlar1 (DUM) kiiltiiriine
imidacloprid etkili depolarizasyon 100umol/I"" mecamylamine tarafindan tamamen

bloke edilmistir.



Zhang ve ark. [76] dort bocek tiirii olan, yaprak biti Myzus persicae ve Aphis
craccivara’min  ve Drosophila melanogaster ve Musca domestica’nin kafa
membranlarini kullanilarak, [*H]imidacloprid baglanma bolgelerinin sayisi, yapi-
aktivite iliskisinin tiire gore cesidini karakterize etmislerdir. Neonikotinoidlerin
insektisit potansiyeli tiirlere baglh olmasinin yani sira, bu calisma dort bocegin her
birinde, neonikotinoid spesifitesi korunmus nAChR baglanma bolgesi oldugunu

sOyleyen hipotezi desteklemektedir.

Brown ve ark. [77] Drosophila larvalarinin merkezi sinir sisteminden alinan
kolinerjik noron kiiltiirlerinden tiim hiicre (whole-cell) patch-klamp kaydim
kullanarak, ACh, nikotin, ek olarak neonikotinoidlerden imidacloprid’in agonist
etkisinin yani sira clothianidin ve P-CH-clothianidi’nin siiper agonist etkisini

gostermiglerdir.

Nishiwaki ve ark. [78] neonikotinoidlerin insektisit etkilerini Xenopus laevis
oositlerinde tanimladiklar1 Drosophila Doa2 ve tavuk P2 alt {initelerine sahip
rekombinant nAChR’leri iizerinde arastirmislardir. [HS]imidacloprid kullanilarak
oOl¢iilen baglanma aktivitesinin de Da2/B2 rekombinant nAChR’iline agonist etkisinin

insektisit aktivitesiyle iliskili oldugunu gostermislerdir.

Matsuda ve ark. [17] imidacloprid, epibatidine, nikotin ve asetilkolini iki
rekombinant nAChR {izerine iki-elektrot voltaj-klamp elektrofizyolojik teknigini
kullanarak karsilastirmislardir.  Kullandiklar1 preparatin ilki; rekombinant tavuk
a4p2 noronal nAChR’udiir, digeri Drosophila Do2 ve tavuk 2 alt iinitelerinin
heterojen dagildigi rekombinant nAChR’iidiir. Rekombinant reseptorler Xenopus
laevis oositlerinde tanimlanmigtir. Calismalarinda imidaclopridin a4f2 reseptoriine
kismen agonist etki gosterirken epibatidin, nikotin ve asetilkolinin tam agonist etki
gostermistir. Drosophila Da2/ tavuk B2 reseptoriine ise hem imidacloprid hem de
nikotinin kismen agonist, epibatidin ve asetilkolinin ise tam agonist etkisini

gozlemlemislerdir.
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Ihara ve ark. [18] imidacloprid ve tiirevlerinin nAChR’lerinin a alt iinitesi ile
olan etkilesimini arastirmislardir. Bunun icin Xenopus laevis oositlerinde tanimlanan
tavuk a7 ve 04p2 nAChR’lerinde, ayrica Drosophila melanogaster/tavuk hibrid
nAChR’leri iizerinde voltaj-klamp elektrofizyolojik teknigi ile c¢alismislardir.
Imidacloprid’in bu reseptorler iizerine kismen agonist etki gosterirken, nitro grubu
uzaklastirilan imidacloprid (desnitroimidacloprid), bu reseptorlerin hepsinde tam

agonist etki gostermistir.

Zafeiridou ve Theophilidis [79] Tenebrio molitor bocek tiiriinii kullanarak
solunum merkezi sinapslar: tizerine imidacloprid’in etkisini elektrofizyolojik olarak
test etmislerdir. 0.001uM ve 0.010uM konsantrasyonundaki imidacloprid c¢ozeltileri
ile yapilan deneylerde bir etki gozlemleyememislerdir. Fakat 0.10uM imidacloprid
cozeltisi, solunum motor noronlarinda hipereksitasyon yaratmistir.  1.00puM
konsantrasyonundaki imidacloprid ise solunum motor noronlarin aktivitesini aniden

hizlandirmis, sonra tamamen inhibe etmistir.

Boceklerde yapilan elektrofizyolojik calismalar imidaclopridin  etki
mekanizmasim agiklamaya yoneliktir. Ozellikle sinir dokusu iizerinde yogunlasan
bu calismalarda imidaclopridin bdcek nAChR’leri iizerine etkili oldugu

gosterilmistir.

Imidaclopridin, hedef olmayan organizmalardaki toksik etkisi ile ilgili

elektrofizyolojik ¢calismalar olduk¢a sinirlidir.

Seifert ve Stollberg [80], embriyonik kurbaga kas hiicrelerinde,
imidaclopridin nAChR’lerle olan etkilesimini arastirmislardir. Calismalarinda ACh,
nikotin ve imidaclopridin kas hiicrelerinde kontraksiyona neden oldugunu
gostermislerdir. Fizyolojik test sisteminde asetilkolinin nikotinden daha baskin
oldugunu bulunmustur. Olusan kontraksiyonlar a-bungarotoksin tarafindan ortadan

kaldirilmistir.
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Nagata ve ark. [81] imidacloprid ve kartap’in nAChR’iine etkilerini
klonlanmis sican PC12 (adrenal bezin merkezinde c¢ikan tiimoér hiicreleri)
hiicrelerinde patch-klamp teknigini kullanarak arastirmiglardir.  Sonug¢ olarak
imidacloprid ve kartap’in nAChR’iinii farkli mekanizmalar ile etkiledigini
gostermislerdir. Imidaclopridin kismen agonist gibi davranirken, kartab’in nAChRii

tizerine bir acik kanal blokeri olarak davrandigini rapor etmislerdir.

Nagata ve ark. [82] bir baska calismalarinda yine tiim hiicre patch-clamp
metodunu kullanarak imidaclopridin nAChR iizerine etkilerini klonlanmis sican
PC12 (adrenal bezin merkezinde ¢ikan tiimor hiicreleri) hiicrelerinde ¢alismislardir.
Imidacloprid nedenli nAChR/iyon kanalinin ortalama acik kalma siiresi ve akim

iletimi asetilkolin ile meydana gelen etkiden daha diisiik oldugunu bulmuslardir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. DENEY HAYVANLARI

Deneylerde Mersin Miiftii Deresinden yakalanan Rana ridibunda tiiriinden
kurbagalar kullanild1 (Sekil 3.1.).  Kurbagalarin disi yada erkek olmasina
bakilmaksizin aym1 yerden yakalanmalarina ve aym biiyiikliikte (50-60 gram)
olmalarina 6zen gosterildi. Kurbagalar, icerisinde dere suyu bulunan bir akvaryuma
yerlestirildi ve bir hafta boyunca adaptasyon saglamalar1 amaciyla laboratuarda
bekletildi. Akvaryumdaki su sicakligi 20-24 °C de tutuldu. Akvaryumdaki su giin
asir1 degistirildi.

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Kurbaga Tiiriiniin Biyolojik ve Ekolojik
Ozellikleri

Deneylerde kullanilan Rana ridibunda (ova kurbagasi, yesil kurbaga) tiiriiniin
sirt bolgesinin rengi yesilimsi gri, acik yada koyu kahverengi olabilir. Karin taraflar
cogunlukla kirli beyaz veya sarimsidir. Kulak zarlart belirgin olup, arka bacaklar
fazla uzun degildir. Derileri genellikle piirtiikliidiir ve temporal bant bulunmaz.
Vomer disleri enine yada biraz egik iki sira halindedir. Erkekleri, disilerinden, ses
keselerinin bulunmast; 6n bacaklarinin daha kuvvetli olmas1 ve birinci parmaklarinin
kaide tarafinda siskinliklerin bulunmasiyla ve biraz daha kiiciik olmalariyla ayirt

edilirler [83,84].

Sekil 3.1. Rana ridibunda [85].
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Bu tiir, kural olarak ovalardaki bitkisi bol, durgun ve sig sularin iginde,
kiyilarinda ve su iizerine ¢ikmis yapraklarin lizerinde yasar. Go6z ve burun delikleri
suyun disinda kalacak sekilde su icerisinde gizlenirler. Daglik bolgelerde az
bulunmalarina karsin, 2250m’ye kadar yayildiklari olur. Ciftlesme mayis-haziran
aylarinda gerceklesir. Ureme mevsiminde bir disi, yaklasik 5000-10000 yumurta
birakir. Sicakliga bagh olarak larva evresi 3-4 ay siirer. Eseysel olgunluga 3 yil
sonra ulagilir. Boylar1 10-15cm kadardir. Kuzey Afrika, Orta ve Giiney Avrupa ve

Bat1 Asya’da; iilkemizde ise uygun olan her yerde bulunurlar [83,84].

3.2. DENEY HAYVANLARININ DISEKSIYONU

Kurbagalar kulak arkasindan makasla kesilerek spinal hale getirildi. Daha
sonra ince bir tel ile vertebral kolona girilerek medulla sipinalis (omurilik) tahrip
edildi. Boylece herhangi bir uyusturucu madde kullanmadan refleks merkezi ortadan
kaldirilmis ve kurbagalar hareketsiz hale getirilmis oldu. Her kurbagadan iki adet
siyatik sinir izole edildi (Sekil 3.2.). Izole edilen sinirler, soguk kanli hayvanlardan

alinan dokular1 canli korumak i¢in hazirlanmis ringer ¢ozeltisine konuldu.

Sekil 3.2. Kurbaga siyatik sinirinin izolasyonu.
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3.3. INSEKTISITLER

Deneylerde nAChR’lerinin dogal bir agonisti olan nikotin (C;oH4N;) ve
sentetik bir agonist olan imidacloprid (CoH;oCINsO,) kullanmilmistir.  Ayrica
insektisitlerin etki mekanizmalarin agiklayabilmek ve karsilastirma yapabilmek i¢in

antagonist etki gosteren a-bungarotoxin ve mecamylamine (C;;H,;N) kullanilmastir.

3.4. UYGULANAN DOZLARIN BELIRLENMESI

Deney gruplarinda kullanilan dozlar1 belirlemek i¢in 6n elektrofizyolojik
deneyler yapildi. Yalniz agonistle calisilan 6n deneylerde imidacloprid ve nikotinin
1x10"M, 1x10°M, 1x10°M, 1x10™*M, 1x10°M, 1x10°M olmak iizere 6 farkh
konsantrasyonuyla cahisildi. On deney sonucunda imidacloprid ve nikotin i¢in 1x10™
M, 1x10°M, 1x10™*M, konsantrasyonlarinin uygun olduguna karar verildi. Agonist
ve antagonistin birlikte calistlan on deneylerde 1x10°M agonist + 1x10°M
antagonist, 1x10°M agonist + 1x10°M antagonist, 1x10°M agonist + 1x10*M
antagonist, 1x10°M agonist + 1x10° M antagonist olmak {lizere 4 farkh
kombinasyon denendi. Ancak agonist + antagonist kombinasyonu i¢in de 1x10°M

agonist + 1x10”°M antagonist kombinasyonu uygun goriildii.

3.5. DENEY GRUPLARININ HAZIRLANMASI

Bu calismada ekstraselliiler elektrofizyolojik kayit tekniginden yararlanilan

deneylerde her insektisit dozu i¢in sekiz siyatik sinir ¢alisilmistir.

Insektisitlerin zamana bagl etkilerini de inceleyebilmek icin biitiin siyatik
sinir preparatlarin 0. dakikada (insektisit uygulamadan once), 30. dakikada, 60.
dakikada, 90. dakikada ve 120. dakikada aksiyon potansiyel parametreleri ol¢timii
yapilmistir. 0. dakikadaki ol¢lim preparatin kendi kontroliine karsilik gelmektedir.
Ayni sekilde kontrol gruplar i¢in aksiyon potansiyel parametreleri dl¢liimii siyatik

sinirde zamana bagli olarak yapilmistir.
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3.6. COZELTILER

Siyatik sinirlerin canli kalabilmeleri icin fizyolojik olarak ringer cozeltisi

hazirlanmistir. Cozelti asagidaki gibidir.

Ringer Cozeltisi : NaCl, 111.87 mM; KCl, 2.47mM; CaCl,, 1.08 mM; ve
NaHCOs3, 2.38 mM (pH=7.2).

3.7. ELEKTROFIZYOLOIJIK KAYITLAR

Verilerin kayit ve analizi icin bilgisayara baghh BIOPAC MP 100 A
elektrofizyolojik kayit istasyonu kullanilmistir. Cihazin biinyesindeki stimiilator ile
sinirler supramaksimal uyaran siddeti ile uyarilmistir. Olusan bilesik sinir aksiyon
potansiyelleri ERS 100 B amplifikatorde yiikseltildikten sonra analog/dijital ¢evirici
araciligiyla daha sonra analiz edilmek {iizere bilgisayara aktarilmistir. Kayitlar
sirasinda izole siyatik sinir seffaf sinir kutusuna yerlestirilmistir.  Sinir kutusu
icerisinde aralarinda 0.5 cm mesafe bulunan Ag/AgCl (giimiis/glimiiskloriir)

elektrotlar yer almaktadir (Sekil 3.3. ve Sekil 3.4.).

L

G e e

Sekil 3.3. Sinir kutusu.
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Sekil 3.4. Hiicre dis1 kayit alim sistemi.

3.8. ANALIZ

Kaydedilen bilesik sinir aksiyon potansiyellerinden asagidaki degiskenler
degerlendirildi (Sekil 3.5.):

Genlik (mV) : Dinlenim zar potansiyeli ile aksiyon potansiyelinin maksimum
degeri arasindaki potansiyel degeri.

Alan (V.ms.) : Aksiyon potansiyelinin altinda kalan bolge.

Latans (ms) : Uyaran verildikten sonra aksiyon potansiyelinin olusumuna
kadar gecen siire.

Aksiyon potansiyelinin siiresi (ms) : Aksiyon potansiyelinin baslangicindan

dinlenim zar potansiyeline kadar gegen siire.
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+30 mV

Sekil 3.5. Aksiyon potansiyeli. 1: Maksimum genlik, 2: Alan, 3: Latans, 4: Aksiyon
potansiyelinin siiresi (duration).

3.9. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Veriler istatistiksel olarak SPSS 11.5 paket programi kullanilarak analiz
edildi. Degiskenlerin normal dagilim gosterip gostermedigini belirlemek icin

Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi.

Imidacloprid, nikotin, a-bungarotoksin ve mecamylaminin sinir aksiyon
potansiyeli genligi, alani, latansi ve siiresi {izerine zamana ve doza bagh etkileri
tekrarlayan Ol¢iimlii varyans analizi yontemi kullanilarak belirlendi.  Gruplar
arasindaki farki degerlendirmek i¢cin Tukey coklu karsilastirma testi kullanildi.

Istatistiksel anlamliligin sir1 p<0.05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. BULGULAR

4.1.1. imidaclopridin Tek Basina veya Kombinasyon Halinde Siyatik
Sinir Aksiyon Potansiyel Parametreleri Uzerine Doza ve Zamana Bagh

Etkilesimi

Imidaclopridin aksiyon potansiyel parametreleri iizerine zamana ve doza
bagl etkilerine ait bulgular EK 1.’de gosterilmistir. Ayrica ayni bulgularin, kontrol

gruplar degerleriyle karsilastirilarak yiizdesi alinmistir (Sekil 4.1-8).

4.1.1.1. Imidaclopridin aksiyon potansiyel genligi iizerine etkilesimi

Imidacloprid, sinir-aksiyon potansiyel genligini zamana bagl olarak EK 1.’de
goriildiigii gibi, 0. dakikadaki dlciimlerle karsilastirildiginda, 1x10*M, 1x10°M ve
1x10°M konsantrasyonda 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda azaltmistir. Bu azalmalar,
1x10*M imidacloprid uygulamasinda 30, 60 ve 120. dakikalarda, 1x10°M
imidacloprid uygulamasinda ise 60, ve 90. dakikalarda istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (p<0.05).

Doza bagli olarak da imidacloprid, sinir-aksiyon potansiyeli genligini 30.
dakikada 1x10™*M konsantrasyonda %45, 1x10°M konsantrasyonda %?24, 1x10°M
konsantrasyonda ise %14 disirmiistir. 60. dakikada 0. dakikaya gore 10™*M
konsantrasyonda %30, 1x10°M konsantrasyonda %10, 1x10°M konsantrasyonda
%15 distirmiistiir. 90. dakikada ise 0. dakikaya gore 1x10*M konsantrasyonda %?25,
1x10°M konsantrasyonda %135, 1x10°M konsantrasyonda da %15 diistirmiistiir.
Buna karsihk 120. dakikada 0. dakikaya gore 1x10*M konsantrasyonda %35,
1x10°M konsantrasyonda %14 diistis goriilmiistiir. 120. dakikada 1x10°M
konsantrasyonda %10 diisiirmiistiir. Azalan bu genlikler arasinda doza bagh olarak

istatistiksel anlamlilik yoktur (p>0.05).
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1x10°M imidacloprid+1x10'5M bungarotoksin kombinasyonuyla yapilan
deney grubunda sadece 30. dakikada %15 bir diisiis gbzlemlenirken, 60, 90 ve 120.
dakikalarda 6nemli bir degisiklik olmamistir (p>0.05).

1x10°M imidacloprid+1x10'5M mecamylamine kombinasyonuyla yapilan
deney grubunda 0. dakikayla karsilastirildiginda 30, 60, 90. dakikalarda istatistiksel
olarak bir anlamlilik yokken (p>0.05), 120. dakikadaki diisiis istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0.05).

100

90 o

80 +

Kontrol

Genlik (Kontrole gore % mV)

L
70 Imi, 1x10-4M
A Imi, 1x10-5M
60 = —
* Imi, 1x10-6M

50 Imi,10-6M+Btx,10-5M
o 30 60 90 120

Zaman (dakika)

Sekil 4.1. Imidaclopridin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda
siyatik sinir aksiyon potansiyeli genligi iizerine doza ve zamana bagh
etkilesimi. Imi: imidacloprid; Btx: o-bungarotoksin. Veriler ortalama + SS
(standart sapma ) olarak verilmistir.
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Sekil 4.2. Imidaclopridin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda
siyatik sinir aksiyon potansiyeli genligi iizerine doza ve zamana bagh
etkilesimi. Imi: imidacloprid; Meca; mecamylamin. Veriler ortalama + SS
(standart sapma ) olarak verilmistir.

4.1.1.2. Imidaclopridin aksiyon potansiyeli alan1 iizerine etkilesimi

Imidaclopridin, sinir-aksiyon potansiyeli alanin1 zamana baglh olarak 1x10™*M
konsantrasyonda 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kii¢tiltmiistiir. Bu kiiciilmeler 60 ve
120. dakikalarda istatistiksel acidan anlamli bulunmustur (p<0.05). Diger dozlarda
imidacloprid, sinir-aksiyon potansiyeli alanin1 siireye bagl olarak istatistiksel acidan

anlaml bir sekilde degistirmemistir (p>0.05).
Doza bagh olarak imidacloprid sinir-aksiyon potansiyeli alanin1 0. dakikaya

gore 1x10*M konsantrasyonda 30. dakikada %33, 60. dakikada %33, 90. dakikada
%20, 120. dakikada %30 distirmiistiir.  Sekil 4.3.’de de goriildiigii gibi
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1x10*M  konsantrasyondaki imidacloprid grubu ile 1x10°M ve 1x10°M
konsantrasyondaki imidacloprid grubu arasindaki fark 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda
oldukca fazladir ve dozlar arasindaki bu fark EK 1.’de de goriildiigii gibi istatistiksel

olarak anlamhidir (p<0.05).

1x10°M imidacloprid+1x10'5M a-bungarotoksin  kombinasyonunun
uygulandigr deney grubunda 0. dakikaya gore 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0.05).

1x10°M imidacloprid+1x10'5M mecamylamine ~ kombinasyonunun
uygulandigr deney grubunda 0. dakikaya gore 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05).
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120 »
110 4
g
>
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E 100 @
Q
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g
< 80 o -Ifni,1x10—4M
A hil1x10-5M
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60 Imi, 10-6M+Btx, 10-5M
(0] 30 60 90 120

Zaman (dakika)

Sekil 4.3. Imidaclopridin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda
siyatik sinir aksiyon potansiyeli alan1 iizerine doza ve zamana bagh
etkilesimi. Imi: imidacloprid; Btx: a-bungarotoksin. Veriler ortalama + SS
(standart sapma ) olarak verilmistir.
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Sekil 4.4. Imidaclopridin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda
siyatik sinir aksiyon potansiyeli alan1 {izerine doza ve zamana bagh
etkilesimi. Imi: imidacloprid; Meca: mecamylamin. Veriler ortalama + SS
(standart sapma ) olarak verilmistir.

4.1.1.3. Imidaclopridin aksiyon potansiyeli latans1 iizerine etkilesimi

Imidacloprid, sinir-aksiyon potansiyeli latansini zamana bagl olarak O.
dakikadaki 6lciimlerle karsilastirildiginda 1x10*M konsantrasyonda 30. dakikada
%4, 60. dakikada %10, 90. dakikada %20 ve 120. dakikada %20 azalmustir.
1x10°M konsantrasyonda 0. dakikayla karsilastirildiginda 60. dakikada %11, 90.
dakikada %10, 120. dakikada %10 azalmistir. 1x10°M konsantrasyonda ise O.
dakikadaki ol¢iimlerle karsilastirildiginda 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda belirgin bir
degisim goriilmemistir. Bu {i¢ dozda da latansin zamana bagli degisimi istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).
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Doza bagh olarak ise imidaclopridin sinir-aksiyon potansiyeli latans1 0, 30,
60, 90 ve 120. dakikalarda her {i¢ imidacloprid konsantrasyonu arasinda istatistiksel
acidan onemli bir farklilik vardir (p<0.05).

1x10°M imidacloprid+1x10'5M a-bungarotoksin  kombinasyonunun
uygulandigl deney grubunda 0. dakikaya gore 30, 60, 90. dakikalarda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0.05). Fakat 120. dakikadaki degisimin

istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.05)

1x10°M imidacloprid+1x10'5M mecamylamine kombinasyonu ile yapilan
deneyde, 0. dakikayla karsilastirildiginda 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda istatistiksel

olarak anlamli bir degisim bulunmamustir (p>0.05).
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Sekil 4.5. imidaclopridin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda siyatik

sinir aksiyon potansiyeli latansi iizerine doza ve zamana bagli etkilesimi.

[mi:

imidacloprid; Btx: a-bungarotoksin. Veriler ortalama + SS (standart sapma ) olarak

verilmistir.
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Sekil 4.6. imidaclopridin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda siyatik
sinir aksiyon potansiyeli latansi iizerine doza ve zamana bagh etkilesimi. Imi:
imidacloprid; Meca: mecamylamin. Veriler ortalama + SS (standart sapma ) olarak
verilmistir.

4.1.1.4. Imidaclopridin aksiyon potansiyeli siiresi iizerine etkilesimi

Imidacloprid, sinir-aksiyon potansiyeli siiresini zamana bagl olarak 1x10°M
ve 1x10°M konsantrasyonlarda 0. dakikayla karsilastirildiginda 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda arttirmustir.  Imidacloprid, sinir-aksiyon potansiyeli siiresini zamana
bagl olarak 1x10*M konsantrasyonda ise 90. dakikada arttirmig fakat 30, 60 ve 120.
dakikalarda azaltmistir. Her bir dozdaki zamana bagl olarak meydana gelen bu

degisimler istatistiksel olarak anlaml1 bulunmamaistir (p>0.05).

Doza baghh olarak ise imidaclopridin sinir-aksiyon potansiyeli siiresi

tizerindeki degisim, 30. dakikada 1Xx10*M ve 1x10°M konsantrasyonlar arasinda
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istatistiksel olarak anlamhidir. 60. dakikada ise her iic konsantrasyon arasinda

istatistiksel olarak bir anlamli bir farklilik vardir (p<0.05).

1x10°M  imidacloprid+1x10°M  o-bungarotoksin  kombinasyonunun
uygulandig1 deney grubunda sinir-aksiyon potansiyeli siiresinde 0. dakikaya gore 30,
60, 90. dakikalarda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0.05).

1x10°M imidacloprid+1x10°M mecamylamine kombinasyonu ile yapilan
deneyde, sinir-aksiyon potansiyeli siiresinde 0. dakikayla karsilastirildiginda 30, 60,
90 ve 120. dakikalarda da istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriillmemistir

(p>0.05)
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Sekil 4.7. Imidaclopridin tek basma veya kombinasyon halinde R.ridibunda siyatik
sinir aksiyon potansiyeli siiresi iizerine doza ve zamana bagli etkilesimi. Imi:
imidacloprid; Btx: a-bungarotoksin.Veriler ortalama + SS (standart sapma ) olarak
verilmistir.
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Sekil 4.8. Imidaclopridin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda siyatik
sinir aksiyon potansiyeli siiresi iizerine doza ve zamana bagli etkilesimi. Imi:
imidacloprid; Meca: mecamylamin. Veriler ortalama + SS (standart sapma ) olarak
verilmistir.
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4.1.2. Nikotinin Tek Bagina veya Kombinasyon Halinde Siyatik Sinir

Aksiyon Potansiyel Parametreleri Uzerine Doza ve Zamana Bagl Etkilesimi

Nikotinin aksiyon potansiyeli parametreleri iizerine zamana ve doza bagl
etkilerine ait bulgular EK 2.’de gosterilmistir. Ayrica ayn1 bulgular kontrol gruplari
ile karsilastirilarak degisimler yiizde olarak ifade edilmistir (Sekil 4.9-16).

4.1.2.1. Nikotinin aksiyon potansiyeli genligi {izerine etkilesimi

Nikotin, sinir-aksiyon potansiyeli genligini zamana bagl olarak 0. dakikadaki
slciimleriyle karsilastirldiginda 1x10™*M konsantrasyonda 30. dakikada % 80, 60.
dakikada %90, 90. dakikada %80, 120. dakikada %95 diistirmiistiir. 1x10°M
konsantrasyondaki oOlgiimler ise 0. dakikadaki Ol¢timlerle karsilastirildiginda 30.
dakikada %30, 60. dakikada %57, 90. dakikada %56, 120. dakikada %40
diisiirmiistir. Ayni sekilde 1x10°M konsantrasyondaki dlciimler 0. dakikadakilerle
karsilastinlldiginda 30. dakikada %20, 60. dakikada %42, 90. dakikada %10, 120.
dakikada %63 diistirmiistiir.  Sinir-aksiyon potansiyeli genligindeki bu diisiisler
1x10™*M konsantrasyonda 30, 60, 90 ve 120. dakikada istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.  1x10°M konsantrasyondaki diisiisler 60, 90 ve 120. dakikada,
1x10°M konsantrasyondaki diisiisler 60 ve 120. dakikada istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05).

Doza bagh olarak ise 30, 60 ve 90. dakikalarda 1x10™*M konsantrasyon ile
calisilan deney grubunda ve 10°M konsantrasyon ile calisilan deney grubu arasinda,

120. dakikada ise tiim konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik vardir

(p<0.05).
1x10°M nikotin+1x10°M a-bungarotoksin kombinasyonunun uygulandig

deney grubunda sinir-aksiyon potansiyeli genliginde 0. dakikaya gore 30, 60, 90 ve
120. dakikalarda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0.05).
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1x10°M  nikotin+1x10°M mecamylamine kombinasyonu ile yapilan
deneyde, sinir-aksiyon potansiyeli genliginde 0. dakikayla karsilastirildiginda 30, 60,
90 ve 120. dakikalarda da istatistiksel olarak anlamli bir de8isim bulunmamistir

(p>0.05).
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Zaman (dakika)

Sekil 4.9. Nikotinin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda siyatik sinir
aksiyon potansiyeli genligi iizerine doza ve zamana baglh etkilesimi. Ni: nikotin;
Btx:a-bungarotoksin. Veriler ortalama + SS (standart sapma ) olarak verilmistir.
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Sekil 4.10. Nikotinin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda siyatik sinir
aksiyon potansiyeli genligi iizerine doza ve zamana bagh etkilesimi. Ni: nikotin;
Meca: mecamylamin. Veriler ortalama + SS (standart sapma ) olarak verilmistir.

4.1.2.2. Nikotinin aksiyon potansiyeli alan iizerine etkilesimi

Nikotin, sinir-aksiyon potansiyeli alam1 zamana bagli olarak 0. dakikadaki
olciimlerle karsilastirldiginda 1x10™*M konsantrasyonda 30. dakikada %80, 60.
dakikada %90, 90. dakikada %80, 120. dakikada %90 diisiis gostermistir. 1x10°M
konsantrasyonda 0. dakikadaki ol¢timlerle karsilastirnnldiginda ise 30. dakikada %30,
60. dakikada %60, 90. dakikada %60, 120. dakikada %40 diisiis olmustur. 10°M
konsantrasyonda, 0. dakikadaki ol¢iimlere gore 30. dakikada %10, 60. dakikada
%40, 90. dakikada %10, 120. dakikada %70 diismiistiir. Sinir-aksiyon potansiyeli
alanindaki bu azalmalar 1x10™*M konsantrasyonda 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda,
1x10°M konsantrasyonda 60, 90 ve 120. dakikalarda, 1x10°M konsantrasyonda 120.
dakikada anlamli bulunmustur(p<0.05).
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Doza bagli olarak ise 30, 60 ve 90 dakikalarda 1x10™*M konsantrasyon ve
1x10°M konsantrasyon arasinda, 120. dakikada ise her ii¢c konsantrasyon arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmiistiir (p<0.05).

1x10°M nikotin+1x10°M o-bungarotoksin kombinasyonunun uygulandig:
deney grubunda sinir-aksiyon potansiyeli alaninda 0. dakikaya gore 30, 60 ve 90.
dakikalarda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0.05). Sadece
120. dakikada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik mevcuttur (p<0.05).

1x10°M nikotin+1x10°M mecamylamin kombinasyonunun uygulandig
deney grubunda sinir-aksiyon potansiyeli alaninda 0. dakikaya gore 30, 60, 90 ve
120. istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamstir (p>0.05).
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Sekil 4.11. Nikotinin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda siyatik sinir
aksiyon potansiyeli alani lizerine doza ve zamana bagh etkilesimi. Ni: nikotin; Btx:
a-bungarotoksin. Veriler ortalama + SS (standart sapma ) olarak verilmistir.
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Sekil 4.12. Nikotinin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda siyatik sinir
aksiyon potansiyeli alan iizerine doza ve zamana bagh etkilesimi. Ni: nikotin; Meca:
mecamylamin. Veriler ortalama + SS (standart sapma ) olarak verilmistir.

4.1.2.3. Nikotinin aksiyon potansiyeli latans1 lizerine etkilesimi

Nikotinin, sinir-aksiyon potansiyeli latans1 zamana baglh olarak 0. dakikayla
karsilastirlldiginda  1x10*M  konsantrasyonda 30 ve 60. dakikalarda %40, 90.
dakikada %64, 120. dakikada %77 diismiistiir. 1x10°M konsantrasyonda O.
dakikadaki ol¢timleriyle karsilastirildiginda 30. dakikada %8, 60. dakikada %38, 90.
dakikada %20 azalmistir. Bu azalmalar 10*M konsantrasyonda 90 ve 120.
dakikalarda, 1x10°M konsantrasyonda ise 120. dakikada anlamli bulunmustur
(p<0.05). 1x10°M konsantrasyondaki degisimler istatistiksel olarak anlaml
bulunmamustir (p>0.05).
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Doza baglh olarak ise 0 ve 120. dakikalarda her ii¢ konsantrasyon grubu
arasinda istatistiksel olarak bir anlamli bir farklilik vardir (p<0.05).

1x10°M nikotin+1x10°M a-bungarotoksin kombinasyonunun uygulandig
deney grubunda sinir-aksiyon potansiyeli latansinda 0. dakikaya gore 30, 60, 90 ve
120. dakikalarda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0.05).

1x10°M nikotin+1x10°M mecamylamine kombinasyonunun uygulandig:
deney grubunda sinir-aksiyon potansiyeli latansinda 0. dakikaya gore 120. dakikada
istatistiksel olarak anlamlilik varken (p<0.05), 30, 60 ve 90. dakikalarda istatistiksel

olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0.05).
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Sekil 4. 13. Nikotinin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda siyatik sinir
aksiyon potansiyeli latansi iizerine doza ve zamana bagh etkilesimi. Ni: nikotin; Btx:
a-bungarotoksin. Veriler ortalama + SS (standart sapma ) olarak verilmistir.
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Sekil 4. 14. Nikotinin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda siyatik sinir
aksiyon potansiyeli latansi iizerine doza ve zamana bagl etkilesimi. Ni: nikotin;
Meca: mecamylamin. Veriler ortalama + SS (standart sapma ) olarak verilmistir.

4.1.2.4. Nikotinin aksiyon potansiyeli siiresi lizerine etkilesimi

Nikotin, sinir-aksiyon potansiyeli siiresini zamana bagli olarak 1x10*M
konsantrasyonda 0. dakikaya gore 30. dakikada %50, 60. dakikada %49, 90.
dakikada %65, 120. dakikada %80 azaltmistir. 1x10™M konsantrasyondaki bu
distisler 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda istatistiksel olarak anlamhidir (p<0.05).
1x10°M konsantrasyonda nikotin, aksiyon potansiyeli siiresini 0. dakikaya gére 30.
dakikada %18, 60. dakikada %22, 90. dakikada %30, 120. dakikada %10
distirmiistiir fakat bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).
1x10°M konsantrasyonda 0. dakikadaki ol¢timleriyle karsilastirildiginda 30, 60 ve
90. dakikada anlamli bir degisim olmamistir. Fakat 0. dakikadaki oOl¢iimlerle
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karsilastirlldiginda 120. dakikadaki % 18’lik azalama istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.05).

Doza bagh olarak ise 30, 60 ve 90. dakikalardaki Sl¢iimlerde 1x10*M ve
1x10°M nikotin konsantrasyonuyla yapilan deneyler arasinda ve 120. dakikadaki
Olctimlerde ise her ii¢ konsantrasyon ile yapilan deneyler arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik vardir (p<0.05).

1x10°M nikotin+1x10°M o-bungarotoksin kombinasyonunun uygulandigi
deney grubunda sinir-aksiyon potansiyeli siiresinde 0. dakikaya gore 30, 60, 90 ve
120. dakikalarda istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik bulunmamustir (p>0.05).

1x10°M nikotin+1x10°M mecamylamine kombinasyonunun uygulandigi

deney grubunda sinir-aksiyon potansiyeli siiresi 0. dakikaya gore 30, 60, 90 ve 120.

dakikalarda da istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemektedir (p>0.05).
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Sekil 4. 15. Nikotinin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda siyatik sinir
aksiyon potansiyeli siiresi iizerine doza ve zamana bagh etkilesimi. Ni: nikotin; Btx:

a-bungarotoksin. Veriler ortalama + SS (standart sapma )

36

olarak verilmistir.



140

120 +

g

S

2

£

2

g/

g 60 1 Kontrol

@

% 40 o -lth,lx10—4M
A Ni, 1x10-5M

20
* Ni, 1x10-6M
0] Ni, 10-6M+Meca, 10-5M
0 30 60 90 120

Zaman (dakika)

Sekil 4. 16. Nikotinin tek basina veya kombinasyon halinde R.ridibunda siyatik sinir
aksiyon potansiyeli siiresi iizerine doza ve zamana bagh etkilesimi. Ni: nikotin;
Meca: mecamylamin.Veriler ortalama + SS (standart sapma ) olarak verilmistir.
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4.2. TARTISMA

Organizmalarin kas ve sinir gibi uyarilabilir hiicrelerinde bilgi aktarimi
aksiyon potansiyeli araciligr ile meydana gelmektedir. Her hiicre i¢in karakteristik
bir dinlenim zar potansiyeli degeri vardir. Sinir ve kas hiicreleri, uygun bir uyaranla
uyarildiklarinda zar potansiyelinde gecici bir degisme olmaktadir.  Bdylece
depolarize olan zarda, zar potansiyeli negatif degerlerden daha pozitif degerlere
dogru kayar. Belirli bir tepe noktasina ulastiktan sonra potansiyel, dinlenim
evresindeki degere geri doner. Bir ndronda bilgi, zar boyunca aksiyon potansiyeli ile
yayilir ve noron son ucuna iletilir. Noronlar arasindaki araliklar sinapslar olarak
adlandirilir. Noronun son ucuna ulasan aksiyon potansiyeli, sinir sistemi boyunca
sinapslardan norotransmitter olarak adlandirilan kimyasal mesajcilar ile tasinirlar.
Sinir-aksiyon potansiyeli parametreleri sinirsel iletim hakkinda bilgi vermektedir

[86,87].

Bu calismada farkli doz ve siirelerde bir neonikotinoid insektisit olan
imidacloprid, nAChR agonisti olan nikotin ve antagonistleri olan a-bungarotoksin ve
mecamylaminin Rana ridibunda periferik sinir (siyatik sinir) aksiyon potansiyeli
parametreleri lizerine etkilesimleri incelenmigtir. Calisma sonucunda bu maddelerin
kontrol gruplariyla karsilastirildiginda farkli doz ve kombinasyonlarda kurbaga
siyatik sinir aksiyon potansiyeli parametrelerini (genlik, alan, latans ve siire)

etkiledigi tespit edilmistir (EK 1 ve EK 2).

Bulgular, Rana ridibunda sinir sistemi {izerine insektisitlerin etkileri
hakkinda yeni bilgiler saglamaktadir. Nikotin 1x10*M-1x10°M araliginda genligi
diisiiren, alan kiiciilten, latans ve siireyi azaltan bir etki gostermistir. Sekil 4.9-16’da
goriildiigii gibi nikotin, her ii¢ konsantrasyonda da genligi %10 ve %95 araliginda
diisiirmiis, alan1 %10-%90 araliginda kii¢iiltmiis, latans1 %8-%77 araliginda ve siireyi
de %10-%80 araliginda kisaltmistir. Aksiyon potansiyeli genlik, alan, latans ve
siiresinde meydana gelen bu etki, her ii¢ konsantrasyon icin de 30. dakikadan itibaren
kendini gostermektedir. Yinede bu parametrelerdeki 1x10*M nikotinin inhibisyon

etkisi, 1x10°M ve 1x10°M nikotin dozlarin yarattig etkiden cok daha giicliidiir.
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Ancak birer nAChR antagonisti olan hem a-bungarotoksin, hem de mecamylamin
nikotinin inhibisyon etkisini baskilamistir. o-Bungarotoksin ve mecamylamine
genlik, alan, latans ve siire iizerine baskilayici etkilerini 30. dakikadan itibaren
gostermeye basglamistir.  Bu antagonistler nikotinin inhibisyon etkisini sirayla

yaklasik %95 ve %90 ortadan kaldirmistir (EK 4.).

Diger bir nAChR agonisti olan imidaclopridin her ii¢ konsantrasyonu da
aksiyon potansiyeli parametrelerini degistirmistir. Bu parametrelerdeki degisim,
Sekil.4.1-8’de dort zaman diliminde sirasiyla goriilmektedir. Imidacloprid, her iic
konsantrasyonda genligi %10 ile %45 araliginda diisiiriirken, alan1 %20 ile %33
araliginda kiiciiltmiis, latans1 da %4 ile %20 araliginda azaltmistir. Ayni madde
aksiyon potansiyeli siiresini en fazla %35 azaltirken, en cok %25 arttirmistir.
Imidaclopridin bu parametrelerdeki 1x10™*M inhibisyon etkisi, 1x10°M ve 1x10°M
dozlarmmn yarattigi etkiden daha giiclidiir.  1x10*M, 1x10°M ve 1x10°M
dozlarinda imidaclopridin genlik, alan latans iizerine etkisi 30. dakikadan itibaren,
latans iizerine giiclii etki 60. dakikadan itibaren meydana gelmistir.  Fakat
imidacloprid ve a-bungarotoksin kombinasyonu ile yapilan deney grubunda, tiim bu
etkilere ters yonde bir etki gozlenmisti.  Aym sekilde imidacloprid ve
mecamylaminin bulundugu deney soliisyonu ile ¢alisilan gruptan elde edilen veriler
de imidaclopridin etkisini mecamylamin tarafindan ortadan kaldirdigim
gostermektedir. a-Bungarotoksinin, genlik, alan ve latans {izerine 60. dakikadan
itibaren, siire tlizerine de 30. dakikadan itibaren ters etkisi goriilmektedir.
Mecamylamin ise genlik lizerine 60. dakikadan itibaren, alan ve siire iizerine 30.
dakikadan itibaren, latans iizerine de 90. dakikadan itibaren imidaclopride ters yonde
bir etki sergilemistir. o-Bungarotoksin ve mecamylaminin her bir kombinasyonu
aksiyon potansiyeline imidaclopridin her ii¢ konsantrasyonunun etkisine ters yonde

sirayla yaklasik %80 ve %75 etki gostermistir (EK 3.).

Elde edilen veriler imidaclopridin aksiyon potansiyeli parametreleri {izerine
nikotin gibi etki ettigini gostermektedir. Farkli olarak nikotinin aksiyon potansiyeli
parametreleri tizerindeki etkileri imidacloprid’ten daha giicliidiir. nAChR antagonisti

olan a-bungarotoksin ve mecamylamin; hem nikotin, hem de imidaclopridin aksiyon
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potansiyeli iizerindeki etkilerini ortadan kaldirmaya yonelik bir davranig
sergilemektedir. Antagonistlerin bu ters etkileri nikotin ile 30. dakikada meydana
gelirken, imidacloprid ile Ozellikle genlik ve latansta 60. dakikan sonra ortaya

cikmuistir.

Imidaclopridin kismen de olsa nikotin gibi etki gostermesi ve bu etkinin
nAChR antagonistleri (o-bungarotoksin ve mecamylamine) tarafindan ortadan
kaldirilmasi, imidaclopridin néronal nAChR agonisti oldugu yoniinde giiclii deliller
saglamaktadir. Literatiirde imidaclopridin kurbaga siyatik sinir aksiyon potansiyeli
parametreleri iizerine etkileri ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu

nedenle elde edilen bulgular1 dogrudan karsilastirma olanagi olmamustir.

Brown ve ark. [77] Drosophila larvalarinin merkezi sinir sisteminden alinan
kolinerjik sinir kiiltiirlerinden patch-klamp kaydini kullanarak asetilkolin, nikotin,
clothianidin, P-CH-clothianidin ve imidaclopridin etkilerini arastirmislardir. 10uM
imidacloprid ve 10uM nikotin dogal nAChR’lerine 100uM asetilkolinin
olusturdugunun %10-14"ii kadar akim genligi olusturmustur. 10uM clothianidin ve
10uM P-CH-clothianidin 100uM asetilkolin tarafindan olusturulandan %56 daha
fazla akim genligi olusturmustur. Yaptiklart ¢alismada olusan biitiin bu akimlar
10uM mecamylamin varliginda ortadan kalkmistir. Bu c¢alisma ile nikotin ve
imidaclopridin nAChR’lerine kismen agonist etkisini, clothianidin, P-CH-
clothianidinin siiper agonist etkisini gostermislerdir. Calismalarinda imidacloprid ve
nikotinin etkilerinin mecamylaminin varliginda ortadan kalkmasi tez ¢alismasinda

elde edilen sonuglarla ortiismektedir.

Zhang ve ark. [76] dort bocek tiirli (Myzus persicae, Aphis craccivara,
Drosophila melanogaster ve Musca domestica) ile yaptiklar1 calismada [*H] izotop
kullanarak imidaclopridin bocek sinir sisteminde baglanma bolgelerinin sayisi ve
yapi-aktivite iligkisini tiire gore karakterize etmislerdir. Neonikotinoidlerin insektisit
potansiyelinin tiirlere bagli olmasinin yani sira, dort bocek tiirlinde nAChR baglanma

bolgesini tespit etmislerdir.
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Diger bir ¢alismada Zafeiridou ve Theophilidis [79] Tenebrio molitor bocek
tiriinii kullanarak solunum merkezi sinapslart {izerine imidacloprid’in etkisini
elektrofizyolojik olarak arastirmiglardir. 0.001uM ve 0.010uM konsantrasyonundaki
imidacloprid cozeltileri ile yapilan deneylerde bir etki gozlenmezken, 0.10uM
imidacloprid ¢0zeltisi, solunum motor noronlarinda hipereksitasyon yaratmuastir.
1.0uM konsantrasyonundaki imidacloprid ise solunum motor noronlarin aktivitesini
aniden hizlandirmis, sonra tamamen inhibe etmistir. Sonug olarak, noral aga katilan
her bir néronda bulunan nAChR iizerindeki kiiciik bir degisimin noral agin ¢iktisinda
beklenmedik degisimlere yol acabilecegini rapor etmislerdir.  Karsilastirma
yapildiginda bu calismada da noronal iletimde doza bagh olarak artan imidacloprid

nedenli bir inhibisyon meydana gelmistir.

Bir bagka calismada ise Matsuda ve ark. [17] nikotin, imidacloprid ve
asetilkolinin Drosophila ve tavuk nAChR’leri {izerine etkilerini iki-elektrot voltaj-
klamp elektrofizyolojik teknigi kullamilarak arastirmislardir. Imidaclopridin a4p2
reseptoriine kismen agonist etki gosterirken, epibatidin, nikotin ve asetilkolinin tam
agonist oldugunu, Drosophila Do2/ tavuk 2 reseptoriine ise hem imidacloprid hem
de nikotinin kismen agonist oldugunu, epibatidin ve asetilkolinin ise tam agonist
oldugunu rapor etmislerdir. Bdylece asetilkolin ve imidacloprid’in nAChR’iiniin

ayn1 kanal molekiiliine baglandig1 sonucuna varilmistir.

Ihara ve ark. [18] Xenopus laevis oositlerinde tanimlanan tavuk o7 ve o4p2
nAChR iizerine imidacloprid etkisini voltaj-klamp elektrofizyolojik teknigi
kullanarak calismislardir. Imidacloprid bu reseptorler iizerine kismen agonist etki
gosterirken, nitro grubu uzaklastirilan imidacloprid (desnitroimidacloprid),
reseptorlerin hepsinde tam agonist etki gostermistir. Imidacloprid molekiiliindeki
nitro grubunun, neonikotinoidlerin segicilik ve etki gesitliliginde oldukc¢a Onemli

oldugu sonucuna varilmistir.
Nagata ve ark. [81] imidacloprid ve kartap’in nAChR’iine etkilerini,

klonlanmis sican PC12 (adrenal bezin merkezinde c¢ikan tiimoér hiicreleri)

hiicrelerinde  patch-klamp  teknigini  kullanarak  arastirmiglardir. 10uM
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konsantrasyondaki asetilkolin nedenli akimlar ana iletim durumuna karsilik gelirken,
10uM konsantrasyondaki imidacloprid nedenli akimlar yar1 iletim durumu
gostermistir. Farkli olarak 0.1-300 uM konsantrasyon araligindaki kartab herhangi
bir akim olusturmamistir. Bu calisma, imidacloprid ve kartabin farkli etki
mekanizmalariyla nikotinik asetilkolin reseptoriinii etkiledigini gostermektedir.
Arastirmacilar, imidaclopridin yar1 iletim durumundaki akimlar iireterek kismen
agonist etki gosterirken, kartabin nAChR’ii {izerine agik kanal blokeri olarak etki
ettigini gostermislerdir. Imidaclopridin nAChR’ii iizerine kismen agonist etkisi tez

calismasinda elde ettigimiz bulgulan desteklemektedir.

Bir bagka calismada Seifert ve Stollberg [80], imidaclopridin nAChR’ii ile
etkilesimini embriyonik kurbaga kas hiicrelerinde arastirmislardir. Calismalarinda
asetilkolin, nikotin ve imidacloprid kas hiicrelerini kontraksiyona sevk etmistir.
Fakat uygulanan fizyolojik test sisteminde asetilkolinin nikotinden daha baskin
oldugunu bulunmustur (EC =5 x 10®M karsi 6 x 107'M). Asetilkolin ve
imidacloprid tarafindan olusturulan kontraksiyonlar, o-bungarotoksin tarafindan
bloke edilmistir (IC =9 x107’M). Calismalarinda, imidaclopridin bocek noral
reseptorlerindeki toksik etki goOsterdikleri agonist rollerinden farkli olarak, kas
hiicrelerindeki nAChR’iine antagonist etki yaptigin1 gostermislerdir. Yapilan tez
calismasinda imidaclopridin kurbaga siyatik sinir aksiyon potansiyeline nikotin gibi
etki ettifi ve bu etkinin nAChR antagonistleri tarafindan ortadan kaldirildigi
gozlenmistir. Sonuglar arasindaki bu farklilik hem kullanilan preparatlarin, hem de
teknigin farkli olmasindan ileri geldigini diisiindiirmektedir. Tez c¢alismasinda
imidaclopridin etkisini gostermek icin kurbaga (Rana ridibunda) siyatik siniri
kullanilirken Seifert ve Stollberg kurbaga embriyonik kas hiicrelerini kullanmiglardir.
Imidacloprid noronal nAChR’lerine agonist gibi etki ederken, kassal nAChR’lerine
antagonist gibi etki gosterebilmektedir. Bu durum, hem noronal, hem de kassal
nAChR’lerinin alt iinite kompozisyonlarinin farkililigindan kaynaklanabildigini
diisiindiirmektedir. Imidacloprid, bu farkli alt iinitelere sahip nAChR’lerine farkli

etki bolgeleri iizerinden tesir ediyor olabilir.
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Nishiwaki ve ark. [78] neonikotinoidlerin insektisit etkilerini (4pM-30uM)
Xenopus laevis oositlerinde tanimladiklart Drosophila Do2 ve tavuk B2 alt
initelerine sahip rekombinant nAChR’leri iizerine elektrofizyolojik ve reseptore
baglanma teknikleri kullanilarak arastirmiglardir. Calismalarinda, 9 neonikotinoid
benzil derivatinin Da2/B2 rekombinant nAChR’lerinin tamimlandigt Xenopus
oositlerinde igeri dogru iyon akim sagladig1 ve boylece bilesiklerin hibrid reseptore
agonist olarak etki ettigi gozlenmistir. Neonikotinoid derivatlarin rekombinant
nAChR’lerine agonist etkileri ve [H’]imidaclopridin baglanma aktivitesi arasindaki
iliski, tez calismasindaki bulgulart desteklemekle beraber Nishiwaki ve
arkadaslarinin ¢alismalarinda rekombinant nAChR’#i kullanmalari, tez ¢alismasinda

ise dogal preparat kullanilmis olmasi nedeniyle farklilik gostermektedir.

Yapilan arastirmalarda imidaclopridin hedef olmayan canlilar {izerine
etkilerini inceleyen elektrofizyolojik calismalar oldukca smirhidir.  Kullanilan
preparatin dogal yada rekombinant olmasi, deney hayvam tiiriiniin ve kullanilan
elektrofizyolojik tekniklerin farkli olmasi1 gibi nedenlerden dolay1 sonuglar arasinda
benzerlikler oldugu gibi farkliliklar da goriilebilmektedir. ~ Burada sunulan
caligmalarla birlikte tez calismasi imidaclopridin hedef canlilarin yani sira hedef
olmayan hayvanlarin ornegin kurbaga sinirlerinin nikotinik asetilkolin reseptoriinii

de etkileyebilecegi konusunda onemli bilgiler vermektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda Mersin ili ve civarindaki tarim alanlarinda yaygin ve etkili
kullamima sahip imidaclopridin Rana ridibunda siyatik sinir aksiyon potansiyeli

parametreleri iizerine doza ve zamana bagli etkileri incelenmistir.

Calisma sonucunda :

1. Imidacloprid ve nikotinin R. ridibunda siyatik sinir nAChR’lerini
etkiledigine dair gii¢lii ipuclar elde edilmistir.

2. Olusan etkiler kullanilan dozun artmasiyla birlikte artmigtir.

3. Insektisitin uygulama siiresinin artmasi etkisini degistirmemektedir.

4. Nikotin, imidacloprid ile karsilastirildiginda R. ridibunda siyatik sinir
aksiyon potansiyeli parametrelerini kismen de olsa daha cok etkilemistir.

5. Mecamylamine ve a-bungarotoksinin, kurbaga siyatik sinir-aksiyon
potansiyeli iizerine imidacloprid ve nikotinin tersine bir etki gosterdigine

dair bulgular elde edilmistir.

Calismamizda, neonikotinoid insektisitlerden imidaclopridin hedef olmayan
canlilarin sinir sistemi iizerine etkileri a¢iga kavusturulmaya calisilmistir. Sonuglar,
eksternal yolla uygulanan insektisitin sinir aksiyon potansiyelini iizerine onemli bir
sekilde baskilayici bir rollii oldugunu gostermektedir. Nikotinin bu baskilayici
etkisinin nikotin antagonistleri (mecamylamine ve a-bungarotoksinin) tarafindan
ortadan kaldirilmasi ve nikotine benzer etki gosteren imidaclopridin de etkisinin ayni
sekilde yine nikotinik asetilkolin reseptdr antagonistleri tarafindan ortadan
kaldirilmast imidaclopridin nikotin gibi noronal nAChR’lerine agonist olarak etki
ettigi  yoniindeki diislinceleri  giiclendirmektedir. Ancak nAChR’lerinin
neonikotinoid insektisit varligindaki davranisinin  molekiiler mekanizmasinin
anlagilabilmesi i¢in insektisitlerin internal olarak uygulanmasi1 ve ozellikle patch-

klamp teknigi kullanilarak ¢alismalara devam edilmesi gerekmektedir.
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EK 1. Imida_clopridin tek basina veya kombinasyon halinde siyatik sinir aksiyon potansiyel parametreleri iizerine doza ve zamana baglh
etkilesimi. Imi: imidacloprid; aBtx: a-bungarotoksin; Meca: mecamylamin.

Imi,10°M Imi,10°M
Zaman  Degisken Kontroln=8) = Imi,10°M (n=8) imi,10°M (n=8)  imi,10*M(n=8) ath,+10'5M Mecale'sM
(dk) (n=8) (n=8)

0 Genlik (mV) 9.08+0.49 9.89+0.16 9.08+0.49 8.56+0.84 8.41+0.71 7.39+1,37
Alan (Vms.) | 0.00339+0.0008  0.00399+0.0008  0.00406+0.0003  0.00264+0.0003 = 0.00248+0.0005  0.00191+0.0003
Latans (ms) 0.66+0.22 0.7120.05 " 0.55+0.12" 0.54+0.05 0.65+0.15 0.65+0.07

AP siiresi(ms) 2.40+0.29 2.58+0.16 2.47+0.24 2.29+0.29 2.54+0.47 2.50+0.15

30 Genlik (mV) 8.77+0.60 8.44+1.75 6.9243.1 5.1£3.13* 7.2442 81 6.47+2,62
Alan (Vms.)  0.00314+0.0005 0.00377+0.0007 0.00394+0.0018 0.00183+0.0012"  0.00224+0.0009 = 0.00196+0.0004
Latans (ms) 0.65+0.18 0.72+0.13" 0.54+0.12" 0.53+0.15 0.64+0.17 0.62+0.11

AP siiresi(ms) 2.48+0.38 2.98+052 2.88+0.62" 2.26+0.33" 2.55+0.68 2.46+0.13

60 Genlik (mV) 8.29+1.24 8.47+1.67* 8.0442.95 5.9442.61% 8.89+0.75* 6.77+1.51
Alan (Vms.) | 0.00358+0.0010  0.00407+0.00101" | 0.00404+0.0018 | 0.00173+0.0008* & 0.00258+0.0004 = 0.0021120.0009
Latans (ms) 0.63+0.20 0.72+0.03" 0.48+0.12" 0.48+0.13" 0.62+0.17 0.56+0.13

AP siiresi(ms) 2.75+0.67 3.05+0.58" 2.81+04 2.1120.15 2.45+0.47 2.4620.11

90 Genlik (mV) 8.32+0.73 8.19+1.85* 7.41+3.64 6.3242.65 8.30+1.23 6.16+1.38
Alan (Vms.) 0.00376£0.0014  0.00403+0.001  0.00483+0.0027 = 0.0021+£0.001  0.00237+0.0008  0.00212%0.0003
Latans (ms) 0.62+0.16 0.7£0.07 0.48+0.09" 0.42+0.15 0.59+0.13 0.62+0.09

AP siiresi(ms) 2.7240.55 3.21+1.28 2.85+0.48 2.33+0.6 2.47+0.58 2.43+0.09
120 | Genlik (mV) 8.18+1.00 9.01+2.34 7.57+2.86 5.34+2.95% 8.22+1.49 5.57+1.21%
Alan (Vms.)  0.00353+0.0012  0.00437+0.0013" | 0.00454+0.0021 0.00172+0.0008* = 0.00249+0.0012 | 0.00180+0.0003
Latans (ms) 0.65+0.21 0.7+0.06 0.48+0.09" 0.43+0.12" 0.60+0.13* 0.58+0.15
AP siiresi(ms) 2.11£0.15 2.90+0.87 2.84+0.59 2.13+0.32 2.37+0.47 2.3620.11

* p<0.05. Karsilastirmalar zamana bagli olarak 0. dakikaya gore yapilmustir.
“p<0.05. Karsilastirmalar doza bagh olarak Imi,10*M grubuna gore yapilmustir.
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EK 2. Nikotinin tek basina veya kombinasyon halinde siyatik sinir aksiyon potansiyel parametreleri iizerine doza ve zamana bagh

etkilesimi. Ni: nikotin; aBtx: a-bungarotoksin; Meca: mecamylamin.
Ni,10°M Ni,10°M
we _ . -6 _ . .5 _ . -4 _ + +
Z?(;Ill(é)ll‘l Degisken Kontrol(n=8) Ni,10"M (n=8) Ni,10"M (n=8) Ni, 10" M(n=8) ath,lO'sM Meca,10'5M
(n=8) (n=8)

0 Genlik (mV) 8.22+1.18 7.05+0.99 7.28+2.00 7.98+1.23 8.44+0.92 7.87+1.41
Alan (Vms.)  0.00234+0.0006  0.0019420.0003 0.00222+0.0005 0.00192+0.0003 = 0.00339+0.0008 = 0.003960.0014

Latans (ms) 0.76+0.05 0.64+0.06 0.73+0.04 0.77+0.04 0.66+0.22 0.82+0.12

AP siiresi(ms) 2.38+0.25 2.45+0.36 2.39+0.25 2.24+0.27 2.40+0.29 2.41+0.40

30 Genlik (mV) 8.09+0.94 5.63+3.29 B 4.13+2.92 1.66+1.70% ] 8.81+0.74 6.70+2.46
Alan (Vms.) | 0.00237+0.0004 0.00174£0.0012° = 0.00129+0.0009  0.00036+0.0004* 0.00420+0.0018 = 0.00399+0.0020

Latans (ms) 0.78+0.02 0.630.10 0.69+0.27 0.48+0.40 _ 0.76+0.09 0.81+0.11

AP siiresi(ms) 2.24+0.27 2.18+0.44 1.90+0.80 1.04+0.88* 2.724+0.55 2.47+0.41

60  Genlik (mV)  7.93+0.89 3.77+2.88% 2.77+2.30* 0.80£0.83% " 7.75+1.93 5.9443.54
Alan (Vms.) 0.00216+0.0004 0.00118+0.00126 = 0.00084+0.0007*  0.00014+0.0001* = 0.00343+0.0018 = 0.00394+0.00278

Latans (ms) 0.77+0.04 0.65+0.11 0.68+0.27 0.48+0.40 0.75+0.08 0.77+0.09

AP siiresi(ms) 2.07+0.37 2.27+1.01 1.75+0.78 1.03+0.86* 2.75+0.67 2.60+0.62

90 Genlik (mV) = 7.96+0.85 6324242 2.9043.35* 1.5843.37% 8.11+1.62 6.31%3.09
Alan (Vms.) | 0.00231+0.0006  0.00176+0.0008 | 0.00090+0.0009* = 0.0004+0.0007% | 0.00339+0.0014 = 0.00379+0.0019

Latans (ms) 0.75+0.06 0.630.03 0.57+0.35 0.26+0.36* 0.70+0.07 0.80+0.11

AP siiresi(ms) 2.25+0.31 2.26+0.31 1.62+1.03 0.66+0.93%" 2.48+0.38 2.51+0.37

120  Genlik (mV) 7.79+0.75 2.37+1.01% 3.91+2.30% 0.42+0.86* 6.54+3.46 7.9242.85
Alan (Vms.)  0.001772£0.0006  0.00059+0.0003*" 0.00135+0.0006* " 0.00010£0.0002* " 0.00198+0.0012* = 0.005100.0021

Latans (ms) 0.730.01 0.66+0.05 0.67+0.05* 0.18+0.34* 0.760.07 0.730.08*

AP siiresi(ms) 2.33+0.32 1.94+1.16% 2.1120.26 0.45+0.85% 2.09+0.53 2.84+0.65

p<0 05. Karsilagtirmalar zamana baglh olarak 0. daklkaya gore yapilmustir.
"p<0.05. Karsilastirmalar doza bagh olarak Ni,10™*M grubuna gore yapilmustir.
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EK 3. Imidaclopridin tek basina veya o-bungarotoksin ve mecamylamin ile R. ridibunda siyatik sinir
aksiyon potansiyeli iizerine etkilesimi. Imi: imidacloprid; aBtx: a-bungarotoksin; Meca:
mecamylamin.

Kontrol

imi, 10°°M

imi, 10°M

imi, 10*M

imi, 10 °M+aBtx,10°M

imi, 10 °M+Meca,10°M

2.8 mV

O R

|
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EK 4. Nikotinin tek basina veya a-bungarotoksin ve mecamylamin ile R. ridibunda siyatik sinir
aksiyon potansiyeli iizerine etkilesimi. Ni: nikotin; aBtx: a-bungarotoksin; Meca: mecamylamin.

0
o

Kontrol

Ni,10°M
Ni,10°M
Ni,10*M

Ni,10°M+0Btx,10°M

Ni,10°M+Meca,10°M

2.6 mW

0.9 ms
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Ad1 Soyadi
Adres

Dogum Yeri ve Tarihi

Egitim

Medeni Durum

Yabanci Dil

OZGECMIS

: Dilek KUMARGAL
:Yeni Mah. Kale Yolu Berlin Sit. B/Blok No: 1/1

Mezitli MERSIN
: Pazarcik — 08.03.1983
: {Ik ve orta 6grenimimi Mersinde tamamladim.

2000 yilinda Gazi Universitesi Kirsehir Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinii kazandim.

2004 Temmuz ayinda Gazi Universitesi Kirsehir Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinden mezun oldum.

2004 Eyliil ayinda Mersin Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Biyoloji Ana Bilim Dalinda yiiksek lisans
egitimime bagladim.

2006 Kasim ayinda Mersin Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii  Biyoloji Ana Bilim Dalinda arastirma
gorevlisi olarak goreve bagladim. Halen ayni boliimde
arastirma gorevlisi olarak gorev yapmaktayim.

: Bekar

: Ingilizce
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