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Ozet

Amag: Bu calismada, neonikotinoid bir insektisit olan tiyakloprid ve antagonisti d-
tubokurarin’in kurbaga gastrokinemius kas1 mekanik aktivite parametreleri lizerine etkilerinin
doza ve uygulama stiresine bagl olarak arastirilmasi amaglanmistir. Yontem: Calismada 1x103,
1x104, 1x105 ve 1x10-6 M derisimlerde tiyakloprid, 1x10-5 M tiyakloprid + 1x104 M d-
tubokurarin kombinasyonu, 1x10-6 M tiyakloprid + 1x10-5 M d-tubokurarin kombinasyonu olmak
lizere 6 deney grubu olusturulmustur. Tiim deney gruplarinda agonist ve antagonistin etkileri
esit sayida denek iizerinde ¢alisilmistir (N=8). Olgiimler 0, 30, 60, 90 ve 120. dakikada alinmis ve
0. dakikada alinan o6lgiimler kontrol degeri olarak kabul edilmistir. Iskelet kasi mekanik
aktivitesini kayitlamak icin, BIOPAC MP 100 Acqusition sistemi kullanilmistir ve bu kayitlardan
kasilma kuvveti, kasilma siiresi ve gevseme siiresi Ol¢iilmistiir. Bulgular: Elde edilen
bulgularda, tiyakloprid kontrol gruplarina gore, kasilma kuvvetini %35-97, kasilma siiresini
%18-75, gevseme siiresini %33-71 oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bicimde azaltmistir
(p<0.05). Benzer sekilde, tiyakloprid ve d-tubokurarin karisimi kontrol gruplarina gore, kasilma
kuvvetini %57-94, kasilma siiresini %23-59, gevseme siiresini ise %34-70 oranlarinda anlamli
bicimde azaltmistir (p<0.05). Sonug: Tiyakloprid ve d-tubokurarin’in gastrokinemius kasinin
kasilma kuvvetini, kasilma ve gevseme siirelerini anlaml bigimde diistirmesi, bu insektisit ve
antagonistinin ¢izgili kaslar tizerinde toksik etkisi olabilecegini diistindtirm{istiir.

Anahtar soézciikler: Tiyakloprid, d-tubokurarin, gastrokinemius, kasilma kuvveti

Electrophysiological evaluation of the toxic effects of thiacloprid and
d-tubocurarine on Rana ridibunda muscle tissue

Abstract

Aim: In this study, we aimed to investigate the effects of thiacloprid and d-tubocurarine, a
neonicotinoid insecticide and it’s antagonist, on the mechanical activity parameters of frog
gastrocnemius muscle depending on the dose and duration. Method: The study was composed
of six experimental groups; 1x10-3, 1x10-4, 1x10-5and 1x10-¢ M thiacloprid, 1x10-5M thiacloprid +
1x10-4M d-tubocurarine and 1x10-6 M thiacloprid + 1x10-5M d-tubocurarine combination.
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The agonist and antagonist effects were studied on an equal number of subjects in the
experimental groups (N=8). Measurements were taken at Oth, 30th, 60th, 90tk and 120t minutes
and measurements taken at 0t minute were designated as the control value. Skeletal muscle
mechanical activity recordings were obtained by BIOPAC MP 100 Acquisition system and
contraction force, time and relaxation time were measured based on these recordings. Result:
According to the findings, thiacloprid significantly decreased the contraction force (35-97%),
time (18-75%) and the relaxation time (33-71%) (p<0.05) as compared to the control groups.
Similarly, thiacloprid and d-tubocurarine mixture comparing to the control groups significantly
decreased the contraction force (57-94%), time (23-59%) and the relaxation time (34-70%)
(p<0.05). Conclusion: Significant reduction in contraction force, time and relaxation time of the
gastrocnemius muscle after the thiacloprid and d-tubocurarine exposure suggests that that this
insecticide and its antagonist may have a toxic effect on skeletal muscles.

Keywords: Thiacloprid, d-tubocurarine, gastrocnemius, contraction force

Giris

Pestisitler, c¢esitli alanlarda iriin
zararhlarin1 oldiiren ya da uzaklastiran
kimyasal maddelerdir.! Yogun ve bilingsiz
pestisit kullanimi sonucunda gidalarda,
toprak, su ve havada kullanilan pestisitin
kendisi ya da doniisim  {riinleri
kalabilmektedir. Bundan dolayi, hedef
olmayan diger organizmalar ve insanlar
lizerinde olumsuz etkileri
goriilebilmektedir. Pestisitler, kontroliinii
sagladiklar1 zararl tipine gore fungusitler,
algisitler, herbisitler, insektisitler,
nematositler ~ ve  mollusitler  olarak
siniflandirilirlar.2

Insektisitler, béceklerin kontroliinde
kullanilan biyolojik ya da kimyasal orjinli
ajanlardir3 Bunlarin bir¢ogu ndrotoksik
ozelliktedir ve etkilerini 6zellikle boceklerin
sinir sistemini tahrip ederek gosterirler.
Insektisitler; klorlu hidrokarbonlular,
organofosforlu bilesikler, metilkarbamatlar,
piretroidler ve neonikotinoid insektisitler
olmak iizere bes ana gruba ayrilirlar.4
Neonikotinoid  insektisitler, bitki ve
hayvanlar {izerindeki zararli bocekleri
kontrol altinda tutan, son yillarda tiretilmis
en onemli yeni sentetik insektisit sinifidir.5
Tiyakloprid, neonikotinoid bilesikler
sinifina ait yeni bir pestisittir. Isiga
dayanikliliginin iyi olmasi67 ve omurgalilara
gore bocekler lizerine yiiksek secici toksisite
gostermesi bu insektisitin diinya ¢apinda
yaygin olarak kullanilmasin1 saglamistir.8
Neonikotinoidler, hem memelilerde hem de
boceklerde postsinaptik membranda
nikotinik asetilkolin reseptoriine (nAChR)
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baglanirlar ve agonist olarak etki
gosterirler. Neonikotinoidlerin postsinaptik
nAChR’lere baglanmasi, kolinerjik
sinapslarda baslangicta yanlis sinyallerin
artisina, daha sonra sinir uyarilarinin
tamamen bloke edilmesine neden olur.
Tiyakloprid, neonikotinoid teriminden de
anlasilacag gibi, nikotine yapisal benzerligi
olan ve ayni etkiyi gosteren bir bilesiktir.9

Insan lenfositlerinde tiyakloprid'in
genotoksik etkileri kromozom aberasyonu
(CA), kardes kromatid degisikligi (SCE) ve
mikronukleus (MN) testi ile arastirilmis,
eksojen metabolik aktivator (S9 mix)
varliginda ve yoklugunda tiyakloprid’in
kromozom ve SCE’leri belirgin olglde
artirdigr, S9 yoklugunda nitkleoplazmik
kopri olusumlarini ve MN’de 6nemli bir
artist  indukledigi, ayni zamanda S9
varliginda ve yoklugunda mitotik indeksi
distrdiigic.  bildirilmistir.l®  Sicanlarda
tiyakloprid ve  deltametrin’in  sigan
serumunda tiroid hormon seviyesi lizerine
etkileri ayr1 ayr1 ve birlikte c¢alisilmis
(Deltametrin 15 mg/kg, tiyakloprid 112,5
mg/kg ve deltametrin + tiyakloprid [15 +
112,5 mg/kg] 24 saat akut uygulama,
deltametrin 3 mg/kg, tiyakloprid 22,5
mg/kg ve deltametrin + tiyakloprid [3 +
22,5 mg/kg] 30 gilin subakut uygulama), 30
glin boyunca deltametrin’in tiyakloprid ile
birlikte ve yalmizca tiyakloprid uygulanan
sicanlarin  serum hormon seviyesinde,
serbest FT3 ve FT4 diizeyinde artis oldugu
bildirilmis olup, insanlarda bu
insektisitlerin potansiyel saglik risklerinin
ve endokrin bozucu etkilerinin belirlenmesi
gerektigi onerilmistir.!1
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Pestisitlerin, hedef olmayan
organizmalar {lzerindeki toksik etkisi ve
ekosisteme olan etkileri diinya capinda
ilgilenilen  bir = konudur.!2  Kullanilan
pestisitler, giin gectikce yayginlasmakta ve
pestisitlerin  hedef olmayan canllar
lizerindeki, potansiyel  toksik  risk
degerlerinin arastirilmasina ihtiyac
duyulmaktadir. Ozellikle, su ve tarim
ekosistemlerindeki hedef olmayan
organizmalar iizerine olan etkileri tamamen
anlasilmis degildir.13 Bundan dolayi, yeni
iretilen bir insektisit olan tiyakloprid’in de
hedef olmayan organizmalar izerindeki
toksik etkilerini arastiran ¢alismalar heniiz
yetersizdir.

Bu calismanin amaci insan saghgi,
veterinerlik ve tarimsal verimliligi koruma
gibi alanlarda yaygin olarak kullanilan
neonikotinoid bir insektisit olan
tiyakloprid’in farkli derisimlerinin in vitro
kosullarda, kurbaga iskelet kasi iizerine
etkilerinin elektrofizyolojik ydntemlerle
belirlenmesidir. Ayrica, tiyakloprid ile
nAChR’leri antagonistligi etkisine sahip d-
tubokurarin  karisiminin, analiz edilen
parametreler lizerine etkisinin
karsilastirmali olarak degerlendirilmesi de
amaclanmistir. Bu ¢alismanin, yeni tretilen
bir insektisit olan tiyakloprid'in hedef
olmayan Rana ridibunda iskelet kasi lizerine
etkisini ortaya cikararak, dogal yasama
olumsuz etkisini en aza indirecek yeni
uygulamalarin gerceklestirilmesine katki
sunmasl beklenmektedir.

Gereg ve Yontemler
Deney Hayvanlarinin Saglanmast

Deneylerde, agirliklar1 50-60 g
arasinda degisen 48 adet Rana ridibunda
tirtinden kurbaga kullanilmistir.  Bu
calismada kullanilan deney hayvanlari igin,
Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'nun (HADYEK) 27.03.2014 tarih
ve 2014/9 sayili karan ile etik kurul izni
alinmistir.  Kurbagalara yapilan tiim
islemlerde National Institutes of Health
(NIH) tarafindan hazirlanan laboratuvar
hayvanlarinin bakim ve kullanim
rehberinde belirtilen kriterler
uygulanmistir. Kurbagalar 1x10-3, 1x10-4,
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1x10-5 ve 1x10-6 M derisimlerde tiyakloprid,
1x105 M tiyakloprid + 1x104 M d-
tubokurarin karisimi, 1x10-6 M tiyakloprid +
1x105 M d-tubokurarin karisimi olmak
lizere her grupta 8 kurbaga olacak sekilde 6
gruba ayrilmistir.

Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde, nAChR’lerin bir agonisti
olan tiyakloprid (C10H9CIN4S) (Calypso OD
240, Bayer) ile nAChR’lerin antagonisti d-
tubokurarin (Cs7H42Cl2N20¢ 5H20) (T2379,
Sigma) kullanilmistir. Tiyakloprid ve d-
tubokurarin, Ringer c¢ozeltisi icerisinde
hazirlanmstir.

Elektrofizyolojik Kayitlar

Spinal hale getirilen kurbagalarin
sag arka bacagindaki gastrokinemius kasi
izole edildikten sonra izole kaslar, fizyolojik
ortamin saglanmasi i¢in kullanilan Ringer
cozeltisine alinmistir. Tiyakloprid ve d-
tubokurarin’in zamana bagh etkilerini
belirleyebilmek i¢in ayni kastan 0, 30, 60, 90
ve 120. dakikalarda kayitlar alinmistir.
Sifirinc1  dakika kayitlari, kaslar Ringer
¢ozeltisi icerisindeyken alinan kayitlar olup,
her bir kas preparatinin kontrol degerine
karsiik  gelmektedir. Kontrol o6l¢limi
yapildiktan sonra

1. gruptaki kaslar 1x10-3 M tiyakloprid,
2. gruptaki kaslar 1x10-4 M tiyakloprid,
3. gruptaki kaslar 1x10-5 M tiyakloprid,
4. gruptaki kaslar 1x10-6 M tiyakloprid,

5. gruptaki kaslar 1x10-5> M tiyakloprid +
1x10-4 M d-tubokurarin karisimi ve

6. gruptaki kaslar 1x106¢ M tiyakloprid +
1x105 M d-tubokurarin karisimi iceren
cozeltilere alinmistir.

Ayni preparattan 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda kasin mekanik aktivitesi
kayitlanmistir. Kayit icin BIOPAC MP100
Kayit Sistemi kullanilmistir. Kasin bir ucu
tespit edilip, diger ucu izometrik kuvvet
transduserine (MAY, FDT-10) baglanmis ve
kasa 2 g o6n gerim uygulanmistir. Daha
sonra, BIOPAC stimiilatore bagh
glimiis/glimus kloriir (Ag/AgCl) elektrotlar
kullanilarak, 0.5 ms siireli ve her kas icin
ayri ayri belirlenen siddetlerde
supramaksimal pulsla kas uyarilmistir. Kas
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aktivitesi, genel amagh  diferansiyel
amplifikatorle ylikseltilerek ve 16 bitlik A/D
gevirici kullanilarak, daha sonra analiz
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edilmek tUzere bilgisayara aktarilmistir. Elde
edilen kasilma egrileri BIOPAC
Acknowledge 100 W5.7 analiz programu ile
analiz edilerek kasilma kuvveti (g), kasilma
siiresi (ms) ve gevseme sliresi (ms)
Olciilmiistiir.

Istatistiksel Analiz

Verilerin analizi bilgisayar
ortaminda yapilmistir. Her bir gruba ait doz
ve zamana bagh farkliliklar tekrarlanan
Olciimlii varyans analizi ile incelenmistir.
Gruplardaki istatistiksel anlamlilik, ANOVA
veya Kruskal-Wallis testleri kullanilarak
belirlenmis ve anlamlilifin hangi gruplar
arasinda oldugu Bonferroni ve Dunn testleri
uygulanarak  saptanmustir.  Istatistiksel
anlaml farklilik olarak P<0.05 alinmstir.

Bulgular

Tiyakloprid ve D-Tubokurarin’in Kasilma
Kuvveti Uzerine Etkileri

Tiyakloprid ve d-tubokurarin’in kasilma
kuvveti lizerine etkileri Sekil 1, Sekil 2 ve
Sekil 3’te verilmistir. 1x10-3 M tiyakloprid
Rana ridibunda gastrokinemius kasi kasilma
kuvvetini uygulama siliresine bagh olarak,
kontrol degerine (0. dakika) gore 60.
dakikada %95, 90. ve 120. dakikada %97,
1x10-4 M tiyakloprid 60. dakikada %86, 90.
dakikada %94 ve 120. dakikada %97, 1x10-5
M tiyakloprid 120. dakikada %65, 1x10-6 M
tiyakloprid 120. dakikada %67 oraninda
istatistiksel =~ olarak  anlamli  sekilde
azaltmistir (P<0.05). 1x10-5 M tiyakloprid +
1x10-4 M d-tubokurarin kombinasyonuyla
yapilan deney grubunda, kasilma kuvvetinin
30. dakikada %57, 60. dakikada %75, 90.
dakikada %80 ve 120. dakikada %92, 1x10-6
M tiyakloprid + 1x10-> M d-tubokurarin
kombinasyonuyla yapilan deney grubunda
30. dakikada %55, 60. dakikada %63, 90.
dakikada %80 ve 120. dakikada %94
oraninda anlaml sekilde azaldig:
gozlenmistir (P<0.05) (Sekil 1).
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Sekil 1. Tiyakloprid ve d-tubokurarin’in Rana
ridibunda iskelet kas1 kasilma kuvveti iizerine
etkileri. *: 1x10> M tiyakloprid grubu ile
karsilastirlldiginda (P<0.001), #: 1x10¢ M
tiyakloprid  grubu ile karsilastirildiginda
(P<0.001), A: 1x10°¢ M tiyakloprid grubu ile
karsilastirildiginda (P<0.05). (Thia: tiyakloprid;
Tubo: d-tubokurarin).

1x103 M tiyakloprid, kasilma
kuvvetini doza bagh olarak, 1x10-5ve 1x10-6
M tiyakloprid gruplarina gore 30, 60, 90 ve
120. dakikalarda anlamli olarak azaltmistir
(P<0.05). 1104 M tiyakloprid ise, 1x10-5 M
tiyakloprid grubuna gore kasilma kuvvetini
30, 60, 90 ve 120. dakikalarda onemli
bicimde azaltmistir. Ayrica, 1x104 M
tiyakloprid, 1x10-6 M tiyakloprid grubuna
gore, kasilma kuvvetini 60, 90 ve 120.
dakikalarda anlamli olarak azaltmistir.
1x105 M tiyakloprid + 1x104 M d-
tubokurarin  kombinasyonuyla  yapilan
deney grubunda kasilma kuvveti, 1x10-> M
tiyakloprid grubuna gore 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda anlamli olarak azalmistir
(P<0.001). 1x10-5 M tiyakloprid + 1x10+ M
d-tubokurarin karisimi kasilma kuvvetini,
1x10-6 M tiyakloprid grubuna gore 30, 60,
90 ve 120. dakikalarda anlaml sekilde
azaltmistir (P<0.05). 1x10-6 M tiyakloprid +
1x10-5> M d-tubokurarin kombinasyonuyla
yapilan deney grubunda, kasilma kuvvetinin
1x10-5 M tiyakloprid grubuna goére 30, 60,
90 ve 120. dakikalarda anlamli olarak
azaldig1 gorilmistir (P<0.001). Ayrica
1x106 M tiyakloprid + 1x105 M d-
tubokurarin karisimi, 1x10-6 M tiyakloprid
grubuna gore kasilma kuvvetini 30, 60, 90
ve 120. dakikalarda anlamli bicimde
azaltmistir (P<0.05).(Sekil 2) (Sekil 3).
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Sekil 2. Tiyakloprid ve d-tubokurarin’in
iskelet kas1 mekanik aktivitesi iizerine 30.
dakikadaki etkileri. a: Kontrol, b: 1x10-6 M
tiyakloprid, c: 1x10-5 M tiyakloprid, d: 1x10-4
M tiyakloprid, e: 1x10-3 M tiyakloprid, f:
1x10¢ M tiyakloprid + 1x105 M d-
tubokurarin karisimi, g: 1x10-5M tiyakloprid
+ 1x10-4M d-tubokurarin karisimi.
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Sekil 3. Tiyakloprid ve d-tubokurarin’in
iskelet kas1 mekanik aktivitesi tizerine 120.
dakikadaki etkileri. a: Kontrol, b: 1x10-6 M
tiyakloprid, c: 1x10-5 M tiyakloprid, d: 1x10-4
M tiyakloprid, e: 1x10-3 M tiyakloprid, f:
1x10¢ M tiyakloprid + 1x105 M d-
tubokurarin karisimi, g: 1x10-5M tiyakloprid
+ 1x10-4M d-tubokurarin karisimi.
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Tiyakloprid ve D-Tubokurarin’in Kasilma
Siiresi Uzerine Etkileri

Tiyakloprid ve tiyakloprid ile d-
tubokurarin kombinasyonlarinin kurbaga
gastrokinemius kasi kasilma stiresi iizerine
doza ve zamana bagh etkileri Sekil 4’te
gosterilmistir. 1x10-3 M tiyakloprid, kasilma
stresini zamana bagh olarak, kontrol
degerine gore 60. dakikada %56, 90.
dakikada %71, 120. dakikada %73, 1x10-4 M
tiyakloprid 30. dakikada %20, 60. dakikada
%51, 90. dakikada %66, 120. dakikada %75
oraninda azaltmistir. Diger taraftan, 1x10-5
M tiyakloprid kasilma siiresini 60. dakikada

Tiyakloprid ve D-Tubokurarin’in Gevseme
Siiresi Uzerine Etkileri

Tiyakloprid ve tiyakloprid ile d-
tubokurarin kombinasyonlarinin kurbaga
gastrokinemius kasi gevseme siiresi lizerine
doza ve zamana bagh etkileri Sekil 5’te
gosterilmistir.  1x103 M  tiyakloprid,
gevseme slresini zamana bagh olarak,
kontrol degerine gore 30. dakikada %40, 60.
dakikada %62, 90. ve 120. dakikalarda %71,
1x10-4 M tiyakloprid 30. dakikada %19, 60.
dakikada %56, 90. dakikada %69, 120.
dakikada %70 oraninda azaltmistir.

%19, 120. dakikada %20, 1x10°¢ M .- )
tiyakloprid ise 60. ve 90. dakikada %20, —}g[ﬂ;:mg
120. dakikada %19 oraninda azaltmistir. | — 1x10< M Thia

— Ix10= M Thia+1x10+ M Tubo
1x10= M Thia+1x10= M Tubo

1x10-5 M tiyakloprid+1x10-4M d-
tubokurarin  kombinasyonuyla  yapilan
deney grubunda, kasilma siliresinin 30.
dakikada %23, 60. dakikada %44, 90.
dakikada %55, 120. dakikada %59, 1x10-6 M
tiyakloprid + 1x10-5 M d-tubokurarin
kombinasyonuyla yapilan deney grubunda
ise, 60. dakikada %38, 90. dakikada %52,
120. dakikada %53 oraninda azaldig
gorilmiistiir (P<0.05).

1x10-3 M tiyakloprid kasilma siiresini
doza bagh olarak, 1x10-5 ve 1x106 M
tiyakloprid gruplarina goére 30, 60, 90 ve
120. dakikalarda anlamli olarak azaltmistir
(P<0.001). 1x104 M tiyakloprid, 1x10-5 ve
1x106 M tiyakloprid gruplarina gore
kasilma siiresini 60. dakikada (P<0.05), 90
ve 120. dakikalarda anlamli bicimde
azaltmistir (P<0.001). 1x10-5 M tiyakloprid
+ 1x10-4 M d-tubokurarin kombinasyonuyla
yapilan deney grubunda Kkasilma siiresi,
1x105 M tiyakloprid grubuna goére 120.
dakikada anlaml olarak azalmistir. 1x10-5 M
tiyakloprid + 1x10+4 M d-tubokurarin
karisimi  kasilma  siiresini, 1x10¢ M
tiyakloprid grubuna gore, 90 ve 120.
dakikalarda anlamli sekilde azaltmistir.
1x106 M tiyakloprid + 1x105 M d-
tubokurarin  kombinasyonuyla yapilan
deney grubunda ise, kasilma siiresinin 1x10-
5 ve 1x10-6 M tiyakloprid gruplarina gore 90
ve 120. dakikalarda anlamli olarak azaldig1
gorilmiistiir (P<0.05).(Sekil 4).
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Sekil 4. Tiyakloprid ve d-tubokurarin’in
Rana ridibunda iskelet kas1 kasilma stiresi
lzerine etkileri. *: 1x105 M tiyakloprid
grubu ile karsilastirildiginda (P<0.05), #:
1x105 M tiyakloprid  grubu ile
karsilastirildiginda (P<0.001), A: 1x106 M
tiyakloprid grubu ile karsilastirildiginda
(P<0.001), e: 1x10-6 M tiyakloprid grubu ile
karsilastirildiginda (P<0.05). (Thia:
tiyakloprid; Tubo: d-tubokurarin).

Diger yandan, 1x10-5> M tiyakloprid
gevseme sliresini 30. dakikada %29, 60.
dakikada %39, 90. dakikada %33, 120.
dakikada %52, 1x10-6 M tiyakloprid ise 60.
dakikada %47, 90. dakikada %40, 120.
dakikada ise %51 oraninda azaltmistir.
1x105 M tiyakloprid + 1x104 M d-
tubokurarin  kombinasyonuyla  yapilan
deney grubunda, gevseme siiresinin 60.
dakikada %49, 90. dakikada %66, 120.
dakikada %70, 1x10-6 M tiyakloprid + 1x10-
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5 M d-tubokurarin kombinasyonuyla yapilan
deney grubunda ise, 30. dakikada %34, 60.
dakikada %49, 120. dakikada %67 oraninda
azaldig1 gozlenmistir (P<0.05).

1x103 M tiyakloprid gevseme
sliresini doza bagl olarak, 1x10-5 ve 1x10-6
M tiyakloprid gruplarina gore 60, 90 ve 120.
dakikalarda anlamli olarak azaltmistir.
1x104 M tiyakloprid, gevseme siiresini
1x105 ve 1x10-6 M tiyakloprid gruplarina
gore 90 ve 120. dakikalarda anlamli bicimde
azaltmistir (P<0.05).

1x10-5 M tiyakloprid + 1x104 M d-
tubokurarin ve 1x106 M tiyakloprid + 1x
10-M d-tubokurarin kombinasyonlar: ile
yapilan deney gruplari, diger gruplarla
karsilastirildiginda ise, gevseme siirelerinde
istatistiksel ~olarak anlamh  bir fark

gozlenmemistir (Sekil 5).

Grup
—Ix10= M Thia
—1x10+ M Thia

1x10= M Thia
—1x10= M Thia

T
0 30 60 90 120
Uygulama Siiresi (dk)

Sekil 5. Tiyakloprid ve d-tubokurarin’in
Rana ridibunda iskelet kas1 gevseme siiresi
lzerine etkileri. *: 1x105 M tiyakloprid
grubu ile karsilastirildiginda (P<0.05), #:
1x106 M tiyakloprid grubu ile
karsilastirildiginda (P<0.05). (Thia:
tiyakloprid; Tubo: d-tubokurarin).

Tartisma

Bu c¢alismada, neonikotinoid bir
insektisit olan tiyakloprid ve antagonisti d-
tubokurarin’in Rana ridibunda iskelet kasi
(gastrokinemius kasi) mekanik aktivite

Mersin Univ Saglik Bilim Derg 2016;9(2)

—1Ix10= M Thia+1x10+ M Tub
1x10= M Thia+1x10= M Tub

parametreleri tlizerine etkileri doza ve
uygulama sliresine bagh olarak
arastirilmistir. Bu kapsamda, tiyakloprid’in
etki mekanizmasinin kas nAChR’leri
lizerinden gerceklesip gerceklesmedigini
ortaya koyabilmek icin nAChR antagonisti
olan d-tubokurarin kullanilmstir.
Calismamizda, tiyakloprid’in iskelet kasinin
mekanik aktivitesi lizerine etkisinin olup
olmadigi arastirllmis  ve meydana
gelebilecek herhangi bir etkinin, iskelet
kaslarinin kasilabilmesi icin gergeklesmesi
gereken mekanizmanin hangi basamaginda
etkili oldugu yorumlanmaya calisiimistir.
Elde edilen verilere gore, tiyakloprid ve d-
tubokurarin kasilma yanitlarini etkilemistir.
1x10-3ve 1x10-4M gibi tiyakloprid’in yiiksek
dozlary, uygulama siiresine bagl olarak
kasilma kuvveti, kasilma stiresi ve gevseme
stresini hem kontrol gruplarina goére, hem
de diisiik doz gruplarina (1x10-5 ve 1x10-6 M
tiyakloprid) gore anlamh bicimde
azaltmistir. Yapilan bir c¢alismada, D-
tubokurarin’in kasilma yanitlarini inhibe
ettigi gosterilmistir.!* Thany!> yapmis
oldugu bir calismada, neonikotinoid bir
insektisit olan clothianidinin,
hamambdceginin 6. ganglionunda eksprese
olan sinaptik ve ekstrasinaptik nAChR’leri
lizerindeki agonist etkilerini incelemistir.
Ayni arastirmaci, clothianidin’in etkilerini
nikotinik antagonistlerden a-bungarotoksin,
mecamylamin ve d-tubokurarin ile birlikte
calismistir. Bu arastirmaci, clothianidin
akimlarinin  d-tubokurarin  ile  bloke
edildigini ve clothianidin’in nAChR’nin alt
tiplerinden olan, imidacloprid duyarh
nAChR1 ve imidaclopride duyarsiz
nAChR2’nin agonisti oldugunu géstermistir.

Calismamizda da tiyakloprid ile
birlikte kombinasyon halinde uygulanan d-
tubokurarin (1x10-5 M tiyakloprid + 1x10-4
M d-tubokurarin karisimi ve 1x106 M
tiyakloprid + 1x105 M d-tubokurarin
karisimi) kasilma yanitlarini, tiyakloprid’in
tek basina uygulandigi gruplara gore (1x10-5
ve 1x10-6 M tiyakloprid) inhibe etmistir.
Tiyakloprid ile birlikte d-tubokurarin
uygulamasinin, tiyakloprid'in tek basina
diisiik doz gruplarinda kasilma kuvveti ve
kasilma siiresi gibi mekanik aktivite
parametreleri Uzerinde artisa yol agtigl
etkiyi inhibe ettigi gozlenmistir.
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Akbas yaptig1 bir calismada 10-3, 10-
4,105, 10-6 ve 107 M konsantrasyonlardaki
imidacloprid’'in ~ kurbaga  iskelet kas
hiicrelerinin dinlenim membran potansiyeli,
aksiyon potansiyeli genligi, siiresi ve latansi
lizerine etkilerini incelemistir. Bu
arastirmaci, 103, 104, 105,  10M
imidacloprid’in  iskelet kasi dinlenim
membran potansiyeli ve tekil aksiyon
potansiyeli genligini istatistiksel olarak
arttirdigini gozlemlemistir. Ayni
arastirmaci, 103 ve 104 M imidacloprid’in
latans1 anlamli bicimde azalttigini, d-
tubokurarin uygulamasinin ise,
imidacloprid’in bu parametreler {lizerinde
meydana  getirdigi  etkileri  ortadan
kaldirdigini tespit etmistir.16 D-
tubokurarin’in inhibe edici etkisi,
asetilkolinin (ACh) yarismali inhibitori
olmasindan kaynaklanmaktadir.1? Bu
nedenle, tiyakloprid’in etkisinin nAChR
lizerinden gerceklesip gerceklesmedigini
ortaya ¢ikarma  olanagl  olmamistir.
Calismamizda uygulanan d-tubokurarin
dozlari, tiyakloprid'in kasilma yanitlari
lizerindeki azaltic etkilerini diizeltmek i¢in
yeterli olmamis olabilir. Bu nedenle
tiyakloprid'in nAChR’leri lizerindeki
etkisinin daha iyi anlasilabilmesi icin farklh
dozlarda tiyakloprid ile d-tubokurarin
kombinasyonlari uygulanabilir.
Tiyakloprid'in  toksik etkisi, nikotinik
kolinerjik sinir sisteminde sinaptik iletimde
goriilmektedir.  Tiyakloprid, bdceklerin
merkezi sinir sisteminin asf2 nAChR icin
spesifiktir. Tiyakloprid, bocek ve
omurgalilarin  kas  sinir  kavsaginda
nAChR’ye baglanir. nAChR, uyarica ACh
norotransmitterinin endojen agonisti olan
bir iyon kanalidir. Reseptor normalde kapali
durumda olup, ancak iizerine ACh
baglaninca kompleksin poru agilir ve kanal
katyonlara gecirgen hale gelir. ACh daha
sonra hizla asetilkolin esteraz (AChE)
enzimi ile yikiir. nAChR’ye baglanan
tiyakloprid ise, oldukca yavas inaktif hale
gelir ve boylece tiyakloprid nAChR’nin
aktivasyon siiresini uzatir. nAChR’nin uzun
stire aktive olmasi reseptoriin
duyarsizlasmasi ve bloke olmasina neden
olurken, sonugta paraliz ve 6liim meydana
gelir.1819
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Yapilan analizler sonucunda, yiiksek
dozlardaki tiyakloprid (1x10-3 ve 1x10-4 M)
uygulamasinin 30. dakikasinda, kasilma
kuvvetinde  herhangi  bir  degisiklik
goriilmezken 60, 90 ve 120. dakikalarda
kasilma kuvvetinde kontrole gére 6nemli bir
azalma gozlenmistir. ik 30. dakikada
kasilma kuvvetinde oOnemli bir azalma
olmamasi tiyakloprid’in ACh benzeri etkisi
ile kas liflerinde depolarizasyona yol agmasi
ve kasin normal kasilma fonksiyonunu
yerine getirmesine neden olmasindandir.
Uygulamadan 60, 90 ve 120 dakika sonra
yapilan olciimlerde ise, kasilma kuvvetinin
azalmasi, kas lifi membraninda bulunan
nAChR’lerin inaktif hale gelmesi ya da
reseptéor yapiminin azalmasiyla iliskili
olabilir. Aktif reseptdér sayisinin azalmasi,
hedef dokunun kimyasal maddeye Kkarsi
duyarliligini  azaltir.20  Kasin  kasilma
yanitindaki azalmanin bir baska
mekanizmasi, kalsiyum (Ca*2) ile iligkili
olabilir. Kasilmada, Ca*? 6nemli bir role
sahiptir. Sarkoplazmik retikulumdan (SR)
salinan Ca+?, aktin ve miyozin arasindaki
etkilesimi  baslatir. Tiyakloprid'in kas
liflerinde olusturdugu strekli
depolarizasyon, SR’den Ca*2 serbestleme
mekanizmasini bozmus ve bu da kasilma
kuvvetinde azalmaya yol ag¢mis olabilir.
Mullin ve arkadaslari?? tiyakloprid'in,
neonikotinoid sinifindaki diger
insektisitlerden 150 kat daha fazla toksik
etkiye sahip oldugunu bulmuslardir.
Vehovszky ve arkadaslari?2 yaptiklar1 bir
calismada, bir yumusakca olan Lymnaea
stagnalis’in  merkezi sinir sisteminde
bulunan VD4 ve RPeD1 noéronlar1 tlizerine
neonikotinoid insektisitlerden 0.01 mg/mL
tiyakloprid ve 0.1 mg/mL thiamethoxam
uygulamislardir. Calisma sonucunda,
tiyakloprid’in eksitator postsinaptik
potansiyelleri %90 bloke ettigi,
thiamethoxam’in ise sinaptik yanitlar1 %15
azalttign ~ gorilmistiir. Kumargal ve
arkadaslar1  yaptiklar1  bir  ¢alismada,
kurbaga gastrokinemius kasi lizerine 10-¢ M
nikotin, 104 M mecamylamin ve 104 M
nikotin + 104 M mecamylamin karisimi
uygulamislardir. Calisma sonucunda, nikotin
ve mecamylamin’in ayr1 ayr1 uygulandigi
deney gruplarinda, her iki maddenin
kasilma kuvvetini kontrole gore
uygulamanin 120. dakikasinda sirasiyla
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%48 ve %81 oraninda @ azalttig
goriilmiistiir.23 Salahdeen ve Fagbohun24
Afrika kara kurbagasi Bufo regularis

tlriinin siyatik sinir-gastrokinemius kas
preparati lizerinde yaptiklari bir ¢alismada,
maksimum kasilma kuvvetinin 0.8 mg/mL
nikotin dozunda Kkontrol grubuna gore
arttigini, 10-14 mg/mL nikotin dozlarinda
ise azaldigini gostermislerdir. Piretroid
insektisitlerden permetrin ve sipermetrinin,
kurbaga iskelet kasi potasyum kanallari
lizerine etkilerinin incelendigi c¢alismaya
gore, her iki piretroid insektisit icin
hiperpolarizasyon genliginde ilk 15 dakika
ortaya cikan ve sonraki 45 dakikada etkisini
surdiiren daha negatif yonde bir artis
oldugu bulunmustur.25

Sonu¢ olarak, tiyakloprid ve d-
tubokurarin’in  gastrokinemius  kasinin
kasilma yanitlarin1 inhibe etmesi, bu
insektisit ve antagonistinin c¢izgili kaslar
lizerine toksik etki meydana getirdigini
gostermektedir.
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