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ORJINAL MAKALE

Asetamiprid ve d-Tiibokiirarin’in Kurbaga Sinir Dokusu Uzerine
Etkilerinin Incelenmesi (I: Oksidatif Potansiyel)

Yusuf CAMLICA, Salih Ciifer BEDIZ, Serap YALIN

0z

Bu ¢aligmada, asetamiprid ve d-tiibokiirarin'in Rana ridibunda
siyatik siniri tizerine oksidatif stres etkisinin incelenmesi
amaglanmustir. Bu amagla kurulan deneylerde, 40 adet kurbaga
siyatik sinir preparati kullanilmistir. Kurbagalar, spinal hale
getirildikten sonra siyatik sinirler izole edilmistir. Sinirlere,
120 dakika boyunca 1x107?, 1x10*, 1x10” ve 1x10°M olmak
tizere dort farkli konsantrasyondaki asetamiprid ¢ozeltileri
uygulanmugtir. Bunun yani sira siyatik sinir dokulari, 1x107
M asetamiprid ile 1x102 M d-tiibokiirarin karigimi, 1x10°
M asetamiprid ile 1x10* M d-tiibokiirarin karigimi ve 1x10°¢
M asetamiprid ile 1x10° M d-tiibokiirarin karisiminda 120
dakika bekletilmistir. Kontrol grubundaki sinir dokulari, 120
dakika siiresince Ringer ¢ozeltisinde bekletilmistir. Tiim deney
gruplarinda agonist ve antagonist etkileri esit sayida denek
tizerinde ¢alisilmistir (N=5). Kurbagalarda oksidatif stresi
degerlendirmek i¢in, katalaz (CAT) ve asetilkolinesteraz (AChE)
aktiviteleri ile malondialdehit (MDA) diizeyleri ol¢ilmistiir.
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1x10° M
asetamiprid’in siyatik sinirde, biyokimyasal parametrelerden

Yapilan  biyomarkir analizleri sonucunda,

CAT ve AChE aktivitesini kontrol grubuna gére onemli
bicimde azalttigi gozlenmistir (P<0.05). Buna karsihk ayni
konsantrasyondaki insektisitin, sinir dokuda MDA seviyesini
kontrol grubuna gore 6nemli bigimde arttirdig tespit edilmistir
(P<0.05).

Asetamiprid’in  siyatik  sinir dokusunda, biyokimyasal

parametrelerden CAT ile AChE’yi anlamli sekilde diisiirmesi,
MDAYy1 ise 6nemli bigimde yiikseltmesi, bu insektisitin yiiksek
konsantrasyonda periferik sinirler tizerine oksidatif strese bagh
hasar meydana getirdigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Asetamiprid, d-tiibokiirarin, sinir doku,
oksidatif stres, kurbaga

Bu g¢alisma 12.02.2016 tarihinde kabul edilen “Acetamiprid ve
d-tubocurarinenin Rana ridibunda siyatik siniri tzerine etkilerinin
incelenmesi” isimli tez ¢alismasindan hazirlanmstir.

GIRIS

Insektisitler, bitki veya hayvanlara zarar veren organizmalarin
oldiriilmesi, uzaklagtirilmast ya da kontrol edilmesi
amaciyla, diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan kimyasal
maddelerdir. Bunlarin tipi, dozu ve ¢evrede bulunma siiresine
bagl olarak kalintilari, yararli bocekler gibi hedef olmayan
tirlerin tireme ve hayatta kalma oranlarinda azalmaya
neden olabilmektedir (1). Uriin zararhlarina karsi yaygin
olarak kullanilan insektisitler biyolojik kokenli olabildigi
gibi, sentetik kokenli de olabilirler (2). Ozellikle tarimda
1930°lu yillardan itibaren, modern sentez kimyasindaki
devrim ile birlikte cesitli sentetik insektisitler tiretilmistir
(1). Her yil Diinyada 300.000 kisi kendilerinin kullandig1
kirsal pestisit kullanimindan zehirlenip 6lmektedir. Gelisen
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dinyamizda tarim ilaglar1 yaygin olarak kiigiik olgekli
tarimsal uygulamalarda kullanilmaktadir. Bu zehirlenme
sanayilesmis iilkelerde ¢ok daha az goriilmektedir (3). Zirai
ilag sektorii, cevre ve tiiketiciler i¢in giivenli olan yeni bitki
koruma faktdrlerinin geligtirilmesi i¢in, artan talep ve aym
zamanda iiriin zararlilarinin ortaya ¢ikmasiyla ilgili miicadele
konusunu da iceren biiyiik bir gelisimle kars: karsiyadir (4).

klorlu
bilesikler, metilkarbamatlar, piretroidler ve neonikotinoid

Insektisitler hidrokarbonlular,  organofosforlu

insektisitler olmak {izere bes

Neonikotinoidler, hem bir nitrometilen ve nitroimin, hem de

ana gruba ayrilirlar.

siyanoimin grubuna sahip yeni sentetik insektisit grubudur
(5). Nitrometilenler ilk olarak 2-pirimidin yapisinda olan ve
zayif insektisit etkisine sahip bir bilesikten koken almistir. Bu
prototip tizerindeki ilk yapi-aktivite ¢alismasi, nithiazinin
bulunmasini saglamstir (6).

Yapisal olarak nikotine benzerlik gosteren neonikotinoidler,
etkileri bakimindan da nikotine benzerlik gosterir. Nikotin
yuzlerce yil geleneksel tarimda dogal bir insektisit olarak
kullanilmistir. Nikotin ile ilgili yapilan deneylerde, nikotinin
bocek (nAChR)
baglanarak insektisit etkisi gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir (7).

nikotinik  asetilkolin reseptdrlerine
Asetamiprid, tiriin zararlilarina kars yaygin olarak kullanilan

bir neonikotinoid insektisittir (8).

Bocek gelisimini etkileyen insektisitlerin diginda kalan
insektisitlerin hemen hemen hepsi norotoksik maddeler olup,
basta bocekler olmak {izere canlilarin sinir sistemi {izerine
etki ederler (1). Neonikotinoid insektisitler nAChR {izerine
etki eden bilesiklerdir. Bu insektisitler ozellikle yaprak
bitleri, ak sinekler ve bitki pireleri gibi hemipteran hagere
tiirlerinin yani sira, ticari olarak bir¢ok koleopteran ve bazi
lepidopteran hasere tiirlerinin kontroliinde kullanilmaktadur.
Bu insektisit sinifinin en 6nemli eleman: imidaklopriddir
(9). Insektisitlerin hedef bolgeleri, canli organizmada
insektisit molekiiliiniin etkilesime girerek toksik etkilerini
ortaya cikarabilecekleri spesifik biyokimyasal veya fizyolojik
bolgelerdir (10).

Omurgali hayvanlar insektisitlere maruz kaldiklar1 zaman,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinde
(RNS) artig meydana gelmektedir (11). Reaktif aracilar olarak
da tanimlanan bu bilesikler, oksijenin kismen indirgenmesi
ile olusan hidrojen peroksit, stiperoksit anyonlar, hidroksil
radikalleri ve nitrik oksittir. DNA, protein ve hiicre membrani
gibi biyolojik sistemlerle reaksiyona giren RNS ve ROSlar,
bu sistemlerde hasar olustururlar (12). Fakat viicudun
kendisinde bulunan antioksidan enzimler, bu radikalleri,
detoksifiye ederek zararli etkilerini ortadan kaldirabilirler.

Stiperoksit dismutaz (SOD), CAT, glutatyon peroksidaz
(GPx) gibi enzimler, reaktif oksijen radikallerini yok
ederek, insektisitlerin serbest radikal olusturma etkilerine
kars1 hiicreleri koruduklar: anlagilmigtir (13). Antioksidan
enzimler, daha az aktif radikal olugsmasina yol acarak veya
serbest radikal zincir reaksiyonunun proteinler, lipidler,
karbonhidratlar ve DNA iizerine hasarini azaltarak oksidatif
stresin siddetini bastirmaya yardimci olan maddelerdir (14).
Fizyolojik kosullarda hiicreler, serbest radikallerin neden
olabilecegi oksidatif hasara karsi antioksidan savunma
sistemleri tarafindan korunur. CAT enzimi, H,O,yi su ve
oksijene parcalarken, AChE enzimi, asetilkolini (ACh)
yikima ugratarak asetat ve tiyokoline dontistiirtir (13). Fakat
bu antioksidan sistemin koruyucu kapasitesi sinirli olup,
ihtimaldir ki ROS ve RNS’lerin ¢ok fazla tiretildigi patolojik
durumlarda etkisiz kalabilir ve bu yeni durum oksidatif stres
olarak isimlendirilir (15). Insektisitler, oksidatif strese bagl
serbest radikal tiretimine ve lipit peroksidasyonuna (LPO) yol
acarak doku ve hiicrelerde hasar meydana getirirler. Yapilan
bir ¢alismada, insektisitlerin fare ve tavuklardahepatik LPO’yu
yiikselttigi, serbest radikal meydana getirmesine bagli olarak,
dokularda oksidatif stres olusturdugu gosterilmistir (16).
Pestisitler tarafindan indiiklenen ROS olusumu, oksidatif
strese neden olur ve serbest radikal iiretimi ile antioksidan
sistem arasinda dengesizlik meydana getirir (17, 18).

Bu c¢aligmanin amaci, neonikotinoid bir insektisit olan
asetamiprid ve bir neonikotinoid antagonisti olan
d-tiibokiirarin’in, kurbaga siyatik sinirinde CAT, AChE
ve MDA gibi biyokimyasal parametreler tzerine toksik
etkilerinin belirlenmesidir. Bu ¢alismayla, yeni tretilen bir
insektisit olan asetamiprid’in Rana ridibunda siyatik siniri
tizerine etkisi belirlenerek, insektisitlerin ¢evre ve insan saglig
tizerine olumsuz etkilerini azaltacak yeni uygulamalarin
gelistirilmesine katk: yapilmas: beklenmektedir.

GEREC ve YONTEM
Deney Hayvanlar

Deneylerde Mersin Mezitli Deresinden yakalanan ve
agirliklar: 45-55 g arasinda degisen 40 adet kurbaga (Rana
ridibunda) kullanilmistir. Kurbagalar yakalandiktan sonra,
igerisinde su bulunan akvaryumda laboratuvar kosullarina
uyum saglamalar1 amaci ile 5 giin boyunca dinlendirilmis,
sicaklik ise 25-27° Cye ayarlanmustir (19, 20). Kurbagalar
spinal hale getirilmis, daha sonra omurilik ortadan
kaldirilmigtir. Bunun icin kurbagalar kulak arkasindan
kesilerek beyin uzaklagtirilmis, daha sonra herhangi bir
uyusturucu madde kullanmadan igne yardimiyla vertebral
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kolona girilerek omurilik tahrip edilmistir (21). Refleks
merkezi ortadan kaldirilan ve hareketsiz hale getirilen
kurbagalardan, diseksiyonla 40 adet siyatik sinir ¢ikarilmis ve
Ringer ¢6zeltisine alinmistir. Bu ¢aligmada kullanilan deney
hayvanlar1 i¢in Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'nun (HADYEK) 27.03.2014 tarih ve 2014/10
saylll karari ile etik kurul izni alinmistir. Kurbagalara
yapilan tiim islemlerde National Institutes of Health (NIH)
tarafindan hazirlanan laboratuvar hayvanlarinin bakim ve
kullanim rehberinde belirtilen kriterler uygulanmastir.

Kimyasallar

Deneylerde neonikotinoid

(C,H

oH,,CIN,; 33674, Sigma) ve bir neonikotinoid antagonisti
olan d-tiibokiirarin (C,_H,,CLN,O,5H,0; T2379, Sigma)

kullanilmstir. Siyatik sinirlere, 120 dakika boyunca 1x107,

insektisitlerden asetamiprid

1x10*%, 1x10° ve 1x10° M olmak {izere Ringer ¢ozeltisinde
(NaCl, 115 mM; KCl, 2,47 mM; CaCl, 1,8 mM; Na HPO,,
2,15 mM, pH= 7) hazirlanan dort farkli konsantrasyondaki

asetamiprid  ¢ozeltileri uygulanmisti. ~ Calismamizda,
konsantrasyona bagli akut toksisitenin belirlenmesi
hedeflenmistir. ~ Asetamipridin LC,, degeri (Lethal

concentration) 1000 pg/mLdir. Bu nedenle, deneylerde en
yiiksek insektisit konsantrasyonu olarak, asetamiprid’in LC,
degerinin %22’sine karsilik gelen 1x10° M kullanilmistir.
Diger konsantrasyonlar ise, LC,, degerinin %2,2, %0,22 ve
9%0,022’s1 olarak belirlenmistir (22, 23).
siyatik sinir dokulari, Ringer ¢6zeltisinde hazirlanan 1x10°
M asetamiprid ile 1x10? M d-tiibokiirarin karigimi, 1x10° M
asetamiprid ile 1x10* M d-tiibokiirarin karigimive 1x10°¢

Bunun yani sira

M asetamiprid ile 1x10° M d-tiibokiirarin karigiminda
120 dakika bekletilmistir. Kontrol grubundaki siyatik sinir
dokulari ise, 120 dakika siiresince sadece Ringer ¢ozeltisinde
bekletilmistir. Tiim deney gruplarinda agonist ve antagonist
etkileri esit sayida denek iizerinde ¢aligilmistir (N=5).

Biyokimyasal Analizler

CAT aktivitesi tayini Aebi tarafindan tarif edilen yonteme
gore yapimustir (24). Bu yontem, H,O, substratinin CAT
ile enzimatik yikimmin 240 nmde izlenmesi esasina
dayanmaktadir. Enzim aktivitesi, tnite (U)/g protein

cinsinden hesaplanmuigtir.

MDA 6lgtimii, LPO triinlerinden en stabili olan MDAnin,

tiyobarbittirik asit ile arasindaki reaksiyon sonucu
ortaya ¢ikan pembe kirmizi renkli ¢ozelti absorbansinin,
spektrofotometrik yontemler kullanilarak degerlendirilmesi
esasina dayanmaktadir (25). MDA diizeyleri, nmol/g protein

seklinde ifade edilmistir.

Protein 6l¢imii, Lowry yontemine gore standart olarak bovin
serum albumin kullanilarak yapilmistir (26). Bu yonteme
gore, alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusmaktadir.
Bu kompleks, fosfomolibdatfosfotungstat reaktifini (folin-
ciocalteus-phenol reaktifi) rediiklemekte ve koyu mavi
bir renk meydana gelmektedir. Olusan rengin koyulugu,
ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantili olarak
degismektedir.

AChE tayininde, iirtin olarak agiga ¢ikan tiyokolin ile
benzoik asit (5,5’ -ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) - DTNB)’in
reaksiyonu sonucu sar1 renk veren, 5-tiyo 2-nitrobenzoik
asit olugmaktadir. Tepkime sirasinda olugan rengin siddeti,
412 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Analyticjena -
SPECORD 50) ol¢tilmistiir (27).

AChE

Asetilkolin — At Tiyokolin + Asetat

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

Istatistiksel Degerlendirmeler

Bu calismada elde edilen verilerin istatiksel degerlendirilmesi
i¢in, bu amagla hazirlanmis paket programlar (Microsoft
Excel ve SPSS 17.0) kullanilmistir.
parametreler i¢in onemlilik testi SNK (Student Newman

Caligilan  biitiin

Keuls) istatistik programi kullanilmistir. Siirekli 6lgiimlere
ait normallik kontrolleri, Shapiro Wilk testi ile test edilmis
ve verilerin normal dagilim gosterip gostermedigine
bakilmistir. Normal dagilim gosteren verilerde, gruplar aras:
farklilik olup olmadig1 varyans analizi (One Way ANOVA)
ile test edilmistir. Normal dagilim géstermeyen verilerde
ise, gruplar arasinda farklilik olup olmadigi Kruskal Wallis
testi kullanilarak saptanmisti. Grup karsilagtirmalar
ise, Bonferroni ve Dunn testleri uygulanarak yapilmistir.

Istatistiksel anlaml farklilik olarak P<0.05 alinmigtir (28).

BULGULAR

Siyatik sinirin 120 dakika boyunca 1x10°* M asetamiprid ile
muamele edilmesi sonucunda, biyokimyasal parametrelerden
CAT aktivitesinin kontrol grubuna gére anlamli bi¢imde
azaldig1 gozlenmistir (Sekil 1). Siyatik sinirin, 120 dakika
boyunca 1x10*, 1x10°, 1x10°M asetamiprid ¢ozeltileri ve
1x10° M asetamiprid ile 1x102M d-tiibokiirarin karigimina
maruz birakilmasi sonucunda, CAT aktivitesinde goriilen
azalmalarin ise, istatistiksel bakimdan anlamli olmadig tespit
edilmigtir. Buna karsilik, sinirlerin 1x10° M asetamiprid ile
1x10° M d-tiibokiirarin karigimi ve 1x10° M asetamiprid ile
1x10* M d-tiibokiirarin karigiminda bekletilmeleri sonucu,
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CAT aktivitesinde meydana gelen artis anlamli degildir
(Sekil 1).

Siyatik sinirin, 120 dakika boyunca 1x10° M asetamiprid

ile  muamele edilmesi sonucunda, biyokimyasal
parametrelerden MDA diizeyinin kontrol grubuna gore
anlaml bigimde yiikseldigi tespit edilmistir (Sekil 2). Buna
kargilik siyatik sinirin, 120 dakika boyunca 1x10%, 1x107°
ve 1x10° M asetamiprid ¢ozeltileri ile ayr1 ayr1 muamele
edilmeleri sonucunda MDA diizeyinde meydana gelen
yikselmenin anlamli olmadig1 gozlenmistir. Benzer sekilde,
1x10° M asetamiprid ile 1x10° M d-tiibokiirarin karigimy,
1x10° M asetamiprid ile 1x10* M d-tiibokiirarin karigimi ve
1x10°*M asetamiprid ile 1x10? M d-tiibokiirarin karisiminin,
sinirlerde MDA diizeyi lizerine meydana getirdigi artis

anlamli degildir (Sekil 2).

GRUP
25,0000+
1. Kontrol
1l 1mM A
20,0000 11.0,1mM A
IV.0,00mM A
V.0,001mM A
15,0000

VLImMMA+10mMT
VILO,01mM A+0,1mM T

10,0000+ VIILO,00lmMA+00,1mMT

CAT aktivitesi(Ulg protein)

50000

0,0000-

Sekil 1. Asetamiprid (A) ve d-tiibokiirarinnin (T) CAT
aktivitesi tizerine doza bagl etkileri. a: Kontrol grubu ile
kargilagtirildiginda (P<0.05).

2000000 2 eroe
1. Kontrol

I ImM A
1110, 1mM A
150,0000-]
1V.0,01 mM A

V. 0,001 mM A
VLImMA+10mMT
10,0000 VILG,0LMMA+0,1mMT

VIIL 0,001 MM A +00,1mM T

MDA diizeyi (nmollg protein)

50,0000

0,000~

Sekil 2. Asetamiprid (A) ve d-tiibokiirarinnin (T) MDA
diizeyi iizerine doza bagli etkileri. a: Kontrol grubu ile
kargilastirildiginda (P<0.05).

Siyatik sinirlerin, 120 dakika boyunca 1x10~° M asetamiprid
ile muamele edilmesi sonucunda, AChE enzim aktivitesinin
kontrol grubuna goére anlamli bigimde azaldig1 tespit
edilmistir (Sekil 3). Siyatik sinirlerin, 120 dakika boyunca
1x10*, 1x107 asetamiprid ¢ozeltileri ve 1x10~° M asetamiprid
ile 1x102 M d-tiibokiirarin karigimi ile mumele edilmeleri
sonucunda, AChE aktivitesinde meydana gelen azalmalarin
anlamli olmadig1 gozlenmistir. Benzer sekilde 1x10° M
asetamiprid ¢ozeltisi, 1x10° M asetamiprid ile 1x10° M
d-tiibokiirarin karigimi ve 1x10° M asetamiprid ile 1x10* M
d-tiibokiirarin karigimminin sinirler tizerine uygulanmasi
sonucunda, AChE aktivitesinde anlamli olmayan artis
meydana gelmistir ($ekil 3).

GRUP
0,1200
1. Kontrol
1. 1ImM A
010007

1.0,1mM A
1V. 0,01 mM A
a0y V.0,001mM A

VLImMA+10mMT

g

VIL0,01mMA+0,1mM T
VIIL. 0,001 mM A +00,1 mM T

0,0400-]

AChE aktivitesi (Ulg protein)

g

00000~

' 1 m % v Vi vl Vi

Sekil 3. Asetamiprid (A) ve d-tiibokiirarin’nin (T) AChE
aktivitesi tizerine doza bagli etkileri. a: Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda (P<0.05).

TARTISMA

Bu calismada, neonikotinoid insektisitlerden asetamiprid

ve  antagonisti  d-tibokiirarinin  kurbaga  siyatik
siniri iizerine meydana getirebilecegi oksidatif hasar
aragtirilmistir. Asetamipridin en yiiksek olarak uygulanan
1x10* M konsantrasyonunun, siyatik sinirde biyokimyasal
parametrelerden CAT ve AChE aktivitesini kontrol grubuna
gore 6nemli bi¢cimde azalttig1 gozlenmistir (P<0.05). Buna
karsilik, yapilan kolorimetrik analizler sonucunda bu
konsantrasyondaki insektisitin, sinir dokuda MDA seviyesini
kontrol grubuna goére o6nemli bigimde arttirdig1 tespit
edilmistir (P<0.05). Asetamipridin CAT, MDA ve AChE
gibi biyokimyasal parametrelerde istatistiksel acidan 6nemli
degisiklikler yapmasi, bu insektisitin siyatik sinir dokusunda
oksidatif hasar meydana getirdigine isaret etmektedir
(Sekil 3-1). Daha diisitk dozdaki asetamiprid ¢ozeltileri

ve asetamiprid ile birlikte uygulanan d-tiibokiirarin
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karigimlarinin, s6z konusu parametreler {izerine 6nemli
olmayan degisiklikler meydana getirmeleri ise, doza baglh
etkiyi gostermektedir.

Nikotin ve heterosiklik halkali neonikotinoid insektisitlerden
imidakloprid ile tiyaklopridin, amerikan hamambdcegi
(Periplanata americana) izole torasik gangliyonlar: tizerine,
zayif agonist etki gostererek maksimum asetilkolin (ACh)
akigini (I ) %20 ile %25 diizeyinde arttirdig1, buna kargilik
yapisinda acik zincir tagiyan asetamiprid, dinotefuran,
nitenpiram ve klotiyanidin'in ise, maksimum ACh akisini,
%60 ile %100 kadar arttirarak gok daha fazla agonist bir
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (29). nAChR {izerine
selektif bir etkisi oldugu bilinen, yeni bir neonikotinoid
insektisit olan klotiyanidin’in Periplanata americana afferent
noronlar1 aksiyon potansiyeli genligi ve alanini kontrol
grubuna gore 6nemli bicimde azalttigi, bir neonikotinoid
antagonisti olan d-tiibokiirarin’in ise, klotiyanidin’in aksiyon
potansiyeli {izerine meydana getirdigi soz konusu etkileri,
nAChR iizerinden engellendigi rapor edilmistir (30). Tip
IT piretroid bir insektisit olan deltamethrin 1,28 mg/kg/bw
dozunda ve oral yolla siganlara verildikten sonra, siyatik
sinirde MDA diizeyi, kontrol grubuna gére anlaml bi¢imde
artarken, 1,28 mg/kg/bw deltamethrin ile E vitamini karisim1
uygulamasinda ise, CAT ve SOD aktivitesi onemli bicimde
artmustir (31). Fenitrotiyon %25, lambda sihalotrin %2,5
ve piperonil butoksit %6 oranlarinda karigim olarak erkek
Sprague Dawley siganlarin beyini {izerine uygulandiktan
sonra doza ve uygulama siiresine bagli olarak tiyobarbitiirik
asit reaktif tiirevleri, kontrol gruplarmna goére 6nemli
bicimde artmigtir (23). Neonikotinoid insektisitlerden
tiyametoksam'in Apis mellifera (bal aris1) tizerine uygulanan
letal ve subletal dozu, katalaz aktivitesini kontrol grubuna gore
onemli bicimde arttirmis, buna karsilik AChE aktivitesinde
ise, istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalmaya sebep
olmustur (32).

Norotoksik insektisitlerin hedef bolgeleri, bocek sinir
sistemindeki enzimler, iyon kanallari veya reseptorleridir
(33). Insektisitlerin, hedef bolgeler iizerine etkileri farkl
olup, enzim inhibisyonundan, reseptdr iizerine agonist veya
antagonist etki ve iyon kanal modiilasyonuna kadar oldukga
fazla gesitlilik gostermektedir (10). Organafosforlu bilesikler
ve karbamatli insektisitler, AChE enzimini inhibe ederek,
sinapslarda ACh'nin postsinaptik reseptére baglanma
stirelerini uzatirlar (10, 34). AChE enzimini, organofosforlu
bilesikler geri doniisimsiiz inhibe ederken, karbamatlar geri
doniisimlii inhibe ederler. Her iki grup insektisit, uzayan
nodroeksitasyon nedeniyle organizmay 6ldiiriir (10, 35).

Insektisitlerin, serbest radikal olusturarak oksidatif stresi
indiikledigi bircok arastirmaci tarafindan gosterilmistir
(6, 11, 16).
pestisitlerin antioksidan enzim aktivitelerini degistirdigi
gosterilmistir (17, 18, 31, 36, 37). Neonikotinoid insektisitler,
LPOyu arttir ve bunun membran islevini degistirmesi

Deney hayvanlariyla yapilan caligmalar,

sonucu, MDA gibi reaktif aldehitler meydana gelir (23,
38). Pestisitlerin olusturdugu serbest oksijen radikalleri,
LPO ve bir¢cok oksidatif mekanizmayr uyararak dokuda
hasar olusturur (4, 13, 36, 39). Pestisitlere maruz kalan
dokularda, reaktif oksijen tirleri antioksidan enzimlere
baglanarak, bu enzimlerin diizeylerinde azalmaya, hatta
enzim aktivitelerinde inhibisyona neden olmaktadir (15, 40).
Cyprinus carpio (sazan balig1), karbamatli insektisitlerden
50 ug/L karbofuran’a maruz birakildiktan 7 ve 30 giin sonra,
beyinde MDA diizeyi artmus, karacigerde ise 30 giin sonra
CAT aktivitesi azalmigtir (41). 10 uM imidakloprid’in, disi
Wistar albino siganlara, intravendz olarak enjekte edildikten
120 dakika sonra sakrifiye edilerek, karaciger ve plazma MDA
diizeyinin kontrole gore 6nemli bicimde artti1 gosterilmistir
(42). Caliygmamizda da siyatik sinirlerin, 1x10-* M asetamiprid
ile 120 dakika inkiibasyonundan sonra, MDA diizeyinin
kontrole gore 6nemli bigimde arttig1 tespit edilmistir. 20 mg/
kg imidakloprid’in disi Rattus norvigicusa (sigan) 90 giin
boyunca oral yolla verilen kronik ¢aligmada, ovaryum izole
edilerek LPO diizeyinin, kontrole gére 6nemli bicimde arttig:
CAT, SOD ve GPx aktivitesinin ise azaldig1 anlagilmistir
(43). Bu galigmada, 5 ve 10 mg/kg imidakloprid’in herhangi
bir etki géstermemesine ragmen, 20 mg/kg imidakloprid’in
bu parametreleri degistirmesi konsantrasyona baglh
etkiyi gostermektedir. Bizim ¢alismamizda da, en yiiksek
konsantrasyon olan 1x10° M asetamiprid CAT ve AChE
aktivitesini azaltip, MDA diizeyini arttirirken, daha dagiik
insektisit dozlar1 ise bu parametrelerde, anlamli bir degisiklik
meydana getirmemigtir. Insektisitlerin gereginden fazla
kullanim1 sonucunda, insektisitin ya kendisi ya da déniisiim
drtinleri gidalarda, toprak, su ve havada kalabilmektedir.
Insektisitler sulak alanlarda, toprakta ve tarim {iriinleri
tizerinde uzun siire bozulmadan kalirken, ¢evre kirliligine
neden olmakta ve besin zinciri yoluyla insana kadar ulasan
¢esitli zararlar olusturabilmektedirler (1, 44).

Caliymamizda, asetamiprid kurbaga siyatik sinirinde
CAT ve AChE aktivitesini azaltmis, MDA diizeylerini ise
arttirmigtir. Sinir dokusunda CAT ve AChE aktivitesinin
azalmasi, insektisitten kaynaklanan serbest radikallere karsi,
antioksidan enzim sisteminin yeteri kadar etkili olmadiginin
gostergesidir. Serbest radikallerin, lipit molekiillerine verdigi
zararin en Onemli belirteci yitksek MDA diizeyleridir.
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Bulgularimizda MDA miktarinin fazla olmasi, asetamiprid’in
sinir dokusunda oksidatif strese bagli hasara yol agtigina
isaret etmektedir.

SONUC

Sonug olarak, tiriin zararllarina kars: tilkemizde ve diinyada
yaygin olarak kullanilan insektisitler, sadece bocekler tizerine
degil, diger organizmalar iizerine de etkili olabilmektedirler.
Calismamizda, neonikotinoid insektisitlerden asetamiprid’in
yiksek dozunun siyatik sinir dokusunda oksidatif strese
bagli hasar meydana getirdigi gosterilmistir. Yeni nesil olarak

adlandirilan bu grup insektisitlerin de, diger insektisitler

Investigation of Effect of Acetamiprid and d-Tubocurarine
on Frog Nerve Tissue (I: Oxidative Potential)

ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the oxidative stress effect
of acetamiprid and d-tubocurarine on the sciatic nerve of Rana
ridibunda by using biochemical methods. For this purpose, 40
frog sciatic nerve preparations were used in the experiments
established. Frog sciatic nerves were isolated after making
them spinal. Four different concentrations of acetamiprid
solution (1x107, 1x10*, 1x10° and 1x10° M) were applied on
nerves for 120 minutes. In addition, the sciatic nerve tissues
were maintained for 120 minutes in the mixture of 1x10° M
acetamiprid and 1x10? M d-tubocurarine, the mixture of 1x10°
> M acetamiprid and 1x10* M d-tubocurarine, the mixture of
1x10° M acetamiprid and 1x10° M d-tubocurarine. Nerve
tissues in the control group were maintained in Ringer’s solution
for 120 minutes. The agonist and antagonist effects were studied
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in the experimental group and equal number of subjects (N =
5). Activity of catalase (CAT) and acetylcholinesterase (AChE)
as well as malondialdehyde (MDA) levels were measured to
evaluate oxidative stress in frogs.

The results of the biomarker analysis revealed that the
application of 1x10~* M acetamiprid on sciatic nerve significantly
reduced the CAT and AChE activity compared to that of control
group (P<0.05). In contrast, it was determined that, the same
concentration of the insecticide significantly increased the level
of MDA on nerve tissue compared to that of control group
(P<0.05).

The significant reduction of CAT and AChE and significant
increase of MDA in the sciatic nerve due to acetamiprid indicate
that this insecticide, depending upon the oxidative stress, causes
damage on peripheral nerves in high concentrations.
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stress, frog
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