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Ozet

Bu calismada neonikotinoid bir insektisit olan thiacloprid ve antagonisti d-tubokurarin’in kurbaga
gastrokinemius kasinda, tiyobarbitiirik asit reaktif madde diizeyleri ve katalaz enzim aktivitesi iizerine etkileri
arastirilmistir. Deneylerde 35 adet kurbaga kas preparati kullanilmistir. Gastrokinemius kasi izole edildikten
sonra, 120 dakika boyunca 250, 25, 2,5 ve 0,25 mg/L olmak iizere thiacloprid’in 4 farkli konsantrasyonuna
maruz birakilmgtir. Ayrica, izole kaslar 2,5 mg/L thiacloprid ile 80 mg/L d-tubokurarin karigim ve 0,25 mg/L
thiacloprid ile 8 mg/L d-tubokurarin karigimi ile muamele edilmistir. Kontrol grubundaki kas dokulari ise, 120
dakika boyunca Ringer ¢ozeltisi igerisinde bekletilmistir. Her bir konsantrasyon grubu esit sayida preparat ile
calisilmigtir (n=5).Yapilan incelemeler sonucunda 250, 25, 2,5 ve 0,25 mg/L thiacloprid, 0,25 mg/L
thiacloprid ile 8 mg/L d-tubokurarin karigiminin ¢izgili kas dokusunda kontrol grubuna gore, tiyobarbitiirik
asit reaktif madde diizeylerini arttirdigi gézlenmistir (P<0,05). 250 (P<0,001) ve 25 mg/L thiacloprid
(P<0,05), kas dokuda katalaz enzim aktivitesini azaltmistir. Bu ¢alisma, thiacloprid ve d-tubokurarin’in ¢izgili
kaslarda oksidatif stres olusturma potansiyelinin, hedef olmayan organizmalara olasi etkilerinin ve ¢evresel
risklerinin degerlendirilmesinde 6nemli bilgiler sunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Thiacloprid, d-tubokurarin, kurbaga, gastrokinemius, oksidatif stres.

Toxic Effects of Thiacloprid and D-Tubocurarine on Rana ridibunda Gastrocnemius Muscle 111:
Oxidative Potential

Abstract

In this study, the effects of neonicotinoid insecticide thiacloprid and its antagonist d-tubocurarine on the
amount of thiobarbituric acid reactive substances and their effects on catalase enzyme activity was
investigated in frog gastrocnemius muscle.In the experiments 35 frog muscle preparations were used. The
isolated gastrocnemius muscle was subjected to four different concentrations of thiacloprid (250, 25, 2.5 ve
0.25 mg L™ for 120 minutes. The muscles were also treated with a 2.5 mg L™ thiacloprid and 80 mg/L d-
tubocurarine mixture, with 0.25 mg L™ thiacloprid and 8 mg L™ d-tubocurarine mixture. The muscle tissues in
the control group were maintained in Ringer's solution for 120 minutes. Each concentration group was studied
with an equal number of preparations (n=5). Based on the research results, it was determined that 250, 25, 2.5
ve 0.25 mg L thiacloprid and the mixture of 0.25 mg L™ thiacloprid and 8 mg L™ d-tubocurarine decreased
the amount of thiobarbituric acid reactive substances of the striated muscle tissue compared to the control
group (P<0.05). 250 (P<0.001) and 25 mg L™ thiacloprid (P<0.05) decreased the catalase enzyme activity in
muscle tissue. This study provides important data for the potential of thiacloprid and d-tubocurarine creating
oxidative stress in skeletal muscle, for assessing the possible effects on non-target organisms and for assessing
their environmental risks.

Keywords: Thiacloprid, d-tubocurarine, frog, gastrocnemius, oxidative stress.

*Bu ¢alisma, yiiksek lisans tezinden 6zetlenmistir.
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GIRIS

Neonikotinoidler, insektisitlerin son 30 yilda gelistirilen en yeni smfi olup
homopterler, hemipterler ve siphonapterler gibi tarim zararlilarina ve evcil hayvanlarin dig
parazitlerine karst miicadelede Onem kazanarak (Tomizawa ve Casida, 2005)
organofosforlu, organoklorlu ve piretroid bilesiklerin yerini almaya baslamistir (Kocaman
ve Topaktas, 2007).

Thiacloprid [3-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-1,3-thiazolidin-2-ylidenecyanamide],
neonikotinoid bilesikler sinifina ait yeni bir pestisittir. Isiga dayaniklili§inin iyi olmasi
(Mullins, 1993) ve omurgalilara gore bocekler tizerine yiiksek segici toksisite gostermesi,
bu insektisitin diinya capinda yaygin olarak kullanilmasim saglamistir (Nauen, 1995).

Omurgali hayvanlarin farkli pestisit grubuna maruz kalmalar1 sonucu, in vivo
kosullarda reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) artmaktadir
(Klaunig, 1991). Bunlar oksijenin kismi rediiklenmesi ile olusan hidrojen peroksit,
stiperoksit anyonlar, hidroksil radikalleri ve nitrik oksit gibi reaktif aracilardir. RNS ve
ROS’lar, DNA, protein ve hiicre membran1 gibi biyolojik sistemlerle reaksiyona girerken,
bunun sonucu olarak bu sistemlerde hasar meydana getirirler (Scassellati vd., 1994).
Ancak olusan radikaller, viicudun kendisinde bulunan antioksidan enzimler tarafindan
detoksifiye edilirler. Birgok organizmada antioksidan sistem temel olarak katalaz (CAT;
EC 1.11.1.6), superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1), glutatyon peroksidaz (GPx; EC
1.11.1.9), glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.8.1.7), glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18)
enzim sistemlerini igerirler (El-Gendy vd., 2010). Bu enzimlerin aktivitesindeki
degisimler, oksidatif stres ile ilgili redoks degisikliklerine isaret eden bozukluklar:
gostermektedirler (Moraes vd., 2009). Reaktif oksijen radikallerini yok edici 6zellige
sahip SOD, CAT, GPx gibi enzimlerin pestisitlerden kaynaklanan serbest radikallerin
zararli etkilerine kars1 hiicresel sistemi koruyabildikleri saptanmustir (Banerjee vd., 1999).
Ancak bu antioksidan sistem muhtemelen ROS ve RNS’lerin agir1 iiretiminin oldugu
patolojik durumlarda yetersiz kalabilir ve bu durum oksidatif stres olarak adlandirilir
(Aruoma, 1998). Pestisitler oksidatif stresi arttirarak serbest radikal iiretimine ve lipit
peroksidasyonuna (LPO) yol agmaktadirlar. Yapilan ¢alismalarda pestisitlerin tavuk ve
farelerde hepatik LPO’yu indiikledigi, serbest radikal olusturmasi ile oksidatif stres
meydana getirdigi bildirilmistir (John vd., 2001). Pestisitler ve metaller gibi ¢evre
kirleticileri, ROS olusumunu uyarabilir (Keramati vd., 2010). ROS olusumunun oksidatif
strese yol agtigi, bu oksidatif stresin serbest radikal iiretimi ile antioksidan aktivite
arasinda dengesizlik meydana getirdigi ve bu durumun hiicresel hasarlara yol actig
bildirilmistir (Yu vd., 2008). Aym arastiricilar ROS’un hiicrede artisinin LPO’yu
yiikselttigini saptamislardir.

Yapilan bir ¢aligmada, thiacloprid’in akut ve subakut etkisinde sigan dalak, kemik iligi
ve timus dokularinda lipid peroksidasyonu artarken glutatyon (GSH) miktari, CAT ve
GPx aktivitelerinin azaldigi goriilmiistiir. SOD aktivitesinin dalak ve kemik iliginde
arttigi, GST aktivitesinin ise, sadece timus dokusunda azaldigi belirlenmistir. Bobrek
hasar1 ile iligkili olarak, serum fiire ve kreatinin diizeylerinin arttifi ve antioksidan
savunmanin bu pestisitin metabolizmasi sirasinda iiretilen oksidatif molekiiller nedeniyle
zayiflamig olabilecegi bildirilmistir (Aydin, 2011). 15 giin siireyle oral yolla 5, 6 ve 18
mg/kg dozlarinda piretroid insektisitlerden deltametrin verilmis farelerin, karaciger ve
bobreklerinde LPO’nun uyarildigi, GPx ve CAT aktivitelerinin baskilandigi, GSH
diizeyinin ise azaldig1 gozlenmistir (Rehman vd., 2006).
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Thiacloprid yeni {iretilen bir insektisittir. Bu nedenle, hedef olmayan organizmalar
iizerine toksik etkisi konusundaki calismalar yetersizdir. Bu ¢calismanin amaci, giiniimiizde
yaygin olarak kullanilan bir insektisit olan thiacloprid ve antagonisti d-tubokurarin’in
kurbaga gastrokinemius kasinda oksidatif strese neden olup olmadiginin belirlenmesidir.

MATERYAL ve YONTEM
Kimyasallar

Deneylerde kimyasal olarak, potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQj,), disodyum hidrojen
fosfat (Na,HPO,), hidrojen peroksit (H,0O,), sodyum dodesil siilfat (SDS), asetik asit,
tiyobarbitiirik asit (TBA), tetrametoksipropan, 1-butanol, piridin, thiacloprid
(C1oHoCIN,S; Calypso OD 240, Bayer), d-tubokurarin (Cs;H4,CIN,Os 5H,0; T2379,
Sigma) kullanilmigtir. Kas dokusuna uygulanan thiacloprid ve d-tubokurarin, sogukkanli
canlilarin dokularmin devamliligim siirdiirmesi i¢in gerekli olan Ringer c¢ozeltisi
icerisinde hazirlanmugtir.

Deney Hayvanlarimin Saglanmasi

Deneylerde, agirliklart 50-60 g arasinda degisen 35 adet Rana ridibunda tiirinden
kurbaga kullanilmistir. Spinal hale getirilen kurbagalarin vertebral kolonuna, ince bir tel
ile girilerek Medulla spinalis tahrip edilmis ve gastrokinemius kaslari izole edilmistir.
Gastrokinemius kaslar1 250, 25, 2,5 ve 0,25 mg/L konsantrasyonlarda thiacloprid, 2,5
mg/L thiacloprid ile 80 mg/L d-tubokurarin, 0,25 mg/L thiacloprid ile 8 mg/L d-
tubokurarin kombinasyonu ve kontrol grubu olmak {izere her grupta 5 kas doku olacak
sekilde 7 gruba ayrilmustir. Bu c¢alismada kullanilan deney hayvanlart igin, Mersin
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun (HADYEK) 27.03.2014 tarih ve
2014/9 sayili karari ile etik kurul izni alinmistir.

Biyokimyasal Analizler

izole edilen gastrokinemius kaslari, 120 dakika boyunca 250, 25, 2,5 ve 0,25 mg/L
thiacloprid ¢o6zeltilerinde, 2,5 mg/L thiacloprid ile 80 mg/L d-tubokurarin karigiminda ve
0,25 mg/L thiacloprid ile 8 mg/L d-tubokurarin karistminda ayri ayri bekletilmistir.
Kontrol grubundaki kas dokulari ise, 120 dakika siiresince Ringer ¢ozeltisinde
bekletilmistir. Tim deney gruplarinda agonist ve antagonistin etkileri esit sayida denek
iizerinde c¢alisilmistir (n=5). 120 dakika boyunca farkli derisimlerde thiacloprid ve
thiacloprid ile d-tubokurarin karisgtmina maruz birakilan kas preparatlar ile sadece Ringer
cozeltisinde bekletilen kas dokular1 Eppendorf tiiplerine alinarak analizler yapilana kadar
-20°C’ye ayarlanan bir derin dondurucuda saklanmustir.

CAT aktivitesi tayini Aebi, (1984) tarafindan tarif edilen yonteme gore yapilmustir.
Yontem, H,O, substratinin katalaz ile enzimatik yikiminin 240 nm’de izlenmesi esasina
dayanmaktadir. Spesifik aktivite, tinite (U)/g protein cinsinden hesaplanmustir.

Tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerinin (TBARS) 6l¢iimii, LPO iiriinlerinden en stabili
olan malondialdehitin (MDA), TBA ile arasindaki reaksiyon sonucu olugsan pembe kirmiz
renkli ¢ozeltinin absorbansinin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi esasina
dayanmaktadir (Ohkawa vd., 1979). TBARS diizeyleri, nmol/g protein olarak ifade
edilmistir.
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Protein Olglimii Lowry metoduna gore standard olarak bovin serum albumin
kullanilarak yapilmistir (Lowry vd., 1961). Bu yontemde alkali ¢6zeltide bakir-protein
kompleksi olugsmaktadir. Bu kompleks fosfomolibdatfosfotungstat reaktifini (Folin-
Ciocalteus-Phenol Reaktifi) rediiklemekte ve koyu mavi bir renk olusmaktadir. Rengin
koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

istatistiksel Analiz

Veriler, SPSS 21 ve Statistica 8.0 paket programu kullanilarak degerlendirilmistir.
Calismamizda ikiden fazla bagimsiz grup bulundugu i¢in, normal dagilim gosteren
verilerde gruplar arasi farklilik olup olmadigi Varyans Analizi (One Way ANOVA) ile
test edilmistir. Normal dagilim gostermeyen verilerde ise, gruplar arasinda farklilik olup
olmadig1 Kruskal-Wallis testi kullanilarak saptanmistir (Katalaz aktivitesi normal dagilim
gostermemistir, TBARS ise normal dagilim gostermistir). Grup karsilastirmalari ise,
Bonferroni ve Dunn testleri uygulanarak yapilmustir. Istatistiksel anlamli farklilik olarak
P<0,05 ve P<0,001 alinmistir (Rosner, 1995).

BULGULAR
Thiacloprid ve D-Tubokurarin’in CAT Enzim Aktivitesi Uzerine Etkileri

Thiacloprid ve d-tubokurarin’in CAT enzim aktivitesi izerine etkileri Sekil 1’de
gosterilmistir. Thiacloprid’in uygulandigi biitiin gruplarda, kontrol grubuna gore,
konsantrasyona bagli olarak CAT enzim aktivitesinde azalma meydana gelmistir.
Ozellikle yiiksek konsantrasyon gruplari olan 250 (P<0,001) ve 25 mg/L (P<0,05)
thiacloprid gruplarinda CAT aktivitesinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldig
goriilmiistiir. Konsantrasyon gruplari kendi aralarinda karsilastirildigi zaman, 2.5 mg/L
thiacloprid ile 80 mg/L d-tubokurarin karisiminin uygulandigi grup, 250 mg/L thiacloprid
grubuna gére CAT aktivitesini 6nemli bi¢cimde arttirdigi gozlenmistir (P<0,05). Diger
konsantrasyon gruplari arasindaki farkliliklar ise anlamli degildir. Bununla beraber diisiik
konsantrasyon gruplart olan 2,5, 0,25 mg/L thiacloprid ve 0,25 mg/L thiacloprid ile 8
mg/L d-tubokurarin karigimi kastaki CAT aktivitesini kontrol grubuna gore azaltmakla
birlikte, bu azalmalarin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 tespit edilmistir.
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Sekil 1. Thiacloprid ve d-tubokurarin’in CAT enzim aktivitesi tizerine etkileri. a: Kontrol grubu
ile kargilastirildiginda (P<0.001). b: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (P<0,05).c: 250 mg/L
thiacloprid grubu ile karsilastirildiginda (P<0,05).

Thiacloprid ve D-Tubokurarin’in TBARS Diizeyi Uzerine Etkileri

Thiacloprid ve d-tubokurarin’in TBARS diizeyleri iizerine etkileri Sekil 2’de
verilmigtir. 250, 25, 2,5 ve 0,25 mg/L thiacloprid konsantrasyona bagli olarak,
gastrokinemius kasinda TBARS diizeyini kontrol grubuna gore anlamli olarak arttirmigtir
(P<0,05). Bunun yani sira 0,25 mg/L thiacloprid ile 8 mg/L d-tubokurarin karigiminin da,
kas TBARS diizeyini kontrol grubuna gore onemli bigimde arttirdigi tespit edilmistir
(P<0,05). 2,5 mg/L thiacloprid ile 80 mg/L d-tubokurarin karisiminin, kas TBARS
diizeyinde kontrol grubuna gére meydana getirdigi artis ise onemli degildir. Ote yandan,
konsantrasyon gruplart kendi aralarinda karsilastirildigi zaman, gastrokinemius kasi
TBARS diizeyleri arasindaki farkliliklarin anlamli olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 2. Thiacloprid ve d-tubokurarin’in TBARS diizeyi tizerine etkileri.
a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (P<0,05).
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TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada, thiacloprid ve thiacloprid ile d-tubokurarin kombinasyonuna maruz
birakilan kurbaga gastrokinemius kaslarinda meydana gelebilecek oksidatif hasar
biyokimyasal yontemler kullanilarak incelenmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda, 250
ve 25 mg/L gibi yiiksek konsantrasyonlarda uygulanan thiacloprid’in CAT aktivitesini
kontrol grubuna gore 6nemli bicimde azalttig1 gozlenmistir. Konsantrasyon gruplari kendi
aralarinda karsilastirlldigi zaman ise, 2,5 mg/L thiacloprid ile 80 mg/L d-tubokurarin
karigimi, 250 mg/L thiacloprid uygulanan gruba gore, CAT aktivitesini onemli bigimde
arttrmigtir (P<0,05). Ayrica, antagonist etkiye sahip olan ve 2,5 mg/L thiacloprid ile
birlikte uygulanan 80 mg/L konsantrasyonundaki d-tubokurarin’in, 2,5 mg/L dozundaki
thiacloprid’in CAT aktivitesi iizerindeki baskilayici etkisini kismen de olsa diizelttigi
gozlenmigtir (Sekil 1). Bunun yani sira, thiacloprid’in konsantrasyona bagli olarak
TBARS diizeylerinde artisa neden oldugu, 2,5 mg/L thiacloprid ile birlikte uygulanan 80
mg/L  konsantrasyonundaki  d-tubokurarin’in, 2,5 mg/L  konsantrasyonundaki
thiacloprid’in TBARS diizeyi iizerindeki etkisini kismen de olsa azalttig1 goriilmiistiir
(Sekil 2).

Yapilan bir caligmada, erkek Sprague Dawley sican kasinda organofosfatl diizopropil
fluorofosfatin (DFP) indiikledigi in vivo ROS ve ardisik lipid peroksidasyonu artiginin,
nikotinik asetilkolin reseptérii (nAChR) antagonisti d-tubokurarin ile O6nlendigi
belirlenmistir (Yang ve Dettbarn, 1996). Serbest radikaller pestisit toksisitesinde 6nemli
bir rol oynamaktadir (Diizgiiner ve Erdogan, 2012). Insektisitler, serbest radikal
olusumuna yol acarak oksidatif stresi indiiklemektedir (Diizgliner ve Erdogan, 2010).
Deney hayvanlariyla yapilan in vivo ve in vitro calismalar, antioksidan savunma
mekanizmalariyla iligkili enzimlerin aktivitesinin, pestisitlerin etkisi altinda degistigini
gostermistir (Thapar vd., 2002; Singh vd., 2006). Ayrica oksidatif stres ve DNA hasarinin,
kanser ve norolojik hastaliklarda pestisit maruziyetine bagli olarak arttigin1 gosteren
mekanizmalar oldugu ileri siiriilmektedir. Insektisitlerin metabolizmas1 boyunca, NO gibi
reaktif nitrojen tiirleri ve reaktif oksijen tiirleri olugabilmektedir (Grisham vd., 1999).

Neonikotinoid maruziyeti, LPO’yu artirabilir. Artan LPO sonucu membranin islevi
degisir, reaktif ve toksik aldehitler, ozellikle de MDA olusur (Cheeseman, 1993).
Pestisitlerin olusturdugu serbest oksijen radikalleri, LPO ve bir¢ok oksidatif mekanizmay1
baslatarak doku hasarina neden olmaktadir (Kanbur vd., 2008). Antioksidan enzim
diizeylerindeki azalma, maruziyetten sonra pestisitlerin metabolizmasi sirasinda olusan
oksidatif molekiillere baglanarak aktivitelerinin indirekt olarak inhibe olmasi seklinde
yorumlanir (Diizgiiner ve Erdogan, 2012). Ozkol vd. (2011), organofosforlu bir insektisit
olan omethoat’in Rana ridibunda’nin dil, akciger, mide ve kas dokularinda MDA miktari
ve CAT aktivitesi lizerine etkilerini incelemislerdir. Yapilan ¢alismanin sonucunda, 24,
48, 72 ve 96 saat boyunca, 10 ve 20 mg/L konsantrasyonlarda uygulanan omethoat’in
akciger ve mide dokularinda MDA miktarin1 6nemli dlgiide artirdigi, CAT aktivitesinde
ise akciger dokusunda artisa neden olurken dil dokusunda azalma meydana getirdigi
gozlenmistir. 7 ve 30 giin boyunca 50 pug/L karbofuran’a maruz birakilan Cyprinus
carpio’nun beyin, karaciger ve kas dokular1 {lizerine oksidatif stres parametrelerinin
incelendigi caligmada, beyinde 7 ve 30 gin sonra TBARS diizeylerinin arttidi,
uygulamadan 30 giin sonra ise karacigerde CAT aktivitesinin azaldigi gorilmistiir
(Clasen vd., 2014). 30 giin boyunca, 1,28 mg/kg dozda uygulanan deltametrin’in Wistar
albino siganlar {izerine etkilerinin incelendigi ¢caligmada, siyatik sinir dokusunda CAT ve
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SOD aktivitesinin azaldigi, MDA diizeyinin ise arttig1 sonucuna ulasilmistir (Balli vd.,
2014).

Caligmamizda, thiacloprid’e maruz birakilan kurbaga gastrokinemius kasinda CAT
aktivitesi azalmig, TBARS diizeyleri ise artmustir. CAT aktivitesinin azalmasi, olusan
serbest radikallere antioksidan sistemin yeterli defansi gosteremediginin gdstergesi olarak
kabul edilebilir. Ortamdaki bu serbest radikallerin, lipit molekiillerine verdigi zararin en
onemli gostergesi yliksek TBARS diizeyidir. Bulgularimizda TBARS miktarinin yiiksek
olmasi, thiacloprid’in kas dokusunda oksidatif hasara yol actigini ortaya koymaktadir. Bu
calisma, 6zellikle tarimsal verimliligi korumak amaciyla kullanilan thiacloprid’in kurbaga
gastrokinemius kasinda, biyokimyasal parametrelerde degisikliklere neden olabildigini
acikca gostermektedir. Bu sonuglar, giiniimiizde yaygin olarak kullanilan insektisitlerin,
hedef olmayan organizmalar {izerine, ¢evresel toksik etkilerinin molekiiler
mekanizmasinin anlagilmasina katki saglamaktadir.
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