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Indoksakarb’in Izole Kurbaga Iskelet Kasi
Uzerine Etkisi

Effect of Indoxacarb on
Isolated Frog Skeletal Muscle

OZET Amag: Sodyum kanal blokeri insektisitlerden indoksakarb, tarim alanlarinda boceklerin kont-
roliinde yaygin olarak kullanilir ve boceklerde beslenmeyi durdurup, koordinasyonu bozarak, felg
ve ¢liime yol agarak etkisini gosterir. Bu ¢alismada, indoksakarbin kurbaga iskelet kas {izerine et-
kisinin biyofiziksel, biyokimyasal ve histolojik yontemler kullanilarak arastirilmasi amaglanmugtir.
Gereg ve Yontemler: On alt1 Rana ridibunda tiirii kurbaga kontrol ve deney olmak tizere iki gruba
boliinmiis (her grupta n=8) ve sartorius kaslar1 izole edilmistir. Deney grubundaki izole kaslar 1
saat 10 uM indoksakarbla inkiibe edilmistir. Her bir grupta bilesik kas aksiyon potansiyeli ve kas
kontraksiyonu kayit edilmis, katalaz (CAT) aktivitesi ve malondialdehit (MDA) diizeyi 6l¢iilmiis ve
kas 6rnekleri transmisyon elektron mikroskop ile incelenmistir. Bulgular: Aksiyon potansiyelinin
genligi ve kontraksiyon kuvveti deney grubunda kontrole gore diisitk bulunur iken (p<0,05), aksi-
yon potansiyelinin siiresi deney grubunda kontrole gore daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Kont-
raksiyon siiresi agisindan deney grubu ile kontrol grubu arasinda fark goézlenmemistir (p>0,05).
CAT ve MDA diizeyleri deney grubunda kontrole gére 6nemli miktarda artmistir (p<0,05). Elek-
tron mikroskobik olarak hem deney hem de kontrol grubundaki kas liflerinde normal morfolojik
ozellikler gozlenmistir. Sonug: Bu sonuglar indoksakarbin hedef olmayan canlilarda iskelet kasinda
toksik etkiye yol acabilecegini diisiindiirmistiir.

Anahtar Kelimeler: Kas lifleri, iskeletsel; indoksacarb; aksiyon potansiyelleri; oksidatif stres

ABSTRACT Objective: Indoxacarb which is the sodium channel blocker insecticide, causes cessa-
tion of feding, poor coordination, paralysis and death in wide range of agriculturally important
pests. The aim of this study to investigate the effects of indoxacarb on frog skeletal muscle by using
biophysical, biochemical and histological techniques. Material and Methods: Six-teen Rana ridi-
bunda frogs were divided into two groups [control and experimental (n=8 for each group)] and sar-
torius muscles were isolated. Isolated muscles in the experimental group were treated with the
indoxacarb at the dose of 10 uM for an hour. In each group, compound muscle action potential and
muscle contraction were recorded. Catalase (CAT) activity and malondialdehyde (MDA) level were
measured. Muscle samples were examined at transmission electron microscopic level. Results: Am-
plitude of action potential and contraction force was significantly lower than in the control group
(p<0.05). Duration of action potential was significantly higher than in the control group (p<0.05).
There was no significant difference between control and experimental groups for contraction time
(p>0.05). CAT and MDA levels significantly increased in the experimental group as compared with
control group (p<0.05). Ultrastructurally, the sartorius muscle cells have normal morphological fea-
tures in control and experimental group. Conclusion: This results thought that indoxacarb may
cause myotoxic effects in non target organisms.

Key Words: Muscle fibers, skeletal; indoxacarb; action potentials; oxidative stress
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- ndoksakarb (S)-methyl 7-chloro-2,5-dihydro-2-[[(methoxycarbonyl) [4-
(trifluoromethoxy) phenyl]amino]carbonyl] indeno[1,2-e][1,3,4]oxa-
diazine-4a(3H) carboxylate) oksadiyazin grubundan bir insektisit olup

domates, pamuk, findik ve elma iireticiliginde verimi artirmak i¢in kulla-

Turkiye Klinikleri ] Lab Anim 2017;1(1)
13



Ulkit GOMELEKOGLU ve ark.

INDOKSAKARB'IN {ZOLE KURBAGA ISKELET KASI UZERINE ETKISI

nilmaktadir. Bocek oldiirme giiciiniin yiksek,
hedef olmayan organizmalardaki toksik etkisinin
ise diisiik oldugu bildirilmistir. Etkisini hem bo-
ceklerin hem de memelilerin voltaj duyarh sodyum
kanallarini bloke etmesiyle gostermektedir.! In-
doksakarbin boceklerin yani sira hedef olmayan or-
ganizmalarin sodyum kanallarini etkilemesi bu
canlilarda da toksik etkilerin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Bu bilesik, hiperpolarize mem-
bran potansiyelini etkilememekte, ancak depola-
rize membranlarda geri doniisiimsiiz blokajlara
neden olmaktadir.”¢

Voltaj bagimli sodyum kanallar1 sinir ve kas
gibi uyarilabilir hiicrelerde aksiyon potansiyelinin
baglamasindan sorumludur. Sodyum kanal prote-
inleri alfa ve beta alt birimlerinden olusmaktadur.
Alfa alt birimi kanalin temel yapisini olusturur
iken, beta alt birimi diizenleyici olarak rol oyna-
maktadir. Alfa alt birimi birbirine identik dort alt
birimden (I-IV) olugsmaktadir. Her alt birim hiicre
zarini enlemesine gegen alt1 (S1-5S6) transmembran
segmenti icermektedir. S4 segmenti voltaj sensorii
olarak gorev yapar iken, S5 ve S6 segmentleri kanal
porunu sekillendirmek iizere birbirlerine P halka-
styla baglanmaktadir. S4 segmenti yiiklii amino-
asitlerden olusmustur. Depolarizasyona baglh olarak
bu yiikler etkilenmekte ve segment yer degistire-
rek kanal porunun acilmasini saglamaktadir.” Bu
kanallar anestezik maddeler, dogal ve sentetik tok-
sinler ve insektisitler i¢in 6nemli bir hedeftir.® Sod-
yum kanal blokeri insektisitler son yillarda tiim
diinyada yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir ve
indoksakarb bu grubun ticari olarak kullanilmaya
baglanan ilk iiyesidir.® Ulkemizde kullanilan tarim
ilaglarimin yaklagik %30™u 6rtii alt1 tireticiligin yaygin
oldugu Adana ve Mersin bolgesinde tiiketilmektedir.
Kullanilan bu ilaglar bir taraftan uygulayicilar, yore
halk: ve tiiketicilere zarar verirken diger taraftan su
kaynaklari, toprak, hava gibi ekosistemin diger un-
surlarini da kirleterek diger canlilar iizerinde de
olumsuz etkiler olusturmaktadir.’ Bu nedenle bu in-
sektisitin diger insektisitler gibi hedef olmayan can-
Iilardaki etkilerinin kapsamli olarak aragtirilmasi hem
insan saglig1 acisindan hem de ekolojik dengenin
daha fazla bozulmasinin 6nlenmesi agisindan biiyiik
Onem tagimaktadir.

Indoksakarbin hedef olmayan canhlardaki tok-
sik etkilerine iligkin caligmalar oldukca sinirhdir.
Insanlarda en sik goriilen etkisi methemoglobine-
midir."*!" Ayrica Viswanathan ve ark. tarafindan su-
nulan bir olguda indoksakarb zehirlenmesinin
solunum sikintisinin da eslik ettigi periferik néro-
pati ve turuncu idrar bulgularinin da ortaya ¢iktig:
bildirilmistir.'? Tsurubuchi ve Kono ile Zhao ve ark.
tarafindan sican dorsal kok ganglion hiicrelerinde
yapilmis iki ¢calismada, indoksakarbin bu hiicrelerde
voltaj kapili sodyum kanallarini bloke ettigi bulun-
mugtur.*!® Yine Zhao ve ark.nin 1999 yilinda yap-
t1g1 bir bagka calismada ise indoksakarbin memeli
sinir hiicrelerinde nikotinik asetilkolin reseptorle-
rini etkiledigi gosterilmistir.' Bilgilerimize gore, li-
teratiirde indoksakarb insektisitinin hedef olmayan
canlilarin iskelet kas: tizerine etkisini inceleyen bir
caligma bulunmamaktadir.

Bu ¢aligmada, indoksakarbin kurbaga sartorius
kas modelinde bilesik kas aksiyon potansiyeli, ka-
silma aktivitesi, antioksidan sistemi ve morfolojisi
izerine akut etkisi elektrofizyolojik, histolojik ve
biyokimyasal yontemler kullanilarak arastirilmistir.

I GEREC VE YONTEMLER

KIMYASALLAR

Deneylerde indoksakarbin “STEWARD” isimli ti-
cari preparati kullanildi (DuPont Tiirkiye Kimyasal
Uriinler San. ve Tic. A.S.; CAS-No: 173584-44-6).
Uygulama dozunun seg¢iminde literatiir temel
alindi.>"

PREPARAT HAZIRLAMA

Bu caligmada, ortalama agirliklar1 52,34+4,79 g olan
16 adet Rana ridibunda tiirti kurbaga kullanildi.
Kurbagalar her grupta sekiz hayvan olacak sekilde,
kontrol grubu ve deney grubu olarak rastgele iki
gruba boliindii. Her iki gruptaki hayvanlarin sarto-
rius kaslari izole edildi. Deney grubundaki kaslar 1
saat 10 uM indoksakarb ile inkiibe edildi.

KASIN ELEKTRIKSEL VE MEKANIK
AKTIVITESININ KAYITLANMASI

Kontrol grubunda kasin mekanik aktivitesini ka-

yitlamak i¢in izole kurbaga sartorius kaslari, icinde
Ringer ¢6zeltisi bulunan (mM: 111,87 NaCl, 2,47
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KCl, 1,08 CaCl,, 2,38 NaCaHCO3) ve %95 O,+%5
CO, ile gazlandirilmis olan 10 mL hacminde organ
banyosuna alindi. Cozeltinin pH’si 7,2’ye ayarlanda.
Kasin bir ucu organ banyosundaki sabit bir nok-
taya, diger ucu kuvvet transduserine (MAY, FDT-
10) izometrik olarak asildi. Kas organ banyosunda
1 saat bekletildikten sonra kayitlar alindi. Kas:
uyarmak i¢in uyaran siddeti 0,2 V, siiresi 0,5 ms
olarak secildi. Kayitlar BIOPAC MP 100 (versiyon
3.5.7 Santa Barbara, ABD) elektrofizyolojik kayit
sistemi kullanilarak yapild. Bilesik kas aksiyon po-
tansiyeli (BKAP) monopolar igne elektrotlar: (BIO-
PAC EL400) kullanilarak kayit edildi. BKAP ve
kasilma yanitlar1 amplifikatorde yiikseltildikten
sonra 16 bitlik bir analog/dijital ¢evirici aracihigiyla
daha sonra analiz edilmek iizere bilgisayara akta-
rildi. BKAP i¢in 6rnekleme hizi 10.000 6rnek/s, ka-
silma yamitlar1 icin ise 200 ornek/s olarak
belirlendi. Kontrol grubu kayitlar: tamamlandik-
tan sonra, organ banyosundaki Ringer ¢ozeltisi bo-
saltild1 ve yerine 10 uM indoksakarb iceren Ringer
¢ozeltisi dolduruldu. Deney grubundaki kaslar ¢6-
zeltide 1 saat bekletildi ve 1 saat sonunda kayit
alindi. Elde edilen BKAP kayitlar: ve kasilma egri-
leri BIOPAC Acknowledge 100 W 5.7 programu ile
analiz edilerek; BKAP kayitlarindan BKAP genligi
ve siiresi, kasilma egrilerinden ise kasilma kuvveti
ve kasilma siiresi 6l¢iildii. Tiim kayitlar oda sicakli-
ginda alindi. Aragtirma, Mersin Universitesi Rektor-
ligi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylandi. Deneyler Ulusal Saglik Arastirmalar1 Ku-
rumu [National Institutes of Health (NIH)] “Labora-
tuvar Hayvanlar1 Bakim ve Kullanim Rehberi’ne
uygun olarak yapildi.

KATALAZ AKTIVITESI, MALONDIALDEHIT VE
PROTEIN DUZEYLERININ GLCUMD

Kas katalaz (CAT) aktivitesi “Aebi” yontemiyle 61-
¢ildi.”® Bu yontemde deney ortamina eklenen
H,0, CAT tarafindan su ve oksijene dontigmekte-
dir. Doniisiim sirasinda H,O, nin absorbans azal-
mast 240 nm’de izlenerek CAT aktivitesi saptand.
Spesifik aktivite {inite/mg protein cinsinden hesap-
landa.

Malondialdehit (MDA) 6l¢timii lipit peroksi-
dasyon tiriinlerinden en stabili olan MDA nin ti-

yobarbiitirik asit ile reaksiyonu sonucu olusan
pembe kirmizi rengin absorbansinin spektrofoto-
metrik olarak degerlendirilmesi esasina dayanir.
1,1,3,3-tetraetoksipropan standart olarak kullani-
larak yogunluk-absorbans grafigi ¢izildi. Regresyon
analizi ile saptanan formiil kullanilarak 6rnekler-
deki MDA yogunluklar1 hesaplandi. Bulunan de-
gerler dokuda protein miktar: ile oranlanarak
mmol/mg protein cinsinden ifade edildi.'®

Total protein tayin yonteminin prensibi alkali
¢ozeltide olusan bakir-protein kompleksinin fosfo-
molibdatfosfotungstat reaktifini (folin-ciocalteus-
phenol reaktifi) rediiklemesi ve olusan koyu mavi
rengin 750 nm’de 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Bu-
rada rengin koyulugu ortamdaki protein konsant-
rasyonu ile dogru orantilidir.’” Her bir 6rnek i¢in
protein miktari, bovin serum albumin (BSA) stan-
dart ¢ozeltileri ile hazirlanan standart egrisine gore
ve diliisyon faktoriiyle carpilarak hesaplandi.
%10’luk doku homojenatlarinda ve 10.000 g siiper-
natant fraksiyonlarinda protein miktar:1 mg olarak
bulundu.

ELEKTRON MiKROSKOBIK DEGERLENDIRME

Diseke edilen kas dokusu 6rnekleri, 1 mm?liik par-
calara boliindii ve yaklasik 4-6 saat %2,5’lik glute-
raldehit soliisyonunda fikse edildi. Ardindan
%1’1lik OsO, ile post fiksasyon yapildi. Daha sonra
dehidratasyon islemi yiikselen derecelerde alkol
kullanilarak gerceklestirildi. Propilen oksitle sef-
faflandirma ve resine aligtirma asamalarindan
sonra, dokular resine (EMBed-812 Embedding Kit)
gomiildii. Yirmi dort saatlik polimerizasyon isle-
minden sonra, bloklardan ultramikrotom (Leica
Ultracut UCT125, Leica Avusturya-Viyana) ile 6n-
celikle 1 pm kalinliginda yar1 ince, sonra da 50-70
nm kalinliginda ince kesitler alindi. Yar1 ince ke-
sitler toluidin mavisi ile boyanarak 151k mikrosko-
bunda incelendi ve hangi alandan ince kesit
alinacag belirlendi. Daha sonra alinan ince kesit-
ler uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlandi.
Kontrastlanmis kesitler transmisyon elektron mik-
roskobu (Jeol JEM1011, Tokyo, Japonya) ile ince-
lendi ve mikroskoba eklenmis dijital kamera
(Megaview III, Olympus GmbH, Almanya) ile fo-
tograflar cekildi.
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ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Verilerin normal dagilima uyup uymadig1 Kolmogo-
rov-Smirnov testiyle belirlendi. Olgiilen tiim degis-
kenlerinin normal dagilma uygunlugu saptandiktan
sonra, deney ve kontrol gruplar arasinda fark olup
olmadig student-t testi kullanilarak belirlendi. So-
nuglar ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.
Istatistiksel anlamliligin simir1 p<0,05 olarak kabul
edildi.

BULGULAR

ELEKTRIKSEL VE MEKANIK AKTIVITE BULGULARI

Kayitlanan aksiyon potansiyeli egrilerinden genlik
ve slire degerleri ol¢tildii (Sekil 1a,b-2). Aksiyon
potansiyeli genligi kontrol grubunda ortalama
8,51+0,93 mV, deney grubunda 3,14+1,23 mV ola-
rak belirlendi. Deney grubu ile kontrol grubu ara-
sindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulundu
(p=0,001). Aksiyon potansiyeli kayitlarindan gen-
lige ek olarak aksiyon potansiyeli siiresi de 6l¢tildii

$EKiL 1: Kontrol (a) ve deney (b) grubunda aksiyon potansiyeli kayrti.

$EKiL 2: Kontrol ve deney grubunda ortalama bilesik kas aksiyon potansiyeli
genligi.

SEKIL 3: Kontrol ve deney grubunda ortalama bilesik kas aksiyon potansiyeli
siresi.

(Sekil 3). Aksiyon potansiyelinin siiresi kontrol
grubunda 3,42+0,82 ms, deney grubunda ise
4,91+1,17 ms olarak saptandz. Siire agisindan kont-
rol grubu ile deney grubu arasinda istatistiksel ola-
rak 6nemli fark gozlendi (p=0,011).

Kas kasilma egrilerinden kasilma kuvveti ve
kasilma siiresi elde edildi (Sekil 4-6). Kontrol gru-
bunda kasilma kuvveti 155,89+8,76 mN iken,
deney grubunda bu deger 108,78+14,19 mN olarak
saptandi (Sekil 5). Kas kasilma kuvveti agisindan
deney grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark bulundu (p=0,001). Kont-
raksiyon siiresi kontrol grubunda 80,28+12,94 ms
olarak Olciiliir iken deney grubunda bu siire
76,31+5,86 ms olarak bulundu (Sekil 6). Kontraksi-
yon siiresi agisindan deney grubu ile kontrol grubu

arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi

(p=0,414).

KATALAZ VE MALONDIALDEHIT DUZEYLERI

Kontrol ve deney gruplarinda CAT ve MDA dii-
zeylerine iligkin bulgular Tablo 1’de goriilmekte-
dir. Tablodan da gortuldigi gibi, CAT aktivitesi
kontrol grubunda 2,47+0,35 U/mg protein, deney
grubunda ise 14,5 kat artarak 35,84+12,68 U/mg
proteine ulagmistir. CAT aktivitesi agisindan deney
grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (p<0,008). MDA diizeyi
kontrol grubunda 3,42+0,53 nmol/mg protein iken,
deney grubunda bu deger 1,78 kat artarak
6,10+2,28 nmol/mg protein olmustur. MDA degeri
acisindan kontrol ve deney gruplari arasinda ista-
tistiksel olarak 6nemli fark bulunmustur (p=0,014).
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ELEKTRON MiKROSKOBIK BULGULAR

Kontrol ve deney grubuna ait 6rneklerde kas hiic-
relerinin normal morfolojik 6zelliklere sahip ol-
dugu saptandi. Sarkoplazmada bulunan miyofibril-
lerin diizenli bir dizilim gosterdigi, sarkomer yapi-
sinin korundugu, miyofibriller arasinda bulunan
mitokondriyonlarin, sarkoplazmik retikiillum sis-
ternalarinin ve diger organellerin normal yapida
oldugu izlendi (Resim la-d).

SEKIL 4: Kontrol ve deney grubunda kasiima egfrisi.

SEKIL 5: Kontrol ve deney grubunda ortalama kasiima kuvveti.

$EKiL 6: Kontrol ve deney grubunda ortalama kasiima kuvveti.

TARTISMA

Bu ¢aligmada, voltaj bagimli sodyum kanal inhi-
bitorii insektisitler grubundan indoksakarbin
kurbaga iskelet kas1 mekanik aktivitesi, CAT ve
MDA diizeyleri ve ultra yapisi iizerine etkileri
aragtiritlmigtir. 10 pm indoksakarbla 1 saat inkiibe
edilen kurbaga iskelet kasinda BKAP genligi ve
kasilma kuvveti azalmis, siiresi uzamig, CAT ve
MDA diizeyleri yiikselmis, ancak kasin ultra ya-
pisal 6zelliklerinde herhangi bir degisiklik goz-
lenmemistir.

Caligmamizda, 10 pm indoksakarbla 1 saatlik
inkiibasyon kas aksiyon potansiyelinin genligi %64
azaltilmigtir. Yapilan literatiir incelemesinde, in-
doksakarbin iskelet kas: aksiyon potansiyeli ve sod-
yum kanallar1 {izerine etkisini inceleyen bir
caligmaya rastlanmamigtir. Caligmalar boceklerin
sinir sisteminde yogunlagsmistir. Memeli sinir siste-
minde ise sinirh sayida ¢caligma mevcuttur. Bu calig-
malarin birinde Tusurubuchi ve ark., sican dorsal
kok ganglionlarinda 0,2, 1 ve 10 pm dozlarindaki in-
doksakarbin sodyum akimlari iizerine etkisini ince-

lemislerdir.!

0,2 pm indoksakarbin sodyum
akimlarim etkilemedigi, 1 pm’in akimi %4,4 ve 10
pm’in ise %46,6 oraninda azalttig1 belirlenmistir.
Zhao ve ark., izole hamam bocegi dorsal kok néron-
larinda tiim hiicre “patch clamp” teknigini kullana-
rak indoksakarbin ve metaboliti DCJW’nin Tip I ve
Tip II sodyum akimlar tizerine etkisini aragtirmig-
lardir. Her iki akim sodyum kanal blokeri tetrado-
toksine direngli olmasina ragmen, indoksakarb ve
metaboliti tarafindan bloke edilmistir. Ancak,
DCJW’nin bloke edici etkisi indoksakarba gére 10
kat daha fazladir.? Hiicre dis1 kayit teknigini kulla-
narak elde ettigimiz BKAP genligindeki azalmanin,
indoksakarbin sadece sinir sistemindeki voltaj ba-
gimh sodyum kanallarini (Navl.1, Nav1.2, Nav1.3
ve Nav1.6) degil, iskelet kaslarindaki voltaj bagimh
sodyum kanallarini (Nav1.4) da etkiledigi diistiniil-
mektedir. Silver ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alis-
mada, Xenopus oositlerinde Nav1.2a, Nav1.4, Nav1l.5
ve Nav1.8 sodyum kanallar1 eksprese edilmis ve bu
kanal akimlarn tizerine indoksakarb ve DCJW’nin et-
kisi incelenmistir.? 10 um dozundaki insektisitler 15
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TABLO 1: Kontrol grubu ve deney gruplarinda CAT ve
MDA duzeyleri. Degerler ortalama+standart sapma
olarak verilmistir.

Degiskenler Kontrol grubu (n=8)  Deney grubu (n=8)
CAT (U/mg protein) 2,47+0,35 35,84+12,682
MDA (nmol/mg protein) 3,42+0,53 6,10+2,28°

2: Deney grubu ile kontrol grubu arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05).
CAT: Katalaz; MDA: Malondialdehit.

dk uygulanmis ve 15 dk boyunca sodyum kanal
akimlar kayit edilmistir. Calisma sonunda indoksa-
karb metaboliti DCJW Navl.4 akimimi 6nemli
oranda bloke ederken, indoksakarbin Navl.4 akimi
iizerine etkisinin sinirh oldugu bulunmustur. Iskelet
kast liflerinde yapilan bu ¢aligmada, BKAP genligi-
nin azalmasi Nav1.4’iin 6nemli oranda etkilendigini
diisiindiirmiistiir. Indoksakarbin Na‘ akimlarim
bloke edici etkisine ek olarak, BKAP olusumuna kat-
kida bulunan miyofibrillerde hasara yol agip agma-
digin1 belirlemek icin bu ¢aligmada elektron
mikroskobik teknikler kullanilarak kas liflerinin
ultra yapisi incelenmis, ancak deney ve kontrol
gruplar1 arasinda kas liflerinin morfolojik yapisi agi-
sindan herhangi bir fark olmadig: gézlenmistir.

Iskelet kaslarinda uyarilma kasilma ciftlenimi
riyanodin reseptorleri (RyR1) ve transverse (T)
tlibil membraninda bulunan ve dihidropiridin
(DHP) reseptorii olarak da adlandirilan L-tipi kal-
siyum kanallar1 arasindaki protein-protein etkile-
simi ile gerceklesir. Aksiyon potansiyelinin T-tiibiil
membraninda bulunan voltaj duyarh L-tipi kalsi-
yum kanallarini aktive etmesi sonucunda bu ka-
nallarla sarkoplazmik retikiilum membraninda
bulunan RyR1 reseptorleri aktif hale gelir ve sito-
plazmaya kalsiyum salinimi tetiklenir. Sitoplaz-
mada kalsiyum konsantrasyonunun artisiyla kas
kasilmas: baglar.’® Caligmamizda, BKAP’a iligkin bir
baska bulgu da aksiyon potansiyelinin siiresinin
uzamasidir. Slirenin uzamasi iletimin yavagsladig-
nin gostergesi olarak kabul edilmektedir.'® Iletimin
yavaglamasi kasta uyartinin T-tiibiillerine daha ge¢
iletilmesine ve uyarilma- kasilma ¢iftleniminin ger-
ceklesmesinde bozulmalara yol acar. Caligmamizda
kasin kasilma aktivitesine iliskin bulgular da elde
edilmigtir. 10 pm indoksakarb kasilma kuvvetini
%30,2 oraninda azaltmigtir. Kasilma siiresinde ise

kontrol grubuna gore herhangi bir degisiklik goz-
lenmemisgtir. Bu bulgu indoksakarbin iskelet kasla-
rinda sadece sodyumla ilgili mekanizmalar1 degil,
kasilmadan sorumlu kalsiyum salinimiyla ilgili me-
kanizmalar: da etkileyebilecegi konusunda ipuglar
vermektedir. Indoksakarbin bu etkilerinin nasil
gerceklestigi konusu da heniiz tam agik degildir.
Oksidatif stresin roliiniin olup olmadigini belirle-
mek amaciyla bu ¢aligmada antioksidan sistem en-
zimlerinden CAT ve lipit peroksidasyon iiriinii
MDA diizeyleri dl¢tilmiistiir. CAT antioksidan sis-
tem enzimlerindendir ve hidrojen peroksidi suya
indirger.”® Caligmamizda, CAT aktivitesinin deney
grubunda kontrol grubuna gore 14,5 kat artmasi in-
doksakarbin kas hiicresinde reaktif oksijen tiirle-
rinden hidrojen peroksit olusumunu artirdigini,
bunu ortamdan temizlenmesi i¢in ise CAT aktivi-
tesinin inditklenmis oldugunu disiindirmistiir.
MDA diizeyinin deney grubunda kontrol grubuna
gore 1,78 kat artmasi1 indoksakarbin lipit peroksi-
dasyonunda artisa yol actigini gostermistir. Bilgile-
rimize gore, indoksakarbin iskelet kas1 antioksidan
sistemi {izerine etkisini inceleyen bir ¢aligma bu-
lunmamaktadir. Bu nedenle sonuglarimizi kargilas-
tirma olanagl olmamistir. Fare karacigerinde
yapilan bir ¢alismada, giinliik 6, 12, 18, 24 mg/kg
viicut agirligy dozunda indoksakarb 30 giin bo-
yunca uygulanmis ve MDA, protein igerigi, siipe-

RESIM 7: a: Kontrol grubu, x12.000, sarkoplazmik retikilum sisternalari (ok),
mitokondriyonlar (ok basi); b: Kontrol grubu, x30.000, sarkoplazmik retikilum
sisternalari (ok); ¢: Deney grubu, x15.000, sarkoplazmik retikilum sisterna-
lari (ok); d: Deney grubu, x30.000, sarkoplazmik retikilum sisternalari (ok).
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roksit dismutaz (SOD), CAT ve glutatyon-S- trans-
feraz (GST) aktivitesi incelenmistir. Otuz giin so-
nunda 18 ve 24 mg/kg dozlarinda MDA, protein
icerigi, SOD ve GST degerlerinde artis gézlenmis
ve indoksakarb insektisitinin karacigerde oksidatif
stres olusturarak toksik etkilere yol ac¢tig1 bildiril-
mistir.2! Benzer sekilde ¢alismamizda da indoksa-
karbin iskelet kaslarinda oksidatif strese yol actig1
gozlenmistir.

[ SONUC

Sonug olarak 10 pm indoksakarbla 1 saat inkiibe
edilen kurbaga iskelet kasinda sodyum kanallari-
nin bloke olmasina bagl olarak BKAP genligi ve
kasin kasilma aktivitesi azalmis, aksiyon potansi-
yelinin siiresi uzamistir. Ayrica kasta oksidatif stres
artmstir. Bu bulgular iilkemiz tarim alanlarinda da
yaygin olarak kullanilan indoksakarbin sadece sinir
sistemindeki sodyum kanallarini degil, iskelet kas-
larindaki sodyum kanallarini da etkileyerek uya-
rilma ve kasilma aktivitesini bozdugunu diistin-
diirmiistiir. Ultrayapisal incelemede miyofibril-
lerde hasar gozlenmemesi bu bozulmanin miyofib-
ril hasariyla iligkili olmadigini ancak artan oksidatif
stresin protein kanalini etkileyerek sodyum akimi-

nin azalmasina yol a¢gmis olabilecegini diisiin-
diirmistiir. Mekanizmay1 tam olarak agiklayabil-
mek icin iskelet kaslarinda iyon kanal akimlari,
kanal ekspresyonlari, oksidatif stres ve kanal etki-
lesimini de icerecek daha ileri ¢aligmalarin yapil-
masina gereksinim vardir.
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