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Bu tez galismasinda giivenli bir biyosid olarak dikkate alinan ve Halk Saglig1 alaninda, 6zellikle
sulak alanlarda, larva micadelesinde kullanilan ve bir kitin sentez inhibitéri olan
diflubenzuronun Wistar sicanlarin AChE enzim aktivitesi {izerine etkisi ve bu etkinin geri
doniisiimli olup olmadiginin belirlenmesi ve ayrica sigan karaciger histopatolojisine etkisi
elektron mikroskobuyla aragtirildi. Kronik olarak diisiik dozda diflubenzurona (6 ay boyunca
hergiin 0,08 mg/l doz) maruz kalan siganlarin kan serum AChE aktivitesi kontrol grubu
sicanlarla benzerlik gosterirken, subakut dozda diflubenzuron (25 mg/10 giin) AChE enzim
aktivitesini diislirdii. Maruziyet ortadan kaldirildiktan 10,15 ve 45. giinlerden sonra enzim
aktivitesi tekrar dl¢iildil ve 45. giin sonunda enzim aktivitesinde az da olsa yiikselme goriildii.

Gegirmeli elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde subakut doz diflubenzurona maruz
kalmig siganlarda hepatositlerin mitokondrilerinde sisme sayilarinda artma g¢ekirdeklerinde
invaginasyon ve cekirdek icindeki kromatin materyalinin erimesi ve cekirdek zarina yakin
yerlede yigin olusturmasi saptandi. Karaciger siniizoitlerinde ise bol sayida eritrosit, Kupffer
hiicresi ve yag damlaciklari tespit edildi. Kronik dozda ise kontrol gubundan farkli olarak
siniizoitlerde yag damlas1 artis1 ve hepatositlerde mitokondri artist gozlendi. Subakut doz
uygulamasindan sonraki 5, 10, 15. giinlerde karaciger harabiyetinin az da olsa devam ettigi fakat
45. glinde tamamen iyilestigi tespit edildi.

Sonug olarak yapilan yiiksek lisans tez caligmasi diflubenzuronun siganlarda subakut dozunun
karaciger harabiyetine ve kan serum AChE aktivitesinin diismesine neden oldugunu ve

diflubenzuron maruziyetinin ortadan kalkmasindan 45 giin sonra bu degerlerin normale
dondigiinii ortaya koymaktadir.
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In the study, the effects on rat liver histology and achetylcholinesterase (AChE) activity
of the diflubenzuron which is chitin synthase inhibitor and is considered as safe biocide
used in insect control in aquatic ecosystems for public healthy were investigated under
acute and sub-acute exposures acute and sub-acute. This effect was measured with
spectrophotometer whether it is reversible or not. Although chronically blood serum
AChE enzyme activity of rats exposed to low-dose (every day for 6 months 0, 08 mg/I
dose) diflubenzuron showed similarity to control group, enzyme activity of rats exposed
to sub-acute dose (25 mg/10 days) of diflubenzuron was observed to decrease. After
sub-acute dose exposure was terminated, AChE activities were measured again in the
intervals of 5™, 10", 15" and 45™ days, and the enzyme activity was observed to slightly
increase at the end of 45™ day.

In consequence of diflubenzuron sub-acute dose (25 mg/ 10 days), the hepatocytes of rat
liver with enlarged many of mitochondria, nuclear invagination, melted chromatin
material in their nuclei and clumping of chromatin material placed near the nuclear
envelope were observed in Transmission Electron Microscopy. Sinusoids of these rat
livers contained a great number of lipid droplet, erythrocytes and a few Kupffer Cells.
In addition to the sub-acute dose effects, the great number of mitochondria in the
hepatocytes and many lipid droplet in the sinusoids were seen in the group with exposed
to chronic dose. After the application of sub-acute dose terminated, the liver damages
were still observed in 5, 10", 15" days, but histological recover of liver was observed
on 45" days.

As a results, the present study revealed that sub-acute dose of diflubenzuron cause to
liver damage and reduced the AChE activity in blood serum, and after 45 day
diflubenzuron exposure terminated, tissue demage and come to normal level.

July 2015, 51 pages
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1. GIRIS

Insan yasam Kkalitesini bozan besin maddelerinin {iretimi, tiiketimi ve depolanmasi
sirasinda ekonomik kayiplara ve kontaminasyonlara sebep olan hastalik tasiyict vektor
Ozelligi bulunan patojen organizmalar bulunmaktadir (Anonymous 2008a). Bunlarla
miicadelede kullanilan biyolojik ve kimyasal ajanlar eski tanimiyla pestisit ‘zararliyi
6ldiiren’, yeni tanimi ile biyosidal {irlinler olarak adlandirilmaktadir. Biyosidal iiriinler
gerek halk sagligi ve gerekse ekonomik kayiplarin onlenmesinde ekonomik faydalar
saglasa da genis bir alanda biraktiklar1 kalintilarla su, toprak, hava ve besin
kirlenmesine neden olarak ekolojik sistemin dengesini bozmakta ve halk sagligi
tizerinde olumsuz etki yapmaktadir. Biyosidal {iriinler etki ettigi canliya gore

simiflandirilirlar: insektisit, herbisit, fungusit, rodentisit, nematosit gibi (Anonymous

2008D).

Haserelerle miicadelede kullanilan insektisitler kimyasal o6zelliklerine gore
organikklorlu insektisitler, organofosfatli insektisitler, pyretiroidler, karbamatlar, IGR

(Bocek gelisim inhibitorii), bakteri kokenli insektisitler olarak siniflandirilirlar (Toros
ve Maden 1985).

Biyosidal iiriinler giiglii kolinesteraz inhibitdrleridirler (Mason vd. 2000). Ozellikle
organikfosforlu ve karbamat grubu insektisitler antikolinesteraz bilesikleridir (Kim vd.
1999), hem asetilkolinesteraz (AChE) hem de butirilkolinesteraz (BuChE) enzimini
inaktive ederler. Insektisitlerin canlinin sinir sistemi iizerine yaptigi etkileri ortaya

koyan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Letkowitz vd. 2007).

Organofosfatli insektisitlere akut ve kronik maruziyet sonucunda asetilkolinesteraz
enzimi (AChE) inhibisyonunun yani sira sinirlerde harabiyet oldugu belirtilmistir
(Smulders vd. 2004). Organofosfatli ve karbamatl pestisitler asetilkolinin (ACh)
analoglar1 gibi davranirlar (Wilson 2010). Organofosfathi insektisitler enzime geri
doniisiimsiliz baglanirken, karbamat grubu insektisitler enzime geri doniistimlii olarak

baglanirlar. Bu grup bilesikler asetilkolinesteraz enzimini (AChE) inhibe ederek,



asetilkolinin sinaptik aralikta birikmesine sebep olur ve kaslarin siirekli kasilmasini

uyarirlar (O’Malley 1997, Solberg ve Beklin 1997).

Karbamat grubu insektisitlerden bendiocarb yetiskin siganlara 2 sene siire ile oral
yoldan 10 mg/kg/giin uygulanmistir. Yapilan caligmanin sonucunda organlarin

agirliklarinda, kan ve idrar kompozisyonunda degisiklikler gézlenmistir (Baron 1991).

Gomes vd. (1999) 6 farkli organofosforlu insektisit karisimini 7 hafta boyunca siganlara
oral yoldan uygulamislar ve karacigerde aspartat amino transferaz (AST), alanin amino
transferaz (ALT) seviyelerinde artig tespit edilmistir. Ayni calismada eritrosit

asetilkolinesteraz aktivitesinde ve total serum proteinlerinde ise azalma goriilmiistiir.

Organofasfat, karbamat, piretroit ve organoklorin grubu insektisitler, insanlarin sinir
sistemini etkilemektedir. Bu kimyasallar ndrotransmisyonu veya iyon kanallarindaki
akimi engelleyerek, norotoksik etki gosterirler. Costa vd. (2008) yaptig1 ¢alismada, bu
etkilerini Parkinson hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklarin da sebebi olabilecegini

One stirmiislerdir.

Insektisitler toksik maddelerdir. Toksik maddeler biiyiik oranda karacigerde detoksifiye
edilirler. Toksik maddeler nedeni ile karacigerin detoksifikasyonu yetenegi azalir,
protein sentezi inhibe olur ve kan serumunda bu organin harabiyetinin gdstergesi olarak

kullanilan enzimlerin aktivitelerinde artig gézlenir (Aras ve Ersan 1992).

Bobrekler, insan viicudundaki toksinleri ayiran 6nemli organlardan biridir. Endostilfana
maruz birakilmig fare bobrek dokusunda, mononiikleer hiicre infiltrasyonu tesbit
edilmis, ayn1 zamanda proksimal tubul hiicrelerinin tahrip oldugu, ¢ekirdeklerin kontrol
grubuna gore asirt derecede sistigi goriilmiistir (Ozata 1983, Karadz vd. 2001).
Malathionun bobrek alkalen fosfataz aktivitesini artirip, karaciger ve ince bagirsak

alkalen fosfataz aktivitesini azalttig1 gozlenmistir (Dere vd. 1999).



Organikklorlu insektisit olan endosiilfan tarim alanlarinda haserelere karsi yaygin olarak
kullanilir. Deney hayvanlarinin bobrek dokularinda endosiilfanin etkilerini aragtirmak
icin yapilan deneylerde mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve proksimal tiibiil
hiicrelerinde tahribat gozlenmistir (Singh ve Pandey 1999). Sigan bobrek dokularinda
akut toksisiteyi belirlemek amaciyla siganlara farkli dozlarda endostilfan uygulanmis ve
sicanlarin bobrek dokularinda glomeriiller ve tiibiillerde morfolojik degisiklikler, damar

cevresinde hiicre infiltrasyonu goriilmiistiir (Kayhan vd. 2009).

Organofosfath insektisitler akut belirtilerini, maruziyet esnasinda ya da sonrasinda
saatler hatta dakikalar icinde gosterebilirler. Maruziyet solunum, gastrointestinal yolla
ya da temas ile gerceklesebilir. Solunum ile maruziyette belirtiler hemen gozlenirken,
gastrointestinal yolla maruziyet biraz daha yavas belirti verir. Organofosfath
insektisitler belirtilerini merkezi sinir sisteminde ve kaslarda gosterir (Taylor 1985).
Organofosfatlarin subletal dozlarda kuslarda ve memelilerde lireme performansinda
degisikliklere neden oldugu tespit edilmistir (Somkuti vd. 1987, Maitra ve Sarkar 1996).
Ayrica karacigerde (Nakagawa 1999), immiin sistemde (Handy 2002) ve pankreasta
(Hagar ve Fahmy 2002) sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir. Ulusoy vd. (2004),
organofosfatli bir insektisit olan diazinonun sigan hepatositleri lizerine etkisini elektron
mikroskobunda incelemislerdir. Birinci haftanin sonunda hepatositlerde herhangi
degisme gozlenmemistir. ikinci haftada hepatositlerin mitokondrilerinde hafif sisme,
ticlincii haftanin sonunda mitokondrilerde asir1 sisme, dordiincii haftanin sonunda
hepatositlerde de sisme ve mitokondrilerde vakualizasyon ve son olarak besinci haftanin
sonunda hepatositlerde piknotik ¢ekirdek, sitoplazmada ¢6ziilmeler ve mitokondrilerde

asir1 sismeler gézlenmistir.

Organofosfath insektisit olan diazinona 0.2, 2, 25 mg/kg dozlarda intraperitonal olarak
28 giin boyunca maruz kalan disi farelerin viicut agirliklarinda anlamli bir azalma

meydana gelmistir (Neishabouri vd. 2004).

Gokalp vd. (2005), siganlara medhidathion (5 mg/kg) ile vitamin E (50 mg/kg) ve
vitamin C (20 mg/kg) uygulamislardir. Sadece medhidathion uygulanan grupta serum

asetilkolinesteraz aktivitesinde azalma, malondialdehit seviyesinde artis ve bobrekte



histopatolojik degisiklikler gozlenmis ve vitamin uygulanmasiyla bu degisikliklerin

azaldigini agiklamislardir.

Jeong vd. (2006), organofosfatli insektisit olan klorprifos-metili 7 hafta siire ile 100
mg/kg dozunda sigcanlara uygulamislardir. Viicut agirliklarinda kontrol grubu ile
kiyaslandiklarinda 6nemli bir degisikligin olmadigin1 belirtmiglerdir, ancak si¢anlarin
karaciger, dalak, bobrek ve beyin agirliklarinda artis meydana geldigini tespit

etmislerdir.

Organofosfath bir insektisit olan diazinon viicuda alindiktan sonra iriner sistem ile
viicuttan uzaklastirilir (Dwivedi ve Khanna 1988). Ural vd. (2006), akut diazinon
toksisitesinin testis dokusunda olusturdugu histolojik degisiklikleri saptamak amaci ile
erkek siganlarda ¢alismislardir. Deneylerinde iki grup olusturmuslar (1.grup kontrol
grubu, 2.grup LDsp dozunda diazinon uygulanmistir). Kontrol grubu si¢anlarda leyding
hiicrelerinin, damarlarin normal histolojik yap1 gosterdigi saptanmistir. LDsp dozu
uygulanmis sicanlarda germinal epitel diziliminde bozulmalar, seminifer tiibiillerde

hiicre sayisinda azalma, damar duvarlarinda kapiller dilatasyon gézlenmistir.

Piretroit tiirevi bir insektisit olan permethrinin farkli dozlarinin farelerin karaciger ve
dalak hiicrelerine histopatolojik ve histokimyasal etkileri ¢alisilmistir. Permethrinin
karaciger hiicrelerinde agir hasarli degismelere neden oldugu saptanmustir. Orenegin
hepatositlerin  ¢ekirdek boyutunda azalma gozlenmistir. Kupffer hiicrelerinin
cogalmasinda, hepatositlerin sitopldzmalarinda vakuollerin, lipidlerin, polisakkaritlerin
ve proteinlerin miktarinda artisa ve hepatik kapillerin tikanmasina sebep oldugu rapor

edilmistir (Roma vd. 2012).

Zararli artropodlarla miicadelede kullanilan insektisitler arasinda hedef dist
organizmaya toksisitelerinin az olmasi nedeniyle son zamanlarda en ¢ok bocek gelisim
diizenleyicileri (Insect Growth Regulators, IGRs) kullanilmaktadir. Bocek gelisim
diizenleyicileri (IGRs) baskalasim veya kutikulanin degisimi esnasinda dis iskeletin

olusumunu saglayan kitin sentezini engellerler (kitin sentez inhibitorleri), ya da biiyiime



gelisme hormonu gibi gorev yaparlar ve hormon dengesizligi sebebi ile baskalagim
evreleri (yumurta-larva-pupa-eriskin) arasinda bireyin bir {ist safthaya geg¢mesini
engelleyerek etki ederler (Kogak vd. 1997, Ware 2000, Salokhe vd. 2012, Mars 2012).

IGR’ler jiivenil hormon analoglar1 ve kitin sentez engelleyiciler olmak {izere 2 tip olarak
kullanilmaktadir. Sigcanlara 6 ay boyunca diyetle verilen IGR grubu insektisitlerden
juvenil hormon anologunun “pyriproxyfen” dokulara etkisi arastirilmistir. Farkli
dozlarda (0, 80, 400, 2,000 ve 10,000 ppm) 6 ay siire boyunca diyetle uygulanan
pyriproxyfenin uygulanan en yiiksek dozunda (10.000 ppm) siganlarda kilo kaybina,
kan parametrelerinde degisikliklere, karaciger, bobrek ve tiroid bezlerinde biiylimeye

neden oldugu tespit edilmistir (Koyama vd. 1989).

Bugiine kadar yapilan caligmalar dogrultusunda, yapilan bu yiiksek lisans tez
calismasinda ozellikle sivrisinek ve karasinek gibi haserelerin larvalarinda kitin
sentezini engelleyen diflubenzuronun hedef disi organizmalardan memeli hayvanlar
lizerine nasil etki yaptigi arastirilmistir. Bu konuyla ilgili olarak siganlarda serum
asetilkolinesteraz aktivitesi biyokimyasal teknikle, karaciger histolojisi ise elektron
mikroskobu teknigi ile incelenmistir. Ayrica siganlara diflubenzuronun etkisinin AChE

aktivitesindeki degisiminin belirte¢ oldugu bu calisma ile ortaya konmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Biyosidal Uriinler

Diinya ¢apinda yilda ortalama 2,5-3 milyon ton biyosidal {iriin kullanildigi ve bu
bilesiklerin yaklasik %46’simin herbisit, %31’inin insektisit, %18’inin fungisit oldugu
tahmin edilmektedir (Dag 2000). Biyosidal iiriinler etki ettigi canliya gore;

o Insektisitler ( bocekleri dldiiren pestisitler),

e Herbisitler (otlar1 6ldiiren pestisitler),

e Fungusitler (mantarlar1 6ldiiren pestisitler),

e Akarisitler (akarlar1 6ldiiren pestisitler),

e Nemasitler (nematodlar1 6ldiiren pestisitler),

e Molluskositler (yumusakgalar1 6ldiiren pestisitler),

e Rodentisitler (kemirgenleri 6ldiiren pestisitler) olarak siniflandirilabilirler

(Anonymous 2008a).

Insektisitler pestisitler ‘biyositler’ icerisinde oldiiriicii etkisi en fazla olan gruptur
(Anonymous 1993). Insektisitlerin segici 6zellikleri yoktur. Hedef organizmalar kadar
hedef olmayan organizmalar1 da etkiler. Besin maddeleri {izerinde, toprakta ve suda
uzun siire parcalanmayan bdcek oldiiriiciiler dogal dengeyi bozarlar. insektisitler yiiksek
yapili organizmalara hatta insanlara besin yoluyla bulasarak halk sagliginin
bozulmasina neden olurlar. Genellikle bocekler ve benzeri hasereler ile miicadelede alt1

temel insektisit kullanilir:

Organikklorlu insektisitler

Organofosfatli insektisitler

1

2

3. Pyretiroidler
4. Karbamatlar
5

IGR( Bocek gelisim inhibitorii)

- Kitin sentez inhibitori



- Juvenil hormon analoglar1

6. Bakteri kokenli insektisitler

» Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti)
» Bacillus sphaericus sp.

» Spinosad (Saccharopolyspora spinosa)

2.2 Bocek Biiyiime Diizenleyicisi [Insect Growht Regulator (IGR)]

Son yillarda klasik insektisitlerin yerine ¢evreye ve hedef dis1 organizmalara kars1 etkisi
son derece az olan, Insect Growht Regulator (IGR) (bdcek biiyiime diizenleyicisi)
denilen kimyasal maddeler kullanilmaktadir. Bu madde boceklerde biiyiime ve
gelismeyi etkileyen 3. nesil insektisit olarak da bilinmektedir. IGR grubu insektisitler
ikiye ayrilir (Eritja vd. 2005).

1. Juvenil Hormon Analoglari: Boceklerin yumurtadan ergin oluncaya kadar
gelisimleri juvenil hormon (JH) ve ekdizon hormonu tarafindan kontrol
edilmektedir. Bu iki hormon viicutta daima denge halindedir. Bu iki hormondan
birinin normalden fazla veya eksik oldugunda normal gelismeyi geciktirir veya
durdurur (Kogak vd. 1997). Bu hormonlar bécegin bir donemden diger bir doneme
gecmesini Onleyerek, baskalasimima engel olmaktadir. Juvenil hormon analogu

olarak hydroprene, fenoxycarb, pyripoxyphen gibi kimyasallar kullanmilmaktadir.

2. Kitin Sentez Inhibitorleri: Kitin (N-asetilglukozamin) boceklerin dis iskeletini
olusturan polimer bir maddededir. Kitin sentez inhibitorleri boceklerde kitin
sentezini durdurur. Bocek yeni dis iskeleti olusturamaz ve oOliir. Kitin sentez
inhibitorii olarak diflubenzuron, hexaflumuron, Ilufenuron gibi kimyasallar

kullanilmaktadir (Mars 2012).


http://en.wikipedia.org/wiki/Saccharopolyspora_spinosa

2.3 Diflubenzuron

Kitin sentez inhibitorlerinin ilk bilesigi olan diflubenzuron 1970°li yillarin basinda

Philips-Duphar Laboratuvarlari’inda gelistirilmistir (Van Daalen vd. 1972), (Sekil 2.1).

Sivrisinek ve karasinek gibi sinek larvalarina karsi halk sagligi uygulamalarinda
kullanilan diflubenzuron benzoilfenil iire grubundan, mide ve temas yolu ile etkili
insektisittir (Anonymous 2008a). Bu insektisit kitin sentezini inhibe eder, kiitikula
olusumunu ve eski derinin atilmasini engeller. Larvalarda eski derinin atilmasim
engelledigi i¢in Oliim ya eski deri atilirken sivi kaybindan dolayr (Mulder ve Gijswijt
1973) ya da eski deriyi atmay1 basaramadan 6liim meydana gelmektedir (Ascher ve

Nemy 1976).

Diflubenzuron 1980 yilindan beri farkli iilkelerde sivrisinek kontroliinde
kullanilmaktadir (Mulla vd. 1975, Mittal ve Kohli 1988). Baruah ve Das (1996), farkl
yasam ortamlarinda gelisim gosteren sivrisinek larvalarma karst diflubenzuronun
oldukca etkili oldugunu ve bilinen diger larvasit ve biyositlerden daha etkin oldugunu

yaptiklar1 deneyde saptamiglardir.
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Sekil 2.1 Diflubenzuronun kimyasal yapis1 http://www.alanwood.net


http://www.alanwood.net/pesticides/diflubenzuron.html

Diflubenzuron ile muamele edilen Leptinotarsa decemlineata larvalarinda yeni

olusturulan kutikular tabakanin yavas yavas azalarak bozuldugu ortaya konulmustur

(Grosscurt 1978).

Delbeke vd. (1997), diflubenzuron, pyripoxyfen, imidacloprid ve diafenthiuronun Orius
laevigatus (tahtakurusu) bireylerine toksik etkisini arasgtirmiglardir. O. laevigatus
nimflerine uygulanmasi sonucunda diflubenzuron ve pyripoxyfenin temas yolu ile

maruz kalindiginda yiiksek derecede etkili oldugu saptanmaistir.

Diflubenzuronun 2 farkl formiilasyonu (Micromite® 4L ve 80 WG) ve sprey oil FC
435- 66 turunggil agaclarina belli siire uygulandiktan sonra kalintilarinin artropod tiirii
olan Diaprepes abbreviatus‘un yumurta gelisimine etkisi ¢alisilmistir. Kontrol grubu ve
sprey oil formulasyonun onemli bir mortalite gézlenmezken, 80 WG ve 4 L
formulasyonlarinin yumurta agilimini 6nemli 6l¢iide etkiledigi gozlemlenmis. 80 WG
formulasyonunun 4 L formulasyonun mortalitesinden daha yiiksek oldugu 1 giiniin
sonunda 4 L formulasyonundaki mortalite %1 iken 80 WG formulasyonundaki

mortalitenin %60 ile %64 arasinda oldugu goézlemlenmistir (Adair ve Mehta 2001).

Robert ve Olson (1989), organofosfatli insektisit olan malahtion ve metoprenin subletal
dozlarm1 Culex quingue fasciatus‘un 4.evre disi larvalarina uygulandiginda ergin
bocekte yumurta {liretimini, yumurtanin hacmi ve yumurta agilimini azalttigini ayrica

kanat uzunlugu ve yasam siiresini kisalttigini tespit etmislerdir.

Wang vd. (2008), organofosfat, karbamat, piretroid, nikotinik insektisitler ve bdcek
gelisim inhibitorlerinin (IGR) de i¢inde yer aldigi 14 insektisiti Nilaparvata lugens ‘in
parazitoidi Anagrus nilaparavatae’ ye oral yoldan ve temas yoluyla uygulayarak akut
toksisitesini arastirmiglardir. Organofosforlu insektisit olan dichlorvosun kullanilan
insektisitler arasinda en fazla toksik etkisinin oldugu ve 2 saat i¢inde tiim bireylerin
Olimiine sebep oldugu (%100) belirtilmistir. Nikotinoid insektisit olan imidachloprid

ise ikinci sirada etkili oldugu ve 4 saat iginde tiim bireyleri o0ldiirdiigii saptanmistir.



Bocek gelisim inhibitorlerinin akut olarak en diisiik toksisiteye sahip oldugu ancak oral

olarak alindiginda dogurganlig1 ve yasam siiresini azalttig1 gosterilmistir.

Levot ve Sales (2008), koyun bitlerine diflubenzuronun etkisini arastirmiglardir.
Diflubenzuron soliisyonunun 250 mg/I’sinin 0,2 pl’si (0,05ul/bit) nimf iiretimini ve

yumurta a¢ilimini olumsuz yonde etkiledigi belirtilmistir.

Diflubenzuron sivrisinek larvalarina karsi yiliksek toksik etki gdsterirken; memeli, kus,
balik, ar1 ve birgok akuatik omurgasiz canlilara kars1 diisiik toksik etki gostermektedir
(Anonymous 1995). Insektisitler veya sentetik kimyasal ilaclar besin zinciri yolu ile
kullanim alanlarinin disimna ¢ikarak, hayvanlari ve bu hayvanlarla beslenen ya da
etkilesim halinde bulunan insanlari olumsuz yonde etkiler. Insektisitler ya da
kimyasallar tiim canlilarda metabolik bozukluklara, doku ve organ hasarina sebep

olurlar (Kayhan vd. 2009).

Ug hafta boyunca 1000 ve 2000 ppm diflubenzuron igeren besinler farelere verilmis ve
bunun sonunda siyanozis ve fare kaninda 200 ppm sulthemoglobin gozlenmistir.
Farelere 2000 ppm uygulanan diflubenzuronun etkisiyle 31. giinliin sonunda total
hemoglobin miktarindaki sulfthemoglobinin %13’e ulastigi goriilmiistiir. Besin ile
diflubenzuron verilmesi kesildikten 3 hafta sonra hemoglobin seviyesinin normale

dondiigl gosterilmistir (Bently vd. 1978).

Diflubenzuronun ve temel metabolitleri (2,6-difluorobenzoik asit (DFBA) ve 4-
chlorofenilurea) ile in vivo ve in vitro kosullarda yapilan mutajenik testler sonucunda
hem diflubenzuronun hem de temel metabolitlerinin mutajenik etkisinin olmadigi
gosterilmistir. Diflubenzuronun ikincil metaboliti 4-kloranilinin in vitro kosullarda

siganlarda ve farelerde karsinojenik oldugu belirtilmistir (Anonymous 1995).
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Diflubenzuronun mindr metabiliti olan 4-kloroanilin (PCA) mutajen bir bilesiktir ve
ilaclama sektoriinde c¢alisan iscilerde veya yeni dogan bebeklerde maruziyet sonucu
methemoglobinaemia denilen mavi bebek sendromuna neden olmaktadir (Harmon

1995).

Deney hayvanlarinda, diflubenzuronun farkli dozlartyla yapilan kronik toksisite
caligmalarinda methemoglobinin kimyasal yapisinda degisiklikler gozlenmistir
(Anonymous 1981). Diflubenzuron nedeniyle methemoglabinin hemoglobine
dontisemedigi, kanda methemoglobin seviyesinin arttig1 ve oksijen tastyamaz duruma

geldigi saptanmustir.

IGR grubu insektisit olan diflubenzuronun ve pyriproxyfenin sitotoksisitesi Bayuumi
vd. (2003) tarafindan nétral red deneyiyle CHO-K1 memeli hiicrelerinde denenmistir.

Uygulama zamanina bagli olarak her iki insektisitin sitotoksik oldugu belirtilmistir.

2.4 Karaciger

Viicudun en biiylik i¢ organi karacigerdir. Genel yapisina bakilacak olursa karaciger
histolojisinin %75‘ini hepatosit hiicreleri olusturur. Hepatosit hiicrelerinin arasinda
sinlizoidal alanda fagositoz ve hiicre haberlesmesinden sorumlu Kupffer hiicreleri ve
kan damarlar1 bulunur. Hepatositlerin arasindaki hiicreler arasi araliga disse araligi denir
ve bu bolgede yag depolayan ve hepatositler arast haberlesmeden sorumlu karaciger
yildiz hiicreleri (ITO) denilen hiicreler bulunur (Junqueria vd. 1998, Temel vd. 2002,
Aktan vd. 2003). Hepatosit, karaciger lobiillerinin fonksiyonel olan ekzokrin ve
endokrin hiicresidir. Hepatositler kan plazma proteinlerinin iiretilmesi ve endokrin
sisteme salinimi, bir¢ok ilacin sebep oldugu toksik maddelerin detoksifikasyonu,
aminoasitlerin deanimasyonu ve bobreklerden {iriner sistemle disar1 atilmasi, trigliserit
ve glukojen depolanmasi gibi gorevleri vardir. Hepatositler sitoplazmalarinda, glikojen,
lipit sentezi ve detoksifikasyonda etkili olan molekiilleri iireten iyi gelismis graniilsiiz
endoplazmik retikulum (SER) bulundurur. Bu organelin membranlarinda bulunan

enzimler, bilirubin, steroitler ve ilaglarin gliikkuronid ile konjugasyonu ve lipitte
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eriyebilen ilaglarin detoksifikasyonundan sorumludur, ayrica sahip oldugu bu
gorevlerinden dolay1 enerji ihtiyacinin fazla olmasi sebebi ile bol miktarda mitokondri

organeline sahiptir (Kierszenbaum 2006).

Young vd. (1986) oral yolla diflubenzuron uyguladiklari Swiss Webster farelerin
karaciger dokularini 151k mikroskobu ve elektron mikroskobu ile incelemislerdir. Isik
mikroskobunda portal ve central damarlarin arasinda hepatoseliiler vakoulizasyon tespit
etmislerdir. Elektron mikroskobu ile yaptiklar ¢alismalarda hepatositlerde endoplazmik

retikulum yogunlugunda yiikselmenin oldugunu belirlemislerdir.

Saleem vd. (1995) farkli grup insektisitlerin insan karaciger, bobrek, beyin ve kas
dokularindaki proteolitik enzimlere karsi etkisini arastirmiglardir. Diflubenzurona maruz

kalan dokularin tiimiinde proteaz aktivitesinin inhibe oldugu gosterilmistir.

El-Sebae vd. (1988) curacron (profenofos), sumicidin (fenvalerate), dimilin
(diflubenzuron)‘in invitro sartlarda tavsanlarin kas ve karaciger dokularinda RNA ve
protein sentez oranini etkilemesini incelemislerdir. Elde edilen bulgulara gore RNA ve
protein sentezinin tavsanlarin karacigerinde uyarildigi ve kaslarda inhibe edildigini
tespit etmiglerdir. Kullanilan bu pestisitlerde diflubenzuronun tavsanlarin karaciger ve

kasinda RNA ve protein sentezini maksimum diizeyde etkiledigi dikkat ¢ekmistir.

2.5 Asetilkolinesteraz Enzimi

Hayvanlardaki metabolik olaylarda gorevli enzimlerin insektisitlerin etkisiyle
aktivitelerinin siirlandigina veya arttigina, dokularda hiicre hasarina sebep olduklarina
dair bir¢ok ¢aligma vardir. Enzim, organizmadaki metabolik olaylar1 hizlandiran protein
yapisindaki biyolojik katalizordiir (Noyan 2008). Bunlardan asetilkolinesteraz enzimi
(AChE) ise karacigerde sentezlenir. AChE ilk defa 1938 yilinda elektrik baliginin

(Torpedo marmoneta) elektrik organindan saflagtirilmistir.
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Insan beyninde iki tip kolinesteraz bulunur. Bunlardan birincisi 7. kromozom tarafindan
kodlanan asetilkolinesterazdir (AChE, EC 3.1.1.7). Ikincisi ise 3. kromozom tarafindan
kodlanan butirilkolinesterazdir (BuChE, EC 3.1.1.8) (Mesulam ark. 2002). Her iki
esterazin da hem homolog yapilari hem aminoasit sekanslar1 ¢ok benzerdir (Kutty
1980). Asetilkolinesteraz eritrositlerde, karacigerde, dalakta, sinir uglarinda ve beynin
gri maddesinde; Butirilkolinesteraz ise karaciger, pankreas, kalp, serum ve beynin beyaz

maddesinde bulunmaktadir.

Maduenho ve Martinez (2008) tatli su baligina (Prochilodus lineatus) 25 mg
diflubenzuron uygulamislar ve 6, 24 ve 96 saatin sonunda kas AChE enzimi,
detoksifikasyon ve antioksidan enzimlerine, hematolojik ve fizyolojik parametrelerini
ve karacigere histopatolojik etkilerini degerlendirmislerdir. Yapilan ¢aligmalarda 6, 24
ve 96 saatlerin sonunda tiim 6rneklerde kas AChE seviyesinin diistiiglinii belirtmisler ve

buna neden olarak diflubenzuronun AChE inhibitorii oldugunu gostermislerdir.

Norotransmiter madde olan AChE, asetilkolini, kolin ve asetik asite pargalayan merkezi
ve periferik sinir sisteminde, noromiiskiiler kavsaklarda ve eritrositlerde bulunmaktadir.
Organofosfat ve karbamat grubu insektisitler, asetilkolinesteraz enzimini, aktif
bolgesindeki serin aminoasitinin hidroksil grubunu fosforlayarak inaktif hale getirirler

(Katz ve Brooks 2009).

Karbosulfanin gokkusagi alabaliklarin (Oncorhynchus mykiss) eritrosit asetilkolnesteraz
enzimi aktivitesine etkisini arastirilmistir. Gokkusagi alabaliklar1 60 giin boyunca
karbosulfana (35 pg/l) maruz birakilmistir. Kronik testin sonunda gokkusagi
alabaliklarinda ¢ok daha az hareketlilik, huzursuzluk, renkte kararma, denge kayb1 gibi
davranis bozukluklar1 ve asetilkolinesteraz enziminin inhibisyonunun 3. haftaya kadar

devam ettigi tespit edilmistir (Capkin 2011).
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Yetigkin erkek sicanlara, bir insektisit olan cyonophos’un asetilkolinesteraz, aspartat
transminaz (AST), alanin transminaz ve alkalin fosfataz (ALP) enzim aktivitelerine
etkisi arastirilmistir. Oral ve dermal yoldan maruz kalan siganlarda 3. giiniin sonunda
AChE aktivitesinin inhibe oldugu ve 15. giinlin sonunda geri doniisiimiin
gerceklesmedigi gozlenmistir. Oral ve dermal yoldan maruz kalindiginda kolesterol
seviyesinde bir degisiklik gozlenmezken AST ve ALT aktivitelerinin arttigi tespit
edilmistir (Moneim vd. 2011).

AChE viicuttaki toksik maddelerin belirteci oldugu bilinmektedir. Organofosforlu ve
karbamat grubu pestisitler ile temas eden canlilarin bu driinlerden ne kadar
etkilendigini, duyarli ve kullanmishh biyomarker olan eritrosit ve plazma kolinesteraz

belirlenmesi ile anlasilir (Zimmer vd. 2012).

Diflubenzuron ile yapilan ¢alismalar goz oniine alindiginda diflubenzuronun memeli
kan serum asetilkolinesteraz enzimi seviyesine olan etkisiyle ilgili ¢alisma oldukca
azdir. Bu kapsamda yaptigimiz yiiksek lisans tez calismasinda diflubenzuronun subakut
ve kronik maruziyet sonucu kan plazma astilkolinesteraz enzimine etkisi ve dolayl
olarak enzimin karacigerde {retilmesi ve karacigerin kimyasal maddelerin

detoksifikasyon merkezi olmasi sebebi ile karaciger dokularina etkisi ¢aligiimistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Deney Hayvanlari

Calismada kullanilan Wistar Albino siganlar (250-300 g) Refik Saydam Hifzisihha
Miidiirliigii Deney Hayvanlari iiretim merkezinden alindi. Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesinde bulunan deney hayvanlari biriminde hayvan deneyleri etik kurallarina
uygun sekilde barindirildi ve denemelerde kullanildi. Subakut ve kronik incelemeler
toplamda 25 sican iizerinde yapildi. Subakut caligmada kullanilacak olan sicanlar
(n=15) kontrol grubu (n=5) ve calisma grubu (n=10) olarak, Kronik c¢aligmada
kullanilan sicanlarda kontrol grubu (n=2) ve calisma grubu (n=8) olarak ayrild1.
Denemeye baslamadan once tiim siganlar 10 giin karantina altina alindi. Hayvanlarin
her biri ayr1 kafeslerde olmak iizere uygun fotoperiyot (12 saat aydinlik-12 saat
karanlik) ve oda sicakliginda (24+1 °C) tutuldu.

3.2 Hayvanlara Diflubenzuronun Uygulanmasi

Deneylerde diflubenzuronun etkisini gozlemek i¢in sicanlardan kan ve karaciger

orneklerini elde etmek amaciyla deney hayvanlar1 7 gruba ayrildi.

1. Grup: Kontrol grubu

2. Grup: Diflubenzuronun subakut dozda diflubenzurona maruz birakilmis deneklerin
AChE enzim aktivitesi ve karaciger histolojisi

3. Grup: Subakut doz siiresinden 5 giin sonra diflubenzuronun karaciger histolojisi
lizerine etkisi

4. Grup: Subakut doz siiresinden 10 giin sonra diflubenzuronun AChE enzim aktivitesi
ve karaciger histolojisi lizerine etkisi

5. Grup: Subakut doz siiresinden 15 giin sonra diflubenzuronun AChE enzim aktivitesi
ve karaciger histolojisi lizerine etkisi

6. Grup: Subakut doz siiresinden 45 giin sonra diflubenzuronun AChE enzim aktivitesi

ve karaciger histolojisi iizerine etkisi
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7. Grup: Kronik dozda diflubenzuronun AChE enzim aktivitesi ve karaciger

histolojisine etkisi

Subakut calismada kullanilacak olan siganlara hergiin olmak {izere 10 giin siire icinde
50 gr fistik ezmesi i¢inde 25 mg/10 giin (LDsp dozunun yaklasik 5 kat1) diflubenzuron
verildi. Kronik incelemelerde kullanilacak olan sicanlara ise 6 ay boyunca igme sularina
0,08 mg/l (suda ¢ozlinen miktar1) diflubenzuron uygulandi. Ayrica siganlardan subakut
dozdan sonraki biitiin karaciger 6rnekleri alinirken kan 6rnekleri 10, 15, ve 45. giinlerde

alindi.

3.3 Enzim Aktivitesinin Spektrofotometri ile Tayini

Deney hayvanlardaki asetilkolinesteraz enzim aktivitesi Ellman metoduna gore yapildi
(Ellman vd. 1961). Bu metoda gore deneme siiresi sonunda kontrol grubu ve
diflubenzuron uygulanmis sicanlardan kan ornekleri uygun yontemlerle EDTA’ I
tiiplere alindi. Alinan kan 6rnekleri 3000 devirde 5 dk. santrifiij edildi. Santrifiij edilmis
kandan 0,2 ml kan serumu bagka bir tiipe alind1 ve tizerine 0.8 ml 9%0.9’luk izotonik
NaCl ilave edildi. Bir ependorf tiipiine 1,5 ml Na-Fosfat tampon ¢o6zeltisi (pH 7,4) ve
lizerine enzim substratindan (Butyryrlthiocholine) 50pul ilave edildi. Hazirlanan ¢o6zelti
daha once 30 °C’ye ayarlanmig su banyosunda 2 dk bekletildi. Su banyosunda
cikartilan ¢ozeltiye kan serumundan (serum + NaCl) 10 pl eklenip spektrofotometrede
405 nm dalga boyunda 30 saniyede bir olmak iizere 6 Ol¢ciim yapildi.
Spektrofotometreden alinan degerler dogrultusunda asagidaki formiile gore enzim

aktivitesi saptandi.

Okumalar arasi farklar x 23.460 = sonug (u/l)

3.4 Elektron Mikroskobu

Kontrol grubu ve diflubenzuron uygulanmasindan belli silireler sonunda eter anestezisi
altinda deney hayvanlarindan karaciger Ornekleri alindi. Doku ornekleri asagidaki

islemlerden gecirilerek elektron mikroskobunda incelenmeye hazirlandi:
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I. Deney hayvanlarindan alinan 6rnekler, 0,1 M Sodyum fosfat tamponunda (pH 7,4)
yikandi.

ii.  Sodyum fosfat tamponunda hazirlanan %2,5’luk Gluteraldehit ile dokularin birinci
tespiti yapild1 (2 saat, +4 °C’de).

iii. 1lk tespit isleminden sonra &rnekler, ayn1 tampon ile 1 saatte 3 kez soliisyon
degisimi yapilarak yikandu.

iv.  Orneklerin, sodyum fosfat tamponunda hazirlanan %1’lik Osmiyum tetroksit
¢ozeltisi ile ikinci tespiti yapildi (1 saat, +4 °C’de).

V. Ikinci tespit isleminden sonra drnekler, ayni1 tampon ile 1 saatte 3 kez soliisyon
degisimi yapilarak yikandu.

vi.  Fiksasyon islemlerinden sonra, ornekler c¢esitli derecelerdeki alkol serilerinde
(%70’lik, %80’lik, %90°lik,  %100°’lik, %100’likk etanol) 5’er dakika
bekletilerek dehidrasyonu yapildi.

vii. Dehidrasyondan sonra gdmme ortamina gegis asamasinda,
3 hacim Propilen oksit + 1 hacim Araldit CY212 gémme ortami,
1 hacim Propilen oksit + 1 hacim Araldit CY212 gémme ortami
1 hacim Propilen oksit + 3 hacim Araldit CY212 gémme ortami
karisiminda 30’ar dakika bekletildi.

viii. Ornekler sonra bloklar igindeki Araldit CY 212 gdbmme ortamma alinip etiivde
45°C’de 24 saat ve 70°C’de 48 saat bekletildi.

ix. GOomme ortaminda bloklanmis Orneklerden ultramikrotomla yari ince ve ince
kesitler alindi.

X.  Yart ince kesitler (0,5-1,5 um), Toluidin blue ile boyand:1 ve Nikon-Eclipse marka
151k mikroskobunda incelendi.

xi.  Bakir gritler tizerine alinan ince kesitler (70-90 nm) Kursun sitrat ve %2’lik uranil
asetat ile boyandi. Kesitler Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde
Jeol JEM 1400 (120kV) marka Gegirmeli Elektron Mikroskobu’da incelendi
(Hayat 1981).

17



4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda diflubenzurona dogrudan maruz kalinma durumunda bu maddenin
kan serum asetilkolinesteraz enzimi seviyesine etkisi ve maruziyet ortadan kalktiginda
serum asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin tekrar eski seviyesine geri gelip gelmedigi
arastirildi. Ayrica karacigerin kimyasal maddelerin detoksifikasyonunda rol alan bir
organ olmasi, asetilkolinesterazin ¢ogunlukla karacigerde iiretilmesi diflubenzurona
maruz kalan sicanlarin karaciger dokularindaki olusabilecek hasarlarin arastirilmasini
onemli kilmaktadir ve bu calismayla diflubenzuronun karaciger hiicreleri iizerine etkisi

de ortaya konmustur.

4.1 Asetilkolinesteraz Enzim Tayini

Asetilkolinesteraz aktivitesinin saptanmasi amaciyla yapilan denemelerde Oncelikle
kontrol grubu siganlarin kan serum asetilkolinesteraz enzim aktivitesi Ol¢iilmiis ve

asetilkolinesteraz enzim seviyesi 586,50 — 563,04 u/ ml arasinda bulunmustur.

Deney hayvanlarina, diflubenzuronun subakut olarak maruziyetinin (25 mg/10 giin)
sonuglarini saptamak i¢in yapilan ¢alismalarda 7 orneklik bir denek grubu olusturularak
asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin ol¢limleri yapilmigtir. Deneklere fistik ezmesi
icinde hazirlanmis 25 mg/10giin’liik diflubenzuron yedirilmistir. On giiniin sonunda
disekte edilen sicanlardan alinan kan 6rneklerinde Ellman metodu ile asetilkolinesteraz
enziminin aktivite tayini yapilmistir. Diyetinde diflubenzuron bulundurulan siganlarin
asetilkolinesteraz enzim aktivitesisirastyla nl) 351,90 v/ ml, n2) 304,98 u/ ml, n3)
258,06 u/ ml, n4) 328,44 u/ ml, n5) 281,52 u/ ml, n6) 1173 u/ ml, n7) 1126,80 u/ ml
olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu sicanlara gore subakut doza maruz kalan si¢anlarin
asetilkolinesteraz enzim aktivitesinde belirgin bir diisme goriilmiistiir. Ancak 6 ile 7
numarali sicanlarda asetilkolinesteraz enzim aktivite seviyesinin normalden yiiksek
¢ikmistir. Bunun nedeninin hayvanlarin kanlarmin hemoliz olmasindan kaynaklandigi

distiniilmektedir.
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Subakut dozda diflubenzurona maruz kalan deney havyanlarinda morfolojik olarak kil
yogunlugunda azalma, strese bagli olarak kiirk renginde koyulagma ve gozde irritasyon

gozlendi.

Diflubenzurona subakut doz uygulamasi bittikten sonra 10., 15. ve 45. gilinlerde
siganlardan kan Ornekleri alinarak bu hayvanlarda diflubenzuronun etkisinin olup
olmadig1 arastirildi. Diflubenzuron uygulamasi kesildikten on giin sonra disekte edilen 2
adet sicandan alinan kan Ornegine gore asetilkolinesteraz enzim aktivitesi 234,60 u/ml
ve 236,80 u/ml olarak belirlenmistir. Onbes giin bekletilen iki sicandan alinan kan
Ornegine gore asetilkolinesteraz enzim aktivitesi 281,52 u/ml ve 286,44 u/ml olarak
belirlenmistir. 45 giin bekletilen sicandan alinan kan 6rnegine gore ise enzim aktivitesi
305 u/ml ve 309,56 u/ml olarak o6l¢iilmiistiir. Yapilan tespitlere gore diflubenzuronun
45. glinde hala enzimi inaktive ettigi, ancak az da olsa enzim aktivitesinde yiikselme
oldugu tespit edildi. Ancak kesin bir sonug¢ sdylenmesi i¢in deney siiresinin uzatilmasina
ve daha fazla Ol¢lim yapilmasma gerek duyulmaktadir. Bu sekilde diflubenzuronun
asetilkolinesteraz ile geri doniisiimlii olarak baglanip baglamadiginin acgiga ¢ikartilmasi

olanakli olabilecegi diisiintilmektedir.

Yapilan ¢alismalara ilave olarak diflubenzuronun kronik etkisini arastirmak icin 8 sigan
deneyde kullanildi. Siganlarin igme sularina 0.08 mg/1 diflubenzuron olacak sekilde 6 ay
boyunca diflubenzurona maruz birakildi. Deneklerin bir tanesinde 140 giinlin sonunda
mortalite gézlendi ve kan 6rnegi alinamadi. 145 giin sonra bagka bir denekte de gozde
irritasyon, hareket etmekte zorluklar, kil yogunlugunda azalma ve deride kizarikliklar
tespit edildi (Sekil 4.1). Diflubenzuron ile yapilan kronik ¢alismada 6. aym sonunda
sicanlardan alinan kan orneklerinde asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin 586,5 u/ml-

656,88 u/ml arasinda oldugu saptandi.
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Sekil 4.1 Kronik maruziyet sonucu 5. ayin sonunda si¢anin morfolojik goriintiisii

Alinan sonuglara gore diisilk dozda kronik olarak diflubenzurona maruz birakilmis
siganlarin enzim aktivitesinde kontrol grubuna gore bir degisim olmadigi gozlendi.
Deney boyunca kullanilan tiim siganlarda kil yogunlugunda azalma ve ortalama 100 ile

150 gr arasinda kilo kaybi goriildii.

4.2 Diflubenzuronun Karaciger Histolojisine EtKkisi

Yapilan tez ¢alismasinda diflubenzuronun karaciger histolojisine etkisini kontrol grubu

ve diflubenzuron uygulamali siganlarda incelendi.

4.2.1 Grup: Kontrol grubu

Deneylerde kontrol grubu sicanlardan alinan karaciger orneklerinde hiicrelerin normal
bir yapida oldugu gozlendi. Hepatositlerde ¢ekirdegin yuvarlak sekilli olarak hiicrenin
ortasinda bulundugu hiicrenin sitoplazmasinda ise graniillii endoplazmik retikulum
keseleri ve mitokondrilerin ¢ekirdegin etrafinda yerlestigi, sinlizoidal alanda ise Kupffer

hiicresinin bulundugu tespit edildi (Sekil 4.2-4.3).
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Sekil 4.2 Kontrol grubu sigan karacigeri. Graniillii Endoplazmik Retikulum (GER), Mitokondri (] )
Nukleus (N), sinuzoidal alanda Kupffer Hiicresi (Kp)

Sekil 4.3 Kontrol grubu sigan karaciger hepatositinin genel goriiniisii
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4.2.2 Grup: Subakut dozda diflubenzurona maruz birakilmis deneklerin karaciger
histolojisi

Deneylerde subakut doz (25 mg/hafta) diflubenzurona maruziyet 10 giin siire ile
uygulanmistir. Alman karaciger oOrneklerinin sitoplazmalarinda diflubenzuronun
etkisiyle mitokondrilerin genigleyip birbiriyle temas ettikleri ve birbirine baski yapip
sekil degisikligi gosterdikleri Gegirmeli Elektron Mikroskobunda gozlendi (Sekil 4.4).

Mitokondrilerin aralarinda diiz endoplazmik retiklumlarin yogun oldugu saptandi.

Kontrol grubu siganlarin  karaciger dokusundan alinan kesitlerde hepatosit
cekirdeklerinin yuvarlak sekilli oldugu gozlendi. Ancak subakut dozda diflubenzurona
maruz birakilan sicanlarin karaciger hepatositlerinin ¢ekirdeklerinde invaginasyonlarin
(girintili-gcikintill) olustugu vegekirdek niikleoplazmasinda nukleus zarina yakin
bolgelerde kromatin materyalinin yerlestigi saptandi. Cekirdek etrafina yerlesen
mitokondrilerin irili ufakli sekle sahip oldugu ve hacimce geniglemis olan
mitokondrilerin birbirine temas ettigi gozlendi (Sekil 4.5). Diflubenzuronun subakut
etkisi nedeniyle hepatositin kromatin materyalinin tamamen ¢oziindiigii ve cekirdek
morfolojisinin yuvarlak sekilden girintili ¢ikintili ‘S’ seklindeki bir yapiya doniistiigii
tespit edildi. Ayrica ¢ekirdegin etrafindaki mitokondrilerin ise irili ufakli sekillere sahip

oldugu ve birbiriyle yakin temasta bulunduklar1 gézlendi (Sekil 4.6).

Subakut dozda diflubenzurona maruz birakilmis siganlarin karacigerindeki siniizoidal
alanda bir¢cok hiicreye (eritrositler, Kupffer hiicresi) ve buna ilave olarak hiicresel
artiklar ile yogun madde birikimine rastlandi (Sekil 4.7). Baz1 Kupffer hiicrelerinde ise
lizozomlarin ¢ok sayida oldugu dikkat cekti (Sekil 4.8).

22



M)

Sekil 4.5 Hepatosit hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde invaginasyon (& ) ve ¢ekirdek zarina yakin bolgelerde
kromatin yiginlari )
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Sekil 4.6 Kromatin materyali ¢éziinmiis (& ) ve sekil degisikligine ugramis hepatosit ¢ekirdegi. Ayrica
mitokondrilerde sigsme ve kristalarda erime

Sekil 4.7 Siniizoidal alandaki (S) hiicreler, hiicresel artik (Ha) ve yogun madde birikimi (*), Eritrosit (E),
Kupffer Hiicresi (Kp)
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Sekil 4.8 Subakut dozda diflubenzuron uygulanmis karaciger 6rnegindeki Kupffer Hiicrelerinde (Kp)
lizozomlarin (L) bulunusu

4.2.3 Grup: Subakut doza maruziyetten S giin sonra diflubenzuronun karaciger
histolojisi iizerine etkisi

Yapilan calismada karacigerin rejenerasyon Ozelligi disiiniilerek, diflubenzuronun
karaciger dokusunda etkisinin gecici olup olmadigini incelemek i¢in 25 mg/hafta
diflubenzurona maruz birakilan sicanlar bes giin boyunca normal diyetle beslendi ve
doku ornekleri alindi. Aliman doku 6rneklerinde ilk goze carpan, siniizoidte kanamanin
belirtisi olarak diisiiniilen eritrositlerin bol sayida bulunmasiydi. Hepatosit hiicresinde
cekirdek kromatin materyalinin ¢6ziindiigli ve hiicrenin sitoplazmasinda elektronca

yogun graniillerin bulundugu gozlendi (Sekil 4.9).

Subakut maruziyetten 5 giin sonraki karaciger 6rneginin siniizoidal alaninda bol sayida
irili ufaklt ve sekil degisikligine ugramis eritrositlere, az sayida yag damlaciklari

Kupffer hiicreleri gozlendi (Sekil 4.10- 4.11).
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Subakut doz uygulamas: siiresinden 5 giin karaciger hepatositlerinin normal bir yapida
oldugu ve sitoplazmalarinda bol sayida mitokondri ve graniillii endoplazmik retikuliim
keseleri gozlendi. Hiicrede GER keselerinin fazla sayida olmasi hiicrenin kendini
onarmak i¢in gerekli olan protein molekiillerinin sentezlenmesi nedeniyle olabilir. Bu
hiicrenin ¢ekirdeginin yuvarlak sekilli oldugu ve kromatin materyalinin homojen olarak

yerlestigi tespit edildi (Sekil 4.12).

Sekil 4.9 Sitoplazmasinda bol sayida lizozom igeren ve ¢ekirdeginde kromatin materyalinin erimis oldugu

hepatosit ve siniizoitlerde anormal sekilli eritrositler (E), Lizozom ( R ), Cekirdekte ¢dziinmiis
kromatin materyali (*)
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Sekil 4.10 Karaciger siniizoidindeki yag damlaciklari, anormal sekilli eritrositler ve Kupffer hiicresi.
Eritrosit (E), Kupffer hiicresi (Kp) ve yag damlalari (Y)

10 pym

Sekil 4.11 Subakut doz uygulamasindan 5 giin sonra alinan karacigerin genel goriintiisii. Siniizoidal
alanlar (¥)
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Sekil 4.12 Subakut dozdan 5 giin sonra normal hiicre yapisina sahip hepatositteki GER keseleri (beyaz
ok), Mitokondri (M), Nukleus (N)

4.2.4 Grup: Subakut doz siiresinden 10 giin sonra diflubenzuronun karaciger
histolojisi iizerine etkisi

Subakut dozda (25 mg/hafta) diflubenzurona maruz kalan sicanlardan uygulama
bittikten on giin sonra karaciger 6rnekleri alind1 ve elektron mikroskobunda incelendi.
Yapilan gozlemlerde 5 giinliie gore sinilizoidal alanlarda daha az sayida eritrositlerin

oldugu ve hepatositlerde bol sayida lizozom bulundugu gozlendi (Sekil 4.13).

Subakut siiresinden 10 giin sonra alinan karaciger drneklerinde hepatositlerin normal
cekirdek morfolojisine sahip oldugu ve bu hiicrelerde diizgiin yapili mitokondriler,
endoplazmik retikulum keseleri ve vakuoller gdzlendi. Siniizoidlerde ise hiicresel

artiklar yag damlalar1 ve Kupffer hiicreleri gozlendi (Sekil 4.14).

Diflubenzuron etkisinin ortadan kaldirilmasindan 10 giin sonra alinan karaciger

orneklerindeki hepatositlerin sitoplazmalarinda normal morfolojiye sahip mitokondriler
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ve fagositik vakuoller gozlendi. Sinuzoidal alanda sekonder lizozomlar1 olan Kupffer
hiicresi ve alanda hiicresel artiklar dikkat cekti. Kupffer hiicrelerinde sekonder
lizozomlarin bulunmasi hiicresel artiklarin ve zararli molekiillerin sindirilmesi nedeniyle

olabilir (Sekil 4.15).

Sekil 4.13 Normal c¢ekirdek (N) yapisina sahip hepatositin sitoplazmasindaki lizozomlar (R) ve
sinuzoidteki eritrositler (E)
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Sekil 4.14 Subakut doz sonras1 10 giin gnormal diyetle beslenen sicanlarin karaciger
ornegi

GER: Graniillii Endoplazmik Retikuliim, M: Mitokondriler, V: Vakuol, K: Kupffer hiicresi,
E: Eritrositler, Y: yag damlaciklar1 ,Ha: Hiicresel artik

Sekil 4.15 Kupfter hiicrelerinde belirgin sekonder lizozom (ﬂ )

Ha: Sintizoidal alanda hiicresel artiklar ,
V: Vakuol
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4.2.5 Grup: Subakut doza maruziyetten 15 giin sonra diflubenzuronun karaciger
histolojisi iizerine etkisi

Deney hayvanlarina diflubenzuronun subakut doz siiresinden 15 giin sonra siganlardan
alan karaciger orneklerinde siniizoidal alanlarda az sayida eritrosit az sayida eritrosit

gozlendi. Hepatositlerin ise normal yapida oldugu tespit edildi (Sekil 4.16).

Hepatositte normal yuvarlak sekilli ¢ekirdek morfolojisine ilave olarak c¢ekirdegin
etrafinda GER keseleri ve mitokondriler gézlendi. GER keselerinin protein sentezine
bagli olarak genisledigi tespit edildi. Ayni hiicrede bol sayidaki lizozomun
diflubenzuronun toksik etkisini ortadan kaldirmak i¢in fonksiyon gosterdigi diistiniildii
(Sekil 4.17). Baz1 hepatositlerde GER, DER ve bunlarin arasinda mitokondrilerin
diizenli sekilde yerlestigi ve normal hiicre goriintiisti gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.18).

Sekil 4.16 Siniizoitlerde az sayida eritrositler (E)
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ekil 4. ubakut doz sonrasi 10 giin normal diyetle beslenmis siganin karaciger hepatositinde
Sekil 4.17 Subakut d 10 gii 1 diyetle beslenmi karaciger h itind
genislemis GER keseleri, lizozomlar (L) ve mitokondriler (M)

Sekil 4.18 Hepatositte genislemis GER keseleri ve DER keselerinin arasindaki mitokondriler
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4.2.6 Grup: Subakut doza maruziyetten 45 giin sonra diflubenzuronun karaciger
histolojisi iizerine etkisi

Diflubenzuronun subakut doz siiresinden 45 giin sonra si¢anlardan alinan karaciger
orneklerinin diflubenzuronun etkisinden tamamen kurtuldugu 1sinsal olarak yerlestigi ve
poligonal sekle sahip oldugu goézlendi. Bu hepatositlerin normal hiicrelerdeki gibi

cekirdek ve organellere sahip oldugu elektron mikroskobunda gozlendi (Sekil 4.19).

Elektron mikroskobu ile yapilan incelemede bazi hiicrelerin sentez faaliyeti i¢inde
oldugu bol sayidaki GER keseleri ve bu keselerin genislemesine bagli olarak diisiintildii

(Sekil 4.20).

Sekil 4.19 Diflubenzuron maruziyeti bittikten 45 giin sonra karaciger hepatosit hiicrelerinin diizgiin
siralanmig ve hiicrelerin normal morfolojiye sahip oldugu gozlendi. Nukleus (N), Eritrosit (E)
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Sekil 4.20 Aktif bir karaciger hepatositinde bol sayidaGraniillii Endoplazmik Retikulum (GER) keseleri
ve bu keselerin genislemesi

4.2.7 Grup: Diflubenzuronun kronik dozunun karaciger histolojisi iizerine etkisi

Diflubenzuronun kronik etkisini goézlemek amaciyla 6 ay boyunca siganlarin igme
sularina difubenzuron uyglulandi ve bu siirenin sonunda sigcanlardan karaciger dokulari
alindi. Bu karaciger dokulari elektron mikroskobunda incelendiginde hepatositlerinde
mitokondri ve GER keselerinin fazla sayida oldugu tespit edildi. Siniizoitdal alanlarda
diflubenzuronun toksik etkisine bagl olabilecegi diisiiniilen yag damlaciklarinin arrtugs
gozlendi. Yag damlalarinin arasinda Kupffer hiicrelerinin kaldigi ve bu yag damlalarini

Kupffer hiicrelerinin fagosite ettigi tespit edildi (Sekil 4.21).

Kronik dozda diflubenzurona maruz kalmis sicanlarin karaciger dokularindan alinan
kesitlerde karacigerin genel goriintiisiinde siniizoidal alanlarda Kupffer hiicreleri ile
anormal sekilli eritrositler gozlendi (Sekil 4.22). Yine bu alanlarda Kupffer hiicresi ve

graniillii 10kositlerden nétrofil hiicresine rastlanadi. Her iki hiicrenin fagositoz yaptigi
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diisiiniilecek olursa difluebnzurona karst hiicrelerin i birligi i¢inde oldugu

diisiiniilebilinir (Sekil 4.23).

Diflubenzuronun toksik etkisini ortadan kaldirmak icin hiicrelerin faaliyette oldugu
gbzlendi. Clinkii sinlizoitteki Kupffer hiicresinde lizozom artis1 hepatositlerde ise GER

keselerinin fzla sayida oldugu gozlendi (Sekil 4.24).

Bir bagka karaciger drneginde siniizoitlerinde yag damlaciklarinin artig1, kaynastigi ve
bu yag damlalarinin arasinda Kupffer hiicresinin kaldigi gézlendi. Hepatositlerde ise
nukleuslardaki kromatin materyalinin ¢ekirdek zarmma yakin bolgelerde yerlestigi
gozlendi. Ayrica yag damlalarinin  birbiriyle  kaynastigi  tespit  edildi.
Hepatositlerinnukleuslarinda zarlara yakin yerlerde kromatin yiginlart gézlendi (Sekil
4.25).

Sekil 4.21 Kronik olarak diflubenzurona maruz kalmis sican karacigerindeki
hepatositlerde bulunan Graniillii Endoplazmik Retikuliim

(GER), Mitokondri (M) ve sinusoit (S) i¢cindeki Kuppfer hiicreleri (K) ile Yag damlaciklar1 (Y)
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Sekil 4.22 Siniizoidal alanlarda(S) Kupffer Hiicreleri (K), sekil degisikligine ugramus eritrosit (E) ve Yag
damlaciklar (Y)

Sekil 4.23 Hepatositler ve sinozoidteki Kupffer hiicresi (K) ve Nétrofil (N)
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Sekil 4.24 Kronik olarak uygulanan diflubenzuron nedeniyle Kupffer hiicresinde (Kp) lizozom artis1 (—)
ve hepatositlerde Graniillii Endoplazmik Retikulum (GER) keseleri

Sekil 4.25 Kronik dozda diflubenzurondan etkilenmis sigan karacigerindeki sinuzoidlerde yag artis1 (Y)
ve hepatositlerin nukleuslarinda kromatin yiginlari (—). Kupffer Hiicresi (Kp), nukleus (N)
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Sonug olarak; sicanlarda diflubenzuronun subakut dozu uygulandiginda karaciger
hepatositlerinin ¢ekirdeklerinde belirgin ¢okiintiiler (invaginasyon) ve sitoplazmalarinda
mitokondri ve GER Keselerinin bol sayida oldugu gozlendi. Siniizoidal alanlarda ise bol
sayida Kupffer hiicrelerine ve eritrositlere rastlandi. Diflubenzuronun kronik etkisi
nedeniyle karaciger hepatositlerinin gekirdeklerinde invaginasyon gozlenmedi ancak
mitokondri ve GER keselerinin bol sayida oldugu saptandi. Diflubenzurona maruz kalan
biitiin gruptaki siganlarin enzim aktivitesi ile karaciger dokusundaki harabiyetin paralel

oldugu gozlendi.
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S5.TARTISMA

Son zamanlarda sivrisinek larvalart ile miicadelede en ¢ok kullanilan insektisitlerden
birisi diflubenzurondur (Miguel vd. 2013). Yapilan bu tez ¢alismasinda diflubenzuronun
kontrol grubuna gore subakut dozunun asetilkolinesteraz enzim aktivitesinde yaklasik %
43 oraninda azalma saptanmistir. Kronik dozda ise kontrol grubuna gore
asetilkolinesteraz enzim aktivitesinde bir degisim saptanmadi. Subakut doz maruziyetin
kesilmesiyle birlikte 45. glinden sonra az da olsa AChE aktivitesinde artis gdzlenmistir.
Siganlara kronik olarak igme sularina uyguladigimiz diflubenzuron dozu, (LDso 4,64
mg/kg) dozunun ¢ok altinda (0,08 mg/l) oldugu i¢cin AChE enzim aktivitesinde (586,5
u/ml - 656,88 u/ml) bir degisiklik olmadig: diistiniilmektedir.

Diflubenzuronun AChE enzimine baglanma ve inhibisyon mekanizmasini ortaya

koymak icin daha kapsamli calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Begum vd. (1987), tarla faresi (Mus boodugo)’nin beyin asetilkolinesretaz enzimine bir
insektisit olan dieldrinin etkisini incelemislerdir. Dieldrin muameleli fare beynindeki
AChE enziminin aktivasyonun azaldigini rapor etmislerdir. Dieldrinin asetilkolin-
asetilkolinesteraz ikili sistemini bozdugu, kolinesteraz enzimini inhibe ederek
asetilkolinesteraz enziminin potansiyel aktivitesini diisiirdiigii ve bu nedenle ndrotoksik
bir bilesik oldugu belirtilmistir. Bizim yaptigimiz yiiksek lisans tez ¢aligmasin Wistar
Albino siganlara (Rattus norvengius) diflubenzuronun kronik ve subakut etkisi

calisilmis ve asetilkolinesteraz enzim aktivitesini diislirdiigli gézlendi.

Maduenho vd. (2008), diflubenzuronun tatli su baligi Prochilodus lineatus’a akut
etkisini ¢alismiglardir. Yapilan ¢alismada diflubenzuronun kas AChE aktivitesine etkisi,
detoksifikasyon ve antioksidant enzimlerine etkisi, hematolojik ve fizyolojik
parametrelere etkisi ve karaciger histopatolojisini incelemislerdir. Diflubenzurona 6, 24
ve 96 saat maruz birakilan biitiin tath su baliklarinin kas AChE aktivitesinin distiigiind,
96 saatin sonunda eritrosit ve hemaglobin seviyesinin distiigii, ¢ekirdek ve hiicresel

densisitenin arttig1, sitoplazma ve c¢ekirdek dejenerasyonlarinin bulundugu rapor
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edilmistir. Ayrica karacigerde detoksifikasyonda gorevli katalaz ve Glutatyon-S-
transferaz aktivitesinde de artig oldugu one siiriilmiistiir. Bizim yaptigimiz ¢alismada da
subakut marurizet sonucu sicanlarin hem AChE enzim aktivitesinde diisiis hem de

karciger hiicrelerinde dejenerasyonlar tespit edilmistir.

Diflubenzuronun da bulundugu benzilfenilire grubuna ait IGR insektisitlerinden biri
olan flucycloxuronun bir tatli su baligi olan sivrisinek baliginin (Gambusia affinis)
beyin dokusunda asetilkolinesteraz ve katalaz aktivitesine etki ettigi rapor edilmistir.
Flucycloxurona 7, 14, 21 giin siire maruz birakilan sivrisinek baligimin beyin
dokusundaki AChE enzim aktivitesi Ol¢lilmiis ve Onemli diisiis saptamislardir.
Aragtiricilar (Zaidi ve Soltani 2010), yaptiklart: deneyler sonunda AChE aktivitesinde
LCsp icin %44 ve LCy igin %55 diistis (inhibisyon) belirtmislerdir. Zaidi ve Soltani’nin
yaptig1 ¢alismaya benzer olarak yapilan yiiksek lisans tez ¢alismasinda, diflubenzuronun
subakut etkisinin sigan kan serum asetilkolinesteraz aktivitesinde yaklasik %43

oraninda azalma tespit edilmistir.

Genel olarak pestisit zehirlenmesi belirteci olarak asetilkolinesteraz enzim
aktivitesindeki azalma dikkate alinmaktadir (Demirdégen 2010). Yaptigimiz galigmada
diflubenzuronun subakut uygulmasinda Kkaraciger dokusunda olusan harabiyet ile
asetilkolinesteraz enzim aktivitesi arasinda orantili bir iliski gozlendi. Ancak kronik
maruziyet sonucu karaciger dokusunda olusan harabiyet olusurken, asetilkolinesteraz
enzim aktivitesinde bir azalma saptanmadi. Bu bilgliler dogrultusunda diflubenzurona
kronik maruziyet sonucu zehirlenmenin asetilkolinesteraz enzim aktivitesi ile tespit

edilemeyecegi disliniilmektedir.

AChE dokularda serbest ya da fosfolipidlerle bilesik halinde bulunan, lipotrofik etkiye
sahip ve asetilkolini hidrolizleyen nonspesifik bir enzimdir (Giiven 2000).
Asetilkolinesteraz, asetilkolini hidrolizleyerek asetil ve kolinin olarak par¢alanmasina
neden olur. Kolin, asetilkolinin yapisina katilmasina ek olarak karaciger yag
metobolizmasinda 6nemli etkiye sahip lipotrofik bir maddedir. Asetilkolinesteraz

inhibitdrlerinin etkisiyle AchE enzim aktivitesinin diigmesi, asetilkolinin asetil ve koline
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parcalanmasinda diisiise neden olur. Dolayisiyla vucuttaki kolin miktar1 normale gore
daha az olabilecegi sdylenebilir. Kolin miktarinin azalmasi, kolinin lipotrofik etkisinde
azalmaya yol a¢ip karacigerde olusan yag birikimini engellemesini bozar (McDwell
2000). Bu bilgiler ve elde ettigimiz bulgular sonucunda; Karaciger sinuzoidal
alanlarindaki yag damlaciklar1 bulgular asetilkolinesteraz enzim aktivitesindeki
diististen dolayr kolin maddesinin yetersizligine bagli olarak lipotrofik etkinin
azalmasindan kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica diflubenzuron, hiicre
membraninda fosfolipitler ile bilesik halinde bulunan AChE enziminin aktivitesini
diistirerek, hiicre membraninda hasara yol agacagi ve yag damlaciklarinin hiicre icine

alinamayarak sinuzoidal alanda birikimine neden olmasida akla gelmektedir.

Young vd. (1986), diflubenzuronun farkli dozlarinin (125, 500, and 2000 mg/kg vucut
agirligl) fare karacigerinde tclii glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi (S-aryl, S-
aralkyl, and S-epoxide) ve doku hasarina neden oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan
calismada artan dozlarda glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesinde yiikselme tespit
edilmis ve karaciger hepatositlerinde mitokondri organelinde artis, sisme ve matriks
yogunlugunda azalma, diiz endoplazmik retikulum ve graniillii endoplazmik retikulum
oragnellerinin sayisinda artis gézlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore
diflubenzurona subakut doz ve subakut doz sonrasi 5, 10 ve 15. giinledeki karaciger
hepatositlerinin bol sayida DER, GER ve mitokondri organellerini igerdigi tespit edildi.
Ayrica hepatositlerde Kupffer hiicreleri, yag damlalar1 ve eritrositlere rastlandi. Elde
edilen sonuglara gore hiicrede olusan hasarin hiicrede normalden fazla salgilanan

enzimlerden kaynaklanabilecegi diisiiniildii.

Endotelyan hiicre tabakasi altinda ve disse araliginda yer alan yag depolayan hiicre
olarakta isimlendirilen iTO hiicreleri bulunmaktadir. Bu hiicreler A vitaminince zengin
lipit ¢ozeltileri depolamaktadir (Junqueria 1998, Temel vd. 2002). Elektron mikroskobu
ile karaciger dokularindan elde ettigimiz sonucglar dogrultusunda kronik olarak
diflubenzurona maruz kalan siganlarin sinuzoidal alanlarinda, subakut maruziyet
ortadan kaldirildiktan 5 giin sonra siganlardan alinan karaciger dokularinda ise disse

araliginda yag damlaciklar tespit edildi. Bu alanlarda bulunan yag damlaciklarinin
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diflubenzuronun karaciger dokusunda olusturdugu histopatolojik etkisinin bir sonucu

olarak ito hiicrelerinin hasar gormiis olmasindan kaynaklandigini akla getirdi.

Histopatolojik etkisi tam olarak ¢alisitilmamis olan diflubenzuron birincil olarak
karaciger, dalak ve eritrosit hiicrelerine etki etmektedir. Atlantik Som baliginda (Salmo
salar) yapilan bir ¢alismada diflubenzuronun gastrointestinal yoldan kismen absorbe
edilerek karaciger, bobrek, beyin, safra, yag ve kikirdak dokularina yayildig biiyiik bir
kisminin  parcalanmadan safrada bulundugu bildirilmistir (Anoymous 1998).
Diflubenzuron ve pyriproxyphene 96 saat boyunca maruz kalan Cyrtocara moori ’nin
(Cichlidae, Teleostei) bagirsak dokusunda iilserasyon ve bagirsak dokusundaki firgamst
kenar yapisinda deformasyonlar gozlenmistir (Giindiiz ve Ugiincii 2013). Yapilan tez
calismasinda deney siiresince deney hayvanlardaki kilo kaybinin nedeni olarak

diflubenzuronun etkisiyle barsaklarda hasar olusturmasindan kaynaklandig diisiiniildii.

Olsvik vd. (2013), Atlantik’de Atlantik morinasina (Gadus morhua) ekonomik ve
ekolojik olarak zararli olan salmon biti (Lepeophtheirus salmonis) ile miicadelede
diflubenzuron ve teflubenzuron gibi benzilfeniliire grubundan bir insektisitler
kullanilmaktadir (Anonymous 2013). Arastiricilar yaptiklari calismada diflubenzuronun
karaciger ve kas dokusuna etkisini ve etkinin ne kadar siire devam ettigini gézlemlemek
icin Atlantik morinosuna 14 giin boyunca diisiik dozda (3 mg/kg 1/d™" diflubenzuron
uygulamiglar ve bunu takiben 22 giin boyunca etkiyi ortadan kaldirip vucudun
temizlenme siirecini baslatmislardir. Karaciger ve kas dokusundaki diflubenzuronun
seviyesi HPLC analizi ile tespit edilmistir. Deneylerin sonucunda diflubenzuron
seviyesinin uygulama siiresince karaciger dokusunda artis gosterdigi, uygulama ortadan
kaldrildiktan 1 giin sonra seviyenin maksimum diizeye geldigi goriilmiistiir. Uygulama
ortadan kaldirildiktan 8 giin sonra 10 hayvanin sadece bir tanesinde diflubenzurona
rastlanirken, 22 giin sonra hicbir hayvanin karaciger dokusunda diflubenzurona
rastlanmamistir. Buna benzer bulgu yaptigimiz deney sonuglarinda elde edildi. Subakut
olarak 10 gilin boyunca 25 mg diflubenzurona maruz kalan si¢anlarin karaciger
hepatositlerinde mitokondri sayisinda artis, hiicre ¢ekirdeginde dejenerasyon, siniizoidal
alanda ¢ok sayida sekonder lizozomlara sahip Kupffer hiicrelerine rastlanirken,

maruziyet ortadan kaldirildiktan 5 ve 10 giin sonrasinda hasarlarin devam ettigi, 15.
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giinden sonra iyilesmenin gozlendigi ve 45. gilinde hepatoit hiicrelerinin 1g1nsal
dogrultuda poligonal yapiya sahip oldugu ve mitokondri ve GER keselerinin yapisal
olarak diizgiin oldugu tespit edildi.

Barros vd. (2014), diflubenzuronun hedef dis1 canlilara etkisini arastirmak icin yetiskin
erkek siganlara 0, 2, 4 ve 8 mg/kg diflubenzuronu 28 giin boyunca uygulanmistir. Deney
gruplarinda klinik bir belirti gozlenmezken, 8 mg/kg/diflubenzuron/giin diflubenzurona
maruz kalan grupta serum alanin aminotransferaz enziminde yiikselme saptanmistir. En
diisiik dozda diflubenzurona subakut olarak maruz kalan erkek sicanlarda testis
agirliginda, sperm iiretiminde azalma gdzlenirken, sperm morfolojisinde, epididimis,
karaciger ve bobrek histolojisinde bir anormallik tespit edilmemistir. Yapilan tez
calismada 0,08 mg/l diflubenzurona kronik olarak maruz birakilan siganlarin karaciger
dokusunda herhangi bir morfolojik bir degisim gozlenmedi, mitokondri ve graniillii

endoplazmik retikulum organellerinde artis tespit edildi.

Yapilan bu tez calismasinda diflubenzurnun subakut dozunun kan serumundaki AChE
aktivitesini diislirdiigii ve histopatolojisine sebep oldugu tespit edildi. Kronik dozdaki
diflubenzuronun AChE enzim aktivitesine ve karaciger histopatolojisine sebep olmadigi
anlagildi. Diflubenzuronun AChE enzimine baglanma mekanizmasini ortaya koymak
icin daha kapsamli calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan bu ¢alismanin ileride

diflubenzuron ile yapilan ¢aligsmalara kaynak olabilecegi diigiiniilmektedir.
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