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Difenacoum’un sitotoksik etkileri gecirmeli elektron mikroskobunda incelendi.
Calismada hayvanlar dort gruba ayrildi (n=5 her grupta): Kontrol grubu, 24 saat
Difenacoum uygulanmis grup, dort giin Difenacoum uygulanmis grup ve yedi giin
Difenacoum uygulanmis grup. Dimetil siilfoksitte hazirlanan 0.8 mg/kg’lik tek doz
Difenacoum oral yoldan gastrik gavaj ile siganlara uygulandi. Deneylerin sonunda
karaciger ornekleri, kontrol ve Difenacoum uygulanan sicanlardan eter anestezisi
altinda alindi.  Difenacoum uygulanan 24 saatlik siganlardan alinan karaciger
orneklerinde hasar goriilmedi. Oysaki dort giin Difenacoum uygulanan siganlarin
karacigerinde sitotoksik hasarlar tespit edildi. Hepatositlerin sitoplazmalarinda
lizozomal yapilar, graniillii endoplazmik retikulum keseleri ve genis hacimli
mitokondriler vardi. Yedinci giinde hepatositlerde sitoplazmik materyal kaybi,
mitokondrilerde kii¢iilme, devamliligi olmayan endoplazmik retikulum keseleri ve
glikojen taneleri gozlendi. Ayrica karaciger siniizoidlerinde yogun madde birikimi,
piknotik ¢ekirdekli hiicreler ve hasar gdrmiis eritrositler tespit edildi. Sonug olarak,
calismamizin bulgular1 Difenacoum’un karaciger hiicrelerinde yapisal bozukluga

sebep oldugunu gosterdi.
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EFFECT OF DIFENACOUM ON RAT LIVER
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Cytotoxic effects of difenacoum on rat liver were examined by transmission electron
microscopy. Animals were divided into four groups (n= 5 in each group): Control, 24
hours difenacoum treated, four days difenacoum treated and seven days difenacoum
treated groups. Difenacoum prepared in dimethyl sulphoxide was orally
administreated to rats as a single dose (0.8 mg/kg) by gasrtric gavage. At the end of
experiments samples of liver were obtained from control and difenacoum-treated rats
under ether anesthesia. Transmission electron microscopy showed no damage in 24
hours difenacoum- treated rat liver. Whereas, cytotoxicological damages were
determined in four days difenacoum-treated rat liver. Cytoplasm of hepatocytes had
enlarged mitochondria and rough endoplasmic reticulum cisternae and lysosomal
structures. On the seventh day, loss of cytoplasmic material, shrinkage of
mitochondria, discontinuous endoplasmic reticulum cisternae, grains of glycogen were
observed in hepatocytes. Also, accumulation of dense material, cells with picnotic
nucleus and damaged erythrocytes were determined in sinuzoids of liver. As a results,

our findings showed that Difenacoum cause to disruption cell structure in liver.
October 2012, 48 pages
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KISALTMALAR DiZiNi

ADP Adenozin difosfat

BW Body weight (Viicut agirlig)

CCly Karbon tetrakloriir

CO, Karbon dioksit

COOH Karboksil grubu

DMSO Dimetil siilfoksit

GER Graniillii endoplazmik retikulum
KH, Indirgenmis K vitamini

KO K vitamini epoksidi

LD;is Sublethal dozda

NADP Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
NH;3 Amonyak

PCA Protrombin Kompleks Aktivitesi
TEM Gegirmeli Elektron Mikroskop
VKORCI Vitamin K epoksi-rediiktaz kompleksi altbirimi 1
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1.GIRiS

Insanlarin saglikli beslenmesi igin gidalarin hijyenik ortamlarda iiretilmesi ve depo
edilmesi gerekir. Bu nedenle gidalara ve tiiketiciye cesitli sebeplerle zarar veren
canlilarla miicadele edilmektedir. Bu zararli canlilar bocekler, kiif mantarlar, akarlar,
nematodlar, yumusakgalar, yabani otlar ve kemiricilerdir. Bu canlilarin yok edilmesi
icin kullanilan maddelere pestisitler veya simdiki tanimiyla biyosidal iiriinler

denilmektedir (Kaya vd. 2002).

Pestisitler etki ettikleri canlilara gore genel olarak 7 cesittir.
1- Rodentisitler (kemiricileri 6ldiirenler)

2- Insektisitler (bocekleri dldiirenler)

3- Fungisitler (mantarlar1 6ldiirenler)

4- Herbisitler (yabani otlar1 6ldiirenler)

5- Akarisitler (akarlar1 6ldtirenler)

6- Nematositler (nematodlar1 6ldiirenler)

7- Molluskositler (yumusakgalari 6ldiirenler) olarak siniflandirilabilirler.

Genis bir grup olan kemiricilerin (rodentler) basinda si¢anlar ve fareler gelir. Bunlar
onemli bir enfeksiyon kaynagi olarak dikkat ¢ekerler. Ozellikle tarlalarda, sebze
bahgelerinde ve besinlerin depo edildigi yerlerde gidalari tahrip ederler ve patojenik
mikroorganizmalar1 tasiyarak gidalara bulastirirlar. Gida hijyenini saglamak ve
ekonomik kayiplari onlemek i¢in zararlilarin kontrol altinda tutulmasi gerekir, bu
nedenle kimyasal ve biyolojik ajanlar kullanilarak miicadele edilmektedir (Cetin ve

Aksu 2000).



Kimyasal miicadelede kullanilan rodentisitlerin bir kismi1 antikoagiilant 6zellige sahiptir.
Antikoagiilant rodentisitler, kanin pihtilasma mekanizmasinda gorevli olan 2,3-epoksi
rediiktaz enzimini inhibe ederek pihtilasma faktorlerinin aktiflesmesini engellerler ve
dolayisyla kanin pihtilagmasini 6nlerler (Ulukaya 2007). Antikoagiilant rodentisitler
birinci nesil ve ikinci nesil olmak iizere iki g¢esittir. Birinci nesil antikoagiilant
rodentisitlere (Warfarin, Chlorophacinone, Diphacinone, Coumatetryl, Pindone) karsi
kemiriciler zamanla diren¢ gostermistir. Bunun iizerine daha etkili olan ikinci nesil
antikogiilantlar {iretilmistir. Ikinci nesil antikoagiilant rodentisitler ise Difenacoum,

Bromadiolone, Flocoumafen, Brodifacoum’dur (Guthrie 1972).

Organizmalardaki karaciger viicuttaki zararli maddelerin detoksifiye edildigi organdir
(Demirsoy vd. 2004). Toksik maddelerden etkilenen karacigerin bu 06zelligi dikkate
alinarak, Difenacoum’un sican karacigerinde meydana getirdigi yapisal degisiklikler

gecirmeli elektron mikroskobunda incelendi.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Rodentler

2.1.1 Gida isletmelerine zarar veren rodentler

Insan sagligma zarar veren rodentlerin basinda Rattus norvegicus (Norvec sigani,
gocebe sigan), Rattus rattus (ev sigani, gemi faresi, cat1 faresi) ve Mus musculus (ev
faresi) gelmektedir (Cetin ve Aksu 2000), (Sekil 2.1).

a. b. c.

Sekil 2.1 a. Norveg sigan1 (Rattus norvegicus), (genome.csdb.cn), b. ev sigan1 (Rattus
rattus), (malaysiapest.blogspot.com), c. ev faresi (Mus musculus), (mus-
musculus.com)

Rodentler, insan sagligini etkileyen bir¢ok hastalik etkenlerini insanlara bulastirirlar.
Bunlar bakteri, viriis, mantar ve parazit etkenleridir. Rodentler basta veba etkeni
(Yersinia pestis) olmak iizere bircok bakteriyi tasirlar. Bunun yani sira kuduz viriisi,
domuz vebasi virlisii gibi bir ¢ok viriisli tagiyip viral enfeksiyonlara neden olurlar

(Cizelge 2.1), (Cetin ve Aksu 2000).



Cizelge 2.1 Rodentlerle taginan ve bulastirilan hastalik etkenleri (Cetin ve Aksu 2000)

BAKTERIYEL ETKENLER

VIRAL ETKENLER

-Yersinia pestis (veba etkeni)

- Salmonella sp.

- Shigella sp.

- Yersinia enterocolitica

- Yersinia pseudotuberculosis
- Francisella tularensis

- Listeria monocytogenes

- Pseudomonas pseudomallei

- Streptobacillus moniliformis
- Clostridium botulinum

- Leptospira spp.

-Kuduz viriisii
-Domuz vebasi viriisii

-Encephalitis viriisii

MANTARLAR

-Trichophyton quinckeanum
-Trichophyton schoenleinii

PARAZITER ETKENLER

- Spirillum minus

- Coxiella burnetii -Trichinella spiralis

- Erysipelothrix rhusiopathiae -Hymenolepis nana

- Mycobacterium tuberculosis -Hymenolepis diminuta
- Vibrio cholerae -Echinococcus multilocularis

- Borrelia sp.

2.1.2 Rodentlerin Ozellikleri

Rodentler 1500’14 askin cins ile en genis memeliler grubunu olustururlar. Rattus
norvegicus g¢ogunlukla insanlarin barindigi ev ve binalarin bodrum katlarinda ve
kanalizasyonlarda yasar. Kirsal alanlarda yasayanlar ise su kaynaklarina yakin ahir,
copliik, depo ve kanallara yerlesirler. Rattus rattus sicak ortamlar1 sevdiginden
cogunlukla evlere, kapali mekanlara ve binalarin iist katlaria yerlesirler. Mus musculus

ise binalarda ve kanalizasyonlarda yasarlar (Cetin ve Aksu 2000).

Rodentler dislerinin yapisi ve dizilisi ile diger memelilerden ayrilir. Bir ¢ift alt ve {ist 6n
disleri vardir. Az1 disleri yoktur. On disler siirekli uzar ve ige dogru kivrilir. Asir1 iceri
uzamis disler rodentlerin beslenememeleri sonucu 6liimlerine neden olabilmektedir. Bu
nedenle fareler siirekli bir seyler kemirerek 6n dislerini asindirarak, fazla uzamasini

engellemeye calisirlar. Agsinmaya bagli olarak 6n disler oldukc¢a keskin hale gelirler.



Rattus norvegicus’un viicut uzunlugu yaklasik 25 c¢cm iken, Rattus rattus 18 cm, Mus
musculus ise 8 cm boyundadir. Bir batindaki yavru sayis1 bakimindan Rattus norvegicus
ile Rattus rattus hemen hemen aynidir. Mus musculus’un yavru sayisi daha azdir; ama

bir y1l icinde yavrulama sayisi daha fazladir (Cizelge 2.2).

Rattus rattus ve Mus musculus ¢ok iyi tirmanicidirlar. Bunun yani sira ziplama
Ozellikleri de iyidir. Rattus norvegicus 70 cm, ufak fareler ise 25 cm’ye kadar
ziplayabilir. Tirmanma ve ziplama Ozellikleri yerlestikleri yerlere girisi ve yayilisi
acisindan onemlidir. Ayrica kanalizasyon hatlar1 yoluyla da binalara girebilirler. Yiizme

yetenekleri vardir ve dalip uzun siire suyun altinda kalabilirler (Inal 1990).

Cizelge 2.2 Rodentlerin baz1 fiziksel Ozellikleri ve iireme  Ozellikleri
(http://www.amatortv.com/fareler.htm)
Ozellikler Rattus norvegicus Rattus rattus Mus musculus
Viicut uzunlugu 19-27 cm 14-23 cm 8-9 cm
Kuyruk uzunlugu 16-23 cm 17-25 cm 16-28 cm
Agirlik 200-450 g 150-230 g 10-30 g
Renk Sirt:Acik kahverengiden | Sirt:Siyahtan Sirt: Grimsi
koyu griye kadar kahverengimsi griye kahverengi
degisen renkte kadar degisen renkte Karin: Grimsi beyaz
Karin:Kirli beyaz Karin:Karbeyazi, sarimst,
Acik veya koyu gri
Kuyruk : Koyu gri
Burun Burun kiit ve kalin Burun:silindirik ve Burun:silindirik ve
kesik kesik
Erginlesme 8-12 hafta 12-16 hafta 8-12 hafta
Hamilelik siiresi 21-24 giin 21-22 giin 17-20 giin
Bir batindaki 6-11 6-10 5-6
yavru sayisi(ort.)
Bir y1l igindeki 4-6 3-5 5-10
yavrulama sayisi(ort.)
Siitten kesilme siiresi | 3-4 hafta 3-4 hafta 3 hafta




Fare ve siganlarda en Onemli duyulardan biri dokunmadir. Dokunma duyusu ig¢in
viicudundaki tiiylerden ve biyiklarindan yararlanirlar. Koku alma duyulart ¢ok
gelismistir. Yiiksek frekanslh seslere karsi oldukca duyarlidir. Gorme duyularini diger
duyularina gore daha az kullanirlar. Rodentler giindiiz, geceye gore daha az aktiftirler.
Aktiviteleri karanlik baslangicinda ve giinesin dogusundan dnce daha yogundur. Ancak

bazi stres nedenlerinden dolayi giindiiz de aktivite gosterebilirler (Cetin ve Aksu 2000).

Fareler ve sicanlar laboratuvar kosullarinda iki yildan daha fazla bir siire yasayabilirler.
Ancak dogal kosullarda 6miirleri genellikle bir yildan azdir. Disilerin yasama siireleri
daha uzundur. Cok hizli iirerler ve gebelik siireleri ¢ok kisadir. Popiilasyon ¢ogalir, gida

kaynaklar1 azalirsa iireme hiz1 da diiser (Inal 1992), (Cizelge 2.2).

Tahil {iriinleri diyetlerinin biiyiik kismin1 olusturur. Bunun disinda et, balik, bocekler ve
sebzelerle beslenirler. Giinde ortalama olarak viicut agirliklarinin %10’ u kadar yiyecek
tiiketebilirler. Yiyecek sinirliysa su tiikketimini de azaltirlar. Rodentlerin tiimii yiyecegi
alip kapali ve giivenli bir yere gotiiriirler. Yiyecek bulamadiklari durumlarda kendi

diskilarin yerler.

Mus musculus gida segimlerinde farklilik gbézetmez; kentsel bolgelerde yasadiginda
insanlarin yediklerinin aynisin1 yer. Cok az su ile yasayabilir. Su ihtiyacin1 gidalarin
neminden karsilayabilir. Eger gida %15-16 nem ihtiva ediyorsa su i¢meye ihtiyag
duymaz. Hafif, aralikli ve diizensiz beslenir ve bir giinde yaklasik 2-3 g yiyecekle

beslenirler.

Rattus norvegicus ¢opliiklerden yiyecek temin edebilir. Bazen sabun, yapistirici veya
cam macunu bile yer (bu diskisinin renginden anlasilabilir). Su yoklugundan ¢ok
etkilenir. Muhtemel tehlikelere karsi bir savunma olarak yiyeceklerini saklayip gizlice

yeme egilimi gosterir. Bir glinde 20-25 g kuru yiyecek tiiketebilir.

Rattus rattus diger iki tiir ile kiyaslandiginda bazi meyveler igeren daha sinirli bir
diyetle beslenir (Cetin ve Aksu 2000).



2.2 Karaciger

Karaciger viicuttaki en biiyiik i¢ organdir ve ayn1 zamanda dis ve i¢ salgi yapan bezdir.
Karaciger mediyan lob, sag lateral lob, sol lateral lob ve kaudal lob olmak iizere dort
lobtan olusur (Sekil 2.2). Karaciger tarafindan pek ¢ok plazma proteinleri iiretilir ve

salgilanir.

{Alt ana toplardamar) (Alt ana toplardamar)
Vena Cava inferior Vena Cava inferior

SolLob g0 1oh

Karaciger toplardaman

Sag
Lob

Safra
Kanali

Bag Karaciger
Karacigeri atardamart
loblara aymr Safra Kesesi
ve diyaframa

t

Safra Kesesi
safra tasir

| ash tar ag b

Sekil 2.2 Karaciger (http://www.turkkaracigervakfi.org)

Karaciger fibroz yapida bir kapsiil ile (Glisson kapsiilii) sarilmistir ve kapsiil karaciger
dokusunun i¢ine dogru yayilir. Karacigeri olusturan hiicreler altigen sekilli lobiiller
(lobuli hepatis) seklinde diizenlenmistir. Karaciger hiicreleri, lobiiller i¢inde periferden
merkeze dogru yonelen kordonlar olustururlar. Hiicre kordonlar1 birbirleriyle serbest
birlesmeler yaparak labirent seklinde bir yap1 olustururlar. Hiicre kordonlar1 arasinda
karaciger sintizoidleri bulunur. Karaciger siniizoidleri, lobiil kenarindan vena centralise
dogru kan akimi olan 6zel kapillerlerdir. Siniizoidler, endotel ve makrofaj tipi hiicrelerle
tek sira hiicreler ile doseli bir yapidadir. Siniizoid duvari kesintisiz bir duvar yapisi
degildir. Karaciger hiicreleri ile sinilizoidler arasinda dar bir aralik (Disse araligi)

bulunur (Sekil 2.3).



Sekil 2.3 Siniizoidler ve disse araligi (www.vetmed.vt.edu/education/curriculum)

Disse araligi, karaciger parankim hiicreleri ile siniizoidler arasinda yogun madde
gecisinin gergeklestigi bir araliktir. Kan ile hepatosit arasindaki madde aligverisi bu
bosluklarda gergeklesir. Madde gecisine uygun hiicreler arasi matriks, kollagen lifleri ve
retikulum liflerini icerir. Disse araliginda yag depolayan hiicreler (ito hiicreleri)
bulunur. Bu hiicrelerde yagda eriyen A vitamini depolanir (Aksoy 1977, Yurdakul vd.
2005).

Kupffer hiicreleri hepatositlere yakin komsulukta, siniizoidlere yerlesmis hiicrelerdir.
Cok sayida yalanci ayak seklinde belirgin uzantilara sahip hiicrelerdir. Bu uzantilar
hiicreye yildiz seklinde bir goriiniim kazandirmaktadir. Hiicre uzantilar1 siniizoidin karsi
tarafindaki hepatositlere ve diger Kupffer hiicrelerine dogru uzanmaktadir. Cekirdekleri
bliyiik ve merkezi yerlesmistir. Sitoplazmalarinda primer ve sekonder lizozomlar ve

cekirdege yakin yerlesimli Golgi aparati bulunmaktadir (Cetin vd. 2008).



Hepatositler, karaciger dokusunun kendisine 06zgii islevlerini yapan hiicrelerdir.
Hepatositler, bir hiicrede bulunabilecek biitiin organellere sahiptir ve 6zellikle graniilli
endoplazmik retikulumlart 1yi gelismistir. Hepatositler, karacigere kan yoluyla gelen
maddeleri, ¢esitli biyokimyasal islemlerden gecirerek molekiil yapilarinin degismesine
neden olur. Bu islemlerin hiicrede gerceklestigi yer cogunlukla graniillii endoplazmik
retikulumdur. Hepatosit, kendisi icin gerekli proteinlere ek olarak, salgilamak {izere
cesitli plazma proteinlerini de (albumin, protrombin, fibrinojen ve lipoproteinler)
sentezler. Bu proteinlerin sentezi graniillii endoplazmik retikulum keselerine bagl
ribozomlarda gergeklesir. Genellikle hepatosit proteinleri salgi graniilleri halinde
sitoplazmada depolanmaz, siirekli olarak kan dolagimina verilir (Olson 1984, Aytekin

ve Solakoglu 2006).

Karaciger, derisimleri ¢ok yiikseldigi zaman fazla sekerleri, yaglari ve amino asitleri
kandan uzaklastirir. Dolagimdaki miktarlar1 ¢ok diistiigli zaman ise onlar1 tekrar kana
verir. Karaciger lipoproteinleri, plazma lipitlerini ve plazma proteinlerini sentezler.
Karaciger bir ¢cok maddeyi etkisiz hale getirir ve {ireyi olusturur (Sekil 2.4), (Demirsoy
vd. 2004).

Sekil 2.4 Karacigerdeki kimyasal yollar (Demirsoy vd. 2004)
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2.2.1 Karacigerin gorevleri

Karacigerin bir¢ok gorevi vardir. Bunlardan bazilari:

1. Yeni alyuvarlar1 yapar ve yaslilarin1 ortadan kaldirir. Yaslanan alyuvarlar karacigerde
tahrip edilerek hemoglobinden safra pigmentleri ve yeni alyuvarlarin hemoglobini
yapilir. Kansizlik halinde alyuvarlari meydana getirir. Siniislerin ¢eperindeki retikiilo-

endotel hiicreleri ile yeni alyuvarlari yapar, Kupffer hiicreleri ile pargalar.

2. Plazma proteinlerinin olusumunda goérevlidir. Gama globulinlerin bir boliimii disinda
hemen hemen biitiin plazma proteinleri karaciger hiicrelerinde yapilirlar. Plazma
proteinlerinin azalmas1 karaciger hiicrelerinde mitozu hizlandirarak karacigerin

biiylimesine yol agar.

3. Safray: iretir ve salgilar. Safra artitk maddelerin kokusmasini onler ve zararl

bakterilerin iiremesine engel olabilecek antiseptik bir gérev yapar.

4. Karbonhidrat metabolizmasini diizenler. insulin yardimiyla kandaki glukozu glikojen
seklinde depolar, gerektiginde glukagon yardimiyla glikojeni tekrar yikarak kana verir.

Glikozun depolanandan fazlasini baska besinlere (yag) doniistiiriir.

5. Vitamin lretir ve depolar. Provitamin halindeki karoteni A vitaminine doniistiliriir
(Kupfter hiicrelerinde yapar). A, D, E ve K vitaminleri ile demir ve bakir gibi bazi

minarelleri depolar.

6. Protein metabolizmasin1 diizenler. Proteinlerin yapisinda yer alan 20 ¢esit amino

asidin 12 ¢esidini sentezler ve depolar. Fazla proteini yaglara gevirir.

7. Yag metabolizmasini diizenler. Karbonhidrat ve proteinlerin fazlasin1 yaga cevirir,

yaglar1 depolar.

8. Ure sentezini gergeklestirir. Dokularda amino asitlerin yikimiyla olusan ve gok zehirli

bir madde olan NHj i daha az zararli lireye doniistiiriiliir. NH3, CO; ile birlesir.
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9. Pihtilasmada rol oynar. Kanama sirasinda fibrinojeni, pihtilasmay1 saglayan
protrombini ve diger pihtilagsma faktorlerini {ireterek kana verir. Kanin damar igerisinde

pihtilasmasini engelleyen heparini meydana getirir.

10. Toksik maddeleri etkisiz hale getirir. Besinlerle ve kanla gelen toksik (zehirli)
maddeleri parcalar (Kupffer hiicreleri).

11. Karaciger hiicreleri 1s1 iireterek kana verirler ve viicut 1sisinin diizenlenmesine etki

ederler.

12. Karaciger hiicreleri lenf ve antikorlarin biiylik bir kisminin yapimini iistlenerek

savunmaya katkida bulunurlar (Demirsoy vd. 2004, www.biyolog.com), (Sekil 2.5).

Karaciger ne ise yarar ?

500 Yasamsal Fonksiyon

Enfeksiyona Kars: Kan
Badisiklik Pihtilasmasi

Protein ve Kolesterol Kandan ilag , kimyasallar
Sentezi Alkoldn Temizlenmesi

Safra ile Atiklarin Fazla Glikozun
Atilmasi Misasta Olarak Depolanmasi

Yad Sindirimi igin
Safranin Atilmasi

Sekil 2.5 Karacigerin gorevleri (http://www karacigernakliturkiye.com)

2.2.2 Kan pihtilasmasi ile karacigerin iliskisi

Kan ile tasman koagulasyon maddelerinin ¢ogu karacigerde yapilir. Bu maddeler
fibrinojen, protrombin, akseleratér globulin, pihtilagma faktorii VII ve bircok diger
onemli koagulasyon faktorleridir. Karacigerde depolanan K vitamini, kanin pihtilagsma
faktorlerinden II, VII, IX ve X’un iiretiminde kullanilir. K vitamini yoklugunda bu
maddelerin konsantrasyonu c¢ok diistiiglinden pihtilasma hemen hemen tamamen

ortadan kalkar (Hadler ve Bukle 1992).
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Karacigerde plazma proteinlerinin yapim hizi giinde maksimum 15-50 gram olabilir. Bu
nedenle viicutta plazma proteinlerinin yaris1 kaybolsa bile bu bir iki haftada yerine
konabilir. Plazma proteinlerinin azalmasi karaciger hiicrelerinde mitozu hizlandirarak
karacigerin biiyiimesine yol agar. Bu sirada kanda plazma proteinlerinin konsantrasyonu
normale ulasana kadar proteinler hizla karacigerden kana verilir (Cavusoglu 1996),

(Sekil 2.6).

— SAFRA TUZLARI ———= ( Bagrsaklardan yuglun?
bu aroda yafjda erlyen
PLAZMA PIHTILASMA LYITAMIN K'rn emilmesinl
1" FAKTORLERI / salra tuzlari sadiar.

k PROTROMBIN ve PLAZMA

KARACIGERDE

SENTEZLENENLER || ( Vit.Kk{kolaktdr) PIHTILASMA FAKTORLER!
L PROTROMBIN i sentezl igin VTR ge.
kreklidir. )

- FIBRINOJEN ‘

Sekil 2.6 Kan pihtilagmasinda karacigerin gérevi (Noyan 1997)

2.3 K Vitamini (Naftokinonlar)

K vitamini bagirsaktaki bakteriler tarafindan iiretilir ve karaciger tarafindan depolanir.
K vitamini yagda ¢6ziindiigii icin bagirsaklarda emildikten sonra lipitlerle birlikte lenf
ve kan dolagimima katilir. K vitamini, karacigerde, kanin pihtilasma faktorlerinden
faktor II (protrombin), faktor VII (prokonvertin), faktér IX (plazma tromboplastin
komponenti) ve faktér X un (Stuart faktorii) olusmasinda gereklidir. Bu faktorler inaktif
on maddeler (zimojenler) olarak sentez edilirler. Biyolojik olarak aktif hale ¢evrilmeleri

K vitamini varligina bagimhidir (Altinkurt 1981), (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Pihtilagma faktorlerinin K vitamini ile sentezlenmesi (Ulukaya 2007)

K vitamini, K vitaminine bagimli pihtilagma faktorlerinin (II, VII, IX, X) amino ucunda

yer alan spesifik glutamik asite bir karboksil grubu ekleyen hepatik bir enzim olan -

karboksilazin kofaktoriidiir. Prhtilasma faktorlerinin Ca™’a ve fosfolipit membranlara

baglanabilmeleri icin, bu faktorlerin y-karboksilasyonu gereklidir.

K vitamininin en 1iyi incelenen fonksiyonu, protrombin (faktér II) sentezini

etkilemesidir. Protrombin (faktor II) karacigerde sentez edildikten sonra glutamik asit

kalintilar1  (Sekil 2.8), K vitaminine bagimli spesifik bir karboksilaz tarafindan

katalizlenen bir reaksiyonda y-karboksi glutamik asit kalintilarina doniistiiriiliir (Dikmen

ve Ozgiinen 2004), (Sekil 2.9).

ca™
D\\\cfo- .D\G/ 0
N

Sekil 2.8 y-karboksi glutamik asit formiilii (www.mustafaaltinisik.com)
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Protrombinde (faktér II) y-karboksi glutamik asit kalintilarindan 10 tane bulunur.
Bunlar, protrombinin biyolojik rolii i¢in gerekli bir protein fosfolipit kalsiyum

etkilesimi ile kalsiyumun selatlanmasini saglarlar (Sekil 2.9).

Sekil 2.9 Protrombindeki glutamik asit kalintilarinin y-karboksi glutamik asit
kalintilarina doniistiiriilmesi (Zergeroglu ve Zergeroglu 2001)

Protrombindeki glutamik asit kalintilarinin y-karboksi glutamik asit kalintilarina
doniistiiriilmesi, molekiiler oksijen, karbondioksit ve K vitamininin hidrokinon seklinin

varligina gereksinim gosterir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 K vitamini hidrokinonunun protrombindeki glutamik asit kalintilarinin y-
karboksi glutamik asit kalintilarina doniistiiriilmesindeki rolii ve dikumarol
yapis1 (www.mustafaaltinisik.com)

K vitamini antagonisti 4-hidroksi dikumarin (dikumarol) tipi ilaglar, K vitamininin
yerini tutarak K vitamini hidrokinonunun rejenere oldugu dongiide gorevli 2,3-epoksit
rediiktaz1 inhibe ederler ve dongiiyii kirarlar; K vitamini hidrokinonunun rejenere
olmasini ve dolayisiyla pihtilasma faktorleri II, VII, IX ve X’un aktiflenmesini onlerler

ve boylece antikoagulant etki gosterirler (www.mustafaaltinisik.com).

K vitamini antagonistleri, koroner damarlarin trombozu tehlikesindeki gibi kanin
pihtilagsma kabiliyetinin azaltilmasinin istendigi hallerde tedavi amaciyla antikoagiilant
olarak kullanilirlar. K vitamininin tedavide dnemli bir yarari, dikumarol tipi ilaglar ile
zehirlenmeye kars1 antidot olmasidir. K vitamininin kinon sekilleri, inhibisyona ugramis
2,3-epoksit rediiktazi devre disi birakarak K vitamininin aktif hidrokinon sekillerinin
potansiyel bir kaynagini saglarlar. Bu nedenle kumarin ilaglarina karsi antidot olarak
kullanilirlar. Kumarin etkisi ile protrombin zamani uzar ve uzamis olan protrombin
zamani, karaciger fonksiyonu normal ise K vitamini uygulandiktan 12-36 saat sonra

normale doner (Ulukaya 2007), (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 K vitamininin fizyolojik etkisi ve metabolizma arasindaki iligki (Park 1979)

2.4 Pihtilasma mekanizmasi

Kanin pihtilagsmasindaki ana olay, ¢0ziinebilen plazma proteini olan fibrinojenin
coziinemeyen iplikcikler halindeki fibrine doniismesidir (Noyan 1997, Dikmen ve

Ozgiinen 2004), (Sekil 2.12).

PIHTILASMA

(KOAGULASYON)

PROTROMBIN
AKTIFLESTIRICI

Figmuodsu'h

Sekil 2.12 Genel kan semasi (acilveilkyardim.com)
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Bu olayda daha once inaktif olup uyarilma ile aktif hale doniisen plazma proteinleri
onemli rol oynar. Damarda yaralanmaya neden olan bir doku hasarinda kanin pihtilagsma
mekanizmas1 kisaca sdyle isler: Hasarli bolgede damarin i¢ yliziinii ddoseyen endotel
hiicrelerinden pek c¢ok kimyasal faktor (ADP, doku faktorii ve prostasiklin) ve lokal
hormonlar (endotelinler) salgilanir. Salgilanan endotelin, damarin biiziilmesi i¢in damar
duvarindaki diiz kaslari, onarimi hizlandirmalar1 amaciyla boliinmeleri i¢in endotel
hiicrelerini, diiz kas hiicrelerini ve fibroblastlar1 uyarir. Damarlarin negatif yiikli i¢
yiizii, kesilmeyle pozitif yiike doniisiir ve damar yapigskan olur. Yaklasik 30 dakika
kadar siiren bu ilk pithtilasma evresine damar evresi denir. Damarin elektrik yiikiindeki
degisme, trombositlerin hizli1 bir sekilde gidip o bolgeye yapismasina neden olur ve
bdylece trombosit evresi denen ikinci bir evre baglar. Trombosit agregasyonu hasar
olustuktan 12 saniye sonra baglar. Hasarl1 bolgeye gelen trombositler aktive olur. Aktive
olan trombositlerden hizli bir sekilde sentezlenen pek ¢ok faktdor (ADP, tromboksan,
serotonin, kalsiyum iyonlar1 ve diger faktorler) salgilanir. Trombosit, mast hiicreleri ve
bazofillerden salinan serotonin, kesigin bulundugu yerdeki kan damarlarinin
biiziilmesine yol agar. Trombositler yalanci ayaklarmi hasara ugramis endotel
hiicrelerinin aralarina sokarak, olusturduklar kiitlenin zedelenen bdlgeye daha saglam
bir sekilde tutunmasina neden olur. Zedelenen yerdeki trombosit tipasi oldukca
yumusaktir. Bu haliyle kan basincina ve dis etkilere fazla dayanamaz. Dayanikli duruma
gelmesi gerekir. Bunun igin ¢esitli pihtilasma faktorleri (faktor II1, IV, V, VII, VIII, IX,
X ve XII) devreye girer. Kanin pihtilasmasi sirasinda ilk meydana gelen
tromboplastindir. Tromboplastin hem kan pulcuklarindan hem de yaralanmis dokudan

(doku tromboplastini “faktor I1I’) salinir (Akay 2006), (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13 Kanin pihtilasma reaksiyonlar1 (Noyan 1997)

Tromboplastin iki yoldan meydana gelir;
a) Ekstrinsik sistem (yaralanmis dokudan)

b) Intrinsik sistem (kandaki mevcut maddelerden)

Kanda bulunan bazi faktorlerin etkisiyle inaktif sekilden aktif sekle doniistiiriiliir.
Tromboplastin, faktdr X ile protrombinazi uyarir. Bu da kalsiyum iyonlarinin varliginda
karacigerde yapilan ve kana verilen bir a-globulin olan protrombini trombine gevirir.
Trombin yine kalsiyum iyonlar1 varliginda karacigerde yapilip kana verilen fibrinojeni

fibrine doniistiiriir (Noyan 1997, Akay 2006), (Sekil 2.14).

18



ENEL PIHTILASMA Ymu]

Doku -
tromboplast : ; Trornbr:rsit‘i

{Faktar 111) ; tromboplastini

...... i gt ’ Y
PlhtrFa;ma L Ve - MNeib i
(A : - : agma faktérleri
i foktoravi [ ‘. L Vi x|

Doku |
faktérleri

LT : Aktive clmu;
| EKSTRINSIK . enzimler ‘
YOL i ; e T INTRINSIK
3 g 7 ) YOL

PIHTILASMA EVRES|

Sekil 2.14 Genel pihtilagsma yolu (Akay 2006)

Fibrin ince iplik¢ikler halinde bir ag olusturur. Bu iplikcikler ¢ok yapiskandir;
birbirlerine, kan hiicrelerine ve dokuya yapisarak hemostazi saglar. Fibrin iplik¢ikleri,

aralarinda tutunmus kan hiicreleri ve trombositler pihtiy1 meydana getirir (Sekil 2.15).

Sekil 2.15 Pihtilagsmis bir kanda fibrin arasinda alyuvarlar (fenokulu.net)
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Piht1 olustuktan bir saat sonra yavas yavas sikismaya baslar ve baslangigtaki hacminin
yaris1 kadar kiigiiliir. Bu arada igte kalan serum da disar1 ¢ikarilir. Trombosit sayis1 az
olan kanin pihtist iyi sikismaz. Pihtinin sikigsmasi, trombositlerdeki aktin ve miyozin

flamentlerinin polimerizasyonu ile saglanir (Demir 2006).
2.5 Difenacoum
2.5.1 Antikoagiilant rodentisitler

Antikoagiilant rodentisitler birinci ve ikinci nesil olmak {izere ikiye ayrilirlar.

Birinci nesil: Warfarin, Chlorophacinone, Diphacinone, Coumatetryl, Pindone

Ikinci nesil: Difenocoum, Bromadiolone, Flocoumafen, Brodifacoum

o, gy,
B

Sekil 2.16 Cesitli fare zehirleri (graniil, mum blok, pasta, sivi olarak)
(http://www.deanpestcontrol.com/product.asp)

Warfarin gibi birinci nesil antikoagiilantlar 1950’lerden itibaren yaklagik ilk 10 yil
basariyla kullanilmistir. Ancak daha sonra rodentlerde bu rodentisitlere karsi bir direng

gelistirdigi tespit edilmistir (Yaliniz ve Tokcan 2006).
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Difenacoum’un da yer aldigi ikinci nesil antikoagiilantlarin gelistirilmesiyle direncli
populasyonlarin  kontrolii saglanmustir. Ikinci nesil antikoagiilant rodentisitlerden
difenacoum, flocoumafen ve brodifacoum digerlerine gore daha toksiktir ve tek doz

yeterli olabilmektedir (Guthrie 1972).

Rodentisit olarak kullanilan en Onemli bilesikler 4-hidroksikumarin yapisindaki
warfarin, difenacoum, bromadiolone, flocoumafen, brodifacoum ve coumatetryl;

indandion yapisindaki diphacinone, pindone ve chlorphacinone’dir (Cetin ve Aksu

2000), (Sekil 2.17).

4-Hydroxycoumarin 1,3-Indandion
o_ ,° /O
R
R
OH 0]

Sekil 2.17 4-Hidroksikumarin ve 1,3 Indandion yapilar1 (Grobosch vd. 2005)

Warfarin (% 0.025 ve % 0.5 konsantrasyonlarinda), siiperwarfarin olarak adlandirilan
brodifacoum ve difenacoum ile chlorphacinone (% 0.005 ila % 2 konsantrasyonlarinda)
preparatlari seklinde rodentisit olarak satilir

(www.sizce.biz/DEPO/Dersler/.../kim.svs.aj.ve_pestisitler.doc).

2.5.2 Difenacoum’un tanimi

Difenacoumun rodentisit 6zelligi 1975 yilinda kesfedilmistir. Rodentisit olarak tiretilen

yemlerde bulunma orani genellikle %0,005°tir. Bilinen isimleri Compo, Diphenacoum,
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Matrak, Neosorexa, Rastop, Ratak, Ratrick ve Silo’dur. IUPAC isimlendirmesi ise 3-(3-
biphenyl-4-yl-1,2,3,4-tetrahydro-1-naphthyl)-4-hydroxycoumarin’dir (WHO  1995).
Molekiil formiilii: C3;H»405 tiir. Hidroksikumarin kimyasal ailesinin tiyesidir (Sethi

2005), (Sekil 2.18).

ki
Difenaconmm

Sekil 2.18 Difenacoum’un molekiiler yapisi (Sethi 2005)
(halka iginde 4-hidroksi kumarin yapis1 gosterilmistir.)

Difenacoum suda diisiik ¢oziiniirliik ve diisiik seviyede ucguculuk gosterir. Molekiil
agilig1 444 g/mol, erime noktas1 216°C’dir. Suda ¢6ziiniirliigii 20°C 0,031 mg/L, buhar
basinet ise 20°C de 1,2x10 mmHg’dir. Buhar basinci diisiik oldugu icin atmosfere girisi
beklenmez. Oral olarak alindiginda siganlarda lethal dozu (L50) viicut agirligina gore
1,8 mg/kg, tavsanlarda 2,0 mg/kg, memelilerde ise 50-100 mg/kg’dir. Dermal olarak
alindiginda ise sigan ve tavsanlarda 50 mg/kg’dan fazladir (Norstrom vd. 2008).

Difenacoum’un karaciger ve bobrekte yarilanma omrii 118-120 giin iken pankreasta

yarilanma 0mrii daha uzundur (182 giin). Antidotu K1 vitaminidir (Sethi 2005).

2.5.3 Difenacoum’un etki mekanizmasi

Protein yapisindaki pihtilasma faktorlerinin cogunun karacigerde sentezlenebilmeleri
icin kofaktor olarak K vitamini gereklidir. Bu faktérler K vitaminine bagimh
posttranslasyonel modifikasyona ugrarlar ve glutamik asit bilesenleri karboksillenerek

v-karboksi glutamik aside ¢evrilir (Sekil 2.19, Sekil 2.20).
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Sekil 2.19 4-Hidroksikumarin (dikumarol) tiirevlerinin pihtilasma faktorlerinin yapimi
sirasinda K vitamini epoksidinin K vitaminine doniisiinii engellemesi

(mustafaaltinisik.com)
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Sekil 2.20 Glutamatin karboksilasyonu ile y-karboksiglutamat olusumu (Ulukaya 2007)

Bu reaksiyon K vitaminine bagimli karboksilaz glutamik asidin yeni COOH grubunu

olusturmak i¢in CO,’yi kullanir ve kofaktdér olan indirgenmis K vitamini, K vitamini

epoksit rediiktazi yardimiyla epoksitten tekrar elde edilir. Dikumarol tiirevleri bu enzimi
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inhibe eder. y-karboksiglutamil bileseni kalsiyum iyonu baglar ve hiicre membrani ile
etkilesim i¢in mutlaka bulunmasi gereklidir. Dikumarol etkisi, y-karboksiglutamil yan
zinciri bulunmayan, inaktif pithtilasma faktorlerinin yapimi ile sonuglanir. Dikumarol
tiirevlerinin etkileri bunlarin organizmaya almmasindan 8-12 saat sonrasina kadar
gozlenmez. Dikumarol tiirevlerinin antikoagiilant etkileri K vitamini ile onlenebilir.
Ancak K vitamininin diizeltici etkisi 24 saat sonra ortaya ¢ikar. Dikumarol tiirevleri
varliginda, pihtilagma faktorleri iiretilmekte; ancak y-karboksilaz ile fonksiyonel
formlarina donlismeleri inhibe edilmektedir (Zergeroglu ve Zergeroglu 2001, Dikmen

ve Ozgiinen 2004).

Mosterd ve Thijssen (1991) brodifacoumun sigan karacigerindeki K vitamini dongiisiine
ve kan pihtilagsmasi iizerine etkisini 30 giin boyunca incelemislerdir. Tek oral doz
brodifacoum uygulanmasindan sonra PCA 3-4 giin boyunca %35 diismesi gozlenmistir.
Bu siirenin sonunda yeniden ayni seviyeye ulastigi goriilmiistiir. K vitamini epoksi-

rediiktaz enziminin ise 2-7 giin arasinda %25 azaldig1 gozlenmistir.

Indandione tiirevlerinden diphacinone ve pindone, kumarin tiirevlerinden warfarin ve
brodifacoumun si¢an karacigerlerindeki birikme siireleri arastirilmistir. Sicanlara LD;s
antikoagiilantlar uygulanmistir. 24 hafta sonunda siganlardan alinan karaciger 6rnekleri
incelendiginde pindone ve diphacione kalintilar1 bir hafta sonunda yok denecek kadar az
miktarda gozlenmistir. Warfarin ve brodifacoumun ise 12 hafta sonunda bile kalintilar1
gorlilmiistiir. Bu calismada kumarin tiirevi olan antikoagiilantlar indandion tiirevleri

antikoagiilantlara gore etkili oldugu tespit edilmistir (Fisher vd. 2003).

Fransa’da yapilan bir arastirmaya gore evcil kedi ve kopeklerle 1-4 yas araligindaki
cocuklarin rodentisitlere kazara maruz kalma oran1 c¢ok yiiksek bulunmustur.

Cocuklarda bu oran %41 iken evcil hayvanlarda %85’tir (Berny vd. 2010).

Albert vd. (2009) ikinci nesil antikoagiilantlarin hedef olmayan omurgalilardaki

etkilerini incelemislerdir. Ikinci nesil antikoagiilantlar uzun yar1 &miirlii ve toksik
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maddelerdir. Rodentisitlere maruz kalan rodentlerle beslenen 3 baykus tiiriiniin (pegeli
baykus, cizgili baykus ve biiylikk boynuzlu baykus) karacigerlerinde antikoagiilant

kalintilarinin varligini tespit etmislerdir.

Shore vd. (1999) Ingiltere’de ikinci nesil antikoagiilantlarin hedef olmayan
omurgalilardaki etkilerini incelemislerdir. Kisin tarla fareleriyle beslenen sansarlar da
ikinci nesil antikoagiilantlardan etkilenmistir. Yapilan ¢alismada sansarlarin %26’sinin
karacigerinde ikinci nesil antikoagiilant rodentisitlerin kalintilarinin  bulundugu

saptanmuigtir.

Lund (1981), bircok rodent tiiriiyle yaptig1 calismasinda bir giinliikk %0,025 warfarin,
%0,005 difenacoum, %0,005 brodifacoum igeren yemlerle beslenme sonucu
brodifacoum ile en fazla mortalite, warfarin ile en diisiik mortalite gdzlenmistir. Buna

sebep olarak rodentlerin warfarine kars1 direng gosterdikleri diisiiniilmektedir.

Redfern ve Gill (1978) siganlarla yaptiklar1 calismada siganlarin difenacouma karsi

direngsiz olduklarini ortaya koymuslardir.

VKORC1 geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu canlilarda antikoagiilant

rodentisitlere karsi direncin meydana geldigi pek ¢ok arastirmada ortaya konmustur

(Ishizuka vd. 2008, Endepols vd. 2011).

Cesitli antikoagiilant rodentisitlere tek oral uygulamayla maruz kalan farelerin
karacigerlerinde ve plazmalarinda 21 giin sonra bulunan antikoagiilant rodentisit
miktarina gore yart Omiir tespit edilmistir. Bunun sonucunda ise birinci nesil
antikoagiilant rodentisitlerin yar1 dmiirlerinin ikinci nesile gore ¢ok daha az oldugu

tespit edilmistir (Vandenbroucke vd. 2008).
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Rowe vd. (1981) Difenacoum ve Bromadiolone ile yaptiklar1 c¢alismada bu iki
maddenin Mus musculus iizerine hemen hemen esit etkilerinin oldugunu ve ayni

derecede mortaliteye sebep oldugunu ortaya koymuslardir.

Antitrombotik bir ila¢ olarak kullanilan Warfarin tedavisinde gida etkilesmesi sonucu

warfarinin etkilerinin degistigi arastirllmigtir. Warfarin gida etkilesmesi 3 farkl sekilde

ortaya ¢cikmaktadir:

-Cok yiiksek oranda K vitamininden zengin diyetle beslenmesine bagli gelisen

kazanilmis, gegici warfarin direnci,

-Yiiksek oranda K vitamini diyetine bagh diisiik antikoagiilant etki,

-Diistik oranda K vitamini diyetine bagh yiiksek antikoagiilant etki ortaya ¢ikmaktadir
(G6z 2005).

Ganser vd. (2003), Nerodia fascita fascita tiirii su yilaninin kronik dozda iz elementlerle
(arsenik, kadmiyum, selenyum, strontiyum, vanadiyum) islem gordiigiinde karaciger

siniizoidlerinde fibrozis ve siniizoidlerde kollagen lif artis1 g6zlemislerdir.

Zararsiz vd. (2005), yaptiklar1 calismada formaldehitin sican karacigerinde olusturdugu
hasarlarini incelemislerdir. Siganlarin karacigerinde genislemis siniizoidlerin kanla dolu

oldugunu gozlemislerdir.

Aric1 (2008), ilaglarin yan etkilerine baglh olarak karaciger hiicrelerinde apoptozis ve

nekrozun meydana geldigini belirtmistir.

Karacigerle ilgili bu caligmalar g6z oOniinde bulundurularak, bu tez calismasinda

Difenacoum’un sigan karaciger hiicrelerine etkileri TEM diizeyinde incelendi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Deney hayvanlan

Calismada kullanilan erkek siganlar Refik Saydam Hifzissthha Miidiirliigii Deney
Hayvanlart Uretim Merkezi’nden alindi. Agirliklar1 200-250 g olan toplam 20 adet
sicanin 5 tanesi kontrol grubu 15 tanesi de Difenacoum muameleli grup olarak
degerlendirildi. Deneylere baglamadan 6nce siganlar yedi giin karantinaya alind1 (Hadler
ve Bukle, 1992). Hayvanlarin her biri ayn kafeslerde olmak {izere uygun laboratuvar
sartlarinda (12 saat aydinlik-12 saat karanlik fotoperiyotta, % 65 nispi nemde ve oda
sicakliginda) tutuldu (Mosterd ve Thijssen 1991).

3.2 Hayvanlara Difenacoum’un uygulanmasi

DMSO/polietilenglikol-400/su (0.02ml/1ml/1ml) ¢ozeltisiyle hazirlanan Difenacoum’un
0.8 mg/kg’lik tek dozu siganlara oral yoldan gastrik gavaj ile verildi. Ayn1 zamanda
kontrol grubu hayvanlara 1ml/kgBW DMSO/polietilenglikol-400 /su bir defa verildi
(Mosterd ve Thijssen, 1991). Difenacoum uygulanan siganlardanl giin (24 saat), 4 giin
ve 7 giin sonra eter anestezisi altinda karaciger dokular1 alindi. Kontrol grubu
hayvanlardan da Difenacoum’un deney grubu hayvanlarina uygulanmasindan 7 giin

sonra eter anestezisi altinda karaciger 6rnekleri alind1 (Hadler ve Bukle 1992).

3.3 Elektron mikroskobu

Kontrol grubu ve Difenacoum uygulanan si¢anlardan eter anestezisi altinda alinan
karaciger Ornekleri asagidaki islemlerden gegirilerek elektron mikroskobunda

incelenmeye hazirlandi:

1. Deney hayvanlarindan alinan 6rnekler, 0.1 M Sodyum fosfat tamponunda, pH 7.4te
yikandi.
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il. Yikanan orneklerin %2.5° luk Gluteraldehitte (0.1 M Sodyum fosfat tamponunda
hazirlanmis) ilk tespiti yapildi (2 saat, +4 °C’de).

iii. 11k tespit isleminden sonra &rnekler ayni tampon ile yikand1 (1 saatte 3 kez soliisyon

degisimi yapilarak yikandzi).

iv. Orneklerin, % 1’lik Osmium tetroksit ¢dzeltisi ile ikinci tespiti yapild: (1 saat, +4

°C’de).

v. Osmium tetroksit ¢ozeltisi ile yapilan tespitten sonra Ornekler, Sodyum fosfat

tamponu ile 1 saat yikandi.

vi. Fiksasyon islemlerinden sonra, Ornekler cesitli derecelerdeki alkol serilerinde

(%70°1ik, %80°1ik, %90’1lik %100°lik) 5’er dakika bekletilerek dehidre edildi.
vii. Dehidrasyondan sonra, gdmme ortamina geg¢is asamasinda,

3 hacim Propilen oksit+1 hacim Glauert’in (1958) Araldit CY212 gémme ortamu,
1 hacim Propilen oksit+1 hacim Araldit CY212 gdmme ortami ve

1 hacim Propilen oksit+3 hacim Araldit CY212 gémme ortami karigiminda 30’ar dakika
bekletildi.

viii. Ornekler Araldit CY212 gémme ortamia alinip 12 saat 45 °C’de ve 12 saat 65 °C
’de bekletildi.

ix. Gomme ortaminda bloklanmig 6rneklerden ultramikrotomla yar1 ince ve ince kesitler

alindi.

x. Bakir gritler iizerine alinan ince kesitler %2’lik Uranil asetat ve Kursun sitrat ile
boyandi (Hayat 2000). Kesitler elektron mikroskobunda (Jeol 100CXII) 80 kV’de

incelendi.
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4. BULGULAR

Yapilan tez calismasinda Difenacoum uygulanan si¢anlarin karaciger hiicreleri elektron

mikroskobu diizeyinde incelendi.

Kontrol grubundaki hiicrelerin normal bir yapiya sahip oldugu anlasildi. Hiicrelerdeki
cekirdeklerin yuvarlak veya oval sekilli oldugu, kromatin materyalinin homojen olarak
dagildig1 ve belirgin niikleolus yapisinin oldugu goézlendi. Hiicrelerin sitoplazmalarinda

bol sayida mitokondri, GER keseleri ve glikojen tanecikleri tespit edildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Kontrol grubuna ait bir karaciger hiicresi
M. Mitokondri, GER. Graniilli Endoplazmik Retikulum, N. Nukleus, n. Nukleolus, G. Graniil, Glikojen
(—). x 10000.

Deneylerde kullanilan kontrol grubu siganlarin karacigerlerindeki siniizoidlerin diizenli

bir yapiya sahip oldugu goézlendi (Sekil 4.2).

29



Sekil 4.2 Kontrol grubu sicanlarin karacigerine ait ve siniizoide yakin bir hepatosit
M. Mitokondri, N. Nukleus, GER. Graniillii Endoplazmik Retikulum, S. Siniizoid, Glikojen (—).
x 10000.

Difenacoum uygulanmasindan 24 saat sonra hayvanlardan aliman karaciger
orneklerindeki hepatositlerin kontrol grubundaki hepatositlerle ayni1 yapida oldugu ve
belirgin bir degisiklik olmadig1 tespit edildi. Hiicrelerin sitoplazmalarinda bol miktarda
mitokondri organeli ve bunlarin arasina yerlesmis GER keseleri ile tek tek yerlesmis
glikojen tanecikleri gozlendi. Karaciger orneklerinde ayni zamanda diizgiin, yuvarlak
veya oval sekilli ve igerisinde homojen dagilmis kromatin materyaline sahip
cekirdeklere rastlandi. Siniizoidlerin i¢inde Kupffer hiicreleri de gozlendi. Bol miktarda

glikojen taneciklerine rastlandi. (Sekil 4.3, 4.4).
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Sekil 4.3 Deneylerde 24 saat Difenacoum uygulanan sicanlarin karaciger 6rnegi
H. Hepatosit, N. Nukleus, GER. Graniillii Endoplazmik retikulum, S.Siniizoid, K. Kupffer hiicresi,
E. Eritrosit, M. Mitokondri, Glikojen tanecikleri (®). x 10000.
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Sekil 4.4 Difenacoum uygulanmis (24 saat) karaciger drneginde diizgiin yapili iki

sinlizoid arasindaki hepatositler
S. Siniizoid, H. Hepatosit, K. Kupffer hiicresi, Glikojen tanecikleri (—). x 5800.

Yapilan ¢aligmalarda difenacoum uygulanmasindan dort giin sonra siganlarin
karacigerlerinde hasarlarin olustugu tespit edildi. Karaciger 6rneklerinde hepatositlerin
sitoplazmalarinda kontrol grubuna gore lizozomal yapilarin ortaya ciktigi, glikojen
taneciklerinin kayboldugu, mitokondrilerin hacimce genisledikleri ve membran
flizyonlar1 gozlendi. Siniizoidlerdeki Kupffer hiicrelerinde ¢ekirdegin sekil degistirdigi,
endoplazmik retikulum keselerinin sitoplazmay1 tamamen doldurdugu ve iizerindeki

ribozomlari arttig1 gézlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Difenacoum’un dort giin sonunda karacigere verdigi hasarlar
L. Lizozom, K. Kupffer hiicresi, GER. Graniilli Endoplazmik Retikulum, M. Mitokondri,
Mitokondrilerde membran fiizyonu (—). x 5800.

Yine bir baska kesitte hepatositlerin sitoplazmalarinda yer alan mitokondrilerde
membran fiizyonu ve mitokondrilerin aralarinda endoplazmik retikulum keselerinin yer
aldig1 gozlendi. Hiicrelerin sitoplazmalarinda lizozomal yapilarin varligi bir kez daha

tespit edildi. Cekirdek yapisinda herhangi bir degisiklik gézlenmedi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Dort giinliik Difencoum’lu karaciger hiicresi
L. Lizozom, N. Nukleus, E. Eritrosit, GER. Graniillii Endoplazmik Retikulum, Mitokondrilerde membran
fiizyonu (—), Mitokondrilerle temas eden graniillii endoplazmik retikulum keseleri (3). x 10000.

Difenacoum uygulanmasindan yedi giin sonra sicanlarin hepatositlerinde kontrol
grubuna gore fokal nekrotik alanlar ilk dikkati ¢eken oOzellik idi. Bazi hiicrelerin
sitoplazmalarinda kiigiik yapili mitokondrilerin ve glikojen taneciklerinin bulundugu

gozlendi (Sekil 4.7).

34



Sekil 4.7 Yedi giin sonunda Difenacoum uygulanmis karaciger hiicreleri

N. Nukleus, Hacmi kii¢iilmiis mitokondriler(®), Fokal nekrotik alan (*), Glikojen tanecikleri (—).
x 5800.

Bir bagka karaciger oOrneginde ise fokal nekrotik alanlarin yani sira hiicrelerin
sitoplazmalarinda madde birikimi, devamliligi olmayan GER keselerine ve aralarinda

mitokondrilere rastlandi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Dejenere olmus yedi giinliik Difenacoum’lu karaciger hiicresi
M. Mitokondri, Fokal nekrotik alan (*), Madde birikimi (—), Devamliligini kaybetmis graniillii
endoplazmik retikulum (3). x 10000.

Difenacoum’un agir hasarlarindan biri de siniizoidlerdeki madde birikintileri ve bunun
yani sira hiicrelerdeki ince yapisal degisiklerdir. Siniizoidlerde bulunan hiicrelerde fokal

nekrotik alanlar, piknotik hiicre c¢ekirdekleri ve hasara ugramis eritrositlere rastlandi
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Yedi giin Difenacoum uygulanmis si¢an karacigerindeki siniizoid yapisi
E. Hasara ugramis eritrosit, PN. Piknotik Nukleus, K. Kupffer hiicresi, Fokal nekrotik alan (*),
Siniizoidde madde birikimi (—). x 5800.
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5. TARTISMA

Sican karaciger hiicrelerine Difenacoum’un etkileri TEM’de incelendi. Hiicrelerde
goriilen baglica morfolojik degisim sitoplazmik materyal kaybidir. Bunun yani sira

sinlizoidlerde madde birikintileri de dikkat ¢ekti.

Antikoagiilant rodentisit olan Difenacoum’un sican karacigerine etkisi ile ilgili elektron
mikroskobu caligsmalarina rastlanmadi. Bu nedenle tez calismasinin bulgular1 biyosidal
tiriinlerin karaciger ve diger organlarin hiicrelerine etkilerinden elde edilen bulgularla

karsilagtirildi.

Comlekgioglu vd. (2000), yaptiklar1 ¢aligmada pestisitlerin kronik etkisine maruz kalan
tarim iscilerinin karacigerinde biiyilkk oranda olmasa da dejeneratif bozukluklar
olustugunu, bunun sonucunda harap olan karaciger hiicrelerinden enzimlerin kana

salindigini ve serumdaki aktivite artisinin bundan kaynaklandigini ortaya koymuslardir.

Kimyasal maddelerin toksik dozuna bir kere veya 24 saat i¢inde birgok kere maruz
kalma sonucunda akut zehirlenme goriiliir. Pestisitlerin akut etkileri irritasyon, dermatit,

sistemik absorbasyona bagli 6liim olabilmektedir (Avcil vd. 2006).

Ganser vd. (2004), iz elementlerin kontaminasyonu sonucu su yilaninin karaciger
sinlizoidlerinde bizim c¢alismamizda oldugu gibi madde birikintisi ve bol miktarda
glikojen taneciklerinin  oldugunu belirtmislerdir. Ayrica hepatositlerde lipit
damlaciklarinin bol miktarda oldugu, hiicrelerin apoptozise ugradigi ve siniizoidlerde

kollagen lif artisinin meydana geldigini 6ne stirmiislerdir.

Bir insektisit olan diazinonun 15 mg/kg/giin dozda verilmesinden sonra si¢an
karacigerine etkileri arastirilmistir. Hiicrelerin mitokondrilerinde asir1 sisme, piknotik
cekirdek, sitoplazmada vakuolizasyon meydana geldigi gozlenmistir (Ulusoy vd. 2004).
Dordiincii ve yedinci giinde disekte edilen sigan karaciger orneklerinden hepatositlerin
mitokondrilerinin siserek birbirleriyle temas etmesi, piknotik g¢ekirdek gibi bulgular

Ulusoy ve arkadaslarinin (2004) bulgulartyla paralellik gosterdi.
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Tanriverdi (2005), hepatotoksin bir kimyasal olan CCly ile olusturulmus karaciger
hasarin1 incelemistir. Hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon, yagli dejenerasyon,
piknotik niikleuslar bulundugunu; mitokondrilerin, GER ve DER membranlarinin
genigledigini, mitokondrilerde matriks ve krista kaybini, sitoplazmada glikojen
dagiliminin azaldigini, niikleusun membran biitiinliigliniin kayboldugunu goézlemistir.
Sinilizoid ve santral venler etrafinda artan kollajen liflerin oldugunu da belirtmistir.
Calismada piknotik niikleuslar, GER keselerinin genislemesi, niikleusun membran
biitiinligiinlin kayboldugu gibi bulgular Tanriverdi’nin (2005) bulgulariyla benzerlik
gosterdi, ancak difenacoum sitoplazmada glikojen taneciklerinin azalmasinin aksine

glikojen tanelerinin artmasina sebep oldu.

Bir baska calismada organikklorlu insektisit olan endosulfanin olusturdugu oksidatif
hasar sicanlarin bobrek ve karacigerlerinde histolojik yonden arastirilmistir. Sicanlarin
karacigerinde, vakuoler dejenerasyonlar, siniizoidlerde dilatasyon ve Kupffer hiicre
proliferasyonu gozlenmistir (Karadz vd. 2001). Zararsiz ve arkadaglart (2005),
formaldehitin sican karacigerinde anormalliklere sebep oldugunu belirtmislerdir.
Yaptiklar1 calismada karaciger siniizoidlerinin genisledigini ve kan ile doldugunu
gbzlemislerdir. Ayrica portal alan ve vena centralis etrafinda mononiikleer hiicrelerin
bulundugunu tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismada da Difenacoum’un etkisine baglh
olarak Ozellikle yedinci giin Orneklerindeki Kupffer hiicrelerinin bulunmasi ve
sinlizoidlerde hasara ugramis eritrositlerin bulunmasi kanamanin isareti olarak Karadz
ve arkadaslarinin (2001) ve Zararsiz ve arkadaslarinin (2005) bulgulariyla benzer

durumdadar.

Revathi ve Yogananda (2006), bromadiolone ile yaptiklari ¢alismada bromadiolone’nin
Mus musculus’un hematolojisi, bobregi ve karacigeri lizerine etkisini arastirmiglardir.
Karacigerin belirgin olarak soluk renkte oldugunu rapor etmislerdir. Karaciger
dokusunda sitoplazmik vakuollesme, nekroz ve toksik atik birikimi oldugunu
belirtmislerdir. Difenacoum uygulanmasindan dort ve yedi gilin sonra karaciger
dokusunun soluk renkte olmas1 ve karaciger hiicrelerinde ortaya ¢ikan nekroz ve toksik

atik birikimi Revathi ve Yogananda’nin (2006) bulgulariyla benzerlik gosterdi.
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Insanlarin ve hedef olmayan hayvanlarin antikoagiilant rodentisitlere kazara maruz
kalmas1 sonucu K vitamini dongiisiinlin inhibe olmasi, anemi, hipoproteinemi,
hipoalbuminemi, hiperglisemi, bilirubinemi gibi hastaliklar; tromboplastin, protrombin
aktif pihtilagsma zamanlarinin uzamasi, kalpte ve solunum yollarinda hasarlar, akcigerde
O0dem, tasikardi, hemoraji, deride, mukozada, gbzde hipemi gibi tanilar konulmus ve
bazi hastalarda burun, kulak kanamalari, vajinal kanamalar goézlenmistir (Valchev vd.
2008). Difenacoum uygulanmasindan dort ve yedi giin sonra deney hayvanlarinda burun
ve kulak kanamalar1 gozlendi. Bu durum Valchev ve arkadaglarmin yaptiklar

calismayla benzerlik gosterdi.

Arict (2008), insan karacigerinde asir1 dozda ila¢g alimina bagli olarak sintizoidlerde
Kupffer hiicrelerinin bulunduguna isaret etmistir. Difenacoum’un dordiincii ve yedinci
giinde karaciger sinilizoidlerinde Kupffer hiicrelerinin bulunmasi insan karacigeriyle
benzer 6zelliktedir. Bu durum karaciger hasarina kars1 viicudun immiinolojik reaksiyon

gosterdigini diisiindiirebilir.

Uzunhisarcikli (2008), organofosfatli bir insektisit olan methyl parathionun ratlarda
hepatotoksik etkisini incelemis ve hepatositlerdeki mitokondrilerde sisme, bazi
mitokondrilerin kristalarinda erime, matrikslerinde ¢o6ziilme, piknotik c¢ekirdek,
sitoplazmada lipit graniilii artis1, endoplazmik retikulumda sisterna genislemesi ve
otofajik vakuolleri tespit etmistir. Calismada kullanilan Difenacoum’un etkileri olarak
dordiincii giin sonunda mitokondrilerde sisme, endoplazmik retikulum keselerinin
genislemesi, yedinci giin sonunda siniizoidlerde bulunan hiicrelerde piknotik ¢ekirdekler

goriilmesi benzer bulgulardir.

Binev vd. (2011), antikoagiilant rodentisit olan bromadilone’nin siiliinlerde akut
zehirlemesi ile ilgili morfolojik bir calisma yapmislardir. Zehirlenme sirasinda
stilinlerde bitkinlik, istahsizlik, solunum giicliigi ve gagadan sulu kan geldigini
gozlemislerdir. Difenacoum uygulanan siganlarda istahsizlik, halsizlik ve solunum

giicliigli yedinci giinde rastlandi.

40



Yapilan arastirmalarda bir¢cok pestisitin organ hiicrelerinde organel bozukluklarina
sebep oldugu rapor edilmistir. Yapilan bu ¢alismadan elde edilen bulgularin
Difenacoum ile yapilan arastirmalara kaynak olacagi ve toksikolojik caligsmalara yon
verecegi digiinlilmektedir. Ayrica kazara bu maddeyle temas eden insanlarin
karacigerinde ne gibi bozukluklara neden olacaginin bilinmesi agisindan da bu

calismanin 6nemli olabilecegi tahmin edilmektedir.
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