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Bu caligmada Wistar siganlarin karacigeri {izerine brodifacoum’un sitolojik etkileri 151k ve elektron
mikroskobunda arastirildi. Hayvanlar, kontrol grubu, 24 saat, 4 giin ve 7 gilin brodifacoum uygulamali
dort gruba ayrildi (n=5 her grupta). Dimetil siilfoksitle hazirlanan brodifacoum gastrik gavaj ile oral
yoldan tek doz (0,2 mg/kg)olarak verildi. Karaciger drnekleri 24 saat, 4 giin ve 7 giin sonra siganlardan
alindi. Dokular tespit edildi, dehidre edildi, propilen oksite yerlestirildi ve Araldite CY212 gdmme
ortamina alindi. Dokularin ultramikrotomla yari ince ve ince kesitleri alindi.

Isik mikroskobu incelemelerinde kontrol grubu sigcan karacigerlerinin normal hiicrelere ve siniizoid
yapisina sahip oldugu gozlendi. 24 saatlik brodifacoum uygulanmis siganlarla kontrol grubu siganlarin
karacigerlerinin benzer 6zellik gosterdigi tespit edildi. Zaman artisina bagli olarak ( 4. giinden 7. giine)
brodifacoum uygulanmis si¢anlarin karacigerindeki hepatositlerin sitoplazmalarinda materyal kaybi, lipit
damlaciklar1 ve yogun madde birikiminin oldugu tespit edildi.

Elektron mikroskobu incelemelerinde 24 saatlik brodifacoum uygulanmis siganlarin karacigerlerinde 151k
mikroskobunun aksine bazi degisiklikler tespit edildi. Hepatositlerin sitoplazmasinda vakuoller, kristalar
erimis mitokondriler ve ¢ekirdeklerinde kromatin yigimnlari tespit edildi. Ayni1 zamanda siniizoidlerde
sitoplazmik materyali azalmis eritrositler gozlendi. Dort giinlik brodifacoum uygulanan siganlarm
karacigerlerinde ¢ekirdek invaginasyonu, nukleusta kromatin materyalinin ¢evreye yerlesmesi,
mitokondriyal kristalarin erimesi ve lizozomal yapilar gibi bir¢cok ince yapisal degisiklikler meydana
geldi. Diger sican gruplarina goére yedi giinlilk brodifacoum uygulanmis siganlarin karacigerinde agir
hasarl1 yapisal degisiklikler tespit edildi; karaciger hepatositlerinde ¢ok sayida vakuol ve lipit
damlaciklari, kristalar1 erimis mitokondriler, sisternalari genislemis graniillii endoplazmik retikulum
keseleri gibi bozukluklar gozlendi. Ayrica hepatositlerin ¢ekirdeklerinde kromatin yiginlagmasi,
morfolojik invaginasyonlar gibi ¢ekirdek anormallikleri tespit edildi. Bunun yani sira hemolize olmus
eritrositler, lipit damlaciklar1 ve madde birikimi bu grubun karaciger siniizoidlerinde gézlendi.

Sunulan bu ¢alisma brodifacoum’un si¢anlarin karacigerlerinde hiicresel anormalliklere sebep oldugunu
gosterdi.
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In this study, cytological effects of brodifacoum on the liver of Wistar rats were investigated by light
and transmission electron microscopy. Animals were divided into four groups (n=5 in each group):
Control group, 24 hours Brodifacoum-treated group, 4 days Brodifacoum-treated group, and 7 days
brodifacoum-treated group. Brodifacoum prepared in dimethyl sulphoxide was orally administered to rats
as a single dose (0.2 mg/kg) by gasrtric gavage. After 24 hours, 4 days and 7 days liver tissues were
obtained from sacrified rats. The tissues were fixed, dehidrated, placed into propylene oxide and
embedded in araldite CY212. Semi-thin sections and thin sections of tissues were cut by ultramicrotome.

In light microscopic observations, it was determined that control groups have normal cells and normal
sinuzoid structure. After 24 hours the liver of brodifacoum-treated rats have similar properties with liver
of control group rats. Accumulation of condensed matter and lipid droplets, loss cytoplasmic material
cytoplasms of hepatocytes were determined in brodifacoum-treated rat liver depending on the increase in
time (from 4 days to 7 days).

In contrast light microscopic observations, there are several ultrastructural changes were determined in
24th hours brodifacoum-treated liver cells in electron microscobic observations. Hepatocytes had
vacuoles, mitochondria with melting cristae in their cytoplasms and clumping chromatin material in their
nuclei. Also, the sinuzoids of 24th hours brodifacoum-treated livers had contained erythrocytes with loss
cytoplasmic material. Severe structural changes were observed in liver tissues 4th days brodifacoum-
treated group than that of control group. There were several ultrastructural changes of hepatocytes in 4th
days brodifacoum-treated rats liver such as invaginations and periferal localization of chromatin material
in nuclei, mitochondrial cristac melting and lysosomal structures etc. Heavy damages ultrastructural
changes were determined in 7th days brodifacoum-treated rats liver than the other groups rats. It was
observed that the liver hepatocytes had dissorder organells which are rough endoplasmic reticulum with
dilated cisternae, mitochondria with melting cristae, numerous lipid droplets and vacuoles. Also, nucleus
abnormalities were determined such as morphological invaginations and chromatin clumping in
hepatocytes nuclei. In additionally, hemolyzed erythrocytes, large number of lipid droplets and material
deposition in sinuzoids in the liver this group were seen.

Presented study showed that the brodifacoum causes cellular abnormalities of rat liver.

October 2012, 45 pages
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1. GIRiS

Insanlar besin maddelerinin iiretiminde, tiiketiminde ve depolanmasinda ekonomik
kayiplara ve hastaliklara sebep olan mikroorganizmalar ve haserelere karsi uzun zamandan
beri miicadele etmektedir. Bunun i¢in kimyasal ve biyolojik ajanlar kullanilmaktadir.
Kullanilan kimyasallarin insanlar ve diger canlilar i¢in oldukg¢a toksik etkileri oldugu
bilinmektedir. Kimyasal olarak kullanilan pestisitler yeni tanimiyla biyosidal iiriinlerin
cevreye amagsiz, siirsiz ve kontrolsiiz olarak atildigi ileri siirilmiistir (Giiler ve

Cobanoglu 1997, Unal vd. 2010).

Diinya da ortalama olarak 2,5-3 milyon ton biyosidal {iriiniin kullanildig1 ve bunlarin
cogunlukla herbisit olmak tlizere insektisit ve fungusitlerden olustugu tahmin edilmektedir.
Biyosidal tirtinler etki ettigi canliya gore;

Insektisitler ( bocekleri dldiiren pestisitler),

Herbisitler (otlar1 6ldiiren pestisitler),

Fungusitler (mantarlar1 6ldiiren pestisitler),

Akarisitler (akarlar1 6ldiiren pestisitler),

Nemasitler (nematodlari dldiiren pestisitler),

Molluskositler (yumusakgalar1 6ldiiren pestisitler),

Rodentisitler (kemirgenleri oldiiren pestisitler) olarak smiflandirilabilirler (Giiler ve

Cobanoglu 1997).

Kemiricilerin halk sagligina, ekonomik ve sosyal olarak etkileri vardir. Ornegin bir fare 8
kilo bugday tiiketebilmektedir. Farelerin elektirik tellerini kemirerek zarar verdigi
goriilmiistiir. Insanlarda veba yayilimma yol agmalari, tagidiklari pireler araciligiyla tifiis
yaymalari, idrarlar1 ile patolojik bir bakteri cinsi olan Salmonellay! yiyeceklere

bulastirmalar1 seklinde bir¢ok hastaliklara neden olmaktadirlar (Giiler ve Cobanoglu 1994).

Kemiricilerin diinyada en hizli ¢ogalan canli tiirii olarak kabul edilmektedirler. Gebelik

stiresi 21-25 giin, 60-90 giinde bir gebe kalabilirler ve 5-9 arasinda yavru yavruladiklar i¢in



cok hizli ¢ogalirlar (Giiler ve Cobanoglu 1994). Rodent populasyonunun kontrolii igin 50
yil1 agkin bir siiredir antikoagiilant rodentisitler kullaniliyor (Berny vd. 2010).

Antikoagulant rodentisitler kanin pihtilasmasin1  6nleyen maddelerdir. Pihtilasma
faktorlerinin sentezi karaciger hiicresindeki graniilli endoplazmik retikuluma bagh
ribozomlarda gerceklesir. Karaciger hiicreleri bu maddeleri sitoplazmalarinda depolamaz,

stirekli olarak kan dolasimina verir (Aytekin ve Solakoglu 2006).

Pihtilagma faktorlerinden II, VII, IX ve X un aktiflesebilmesi i¢in post-translasyonel gama
karboksilasyonuna ihtiya¢c vardir. Gama karboksilasyonunun gergeklesebilmesi iginde
vitamin K’nin rediikte vitamin K’ya doniismesi gerekmektedir. Bu doniisiimii yapan enzim
ise vitamin K epoksid rediiktazdir (VKOR). Antikoagiilant rodentisitler vitamin K epoksid
rediiktazi inhibe edeler. Boylece pihtilagsma faktorlerinin karboksilasyonu meydana gelmez
ve kanin pihtilasmas1 engellenir (Valchev vd. 2008) ve bu engelleme sonucu
salgilanamayan pihtilagsma faktorleri yiiziinden rodentler kan kaybindan dliirler (Mosterd ve
Thijssen 1991). Rodentlerin karacigerlerinde incelendigi zaman antikoagiilant kalintilarina

rastlanmistir (Hadler ve Bukle 1992).

Rodentleri kontrol altinda tutmak i¢in ikinci nesil antikoagulantlardan bir rodentisit olan
brodifacoum kullanilmaktadir (Littin vd. 2000, Broll vd. 2011, Buckle 2011). Brodifacoum
1970’lerin ortalarinda gelistirilen giiglii bir ikinci nesil antikoagiilant (stiper warfarin grubu)
rodentisitir. Karaciger dokular iizerine etkisi diger antikoagiilant rodentisitlere gore daha
uzun siirelidir (Fisher vd. 2003). Brodifacoum gibi diger siiper warfarin rodentisitler
warfarinden 100 kat daha zehirlidir ve dokulardaki yarilanma siiresi daha uzundur (Lee vd.
2009). Brodifacoum( 3-( 3- 4'-bromobiphenyl -4-yl )-1,2,3,4-tetrahydro-1-naphthyl-4-
hydroxycoumarin) kimyasal formiiliine sahip hidrofobik, yagda ¢oziinen ve zehirli bir
molekiildiir. Insan ve hayvanlarda brodifacoum K vitamininin sentezinde gérev alan
epoksid rediiktaz (VKOR) enziminin inhibisyonuna neden olup i¢ kanamaya ve dolayistyla

canli 6liimlerine neden olur (Cort ve Cho 2009, Berthier vd. 2011).



Naz vd. (2011) brodifacoum verilen Rattus rattus’larda karaciger, kalp, bobreklerinin

agirliklarinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

Copciioglu (2009) Brodifacoumun 1-2 mg'lik dozunun pihtilasma bozukluguna sebep
oldugunu ve hayvanlara uygulanan K vitamininin bu bozuklugu ortadan kaldirdigin1 6ne

strmustur.

Yirtict kuslarin rodentleri besin olarak kullandigi bilinmektedir. Dogaya birakilan
brodifacoumun si¢anlar1 yemelerinden dolay1 baykuslara ( Otus asio ve Megascops asio)

dolayl olarak etki ettigi ve 61diirdiigii tespit edilmistir (Naim vd. 2012).

Oldukga 6liimciil bir Antikoagulant rodentisit olan brodifacoum, K vitamini antagonistidir.
Brodifacoum dolayli yoldan insanlar1 da etkilemektedir.Onsekiz yasindaki bir erkegin agir
kanama bozuklugunun nedeninin brodifacoumdan kaynaklandigi rapor edilmistir (Park vd.
2011). Bununla ilgili yapilan bir ¢calismada arastiricilar K vitamini tedevisine ragmen yine
de birka¢ ay kanama bozuklugunun devam ettigi ve bu nedenle brodifacoumun viicutta

yarilanma omriiniin olduk¢a uzun siirdiigiinii tespit etmislerdir.

K vitamini dongiisiiniin tamamlanmasi i¢in vitamin K; 2,3 epoksid rediiktaz enziminin
vitamin K; 2,3 epoksidi vitamin K; kinona g¢evirmesi gerekmektedir. Bu enzim ise oral
antikoagulantlar tarafindan inhibe edilir (Begent vd. 2001). Bruno vd. (2000),
brodifacoumun tek dozunun bile vitamin K; dongiisiinii inhibe ettiklerini bildirmektedirler.
Idrarinda kan gériilen 52 yasindaki bir hastanin kaninda 43 gr rodentisit bulundugu rapor
edilmistir ve bu hastaya yliksek dozda oral olarak vitamin K; verildiginde hastanin iyilestigi

rapor edilmistir.

Weitzel vd. (2012), kanama bozukluklar ile gelen hastalarda K vitamini eksikligine bagh
pihtilagma faktorlerinin tiretilemedigini tespit etmislerdir. Arastiricilar bu hastalarda
brodifacoumun yanlislikla yenilmesi sonucunda baslayan deri kanamalarini hastalara

yliksek dozda K vitamini vererek tedavi ettiklerini rapor etmislerdir.



Yapilan bu tez calismasmin amaci daha Onceki arastirmalar dogrultusunda ikinci nesil
antikoagulant rodentisitlerden brodifacoum’un siganlarin karacigerine toksik etkisini

hiicresel yonden incelemektir.



2. KAYNAK OZETLERi

2.1 Karaciger

2.1.1 Sican Karacigeri

Karaciger, karin boslugunda sag iist tarafta, diyafram ile sag alt kostalarin altinda
yerlesmistir ve area nuda bolgesi disinda peritonla sarili olarak bulunur. I¢ ve dis salg

yapar ve viicudun en biiyilik bezidir (Yurdakul vd. 2005).

Sican karacigeri dort lobdan olusur (Sekil 2.1) (Kogure vd. 1999). Bu lobiillerin ortasinda
santral ven ve periferinde hepatik triadlar vardir. Hepatositler santral venden 1sinsal olarak
trabekiiller olusturacak sekilde siralanirlar. Bu hepatosit siralar1 arasinda Kuppfer hiicreleri

iceren siniizoidler vardir (Brzoska vd. 2003).

Karaciger siniizoidleri, lobiil kenarindan vena centralise dogru kan akimi olan 6zel
kapillerlerdir. Karaciger hiicreleri ile siniizoidler arasinda dar bir aralik (Disse araligi)
bulunur. Disse araligi, karaciger parankim hiicreleri ile siniizoidler arasinda yogun madde

gecisinin gerceklestigi bir araliktir (Yurdakul vd. 2005).

Sag lob
Sol lob

Portal ven Orta lob

Kaudat lob

Sekil 2.1 Sican karacigerinin anatomisi (Kogure vd. 1999)



Bir karaciger hiicresi hepatosit olarak da adlandirilmaktadir. Hepatositler organizmadaki
toksit etkileri ortadan kaldirdigi, kan molekiillerinin ve (6rnegin; serum albumin ) glikojen
sentezledigi i¢in sitoplazmalarinda organel c¢esidi ve sayisi fazladir. Bu hiicrelerde
endoplazmik retikulum, golgi kompleksi, lizozomlar, mitokondriler ve bazi hiicrelerde

olmak tizere ¢ift ¢cekirdek vardir (Aytekin ve Solakoglu 2006).

2.1.2 Karacigerin Pihtilasmadaki Rolii

Kandaki koagulasyonda kullanilan maddelerin ¢ogu karacigerde {iretilir. Bu maddeler
fibrinojen, protrombin, akseleratdr globulin, Faktor VII gibi bir ¢ok 6nemli koagulasyon
faktorleridir. Ayrica karaciger, kanin damar igerisinde pihtilasmasini engelleyen heparini

meydana getirmektedir (Demirsoy vd. 2004).

Vitamin K bagirsaktaki bakteriler tarafindan firetilir ve karacier tarafindan depolanir.
Karacigerin igerisinde K vitamini; kanin pihtilasma faktorlerinden II, VII, IX ve X’un
tiretiminde  kullanilir. Bu faktorler inaktif 6n maddeler (zimojenler) olarak sentezlenirler
ve biyolojik olarak aktif hale cevrilmeleri K vitamini varligina baghdir. K vitamini
yoklugunda bu maddelerin konsantrasyonu g¢ok distiigiinden pihtilasma hemen hemen

tamamen ortadan kalkar (Hadler ve Bukle 1992, Guyton ve Hall 1996).

Vitamin K (VK), pihtilasma proteinlerinin aktif formlarinin sentezinde etkili, normal
koagulasyonun saglanmasinda hayati 6éneme sahip yagda eriyen esansiyel bir vitamindir
(Demirtas ve ark. 2010). Vitamin K bir¢cok biyokimyasal yolakta kofaktor olarak gorev alir.
Bunlarin en 6nemlisi vitamin K bagimli karboksilasyon reaksiyonlaridir. Bu reaksiyonlarda
vitamin K’nin indirgen formu (kinol), y- glutamil karboksilaz enzimi ile glutamatin (Glu),
v-karboksi glutamata (Gla) doniisiimiinii saglarken kendisi epoksit (kinon) formuna
doniistiiriir. Bu reaksiyon, normal trombotik yolu baglatmak i¢in hayati rol oynar. Vitamin
K bagimli proteinlerin kalsiyum kanallar1 yoluyla ylizey fosfolipitlerine baglanmasini
saglarlar ve pihtilasma faktorlerinin aktif formlarinin sentezini gergeklestirir (Sekil 2.2)

(Namiduru ve Tarak¢ioglu 2011).
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Sekil 2.2 K Vitamininin kofaktor olarak gorev yaptigi reaksiyon (Namiduru ve Tarak¢ioglu
2011)

2.2 Antikoagulant Rodentisitler

2.2.1 Antikoagulant Rodentisitlerin Tanmim ve Gelisimi

Zararli rodentisitlerin kontrolii i¢in kullanilan pestisitlerin biiyiik bir g¢ogunlugunu

antikoagulant rodentisitler icerir (Valchev vd. 2008).

Antikoagulant rodentisitler, 1940°ta kesfedilmistir ve 1liman iilkelerde rodentlere karsi
etkileri denenmistir (Hadler ve Bukle 1992). Antikoagulant rodentisitler; 1940-1960 yillar
arasinda gelistirilmis olup birinci nesil antikoagulantlar (coumachlar,coumafuryl ve
warfarin) ve ikinci nesil antikoagulantlar (brodifacoum, bromadiolone, difenacoum,
difethialone ve flocoumafen) olmak iizere iki gruba ayrilirlar (Eason ve Ogilvie 2009).

1950’1lerin baglarinda ilk defa birinci nesil antikoagulant olan warfarin kullanilmaya



baslanmistir. Fakat rodentler warfarin gibi diger birinci nesil antikoagulantlara kars1 hizli
bir sekilde diren¢c gelistirmislerdir. Rodentlerin  kazandiklar1 direngten sonra
antikoagulantlarla ilgili arastirmalara agirlik verilmis ve bdylece ikinci nesil

antikoagulantlar kesfedilmistir (Berny vd. 2010, Clarke ve Prescott 2011).

2.2.2 Antikoagulant Rodentisitlerin Simiflandirilmasi

Birinci ve ikinci nesil antikoagulant rodentisitler kimyasal olarak indandion ve kumarinleri

igerirler (Fisher 2005) (Sekil 2.3).

D
Y 1942: Pindone h
Birinci nesil 1952: Diphacinone indandion
. 1962: Chlorophacinone
Q

1944: Warfarin ™
1962: Coumatetralyl

- . o 0
... . 71 1975 Difenacoum kumarin
Ikinci nesil 1976: Brodifacoum @;j
1978: Bromadiolone

1984: Flocoumafen
1986: Difethialone J

Sekil 2.3 Birinci nesil ve ikinci nesil antikoagulant rodentisitlerin ilk kullanildiklar tarihler ve
kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi (Fisher 2005)

Birinci nesil antikoagulantlarin ikinci nesil antikoagulantlara gore karacigere baglanma
potensiyelleri daha diisiiktiir. Ikinci nesil antikoagulantlarin en biiyiik avantaji warfarin gibi
birinci nesil antikoagulantlara kars1 diren¢ kazanmis siganlara bile dldiiriicii etkiye sahip
olmalarindandur. Tkinci nesil antikoagulantlar ok daha zehirli olduklarindan ve dokulardaki
aktiviteleri daha uzun siireli olduklar i¢in hedef olmayan canlilar1 da zehirleyebilirler.
Hedef olamayan canlilar i¢in birinci nesil antikoagulantlar daha hizli metabolize edilip,

viicuttan atildigindan dolay1 daha az risk tasir (Fisher 2005).



2.2.3 Antikoagulant Rodentisitlerin Etkileri

Antikoagulant rodentisitlerden hidroksikumarin ve indandione’nin etki mekanizmalari

aynidir (Valchev vd. 2008).

Antikoagulant  rodentisitler =K  vitamininin  antagonistidir. Bu  rodentisitlerin
organizmalardaki asil etki alani1 karacigerdir. Karaciger antikoagulant rodentisitleri
biriktiren ve depolayan organdir. Karacigerde; kanin pihtilasma onciilerinden bir ¢ogu
dolasima katilmadan 6nce K vitaminine bagli post traslasyonel bir isleme tabi tutulurlar

(Vanderbrouche vd. 2008).

K vitamini dongiisiiyle ilgili enzimler hepatositlerin endoplazmik retikulumunda
bulunurlar. K; vitamininin hepatositlerdeki endoplazmik retikulum enzimleri i¢in ve K;

vitaminine bagh karboksilasyon i¢in gerekli bir kofaktordiir (Begent vd. 2001).

K, vitamini glutamik asidin (Gla) gama karboksilasyonu ile kanin pihtilasma faktorlerinden
I1, VII, IX ve X’un tiretiminde kullanilir (Zivelin vd. 1993). K vitamininin aktif formu olan
vitamin K; hidrokinon (KH;) K vitaminine bagl karboksilaz enzimiyle in aktif formu olan
2,3-epoksid’e doniistliriiliir. Bu inaktif form ise hepatik endoplazmik retikulum enzimi
vitamin K; 2,3-epoksid rediiktaz enzimiyle K; vitamininin kinon formuna doniistiiriiliir.
Pihtilasma faktorlerinin sentezinde K vitamininin temel kaynagi vitaminin tekrar aktive
edilmesidir (Mosterd ve Thijssen 1991). Aktif vitamin K kinon, vitamin K rediiktaz
enzimiyle vitamin K; hidrokinona doniistiiriiliir ve vitamin K; hidrokinonda yeniden
pihtilagsma faktorleri II, VII, IX ve X’un karboksilasyon dongiisiine katilir (Smith vd.
2000).

Vitamin K 2,3-epoksid reduktaz ve vitamin K quinone reduktaz enzimleri antikoagulant
rodentisitlere olduk¢a duyarhidirlar. Antikoagulant rodentisitler vitamin K epoksid reduktaz
enzimini inhibe ederek K vitamini eksikligine neden oludugu bildirilmisti (Sekil 2.4)

(Valchev vd. 2008). Yapilan arastirmalarda siganlara  antikoagulant rodentisitlerin



yukaridaki enzimleri bloke ettikleri i¢in aktif vitamin K’nin geri ¢evriminin durdugu ve
karboksilasyon reaksiyonu i¢in gerekli K vitaminin yetersiz kaldig1 tespit edilmistir. Bu
ylizden de pihtilagma faktorlerinin sentezinin durdugu ve 12-24 saat iginde bu
rodentisitlerin toksik etkileri kanda arttigit ve siddetli kanamalara neden olduklar

belirtilmistir (Begent vd. 2001).

I VIL IX,. X IT, VIL IX, X
faktarlerinin maktif faktarlerinin aktif
formn formm

ghitamat gamakarboksi glutamat

K vitamini bagmmbh

karbolksilaz enzimi

C0,+0,
OH .
Vitamin K A3 CH
vl 3 Vitamin K epoksid
hidrokinon w 0 (inalktif)
(aktif) R .
OH 0
Vitamin K redktaz Vitamin K cpoksid
0
/ CH, ‘\
inhibisyon “ R inhibisyon
0
Vitamin K kinon
(aktif)

Sekil 2.4 Antikoagulant rodentisitlerin toksik etkilerinin mekanizmasi (Valchev vd. 2008)
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2.3 Brodifacoum

Brodifacoum 1970’ler de gelistirilen giliclii bir ikinci nesil antikoagulant rodentisittir.
Brodifacoum oldukc¢a zehirli ve uzun siireli antikoagulant aktivite goOsteren warfarin
tirevidir (Eason vd. 2008). Brodifacoum molekiili 1. ve 3. karbonlarinda 4-

hidroksikoumarin ve para-bromobiphenl’den olusur (Sekil 2.5) (Cort ve Cho 2009).

Sekil 2.5 Brodifacoum’un birincil yapisi ve atom numaralari (Cort ve Cho 2009)

2.3.1 Brodifacoum’un toksititesi

Brodifacoum diger tiim ikinci nesil antikoagulantlar gibi yanlizca bir tek dozu bile 6liimciil
etki yapabilir (Mosterd ve Thijssen 1991). Brodifacoum birinci nesil antikoagulantlardan
daha zehirlidir ve dokulardaki yar1 omiir siiresi de daha uzun 6miirliidiir (Lee vd. 2009). Bu
antikoagulant bir ¢ok hayvan tiirii i¢in yiiksek derecede toksik etkilidir fakat bu toksik etki
tirler arasinda ¢esitlilik gosterir. Genellikle memelilerdeki LDsy dozu 1 mg/kg veya daha

azdir (Cizelge 2.1) (Eason ve Ogilvie 2009).
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Cizelge 2.1 Memeli tiirleri i¢in Brodifacoum’un akut oral toksititesi (Eason ve Ogilvie

2009)

Tiirler LDso mg/kg
Domuz 0,1

Keseli sigan 0,17

Tavsan 0,2

Kedi 0,25-25
Kopek 0,25-3,56
Sican 0,27

Fare 0,4

Koyun 5-25

Brodifacoum da diger ikinci nesil antikoagulantlar gibi pankreas, bobrek ve karaciger
reseptorlerine giiclii bir sekilde baglanirlar. Baglanamayanlar ise digki ile atilirlar. Bu
antikoagulantlarin ~ karacigerdeki yarilanma Omiirleri uzun = siirelidir.  Ornegin;
Brodifacoum’un koyun karacigerindeki yarilanma omrii 128 giindiir. lkinci nesil
antikoagulantlardan brodifacoum, bromadiolone ve difenacoum’un sican karacigerindeki

yarilanma Omiirleri sirastyla 130, 170 ve 120 giindiir (Cizelge 2.2) ( Eason vd. 2008).

Cizelge 2.2 Antikoagulantlarin yarilanma omiirleri ( Eason vd. 2008)

Bilesik Yar1 6miir degerleri Sub-lethal dozun kalicilig

pindone 2.1 giin 4 hafta

diphacinone 3 ay 6 hafta

cholecalciferol 10-68 giin 3 ay

coumatetraly 50-70 giin 4 ay

brodifacoum 130 giin 24 aydan uzun
bromodiolone 170 giin 24 aydan uzun
flocoumafen 220 giin 24 aydan uzun

12



Taylor ve Thomas (1989) brodifacoumun, hedef canlinin davraniglar1 ve ¢evre sartlar1 goz
oniinde bulundurarak, basit bir yontem ile uygulamuglardir. Bir deney alam (400m?®)
olusturmuslar ve fare yuvalarini tespit etmislerdir. Buralara 2. nesil antikoagulant olan
brodifacoumu tablet halinde birakmuslar ve Iki hafta boyunca 25-50 sicanin dldiigiinii

tespit etmislerdir.

Mosterd ve Thijssen (1991) brodifacoumun sican karacigerindeki K vitamini dongiisiine ve
kan pthtilagmasi tizerine etkisini 30 giin boyunca incelemislerdir. Tek oral doz brodifacoum
uygulanmasindan sonra PCA (protrombin kompleks aktivitesi) 3-4 giin boyunca %35’e
diistiigiinii gézlemislerdir. Vitamin K epoksidaz enziminin ise 2-7 giin arasinda %25

azaldigini rapor etmislerdir.

Rodentisitlere maruz kalan rodentlerle beslenen 3 baykus tiiriiniin (peceli baykus, ¢izgili
baykus ve bliyiik boynuzlu baykus) karacigerleri incelendiginde hayvanlarda antikoagiilant

kalintilarinin varlig tespit edilmistir (Albert vd. 2010).
Yapilan arastirmalar dogrultusunda bu tez ¢alismasinda hedef canliya ve hedef olmayan

canlilara toksik etkisi olan brodifacoum’un 0,2 mg/kg’lik dozunun siganlarin karaciger

hiicrelerinde ne gibi degisiklikler yaptig1 hiicresel yonden arastirildi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlarmin Bakimi

Calismada kullanilan olan erkek sicanlar Refik Saydam Hifzissthha Midiirliigii Deney
Hayvanlar1 Uretim Merkezi’nden alindi. Agirliklar1 200-250 gr olan toplam 20 adet siganin
5 tanesi kontrol grubu 15 tanesi de brodifacoum muameleli grup olarak degerlendirildi.
Muameleye baslamadan Once siganlar yedi giin karantinaya alindi (Hadler ve Bukle
1992). Hayvanlarin her biri ayr1 kafeslerde olmak iizere uygun fotoperiyot (12 aydinlik-12
saat karanlik) ve oda sicakliginda tutuldu (Monterd ve Thijssen 1991).

3.2 Hayvanlara Brodifacoum Uygulanmasi

Dimetil siilfoksit (DMSO)’te ¢oziinen brodifacoum’un 0,2 mg/kg’lik tek dozu oral yoldan
gastrik gavaj ile verildi. Ayn1 zamanda kontrol grubu hayvanlara 1 ml’kg BW DMSO bir
defa verildi (Monterd ve Thijssen 1991). Brodifacoum uygulanan sicanlardan 24 saat, 4 giin
ve 7 glin sonra eter anestezisi altinda karaciger dokular1 alindi. Kontrol grubu hayvanlardan
da brodifacoum uygulamasindan 7 giin sonra eter anestezisi altinda karaciger ornekleri

alind1 (Hadler ve Bukle 1992).

3.3 Elektron Mikroskobu ve Isik Mikroskobu

Doku oOrnekleri asagidaki islemlerden gecirilerek elektron ve 1s1k mikroskobunda

incelenmeye hazirlandi:

i. Deney hayvanlarindan alinan drnekler, 0,1 M Sodyum fosfat tamponunda, pH 7.4’de
yikandi.

ii. Yikanan oOrneklerin % 2.5’luk Gluteraldehitte (0.1 M Sodyum fosfat tamponunda
hazirlanan) ilk tespiti yapildi (2saat, +4 °C’de).
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iii. 11k tespit isleminden sonra drnekler Na-fosfat tamponunda bir saatte ii¢ kez solusyon
degistirilerek yikandi.

iv. Na-fosfat tamponunda hazirlanan 6rneklerin ,% 1°lik Osmium tetroksit ¢ozeltisi ile 1
saat, +4°C’de ikinci tespiti yapildi.

v. Sodyum fosfat tamponu ile 6rnekler 1 saat yikandi.

vi. Fiksasyon islemlerinden sonra, Ornekler c¢esitli derecelerdeki etanol serilerinde
(%70°1ik, %80°lik, %90°1ik, %100’lik ve %100'lik) 5’er dakika bekletilerek dehidre
edildi.

vii. Dehidrasyondan sonra 6rnekler gomme ortamina (Araldit CY212) ge¢is asamasinda,

3 hacim Propile oksit + 1 hacim Araldit CY212
1 hacim Propilen oksit + 1 hacim Araldit CY212
1 hacim Propilen oksit + 3 hacim Araldit CY212
karisiminda 30’ar dakika bekletildi.
viii. Blok kaplarindaki 6rnekler Araldit CY212 gomme ortamina alinip 24 saat 45 °C’de
ve 48 saat 70 °C’de bekletildi.

ix. Gomme ortaminda bloklanmis 6rneklerden ultramikrotomla yar1 ince ve ince kesitler
alind1 (Hayat 1981).

x. Yar ince kesitler (1-1,5 »m kalinlikta), Toluidin blue ile boyand1 ve Nikon-Eclipse
marka 151k mikroskobunda incelendi.

xi. Bakir gritler iizerine alinan ince kesitler (70-90 nm kalinlikta) %2’lik Uranil asetat ve
Kursun sitrat ile boyandi. Jeol 100 CXII marka elektron mikroskobunda 80 KV’de
incelendi.

xil. Elektron mikroskobunda c¢ekilen negatif filmler (Kodak marka) karta basildi ve

fotograflar lizerinde yorum yapildi.
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4. BULGULAR

Yapilan tez calismasinda sicanlara brodifacoum oral gavaj yoluyla verildi.Kontrol grubu ve
brodifacoum verilmis sican karaciger orneklerinden yar1 ince ve ince kesitler alinip, Isik

Mikroskobunda ve Gegirmeli Elektron Mikroskobunda (TEM’de) incelendi.

4.1 Isik Mikroskobu Bulgular:

Elektron mikroskobu i¢in hazirlanan bloklardan alinan yar1 ince kesitler 151k
mikroskobunda incelendiginde, kontrol grubunda merkezi ven etrafindaki hepatositlerin ve
disse araliklarinin diizenli bir dagilim gosterdigi tespit edildi. Bazi hepatositlerde iki
cekirdegin oldugunu ve bazi hepatositlerde ise ¢ekirdekgik sayisinin fazla oldugu gozlendi (
Sekil 4.1).

?".“ . = = R i, 2 ! w .-_*\d
Sekil 4.1 Kontrol grubu siganlarin karaciger lobu

d. Disse araligi, h. Hepatosit, MV.Merkezi ven, Cift ¢ekirdekgik (—), Cift ¢ekirdek (3). x 1000, Toluidin
mavisi.
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Brodifacoum uygulanan gruptaki sicanlardan 24 saat sonra alinan karaciger Ornekleri
incelendiginde, siniizoidlerin kontrol grubu hayvanlarin karaciger sinozoidlerine yapi ve
icerik acisindan benzedigi tespit edildi. Lobiillerdeki disse araliklarimin da diizenli bir
yapida oldugu gozlendi. Yapilan gézlemlerde kontrol grubuna gore 24 saatlik brodifacoum
uygulanmis siganlarin karaciger lobiillerinde farkli olarak hepatositlerin g¢ekirdeklerinde

birden fazla (2-3) ¢ekirdek¢igin bulundugu tespit edildi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 Brodifacoum uygulanmig (24 saat) siganlarin karaciger lobul goriintiisii

s. Diizenli siniizoidler , h. Hepatosit ve Cok ¢ekirdekgikli nukleus (—). x 1000, Toluidin mavisi.
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Brodifacoum uygulanmig (24 saat) siganlarin karaciger lobiillerindeki siniizoidler de
Kupffer hiicrelerinin infiltrasyonuna rastlandi. Ayrica hepatositlerin cekirdeklerinde iki

veya li¢ ¢cekirdekc¢igin oldugu gozlendi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 Brodifacoum uygulanmis (24 saat) sicanlarin sintizoidlerindeki
Kp. Kupfter hiicreleri, h. Hepatosit, 2-3 ¢ekiedekgikli hepatositler (—).
x 1000, Toluidin mavisi.

Tip dilinde hepatositeatoz olarak adlandirilan karaciger yaglanmasi karaciger hiicrelerinde
asir1 yag birikmesinden meydana gelir. Bunun ¢esitli nedenleri vardir; asir1 alkol tiiketimi,
hastaliklar, ilaglar, beslenme ve yasam sekli vb. Bizim c¢alismamizda dort giinlik
brodifacoum uygulanmasinin sonucunda si¢anlarin karaciger hepatositlerinde, asir1 yag
birikimi gdzlendi. Ayrica hiicrelerde diizensiz sekilli piknotik (kiiglilmiis) ve kromatin
maddesi y1gin halinde olan degisik nukleuslar tespit edildi. Siniizoidlerde eritrositlerin ve

graniillii 16kositlerin infiltrasyonuna rastland1 (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Dort giinliik deney grubu siganlardaki lobiil yapisi

kn. Kromatin maddesi yogun nukleus, pn. Diizensiz sekilli piknotik nukleus, L. Graniillii lokosit,
Hepatositlerdeki yag damlaciklari (—), Siniizoidlerdeki eritrositler (3). x 1000 Toluidin mavisi.

Yedi giin brodifacoum uygulanmis siganlarin karaciger lobiillerindeki hepatositlerin
sitoplazmalarinda yer yer materyal kaybindan dolay1 hiyalinlesmeler gozlendi. Bunun yan1
sira  hepatositlerin  etrafinda  Kuppfer hiicrelerinin  yogunlastig1  tespit  edildi.
Hepatositlerdeki cekirdekgiklerin kotrol grubuna gore daha belirgin oldugu dikkati ¢ekti.

Ayrica hepatositlerin sitoplazmalarinda yer yer madde birikintilerine de ratlandi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Yedi giinliik brodifacoum uygulanmis si¢anlarin karacigerindeki lobiil yapisi

Kp. Kuppfer hiicreleriyle ¢evrilmis h. hepatosit, b¢. belirgin ¢ekirdekeik, Sitoplazmik materyal birikintisi
(—). x 1000 Toluidin mavisi.

4.2 Elektron Mikroskop Bulgulari

Calismada kullanilan kontrol grubu siganlarin karacigerlerinden alinan ince kesitler
elektron mikroskobunda incelendigi zaman, hepatositlerin yuvarlak sekilli nukleuslara,
diizenli yerlesmis graniillii endoplazmik retikulum keselerine (GER) ve mitokondrilere
sahip oldugu gozlendi. Kesitlerde ayrica siniizoid igerisinde diizgiin hiicre yapisina sahip

Kuppfer hiicreleri tespit edildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Kontrol grubuna ait hayvanlarin karaciger dokusundaki h. Hepatositler ve Kp.
Kuppfer hiicreleri, GER. Graniillii endoplazmik retikulum. x 5800

Kontrol grubu hayvanlarin hepatositlerinde yuvarlak sekile sahip ¢ekirdek ve etrafinda
halkasal yerlesmis GER, ¢ok sayida mitokondri ve glikojen graniilleri gozlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Kontrol grubu hepatosit goriintiisii

n. Nukleus, m. Mitokondri, GER. Graniillii Endoplazmik Retikulum keseleri, glikojen (—). x 10000

Deneylerde kullanilan kontrol grubu hayvanlarin karaciger orneklerinde diizgiin yapili
sinlizoidlere ve buralara yerlesen Kuppfer hiicrelerine rastlandi. Yine karaciger lobtiliindeki
hepatositlerde belirgin GER keselerinin ve bunlarin etrafinda yerlesen mitokondrilerin

bulundugu tespit edildi ( Sekil 4.8).

22



Sekil 4.8 Kontrol grubundaki karaciger sintizoidi

s. Siniizoid, Kp. Kuppfer hiicresi, e. Eritrosit, m. Mitokondri, Graniilli Endoplazmik Retikulum
keseleri (—). x 10000

Brodifacoum uygulanmasindan 24 saat sonra siganlarin karaciger hiicrelerinde kan
damarindaki eritrositlerin hemoliz oldugu go6zlendi. Hiicrelerin nukleusunda yer yer
kromatin yigmlar1 ve sitoplazmalarinda vakuol olusumuna rastlandi. Bazi kesitlerde
hiicrelerideki sitoplazmalarindaki mitokondrilerin  kristalarin  eridigi tespit edildi.

Siniizoidlerde eritrositlerin sitoplazmik materyalinde bantlagmalar gézlendi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Deney grubuna ait (24 saat islem gormiis) hayvanlarin karaciger dokusu

n. Nukleus, m. Kristalar1 erimis mitokondri, k. Kromatin yiginlari, e.Eritrosit, v. Vakuol. x 10000

24 saat brodifacoum uygulanmis hayvan grubuna ait karaciger dokularinda diizensiz sekle
sahip sinilizoidler ve bunun icinde sitoplazmik materyal eritrosit yogunlugu goézlendi.
Siniizoidlerin  etrafindaki  hepatositlerin ~ sitoplazmalarinda hemen hemen biitlin

mitokondrilerin kristalarinin eridigi gozlendi ( Sekil 4.10).

24



Sekil 4.10 24 saatlik deney grubuna ait hayvanlarin siniizodi.

s. Siniizoid, e. Sitoplazmasi erimis eritrosit, m. Kristasi erimis mitokondri. x 10000

Ayn1 gruba ait karaciger Orneklerinin bazilarinda siniizoidlerde Kuppfer hiicrelerinin
infiltrasyonuna ve sitoplazmik materyali tamamen erimis eritrosit gozlendi. Bir onceki
kesitte oldugu gibi hepatosit mitokondrilerinde krista erimesi ve glikojen graniillerinin

belirginlestigi gozlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Brodifacoum uygulanmis 24 saatlik hayvanlarin karaciger dokusunda
Kp. Kupffer hiicreleri, m. Mitokondri, e. Eritrosit, Glikojen (—). x 7200

Dort giinliik karaciger hiicreleri elektron mikroskobunda incelendiginde, c¢ekirdek
morfolojisinde invaginasyonlara, ¢ekirdek niikleoplazmasinda niikleus zarina yakin
bolgelere yigilmis kromatin materyaline ve sitoplazmada fagositik vakuollere rastlandi.
Kristalar1 erimis mitokondrilere rastland1 (Sekil 4.12 a,b).

a.
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Sekil 4.12 Brodifacoum uygulanmis 4 giinliik deney grubundaki hepatositler

a. v. Vakuol, (—) Yigilan kromatin materyali, (3) Cekirdekte invaginasyonlar.

x 4800

b. m. Kristalar1 erimis mitokondri, (3) Cekirdekte invaginasyonlar, (—) Cekirdek zarina
yerlesmis kromatin materyali. x 5800

Bagka bir kesitten alinan fotografta sinilizoidal aralikta Kuppfer hiicrelerinin arttigi,

eritrositlerin sitoplazmik materyalini kaybettigi ve siinizoidlerde yogun madde birikimi
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tepit edildi. Sinilizoidin ¢evresindeki hepatositlerde mitokondrilerin kiigiildiigii, kristalarin

eridigi oldugu ve bol sayida yag damlaciklarinin bulundugu gozlendi (Sekil 4.13).

Sekil 4.13 Dort giinliik deney grubuna ait karaciger

he. Hemoliz olmus eritrosit, m. Kristalar1 erimis mitokondri, Kp. Kupffer hiicresi, ym. Yogun
madde birikimi, h. Sitoplazmasinda bol sayida yag graniilii bulunan hepatosit. x 5800

Deneylerde kullanilan 4 giinlilk sicanlarin  karaciger kesitlerindeki hepatositlerin
sitoplazmalarinda sisternalar1 genislemis ve mitokondrilerin etrafina yerlesmis graniilli
endoplazmik retikulum keseleri, zarlar1 pargalanmis ve kristalar1 erimis mitokondriler ve
fagositik materyal igceren sekonder lizozomlar gozlendi. Ayni hepatosite ait c¢ekirdekte

invaginasyon ve ¢ekirdek zarinin altina yerlesen kromatin yigini tespit edildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.14 Brodifacoum uygulanmis ( 4 giinliik) hayvanlarin karaciger dokusu goriintiisii

L. lizozom, m. Mitokondri, k. Kromatin, Cekirdek invaginasyonu (—), Sisternalar1 geniglemis GER (3) . x
14000

Brodifacoum uygulanmis 4 giinliik karaciger dokularinda diizensiz sekle sahip siniizoidler
ve icerisinde sitoplazmik materyali azalmis bol sayida eritrosit ve sitoplazmik hacmi az,
cekirdegi biiylik Kupffer hiicresi gozlendi. Ayrica siniizoide yakin hepatositlerde kristalari
erimis ¢ok sayida mitokondriye rastlandi. (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Brodifacoum uygulanmis ( 4 giinliik ) deney grubunun karacigeri.
e. Eritrosit, Kp. Kupffer hiicresi, m. Mitokondri. x 5800

Ayni gruptaki bir bagka karaciger 6rneginde siniizoide yakin bulunan hepatositte bol sayida
kristalar1 erimis mitokondrilere, sekonder lizozomu olan ve siniizoide yakin olan
hepatositler gozlendi. Sintizoidlerde ise Kupffer hiicrelerinin infiltrasyonu (artis1), kismen

pargalanmisg eritrositler ve yogun madde birikimi tespit edildi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 Dort giinliik brodifacoum uygulanan karaciger drnegi

e. Kismen bozulmus eritrosit, Kp. Kupffer hiicrelerinde artig, sl. Sekonder lizozom, Yogun madde birikimi
(*). x 5800

Brodifacoum uygulandiktan 7 giin sonra, hiicresel diizeyde hepatositlerin ¢ekirdeklerinde
invaginasyonlarin belirginlestigi ve c¢ekirdegin niikleoplazmasinda hem cevresel hem de
merkezi olarak kromatin yiginlarinin oldugu tespit edildi. Ayrica bu hepatositlerin
sitoplazmalarinda fagositik vakuollere, kristalar1 erimis ve birbirleriyle temas eden
mitokondrilere rastlandi. Diizensiz sekile sahip siniizoidlerde bol miktarda hiicresel

artiklara ve Kupffer hiicrelerine rastlandi (Sekil 4.17 a.b).
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Sekil 4.17 a ve b Brodifacoum uygulanmis 7 giinliik karaciger kesiti

a. Kp. Kupffer hiicresi, Siniizoidlerdeki hiicresel artiklar (3). x 5800

b. Sekil 4.17 a’dan biiyiitilmiis bir kesit, k. Cevresel ve merkezi yerlesen kromatin materyali,
fg. fagozomlar, m. Birbirleriyle temas eden kristalari erimis mitokondriler, Belirgin ¢ekirdek
invaginasyonu (—). x 1000

Yedi giinliikk uygulama sonunda alinan karaciger hepatositlerinde genel olarak fagositik
vakuoller, birbiriyle temas eden ve kristalar1 erimis mitokondrilerin yanisira ¢ekirdekte

kromatin yiginlari, yag tanecikleri tespit edildi. Siniizoidlerde sitoplazmik materyali
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azalmig veya tamamen erimis eritrositlere ve irili ufakli yag damlaciklarina rastland1 (Sekil

4.18 a.b).

Sekil 4.18 Brodifacoum uygulanmis 7 giinliik deney grubunun karaciger dokusu

a. e. Siniizoide yakin hepatosit ve siniizoide bulunan sitoplazmasi erimis eritrositler, y. Yag
damlaciklari, fg. Fagositik vakuoller, Hiicresel artiklar (¥). x 4800

b. Sekil 4.18 a’dan biiyiitiilmiis hepatosit kesiti m. Birbiriyle temas eden mitokondriler, y. Yag
damlalar, fg. Fagositik vakuoller ve Sisternasi genislemis GER (—). x 14000
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Kesitlerden alian bir baska fotografta vakuollerin arttig1 sitoplazmadaki mitokondrilerin
asir1 derecede sisip birbirini sikistirdigi, ¢ekirdekte bir mitokondriyi alacak sekilde derin bir
invaginasyonun oldugu ve kromatin yiginlarinin ¢ekirdek zarina yakin yerlestigi gegirmeli

elektron mikroskobunda gozlendi (Sekil 4.19).

Sekil 4.19 Yedi giinliik deney grubunda hepatositlerdeki ¢ekirdek invaginasyonu
=)

m. Birbiriyle temas eden mitokondri, v. Vakuol, k. Cevresel kromatin y1gin1. x 14000

Yedi giinlik brodifacoum uygulanmis si¢anlarin karacigerinde agir hasarlarin meydana
geldigi dikkati ¢ekti. Siniizoide yakin bulunan hepatositlerin sitoplazmasinda dejenerasyon,
sigsmis kristasi erimis ve birbiriyle temas eden mitokondriler, ¢ok sayida yag graniilii yogun
madde birikimi seklinde idi. Hepatositlerin ¢ekirdek hacminde azalma morfolojik
invaginasyon ve daha ¢ok c¢evresel yigilmis kromatin materyali tespit edildi. Diizensiz
sekile sahip siniizoidlerde ve icerisinde hiicresel kalint1 ve yogun madde birikimi gdézlendi (

Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 Brodifacoum uygulanmis 7 giinliik bireylerin hepatositlerindeki (—)
cekirdek invaginasyonu ve k. kromatin y1ginlari

s. Siniizoid, m. Mitokondri, , y. Yag damlacigi, Hiicresel kalintt (*), (3) Yogun madde birikimi. x
7200

35



5. TARTISMA

Antikoagulant rodentisit olan brodifacoum’un si¢an karacigeri ilizerine 24 saatlik, 4 giinliik
ve 7 giinliik toksik etkisinin hiicresel yonden hem 1s1ik mikroskobunda hem de elektron

mikroskobunda incelendi.

Littin vd. (2000), brodifacoum ile zehirlenmis Norve¢ si¢anlarimin ve keseli si¢anlarda
davranis bozukluklarina, patalojik degisikliklerin oldugu ve cogununda o6ldiigiint tespit
etmislerdir. Olen hayvanlarin otopsisinde ise brodifacoumun tek bir dozonun bile toksik
etki yaptigimi belirtmisler ve her iki tiirde de kanamalarin oldugu rapor etmislerdir. Buna
benzer bulgular birka¢ ¢alisma da daha rapor edilmistir. Ornegin Lechevin ve Vigie (1992),
20 kopege brodifacoumun oOliimciil dozu (LDsy 0,25) 0,14 mg/kg uygulamiglar ve
kopeklerin intratorasik kanamadan dolay: 6ldiigiinii tespit etmisler. Buna paralel olarak bu
uygulamada 2 mg/kg K vitamini vererek hayvanlarin iyilestiklerini rapor etmislerdir. Bizim
calisgmamizda brodifacoumla zehirlenen sicanlarin 24 saat sonra davraniglarinda
bozukluklar gozlendi. Dordiincii giine dogru si¢anlarin gézlerinden, agzindan ve burnundan
kan geldigi gozlendi ve yedinci giinde ise biitiin siganlarin 6ldiigii tespit edildi. Kontrol
grubu karacigerleriyle digerleri karsilastirildiginda renginin daha fazla koyulastigi ve
biiyiidiigi dikkati ¢ekti.

Fisher vd. (2011), antikoagulant rodentisit brodifacoum iceren yemler helikopter ile
taginirken Giiney Yeni Zellandada gole dokiildiiglinii tespit etmislerdir. Dokiilmeden aylar
sonra gdl suyunda, sedimentlerde, bentik omurgasizlarda, yilan baligi ve iki kus
orneklerinde brodifacoum kalintilarina rastlanmistir. Gozlenen canlilarda antikoagulant
zehirlenmeye bagl olarak i¢ kanamalarin ve karacigerlerinde nekrozlara neden olduklar
tespit edilmigtir (Fisher vd. 2011). Fisher vd. (2011)’nin canlilarin karacigerine
brodifacoumun nekroz etkisini tespit ettikleri gibi yapilan tez ¢alismasinda da karaciger

hiicrelerinde nekroz ve eritrositlerin pargalanmasindan dolay1 kanamalar gozlendi.
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Revathi ve Yoganonda (2006), ikinci nesil antikoagulant bromodiolone ile zehirlenen
hayvanlarda davranis bozukluklari neden oldugu ve hayvanlarin digkilarinda da kan izleri
tespit etmislerdir. Aym1 bulgular 24 saatlik brodifacoum uygulanmasindan sonra deney
hayvanlarinda gozlendi. Ikinci nesil antikoagulantlarin hayvanlarda davramgsal bozuklara
ve kanamalara sebep oldugu bu bulgulara dayanilarak ©ne siiriilebilir. Revathi ve
Yoganonda (2006) aymi ¢alismada oral olarak uyguladiklari brodifacoumun hayvanlarin
karacigerinin biiylimesine ve hiicrelerinde multifokal sitoplazmik vakuollesme, nekrozis,
toksik madde birikimine neden oldugunu tespit etmislerdir. Calismada 6zellikle 7. giinde
vakuollerin artis1, c¢ekirdek kiiclilmelerinin meydana gelmesi gibi bulgular Revathi ve
Yoganonda (2006)’nin bulgulartyla aynidir. Bu bulgular brodifacoumun hepatositlerde

yapisal bozukluga neden oldugunu diisiindiirebilir.

Binev vd. (2011), siiliinlere antikoagulant rodentisit bromadiolonenun artan dozlarda
vererek morfolojik olarak incelediklerinde kuslarda bitkinlik ve gagalarindan sulu kan
geldigini gozlemislerdir. Kuslarin karaciger dokular1 mikroskopta incelendiginde ise kilcal
damarlarin belirgin bir sekilde genisledigi, hepatositlerdeki disse araliklarmin genisledigi,
anormal sekilde vakuollerin olusutugu gdzlenmistir. Hepatositlerin ¢ekirdeklerinde
karyolizis oldugu rapor edilmistir. Kuslarda intra- ve inter- lobiillerinde kanamalar
gozlenmistir. Yapilan arastirmada kuslarin karaciger hepatositlerindeki ¢ekirdeklerin
karyolizis olmasina karsin tez c¢alismasindaki deney hayvanlarinin  karaciger
hepatositlerdeki cekirdeklerde kromatin yiginlasmalar1 tespit edildi. Kuslarda intra- ve
inter- lobiillerdeki kanamalar gibi yapilan calismada da deney hayvanlarinin karaciger

siniizoidlerinde eritrosit hemolizinden dolay1 kanamalar tespit edildi.

Del Piero ve Poppenga (2006), kuzularda chlorophacinone’un agir akut kanamalar seklinde
toksik etki yaptigini 6ne slirmiislerdir. Hayvanlarin karaciger hepatositlerinde nekroz tespit
etmislerdir. Calismada deney hayvanlarinin karaciger hepatositlerinde de hiicresel

bozukluklar gozlendi.

37



Duvall vd. (1989), 1986-1987 yillarinda rodentisit ile zehirlenen kedi ve kopeklerin
bazilarinin karaciger hepatositlerinde sismis vakuoller ve sentrolobiiler bolgede madde
birikimi tespit etmislerdir. Ayrica hayvanlarda deri kanamalarmin oldugunu rapor
etmislerdir. Deneylerde kullanilan 4 ve 7 giinliik hayvanlarin karaciger hepatositlerindeki
vakuol artis1 ve hayvanlardaki kanamalar Duvall vd. (1989)’nin elde ettigi bulgulara

paralellik gosterdi.

Karanth ve Nayyar (2003), fosfor bazli rodentisitten etkilenen bir kadin hastanin karaciger
biopsisinden aldiklar1 doku kesitinde hepatositler arasinda fibrillerin oldugunu tespit

etmislerdir. Calismada boyle bulgu tespit edilmedi.

Jack vd. (1996)’nin kumarinin farelerin karacigeri lizerinde olan etkisini incelediklerinde
hepatositlerin nekrozise ugradig1 yani bozulup 6ldiigiinii tespit etmislerdir. Benzer bulgu

deney siganlarinin 4. ve 7. giiniinde hepatositlerinde tespit edildi.

Lake ve Grasso (1996) Sprague-Dawley CD erkek siganlar, CD-1 erkek fareler ve Suriye
erkek hamsterlarin kumarine tepkisini incelemislerdir. Siganlarin 1 ila 4 hafta % 0-0,75
kumarinle beslemislerdir. Siganlarda kumarinin etkisine bagli olarak hiicrelerde vakuoller
dejenerasyon ve apoptozis gozlemiglerdir. Buna karsilik CD-1 farelerde ve Suriye
hamsterlerinda hepatoksik etki gézlememisler ve bunun farkl: tiirlerin zehire farkl tepkiler
gosterdigini ileri siirmiiglerdir. Sicanlarin 4 haftalik kumarin etkisinin hiicresel bulgular
yapilan deneyde 4 ve 7 giinlik uygulama sonucunda karaciger Orneklerindeki

hepatositlerde vakuollesme ve dejenerasyonla benzerlik gosterdi.

Sonug olarak rodentisitlerle yapilan arastirmalardan elde edilen bulgulara gére hayvanlarda
ve insanlarda kanamalar, davranis bozukluklar1 sikg¢a tespit edilen bulgulardir. Bunun yani
sira organ diizeyinde hiicresel yonden vakuollesmeler, ¢ekirdek bozukluklari, mitokondri
sismeleri ve krista erimeleri, lizozomal artiglar gibi toksik etkilerin oldugu rapor

edilmektedir. Yapilan bu tez calismasiyla brodifacoumun hiicresel diizeyde hasar verici
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etkisinin mikroskobik yonden tespit edilmesi hem brodifacoum ile yapilan arastirmalara

destek olacagi hem miicadelelerde bilim diinyasina katkida bulunacag diisiiniilmektedir.
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