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Biyo-insektisit olan spinosad, zararli boceklerle miicadelede giderek daha fazla
kullanilmaktadir. Bu insektisit hem hedef olan canlilar1 (bocekler) hem de hedef
olmayan canlilar1 (dolayli yoldan insan ve diger omurgalilar) etkilemektedir. Spinosad
bocekleri etkisiz hale getirirken, insanlar da kazara bulasma olursa bu maddeden
etkilenmektedir. Bu nedenle insanin da dahil oldugu memeli grubundaki siganlar
deneylerde 6rnek model olarak kullanilmistir. Deneylerde kullanilan siganlar 14 gruba
ayrildi. Ikisi kontrol grubu, altis1 Spinosad uygulanan grup, altis1 Spinosad + E vitamini
uygulanan grup olarak belirlendi. Her grupta 3 birey kullanildi. Spinosad uygulandiktan
24 saat, 72 saat ve 1 hafta sonra siganlar eter anestezisi ile bayiltilip, sakrifiye edildi ve
bu siganlardan karaciger dokulari disekte edildi. Doku ornekleri Hemotoksilen — Eosin
boyamasi ile 151k mikroskobunda ve DAPI boyamasi ile florasans mikroskobunda
incelendi.

Yapilan incelemeler sonunda spinosadin 9mg/kg ve 37.38 mg/kg dozlar1 uygulandiktan
72 sonra si¢an karacigerinde bagisiklik hiicrelerinin bulunmasina, hepatositlerde yapisal
hasarlarin meydana gelmesine ve Disse araligi ile sentral venlerde ¢ok sayida eritrosit
hiicrelerinin bulunmasina neden oldugu 151tk mikroskobunda gozlendi. Kullanilan
dozlarin uygulanmasindan bir hafta sonra 72 saat uygulamasina gore daha az hasar
tespit edildi. Tedavi amaciyla uygulanan 200 mg/kg E vitamini dozunun karaciger
yapisinda kontrol grubuna yakin yapisal 6zellikler gézlendi.

Yapilan bu tez calismasi spinosadin karaciger yapisina hiicresel yonden hasar verdigi
buna karsilik E vitamini uygulamasinin karaciger yapisinit olumlu yonde etkiledigini
gosterdi. Elde edilen bulgular, literatirde bu konuda eksik olan mikroskobik
gozlemlerin tamamlandig ve bulgular gelecekte bu konuda yapilacak ¢alismalara uygun
kaynak olacag diisiiniildii.
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HISTOLOGICAL EFFECTS OF SPINOSAD ON RAT LIVER
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Spinosad, the bio-insecticide, is increasingly used to combat pests. This insecticide
affects both target creatures (insects) and non-target creatures (indirectly human and
other vertebrates). While spinosad neutralizes insects, humans are also affected by this
substance if it is accidentally contaminated. Therefore, rats in the mammal group,
including humans, were used as model models in experiments. The rats used in the
experiments were divided into 14 groups. Two were the control group, six were the
Spinosad applied group, and six were the Spinosad + vitamin applied group. Three
individuals were used in each group. 24 hours, 72 hours, and 1 week after spinosad was
applied, rats were anesthetized and sacrificed under ether anesthesia, and liver tissues
were dissected from these rats. Tissue samples were examined under light microscope
with Hematoxylin-Eosin staining and under fluorescence microscope with DAPI
staining.

At the end of the examinations, it was observed in the light microscope that after 72
doses of spinosad were administered at doses of 9mg / kg and 37.38mg / kg, it caused
the presence of immune cells in the rat liver, structural damage in hepatocytes and the
presence of numerous erythrocyte cells in the Disse gap and central veins. One week
after the administration of the used doses, less damage was detected compared to the
72-hour application. The liver structure of the 200 mg / kg vitamin E dose administered
for therapeutic purposes was observed to have structural features close to the control

group.

This thesis study showed that spinosad damaged the liver structure cellularly, whereas
the application of vitamin E positively affected the liver structure. It was thought that
the findings obtained, microscopic observations lacking in the literature on this subject
were completed and the findings would be a suitable source for future studies on this
subject.
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Key Words: Spinosad, Insecticide, Rattus Norvegicus, Liver



TESEKKUR

Bu tez ¢alismasinin her asamasinda bilgi ve tecriibesiyle katki saglayan, her konuda
yardimin1 esirgemeyen, kendisini ¢ok sevdigim danisman hocam Prof. Dr. Nursel
GUL’e (Ankara Universitesi Biyoloji Anabilim Dali), bu tezi yazmam da ve
motivasyon konusunda hep yanimda olan, beni her zaman destekleyen Ogr. Gér. Hakan
ESKIZENGIN’e ¢ok tesekkiir ederim.

Laboratuvarda galisirken bircok konuda yardimeir olan Ezgi OZEN’e ¢ok tesekkiir
ederim. Yillardir manevi anlamda beni ayakta durmami saglayan her zaman yanimda
olan ve ¢ok sevdigim Nurehan Rahmah YESILYURT a, bu zamana kadar her zaman

beni destekleyen, maddi ve manevi yanimda olan aileme ¢ok tesekkiir ederim.

Burak TUNC
Ankara, Eylil 2020



ICINDEKILER

TEZ ONAYI SAYFASI

ETTK e i
OZET ... ii
ABSTRACT .ottt b r et bttt n e r e ne s iii
TESEKKUR .......ocoovioieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt iv
KISALTMALAR DIZINI ...cooooiiiiiiie e Vi
SEKILLER DIZINT ..ottt Vil
CIZELGELER DIZINT .......ccoooiiiiiieieee ettt X
Lo GIRIS .ottt ettt 1
2. KURAMSAL TEMELLER.........o oottt 3
2.1 PESTISITIEN ... et re e 3
2.2 SPINOSAU ......veeieeie ettt e e se e st e et e e e e s be et e e re et e e te e e nre e reenaeareeee s 4
2.3 KATACITEY ..ottt r e aneas 5
2.4 RAIUS NOFVEJICUS ....oveeiiiiieite ettt et st e ste e s a e e esbeete s e e saeenesnaenreeeens 6
3. MATERYAL ve YONTEM.........coooiiiiniiiiiiniineisisissiesensiesssseses st 8
3.1 Deney Hayvanlarimin BaKimi...............occooiiiiiiiiii e 8
3.2 Isik Mikroskobu Preparasyonu ...............cccccoooiiiiiiiinicniieeee e 9
3.3 Hayvanlara Spinosad Uygulanmast ...............cccoooiiiiiniiniiene e 8
3.4 Hematoksilen-Eosin Boyama TeKnii .............ccccooviieiiiiniiiiiccec e 9
3.5 DAPI Boyama TeKniGi..........cccocooviiiiiiiiiiiii 10
4, BULGULAR ..ottt sttt nenne e 11
5. TARTISMA VE SONUC ........c.ooiiiiieieeseeeeeeeeeeeeeeesee et ees s ees s en e 31
KAYNAKLAR .ottt sttt aebe st e eneane e 35
(0 7.7€) 00317 1 155U 37



AchE
bw
DAPI
H&E
LC 50
LD 50
NOAEL
PKS
SPD

spn

KISALTMALAR DiZiNi

Asetilkolinesteraz

Viicut agirligt
4,6-Diamidino-2-fenilindol dihidrokloriir
Hematoksilen ve Eozin

Letal konsantrasyon

Letal doz (6ldiiriicti doz)

Gozlemlenen olumsuz etki diizeyi
Poliketid sentaz

Spinosad

Spinosin

Vi



SEKILLER DiZIiNi

Sekil 1.1 Spinosad’in piyasada satilan toz (turkish.alibaba.com) ve sivi ¢ozelti
(turkish.alibaba.com) ambalajlart ..........cccccceiiiiiiiiiiii 1

Sekil 1.2 Spinosyn A ve D ‘nin agik yapisi (Kirst 2010)......cccccvviiiiiiiiniiiiiniiie e, 2

Sekil 4.1 Hematoksilen ve Eozin ile boyanan kontrol grubu sican karacigeri.
Eritrositler (E), disse aralig1 (ok), sentral ven (SV), Kupffer hiicresi (K),

hepatositteki ¢ift cekirdek (0k bagt) X40 ......cccovviiiiiiiiiiiiii e, 11
Sekil 4.2 Kontrol grubu sigan karacigerinin genel yapisi. Kupffer hiicreleri (0k),
HE&E XA ..ottt bbb nne s 12

Sekil 4.3 DAPI boyasi ile boyanan kontrol grubu si¢anlarin (E vitamini ve
zeytinyagi verilen) karacigerindeki hepatosit ¢ekirdeklerinin morfolojileri
ve boyutlarinin goriintiisii. Hiicre ¢ekirdegi (0k) X40......ccocvvviiiiiiiicninnnnn 12

Sekil 4.4 Siganlara 24 saat 9 mg Spinosad uygulandiktan sonraki hematoksilen ve
eozin ile boyanan si¢an karacigerinin sentral ven ve ¢evresinin goriintiisii.
Sentral ven (SV), Kupffer hiicresi (ok), disse aralig1 (yildiz), Eritrositler

(E) XAD ..t 13
Sekil 4.5 DAPI ile boyanan 24 saat siireli 9 mg’lik Spinosad uygulanan siganlardaki
hepatositlerin ¢ekirdek morfolojisi (0k). Sentral ven (SV) x40..........ccccveeee. 14

Sekil 4.6 Spinosad (9 mg) uygulamasindan 72 saat sonra, sican karacigerlerindeki
hepatositlerde ¢ekirdek kiigiilmesi (¢ift ok) ve sitoplazmik kayip (ok basi),
sentral vende eritrosit yiginlar1 (E) ile Kupffer hiicreleri (ok). H&E x40 ....... 14

Sekil 4.7 Spinosad (9 mg) uygulanmus 72 saatlik sigan karacigerinin DAPI
boyamasiyla elde edilen Floresans mikroskobu goriiniimii. Hepatositlerde
cekirdek kiiclilmesi (¢ift ok), sentral ven araligindaki kiimelesmis eritrositler
(E), Kupffer hiicresi (0k) X40........cooiiiiiiiiiiie e 15

Sekil 4.8 Siganlara 9 mg Spinosad uygulandiktan 1 hafta sonra alinan karaciger
yapisi. Hepatosit ¢ekirdeginin kiictilmesi (¢ift ok), sentral ven araligindaki
Kupffer hiicresi (ok), eritrositler (E). H&E X40..........cccoooiiiniiiiiineeee 15

Sekil 4.9 Siganlara 1 hafta 9 mg Spinosad uygulandiktan sonra ve DAPI boyanan
karaciger dokusunun florasan mikroskoptaki sentral ven araligindaki
eritrositler (E), hepatosit ¢ekirdeginin kii¢lilmesi (ok), disse araligindaki
Kupfter hiicresi (¢ift ok), hiicre ¢ekirdeginde biiyiime (yildiz) x40 ................ 16

Sekil 4.10 Sicanlara 24 saat 9 mg Spinosad + E vitamini uygulandiktan sonra
Hematoksilen-Eozin boyamasi ardindan karaciger dokusunda goriilen
disse araliklarindaki eritrositler (ok), hiicre ¢ekirdeginin kiigiilmesi (¢ift ok)
ve hiicrelerin birbirinden ayrilmasi (y1ldiz), hepatositlerin ¢ekirdeklerinde
kromatin y181lmast (0k bag1) X40........cccoieviiiiiiiiiie e 17

vii



Sekil 4.11 Sicanlara 24 saat 9 mg Spinosad + E vitamini uygulanan karaciger
orneginin floresans mikroskobu goriintiisi. DAPI boyamasinda goriilen
hepatosit ¢cekirdeklerinde kromatin yi1gin1 (ok basi), baz1 hepatositlerde
kiigiilmiis ¢ekirdek morfolojisi (¢ift 0k) X40 .......cccvvvviiiiiiiiniiii e, 17

Sekil 4.12 72 saatlik 9 mg Spinosad + E vitamini uygulamast ardindan siganlardan
alian karaciger hepatositlerindeki ¢ekirdegin kii¢iilmesi (ok), hepatositlerin
birbirinden uzaklasmasi ({), hepatositteki ¢ift ¢cekirdek (yildiz), sentral
vende eritrosit yigini (E), disse araliklarindaki Kupffer hiicreleri (¢ift ok ).
HE&E XAD......ooee e 18

Sekil 4.13 72 saat 9 mg Spinosad + E vitamini uygulamasi ardindan siganlarin
karaciger dokusunun DAPI boyama ile boyanan hepatositlerin
cekirdeklerinde kiiciilme (¢ift ok), hepatosit ¢ekirdek¢iklerinin biiyiimesi
(ok), hepatosit ¢ekirdeklerinde kromatin yigini (yildiz), sentral vende
ErItrOSITIEr (E) XA0 ..ot 19

ekil 4.14 Bir haftalik 9 mg Spinosad + E vitamini uygulamig karaciger 6rnegi.
g
Hepatositlerde ¢ekirdek kii¢iilmesi (ok), Disse araliginda Kupffer hiicreleri
(¢ift ok ), hiicrelerin birbirinden uzaklasmasi (yildiz), sentral vende eritrosit

VIgIN1 (E) H&E X400 oo 20
Sekil 4.15 Hepatositlerin ¢ekirdeginde kromatin y1gin1 (ok bas1), Disse araliklarinda
Kupffer hiicreleri (0K) X40......c.uiiiiiiiiiiiiiiie i 20

Sekil 4.16 Isik mikroskobunda hepatositlerin ¢ekirdeklerinin kiigiilmesi (ok),
hepatositlerin birbirinden uzaklasmasi (ok basi), hepatositlerde cift cekirdek
(y1ldiz), sentral vende eritrosit y1gin1 (E), Disse araliklarinda Kupffer

hiicreleri (¢ift 0k) H&E X40.......c.ooiiiiiiiie e 21
Sekil 4.17 Floresans mikroskobunda hepatositlerde kromatin y1gini (ok), Disse
araliklarinda eritrositler (E). DAPI boyast X40 ........ccccccovvveeeeieeecceeeneens 22

Sekil 4.18 72 saat siireli 37,38 mg Spinosad dozlu karaciger dokusunun 151k
mikroskobunda ( Hematoksilen — Eosin ) boyanan hepatositlerin birbirinden
uzaklasmasi (ok basi), hapatosit ¢cekirdeginin kiigiilmesi (¢ift ok), hepatosit
sitoplazmasinda erime (y1ldiz), sentral vende eritrositler (E), disse
araliklarinda Kupffer hiicresi (0K) X40 .......cccoooviiiiiiiiniiiceeeee 23

Sekil 4.19 Floresans mikroskobunda 72 saat siireli 37,38 mg Spinosad dozu verilen
DAPI ile boyanan hepatositlerin ¢ekirdeklerinin kii¢iilmesi (ok), Disse
araliklarindaki eritrositler (E) X40 ........ccoooiiiiiiiii e 23

Sekil 4.20 Bir hafta siireli 37,38 mg Spinosad dozu uygulanan hepatositlerin
sitoplazmasindaki kayip (ok basi), hepatosit ¢ekirdeginin morfolojisindeki
bozulma (ok), hepatosit ¢ekirdegindeki kromatin y1gimi (¢ift ok), disse
araligindaki Kupffer hiicresi (K) H&E X40........ccoooiiiiiiiiiiic, 24

viii



Sekil 4.21 Bir hafta siireli 37,38 mg Spinosad dozu uygulanan karaciger 6rneklerinde
floresans mikroskobunda DAPI boyasiyla boyanan hepatositlerin ayni
boyutlardaki ¢ekirdekler (ok), disse araliklarinda ve sentral vende
ErItrOSITIEr (E) X40 .ouiiiieieee et 25

Sekil 4.22 Isik mikroskobunda 37,38 mg + E vitamini / 24 saat Spinosad dozu
uygulanan karaciger histolojisi. Hepatosit ¢cekirdeklerinde kromatin y1gin1
(ok bas1)Disse araligindaki Kupffer hiicresi (K) H&E x40........cccccocvviinene 26

Sekil 4.23 37,38 mg / 24 saat Spinosad dozu uygulanan floresans mikroskobunda
DAPI boyasiyla boyanan hepatositteki ¢ekirdek kiigtilmesi (ok),
Cekirdeklerde kromatin y1gin1 (ok basi) Disse araligindaki Kupffer
hUCTEST (K) XA0 .eiiiiiii it 26

Sekil 4.24 72 saat siireli 37,38 mg Spinosad + E vitamini uygulanan karaciger
orneginde Hematoksilen — Eosin ile boyanan hepatosit sitoplazmasinda
erime (y1ldiz), disse aralifindaki ve sentral vendeki Kupffer hiicresi (ok),
sentral vendeki eritrositler (E) X40 ........cccoieiieieiie e 27

Sekil 4.25 72 saat siireli 37,38 mg Spinosad + E vitamini uygulanan floresans
mikroskobunda DAPI boyasiyla boyanan hepatositlerin ¢ekirdegindeki
morfolojik bozulma (y1ldiz), hepatosit ¢cekirdeginde asir1 biiyiime (0k),
sentral vende eritrositler (E) ve Kupffer hiicresi (K) x40.........cccoocvviviiiiinnnns 28

Sekil 4.26 Bir hafta siireli 37,38 mg Spinosad + E vitamini uygulanan 151k
mikroskobunda hepatositlerdeki sitoplazma kayb1 (ok), disse araligindaki
ErItrOSITIEr (E) X40 ....viiieieee et 29

Sekil 4.27 Bir hafta siireli 37,38 mg Spinosad + E vitamini uygulanan floresans
mikroskobunda DAPI boyasiyla boyanan hepatositlerdeki kromatin y1gin1
(ok bas), sentral ven eritrositler (E) X40.......ccocviiiiniiiiniiniiiene e 29



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 4.1 Spinosad uygulamasindan sonra deney hayvanlarinin (14 sigan
grubu)karacigerindeki hiicresel hasarlarin karsilastirilmast...........cccoeeueeneee.



1. GIRIS

Spinosad, etken maddesi C41HgsNO1g kimyasal formiile ve 731,30 gr / mol molekiil
agirligi olan, karakteristik bir kokusu olan, beyaz renkte, toz formunda kati bir
hammaddedir.Spinosad, tarim ilaglarinda, insektisitlere kars1 iiretilen bazi tarim
ilaglarinin ana etken maddesi olarak farkli konsantrasyonlarda kullanilir. Bu etken
madde ile gelistirilen formiillerle, patateste patates bocegi, antep fistiginda yaprak
psillasi, domateste pamuk yaprak kurdu, patlican ve biberlerde ¢icek tripsi ve

salataliklarda yaprak galeri sinekleri ile miicadelede kullanim alani bulur (PubChem).

£l SUNRED

Sekil 1.1 Spinosad’in piyasada satilan toz (turkish.alibaba.com) ve sivi ¢dzelti
(turkish.alibaba.com) ambalajlari

Bu kimyasal diger insektisitlerden farkli olarak boceklerin sinir sistemi tizerinde etki
gostermektedir. Ozellikle, spinosad diisiik dozlarda memelilere toksik etkilidir (Tao,
2019). Spinosad dogal bir {iriin olarak kabul edilir ve birkag iilke tarafindan organik
tarimda kullanim igin onaylanmistir. Ayrica pire istilasinin tedavisi ve Onlenmesi
(Ctenocephalides felis) yeniden enfestasyonlara karsi koruyucu etki, yetiskin oldiirticii
aktivite ve yumurta tretimindeki azalmanin bir sonucudur ve driiniin tek bir
uygulamasindan sonra 4 haftaya kadar devam eder (European Medicines Agency). Buna
ilave olarak, dort yildan fazla bit istilasina maruz kalmis hastalara % 0.9’luk topikal

solusyonu (Natroba) halinde uygulandigi rapor edilmistir (Tao 2019).



Spinosad, 1982 yilinda aslen Karayip adasindan izole edilmis olan aktinomisit
Saccharopolyspora spinosanin fermentasyonundan elde edilmistir (Tao 2019).
Spinosanlarin insektisit olarak kullanilan formiillerinde etken madde spinosin (spn)
cesitleridir. Spinosanlar, D-forosamin ve tri-O-metil-L-rhamnose ile siislenmis bir
tetrasiklik cekirdegi ihtiva eden polietid-tiiretilmis makrosiklik laktonlardir. Spinosin
bilesenleri, polipidid veya deoksisekerler iizerindeki farkli metilasyon dereceleri ile
birbirlerinden farklilik gésterir. Spinosin bilesiklerinden en aktif olanlar1, spinosin A ve
D'dir. Bira mayasinda bulunan Spinosin biyosentetik gen kiimesi, DNA dizilimi ve gen
bozulmalari; S. spinosa (maya)’nin 74 kb bolgesinde bulunan on dokuz genden olusur
(Tao 2019). Spinosa genomu Ve bir tip | poliketid sentaz (PKS) kodlayan bes biiyiik gen
(spnA, B, C, D ve E) igerir. Bu gen kiimesindeki diger on dort gen, intramolekiiler
karbon-karbon bag olusumunda rol oynayan dort gen (spnF, J, L ve M), iki karbonhidrat
olusumu, iki glikotransferaz geni (spnG ve P), bes forosamin biyosentetik gen (spnG ve
P) igeren makrolakton modifikasyonunda rol oynar. spnO, N, Q, R ve S ve rhamnoz
modifikasyonu igin i¢ O-metiltransferaz geni (spnl, K ve H). Bununla birlikte, dort adet
rhamnoz biyosentezi geni spinosin gen kiimesinin digina yerlestirilmistir. Spinosad

biiyiik bir potansiyel pazar ile giiglii bir bocek ilacidir (Tao 2019 ) .

CH, CH,
0 O 0
OCH, OCH;
N (HO O G (H0  OCH,
spinosyn A ; 3 spinosyn D !

Sekil 1.2 Spinosyn A ve D ‘nin agik yapisi (Kirst 2010)



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Pestisitler

Pestisitler, zarar verici hayvanlar ve bitkiler iizerinde organizmalarin zararlarini
indirgemek veya kontrol altina almak, hiicre i¢ine girisini engellemek i¢in kullanilan
bilesiklerdir (Ozkaya vd. 2013). Pestisitler grubunda olan ve bdceklere karsi
miicadelede kullanilan insektisitler, tarimsal {retimi artirmak amaciyla kullanilan
insektisitler olarak bilindikleri igin birgok yerde “tarim ilac1” olarak da isimlendirilir.
Bagka bir yonden de, evde ve diger pek cok alanda kullanimlar1 yaygindir. Yaygin
kullanim alanlar1 ile paralel olarak, uygulama aninda tulum ve maske kullanmamak gibi
onlem almamak, paketleme ve saklama yanlisliklart ve bilingsiz tiiketim gibi olaylar ve
intihar i¢in alimdan dolay1 ¢evremizde insektisit zehirlenmeleri ile karsilasiimaktadir
(Ozkaya vd. 2013).

Organofosfatl insektisitler ve karbamatlar bu grupta yer almaktadir. Organofosfatl
insektisitler, ilk olarak 1937 yilinda Alman kimyaci Schrader ve ekibi tarafindan
sentezlenmistir. Karbamat bilesikleri de ilk kez 1930’larda sentezlenmistir ve fungusit
olarak kullanilmaya baglanmistir. Insektisit aktivitesi gostermeleri ve memelilerde
diisiik toksisiteye sahip olmalar1 nedeniyle ilerleyen zamanlarda yeni karbamat
bilesikleri gelistirilmeye baslanmistir. Bugiinlerde cevremizde kullanilan 200 farkli
organofosfatli insektisit ve yaklagik 25 adet karbamat bilesigi igeren insektisit
bulunmaktadir (Ozkaya vd. 2013). Organofosfatli insektisitler, fosforik asit veya
fosforotiyoik asit esterleri; karbamatli insektisitler ise karbamik asit bilesikleridir. Hem
organofosfatli insektisitler hem de karbamatli insektisitler, insektisitin toksisite kaynagi
asetilkolinesteraz enzim inhibisyonudur. Yan zincirlerindeki yapisal farkliliklardan

dolay1 toksikokinetik ve toksikodinamik 6zellikleri bakimindan birbirlerinden ayrilirlar.

(Ozkaya vd. 2013).



2.2 Spinosad

Spinosad (SPD), dogal olarak olusan toprak aktinomiseti Saccharopolyspora
spinosa'’nin (Bacteria: Actinobacteridae) aerobik fermantasyonunun ikincil bir
metabolitidir (Kirst 2010). SPD, son iiriinde yaklasik % 85:15 oraninda bulunan iki
insektisidal faktor, spinosin A ve D igerir (Kirst 2010). Fermantasyon karisimindaki ana
bilesen olan spinosin A, iki farkli sekerin eklendigi bir tetrasiklik poliketidaglikondan
olusur; C-9 hidroksil grubu tizerinde bir nétrsakkarit ikame edicisi (2, 3, 4-tri-O-metila-
L-ramnosil) ve C-17 hidroksil grubu tizerinde bir aminoseker pargasi (b-D-forosaminil)
bulundurur. En bol ikinci fermentasyon bileseni, 6-metil-spinosin A olan Spinosin D'dir
(Kirst 2010). SPD, belirli eklembacaklilara, 6zellikle de kelebekler, kin kanatlilar ve
sineklere kars1 giiglii bir norotoksindir (Bret vd. 1997). SPD'nin istemsiz kas
kasilmalarina, titreme ile prostrasyona ve son olarak felce neden olan bocek sinir
sisteminin asirt uyarilmasini provoke eden nikotinik asetilkolin reseptorlerinin
aktivasyonu yoluyla yeni bir etki modu sergiledigi gdosterilmistir. SPD ayrica,
boceklerin sinir sisteminin y-amino biitirik asit (GABA) ile iliskili iyon kanallarini da
etkiler (Salgado 1998). SPD, yeni bir etkinlik tarzina sahip bir insektisit olarak
tanimlanmis olmasima ragmen, bu biyo-insektisitin uzun siireli etkinligini siirdiirmek
icin diren¢ yonetiminin gerekli oldugu kabul edilmektedir (Ramasubramanian ve
Regupathy 2004, Bond vd. 2004). Ustelik SPD'nin, birgok yararl bocek iizerinde ¢ok az
etki gosterdigi veya hi¢ etkisi olmadig1 icin segici bir pestisit oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica, memeliler icin ¢ok az toksisite sergiler ve ¢evrede bozundugundan, elverisli bir
cevresel profile sahiptir (Schoonover ve Larson 1995, Cleveland vd. 2001). Ayrica SPD
dogal bir iriindiir ve su anda Misir'da sentetik bocek ilaglarina goére daha giivenli bir
alternatif insektisittir. Diinya c¢apinda bircok sertifikasyon kurulusu tarafindan organik

tarimda kullanim i¢in onaylanmistir (Racke 2007).

SPD'nin hedef olmayan organizmalar {izerindeki etki potansiyeli tam olarak
anlagilamamistir. Bu baglamda, biriken bir kanit, SPD'nin kullanimiyla iligkili bazi
potansiyel giivenlik kaygilar1 ve toksisite risklerini vurgulamistir (Yano vd. 2002). SPD
icin akut oral sigan LD50 degerleri 3738 ila 45000 mg / kg viicut agirlig1 arasindadir
(Yano vd. 2002). Deney hayvanlarinda 2.7 ila 8.6 mg / kg viicut agirligi (bw)



gbzlemlenen olumsuz etki diizeyi (NOAEL) giivenlik sinirlarinda oldugu bildirilmistir
(Yano vd. 2002). Alternatif olarak, tavsanlara topikal uygulama igin NOAEL, 1000 mg
/ kg bw seviyesindedir. Son zamanlardaki raporlar SPD'nin bal arilarina 7,44 mg / I'lik
bir LC50 ile toksik oldugunu gostermistir (Rabea vd. 2010). Ayrica, SPD'nin sergiledigi
gercegine ragmen, karasal kuslara veya suda yasayan omurgasizlara karsi herhangi bir
akut toksisite olmamasina ragmen, adrenal bez, karaciger, lenfoid hiicreler, bobrek,
tiroid, mide ve akciger de dahil olmak iizere bircok dokuda SPD aracili hiicresel
vakuolizasyon gozlemlenmistir. Bu, lityumlarda polar lipit birikiminden kaynaklanan,
ultra yapisal lizozomal lamellar inkliizyon cisimciklerinin olusumuna yol acan hiicresel

fosfolipidozdan kaynaklanir (Stebbins vd. 2002, Yano vd. 2002).

2.3 Karaciger

Karaciger viicudun en biiyiik bezi ve en biiyiik organidir. Yaklasik olarak 1,5 kilogram
agirhgindadir. Diyaframin alt kisminda yer alan abdominal boslukta bulunur. Sindirim
kanalindan emilen besinleri isleyerek, daha sonra kullanilmak itizere depolar. Boylece
kan ile sindirim sistemi arasinda bir gecis saglar. Karacigere kan portal venden ( %70-
80%, ince bagirsaklardan emilenler) ve hepatik arterlerle (kompleks lipitler =
silomikronlar lenf damariyla) saglanir. Dolasim sisteminde ise metabolitlerin
biriktirilmesi, doniistiiriilmesi ve toksit maddelerin etkisizlestirilip elenmesinde (eleme
kismi1 safrada) gorev alir. Ayrica plazma proteinlerinin (albumin, diger tastyici
proteinler) liretilmesinde dnemli rol oynar. Karaciger, ince bir bag doku kapsiilii olan
Glisson kapsiilii ile ortiiliidiir. Bu ince bag doku yapist hilumda kalinlagir. Hilumda,
karacigere portal ven ve hepatik arter girerken, sag ve sol hepatik kanallar ve lenfatikler
cikar. Karacigerin temel elamani hepatosit yani karaciger hiicresidir. Bu hiicreler
birbirleriyle baglantili plaklar seklinde konumlanirlar. Insanlarda, karaciger lobiilleri
birbirleriyle temas halindeyken, hayvanlarda (6rnegin domuzlarda), bag dokusu
tabakasiyla birbirlerinden ayrilirlar (Aytekin ve Solakoglu 2006). Hepatik hiicreler
Karacigerdeki hiicre popiilasyonunun yaklasik % 80’ini olustururlar. Hepatositler
ortalama 20-35 mikron genislediginde, belirgin membrana sahip, alti veya daha fazla
yiizeye sahiplerdir. Nadiren iki ¢ekirdege sahip hiicreler goriilebilir. Diizgiin yiizeyli

olan g¢ekirdek sferikal veya ovoiddir, boyutlar1 hiicreden hiicreye farkliliklar



gosterebilir, bu farkliliklar poliploidi olmasi durumundan kaynaklanir. Cekirdekler
vezikiiler tip olup dagmik kromatin graniilleri igerir. Cekirdekg¢ik bir veya birden fazla
olabilir. Boyanmas1 karacigerdeki diger hiicrelere gére daha agiktir. Olgun karaciger
hepatositlerinde mitozis olay1 nadir goriiliir, olas1 bir hasardan sonra onarim sirasinda
bircok mitotik aktivite gostermektedir. Glikojen ve lipit depolanmasi yoniinden
fonksiyonel aktiviteye bagli olarak hepatositlerin sitoplazmasi olduk¢a degisiklikler
gosterir.  Glikojen ve lipitler kesit hazirlanmasi sirasinda genellikle hiicreden
uzaklagirlar, kesitlerde diizensiz bosluklar (glikojen partikiilleri) ve sferikal vakuoller
(yag damlaciklari) seklinde goriiliirler. Sitoplazmayi diisiik seviyede bazofilik yapacak
derecede biitiin hiicrelerde bazofil maddelere sahiptir. (Aytekin ve Solakoglu 2006).

2.4 Rattus Norvegicus

Bilimsel c¢aligmalarda kemirgenler (Rodentia) siklikla tercih edilmektedir.
Kemirgenlerin en ¢ok tercih edilen grubu olan Wistar Albino, beyaz tiiylii bir sigan
turtidiir. Rattus norvegicus tiiriinden koken almiglardir ve Rodentia takimimin Muridae
familyasinda yer alirlar. Rattus Rattus ve Rattus Norvegicus tiirlerinden koken alirlar.
Kafa yapilar1 genistir (Gezer ince ve Pazvant 2010). Uzun bir buruna ve yuvarlak
kulaklara sahiptir. Uzun biyiklar1 vardir. Gorme duyular giiclii degilken, isitme ve koku
duyular giicliidiir. Gozlerinin kafalarinin yan tarafinda bulunmasi, ratlara panoramik bir
gorlis acis1 saglar. Kesik iist dudaklari, uzun disleri ve sivri agizlar1 vardir. Uzun
kuyruklar1 denge ve viicut 1sisinin korunmasini saglar. Farelerden farkli olarak safra
keseleri yoktur. Bu yiizden safra direkt olarak kanallarla bagirsaga gecer. Tiikriik bezleri

major ve minor tiikriik bezleri olarak ikiye ayrilir.

Tip ve biyoloji alaninda yapilan arastirmalarda siklikla tercih edilirler (Harkness ve
Wagner 2010). Cogunlukla geceleri aktiftirler. Laboratuvar ortamina g¢abuk uyum
saglarlar. Ortalama olarak 21 giinde 8-11 adet yavru dogurabilirler. Bakimlar1 kolay ve

boyutlan kiigtiktiir.



Sekil 2.1 Rattus Norvegicus ( https://centaba.com/product/wistar-rats-albino/ )

Yapilan olan bu Yiiksek Lisans tez ¢alismasiyla Spinosad’in hedef olmayan canlilarin
karacigerine yapisal yonden etkisi ortaya konulmustur. Boylece elde edilen bulgularin
literatiirdeki kaynak eksikligini ortadan kaldiracagi ve ileride yapilacak c¢aligmalara

destek saglayacag diistiniilmektedir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Deney Hayvanlarinin Bakimi

Deneylerde kullanilacak hayvanlar Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
ve Aragtirma Laboratuvari’ndan alindi. Deney, hayvanlarin 7 giinliik bir karantina
doneminden sonra baslatildi. Hayvanlar, uygun ¢evresel kosullarda (22+2°C; 12sa:12sa
fotoperiyot, %60 nispi nem) her biri ayr1 kafeslerde barindirildi. Deney boyunca kati

yemle ad libitum beslenecek ve suluklara erigsimleri serbest birakildi (Sakai vd. 2004).

Sicanlar yiiksek doz eter ile feda edildi.

3.2 Hayvanlara Spinosad Uygulanmasi

Deneylerde kullanilan siganlar 14 gruba ayrilmstir.

Grup 1 : Kontrol grubu (n=3) (Distile su verilen)

Grup 2 : Kontrol grubu (n=3) (E vitamini + zeytinyagi verilen)

Grup 3 : 24 saatlik 9 mg/kg Spinosad (n=3) deney grubu

Grup 4 : 72 saatlik 9 mg/kg Spinosad (n=3) deney grubu

Grup 5: Bir haftalik 9 mg/kg Spinosad (n=3) deney grubu

Grup 6 : 24 saatlik 9 mg/kg Spinosad + E vitamini (n=3) deney grubu
Grup 7 : 72 saatlik 9 mg/kg Spinosad + E vitamini (n=3) deney grubu
Grup 8 : Bir haftalik 9 mg/kg Spinosad + E vitamini (n=3) deney grubu
Grup 9 : 24 saatlik 37,38 mg/kg Spinosad (n=3) deney grubu

Grup 10 : 72 saatlik 37,38 mg/kg Spinosad (n=3) deney grubu

Grup 11 : Bir haftalik 37,38 mg/kg Spinosad (n=3) deney grubu

Grup 12 : 24 saatlik 37,38 mg/kg Spinosad + E vitamini (n=3) deney grubu
Grup 13 : 72 saatlik 37,38 mg/kg Spinosad + E vitamini (n=3) deney grubu
Grup 14 : Bir haftalik 37,38 mg/kg Spinosad + E vitamini (n=3) deney grubu



Denemelerde ikinci kontrol grubunda olan 0,5 ml/kg zeytinyag: icinde 200mg/kg E
vitamini birlikte verildi. Bunun nedeni E vitamininin molekiiler ve hiicresel etkileri,
antioksidan olarak reaktif oksijen tiirlerini ve nitrik oksiti temizlemek yaninda spesifik
enzimler ve transkripsiyon faktorleriyle de etkileserek zarlar ve lipit alanlar1 gibi
hiicresel yapilart korumaktir. E vitamini, hiicre zarlarinda bulunan uzun zincirli ¢oklu
doymamig yag asitlerinin biitiinliiglinii korur ve biyoaktivitelerini devam ettirir. E
vitamini ayn1 zamanda, steroid hormon {tireten dokularda yogun olarak bulunur ve bu
dokularda sitokrom p-450’nin olduk¢a duyarli steroidojenik aktivitelerini lipit

peroksidasyonuna karsi korur (Altiner vd. 2017).

3.2 Isik Mikroskobu Preparasyonu

Sicanlardan eter anestezisi ile alman karaciger Ornekleri asagidaki yontemle

incelenmeye alindt:

I. Cikarilan karaciger distile suyla yikandi.

Ii. Yikanan karaciger 6rneklerinin %10’ luk Metanolsiiz Formaldehitte (0.1 M Sodyum
fosfat tamponunda hazirlanmais) ilk tespiti yapildi (2 saat, +4 °C’de).

iii. Tespit igleminden gecen ornekler fosfat tamponuyla yikandi (1 saatte 3 kez soliisyon
degisimi yapilarak)

iv. Fiksasyon islemlerinden sonra, ornekler ¢esitli derecelerdeki alkol serilerinde
(%80’lik, %90’lik %96’lik ve %100’lik) 60’ar dakika veya 5 dk bekletilerek dehidre
edildi.

V. Ornekler ksilolde (oda sicakliginda) 15 dakika bekletildikten sonra parafin bloklarina
gomiildii.

vi. Parafin bloklarindaki 6rneklerden Spm kalinliginda kesitler alindi.

3.4 Hematoksilen-Eosin Boyama Teknigi

Biitlin lamlardaki fazla parafinin erimesi i¢in bir gece 65°C de etiivde bekletilir.



15 dk 65 °C ksilol

15 dk oda sicakliginda ksilol
10 dk %96 alkol

10 dk %90 alkol

10 dk %80 alkol

10 dk %70 alkol

10 dk Distile su

30 dk hematoksilen

1 dk distile su

1 dk eosin

5 dk %80 alkol

5 dk %90 alkol

5 dk %96 alkolden gegirildikten sonra disarida kurumaya birakildi. 15 dk ksilolde
bekletilip entellan ile kapatilda.

3.5 DAPI Boyama Teknigi

Parafine gomiilen dokularin Sum kalinhiginda kesitler alindi. Biitiin lamlardaki fazla

parafinin erimesi i¢in bir gece 65°C’de etiivde bekletilir.

15 dk 65 °C ksilol

15 dk oda sicakliginda ksilol

10 dk %96 alkol

10 dk %90 alkol

10 dk %80 alkol

10 dk %70 alkol

10 dk PBS uygulamasi

5 dk DAPI (4°-6-diamidino-2-phenylindole) boyama solusyonu

5 dk PBS ile yikandiktan sonra gliserol ile kapatilarak floresan mikroskopta

inceleme yapilir.
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4. BULGULAR

Yapilan Yiiksek Lisans Tez ¢aligmasinda Spinosad’in si¢anlarin karacigerine histolojik
yonden nasil etki ettigi arastirildi. Doku biitlinliigii, c¢ekirdegin morfolojik yapisi,
cekirdek biiytikliigii, sitoplazmanin biitiinliiglinii korumasi1 ve hiicrelerinin birbirine
yakinligi konusunda degisiklikler meydana geldigi 151k ve floresans mikroskobunda

yapilan gozlemlerle tespit edildi.

Distile su uyguladigimiz 1. kontrol grubunda doku bitinliigi korunmustur.
Hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanip 151tk mikroskobunda Kkaraciger
incelendiginde, disse araliklarinda Kupffer hiicrelerine rastlandi. Hepatositler (karaciger
hiicreleri) homojen araliklarla yerlesmistir. Hemen hemen biitiin hepatositlerdeki
cekirdeklerin esit boyutlarda oldugu ve bazi hiicrelerde ¢ift ¢ekirdegin bulundugu
gozlenmistir. Kan damarlari, sinirler ve safra kanallarinin bulundugu sentral vende az

sayida eritrositler ve Kupffer hiicreleri gozlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Hematoksilen ve Eozin ile boyanan kontrol grubu si¢an karacigeri. Eritrositler (E),
disse aralig1 (ok), sentral ven (SV), Kupffer hiicresi (K), hepatositteki ¢ift ¢ekirdek
(ok basi) x40

Ikinci kontrol grubunda (E vitamini ve zeytinyagmin birlikte uygulandigi sigan

grubunda) karaciger hiicrelerinin 1gmsal olarak yerlestigi gozlendi. Hiicrelerdeki
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¢ekirdeklerin boyutlarinin ayni oldugu tespit edildi ve Disse araliklarinda Kupffer
hiicrelerine rastlandi (Sekil 4.2). Floresans mikroskobunda karaciger ornekleri DAPI
boyasiyla boyanip incelendiginde hepatosit ¢ekirdeklerinin normal yapida oldugu ve

hepsinin ayni boyutta oldugu gézlenmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.2 Kontrol grubu sican karacigerinin genel yapisi. Kupffer hiicreleri (ok), H&E x40

Sekil 4.3 DAPI boyast ile boyanan kontrol grubu sigcanlarin (E vitamini ve zeytinyagi verilen)
karacigerindeki hepatosit cekirdeklerinin morfolojileri ve boyutlarinin goriintiisii.
Hiicre gekirdegi (ok) x40
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Calismadaki 3.Grup olan 24 saat siireli 9 mg’lik Spinosad uygulanan siganlardan alinan
karaciger orneklerinde kontrol grubu ile benzer yapiya sahip oldugu gozlendi. Ancak
H&E boyamasinda sentral ven ve Disse araliklarinda nadiren Kupffer hiicrelerine

rastland1 (Sekil 4.4).

Spinosadin ¢ekirdek yapisina etkisinin nasil oldugunu goézlemek amaciyla yapilan
histokimyasal teknikle incelemede (DAPI boyamasi) ¢ekirdek morfolojisi ve yerlesimi

H&E boyamasinda oldugu gibi benzer bulgular tespit edildi (Sekil 4.5).

Sekil 4.4 Siganlara 24 saat 9 mg Spinosad uygulandiktan sonraki hematoksilen ve eozin ile
boyanan sigan karacigerinin sentral ven ve g¢evresinin goriintiisii. Sentral ven (SV),
Kupffer hiicresi (ok), disse araligi (y1ldiz), Eritrositler (E) x40
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Sekil 4.5 DAPI ile boyanan 24 saat siireli 9 mg’lik Spinosad uygulanan siganlardaki
hepatositlerin ¢ekirdek morfolojisi (0k). Sentral ven (SV) x40

Calismadaki 4. Grup olan 9 mg Spinosad uygulamasindan 72 saat sonra siganlardan
alinan karacigerlerin bazi hepatositlerde sitoplazma kaybi oldugu 1sik mikroskobunda
gozlendi. Hem Sentral vende hem de Disse araliginda eritrosit yiginlarina ayrica sentral
vende birka¢ Kupffer hiicresine rastlandi. Bazi hepatositlerde ¢ekirdek yapisinin
bozuldugu ve kigiildiigi gozlendi (Sekil 4.6). Floresan mikroskobunda da DAPI
boyamasiyla hazirlanan karaciger orneklerinde de benzer sonuglar elde edildi (Sekil

4.7).

Sekil 4.6 Spinosad (9 mg) uygulamasindan 72 saat sonra, sigan karacigerlerindeki
hepatositlerde g¢ekirdek kiiciilmesi (¢ift ok) ve sitoplazmik kayip (ok bas1), sentral
vende eritrosit y1ginlar (E) ile Kupffer hiicreleri (ok). H&E x40
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Sekil 4.7 Spinosad (9 mg) uygulannis 72 saatlik sigan karacigerinin DAPI boyamasiyla elde
edilen Floresans mikroskobu goriiniimii. Hepatositlerde ¢ekirdek kii¢tilmesi (¢ift ok),
sentral ven araligindaki kiimelesmis eritrositler (E), Kupffer hiicresi (ok) x40

Calismadaki 5. Grup 9 mg / 1 hafta Spinosad dozu uygulanan siganlardan alinan
karaciger orneklerinde kontrol grubunun karaciger oérneklerine gore 151k mikroskobunda
H&E boyanmasinda bazi hepatositlerdeki ¢ekirdek boyutlarinin kiigiildiigii tespit edildi.
Sentral vende ¢ok sayida Kupffer hiicresi gozlendi (Sekil 4.8). Floresans
mikroskobunda yapilan incelemelerde hepatosit g¢ekirdeklerinin boyutlarinda diger
cekirdeklere gore kiiglilme tespit edildi. Sentral ven araliginda eritrosit yiginlarina ve
Kupffer hiicrelerine rastlandi. Bazi hepatositlerde diger ¢ekirdek boyutlarina gore
genisleme tespit edildi (Sekil 4.9).

Sekil 4.8 Sicanlara 9 mg Spinosad uygulandiktan 1 hafta sonra aliman karaciger yapisi.
Hepatosit ¢ekirdeginin kiiciilmesi (¢ift ok), sentral ven araligindaki Kupffer hiicresi
(ok), eritrositler (E). H&E x40
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Sekil 4.9 Sigcanlara 1 hafta 9 mg Spinosad uygulandiktan sonra ve DAPI boyanan karaciger
dokusunun florasan mikroskoptaki sentral ven araligindaki eritrositler (E), hepatosit
¢ekirdeginin kiiclilmesi (ok), disse araligindaki Kupffer hiicresi (gift ok), hiicre
cekirdeginde biiylime (y1ldiz) x40

Tez ¢aligmasmin 6. deney grubundaki (9 mg Spinosad + E vitamini 24 saat uygulanan)
karacigerlerin hematoksilen ve eozin ile boyanmasi sonucunda Disse araliklarinda ¢ok
sayida eritrositin oldugu ve hiicrelerin birbiriyle temasinin azaldig1 ve uzaklastig tespit
edildi. Baz1 hepatositlerde sitoplazmik materyal kaybina rastlandi. Bazi hepatositlerin
cekirdeklerinin kiigiildiigli ve bazi ¢ekirdeklerde kromatin yigint gézlendi (Sekil 4.10).
Floresans mikroskopta elde edilen bulgulara gére hepatositlerdeki c¢ekirdeklerin farkli
boyutlarda oldugu dikkat ¢ekti. Baz1 hepatosit ¢ekirdeklerine gore daha kiigiik oldugu
gozlendi. Ayrica bazi hepatositlerin ¢ekirdeklerinde kromatin yiginlart tespit edildi

(Sekil 4.11).
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Sekil 4.10 Sicanlara 24 saat 9 mg Spinosad + E vitamini uygulandiktan sonra Hematoksilen-
Eozin boyamas: ardindan karaciger dokusunda goriillen disse araliklarindaki
eritrositler (ok), hiicre cekirdeginin kiiciilmesi (¢ift ok) ve hiicrelerin birbirinden
ayrilmasi (yildiz), hepatositlerin ¢ekirdeklerinde kromatin yigilmasi (ok basi) x40

Sekil 4.11 Siganlara 24 saat 9 mg Spinosad + E vitamini uygulanan karaciger 6rneginin
floresans mikroskobu goriintiisii. DAPI boyamasinda goriillen hepatosit
cekirdeklerinde kromatin y1gin1 (ok basi), bazi hepatositlerde kii¢lilmiis ¢ekirdek
morfolojisi (¢ift ok) x40
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Calismadaki 7. Grup olan 72 saat 9 mg Spinosad + E vitamini uygulanan deney
grubundaki siganlarin karaciger dokusundan almman kesitte (H&E)  hepatosit
¢ekirdeklerinin kontrol grubuna goére bariz kiiglildiikleri, sentral vende ¢ok sayida
eritrosit gozlendi. Cift ¢ekirdekli hepatosit sayisinda artis ve disse araliklarinda Kupffer
hiicrelerine rastlandi. Bazi hiicrelerin birbirinden ayrildigi ve bazi hiicrelerinde
sitoplazmasinda kayip oldugu goézlendi (Sekil 4.12). DAPI boyamasinda ise sentral
vende cok sayida eritrositler tespit edildi. Hepatositlerdeki cekirdeklerde kromatin
yigilmasi, ¢ekirdek boyutlarinda farklilik ve ¢ekirdekgiklerde biiylime gozlendi (Sekil
4.13).

Sekil 4.12 72 saatlik 9 mg Spinosad + E vitamini uygulamas: ardindan si¢anlardan alinan
karaciger hepatositlerindeki c¢ekirdegin kiiclilmesi (ok), hepatositlerin birbirinden
uzaklagmasi ({), hepatositteki ¢ift ¢ekirdek (yildiz), sentral vende eritrosit yigini
(E), disse araliklarindaki Kupffer hiicreleri (¢ift ok ). H&E x40
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Sekil 4.13 72 saat 9 mg Spinosad + E vitamini uygulamasi1 ardindan si¢anlarin karaciger
dokusunun DAPI boyama ile boyanan hepatositlerin ¢ekirdeklerinde kii¢lilme (¢ift
ok), hepatosit gekirdekgiklerinin bitytimesi (ok), hepatosit ¢ekirdeklerinde kromatin
y1gini1 (yildiz), sentral vende eritrositler (E) x40

Calismada 8. Deney grubunun son grubu olan 1 hafta 9 mg Spinosad + E vitamini
uygulanan siganlarin karacigerlerinden alinan dokularinda hiicrelerin birbirinden
ayrildigi, c¢ekirdek ebatlarinda degisiklikler, sentral vende eritrositlerin ¢oktiigi,
hiicrelerin sitoplazmasinda erime ve Disse araliklarinda ¢ok sayida Kupffer hiicrelerine

rastlanmustir ( Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Bir haftalik 9 mg Spinosad + E vitamini uygulamis karaciger 6rnegi. Hepatositlerde
cekirdek kiiciilmesi (ok), Disse araliginda Kupffer hiicreleri (¢ift ok ), hiicrelerin
birbirinden uzaklagmasi (yildiz), sentral vende eritrosit yigini1 ( E ) H&E x40

Floresans mikroskobunda bazi hiicrelerin ¢ekirdeklerinde kromatin yigilmasi ve Disse
araliklarinda Kupffer hiicreleri tespit edildi ( Sekil 4.15).

Sekil 4.15 Hepatositlerin ¢ekirdeginde kromatin y1gini1 (ok basi), Disse araliklarinda Kupffer
hiicreleri (ok) x40
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Calismadaki 9. Deney grubu olan 24 saat siireli 37,38 mg’lik Spinosad uygulanan
sicanlardan alinan karaciger dokusundan alinan kesitlerde hiicrelerin ¢ekirdeklerinin
kiigiildiigii ve cogu hepatositlerde cift cekirdege rastlandi. Hepatositlerin birbirinden
uzaklastigi ve Disse araliklarinda Kupffer hiicrelerine rastlandi Sentral vende yogun
eritrosit yigin1 tespit edildi.  (Sekil 4.16). Floresans mikroskobunda, hiicre
cekirdeklerinin i¢inde kromasentrum yiginlarina rastlandi ve disse araliginda eritrosit

yiginlari tespit edildi (Sekil 4.17).

*

Sekil 4.16 Isik mikroskobunda hepatositlerin ¢ekirdeklerinin kiigiilmesi (ok), hepatositlerin
birbirinden uzaklagmasi (ok basi), hepatositlerde ¢ift ¢ekirdek (yildiz), sentral
vende eritrosit yigini (E), Disse araliklarinda Kupffer hiicreleri (¢ift ok) H&E x40
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Sekil 4.17 Floresans mikroskobunda hepatositlerde kromatin yigim (ok), Disse araliklarinda
eritrositler (E). DAPI boyas1 x40

Calismada 10. Grup olan 37,38 mg Spinosad uygulanan si¢anlardan 72 saat sonra alinan
karacigerlerde 151k mikroskobunda hepatositlerin yerlesiminde uzaklagmalar ve
kopmalar tespit edildi. Ayrica bazi hepatositlerin ¢ekirdek boyutlarinda diger hiicrelere
gore kiiclilmelere, hepatositlerin sitoplazmalarinda erime tespit edilmistir. Sentral vende
eritrositler gozlenmistir. Disse araliklarinda da eritrositlere ve Kupffer hiicrelerine
rastlanmistir  (Sekil 4.18). Floresans mikroskobunda da baz1 hepatositlerin
cekirdeklerinde kiiciilme ve hepatositlerin birbirinden uzaklagsmasi gozlenmistir. Disse

araliklarinda da ¢ok sayida eritrositlere rastlanmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18 72 saat siireli 37,38 mg Spinosad dozlu karaciger dokusunun isik mikroskobunda (
Hematoksilen — Eosin ) boyanan hepatositlerin birbirinden uzaklagmasi (ok basi),
hapatosit ¢ekirdeginin kiigiilmesi (¢ift ok), hepatosit sitoplazmasinda erime (yildiz),
sentral vende eritrositler (E), disse araliklarinda Kupffer hiicresi (ok) x40

Sekil 4.19 Floresans mikroskobunda 72 saat siireli 37,38 mg Spinosad dozu verilen DAPI ile
boyanan hepatositlerin ¢ekirdeklerinin kiigiilmesi (ok), Disse araliklarindaki
eritrositler (E) x40
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Calismadaki 11. Grup 37,38 mg / 1 hafta Spinosad dozu uygulanan si¢anlardan alinan
karaciger oOrneklerinde 1s1k mikroskobundaki hepatositlerin genelinde sitoplazma
materyalinde erimeler gozlendi. Hepatosit ¢ekirdeklerinin morfolojisinde bozulmalar,
hepatositlerde kromatin yiginlar tespit edildi. Disse araliklarinda bol sayida Kupffer
hiicreleri gozlendi (Sekil 4.20). Floresans mikroskobunda da hepatosit ¢ekirdeklerinin
boyutlar1 genel olarak ayn1 ve hepatositlerde kromatinin y1gin halinde ¢oktiigii gézlendi.

Disse araliginda ve sentral vende eritrosit sayisinda artig tespit edildi (Sekil 4.21).

Sekil 4.20 Bir hafta siireli 37,38 mg Spinosad dozu uygulanan hepatositlerin sitoplazmasindaki
kayip (ok basi), hepatosit ¢ekirdeginin morfolojisindeki bozulma (ok), hepatosit
cekirdegindeki kromatin yigin1 (gift ok), disse araligindaki Kupffer hiicresi (K) H&E
x40
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Sekil 4.21 Bir hafta siireli 37,38 mg Spinosad dozu uygulanan karaciger drneklerinde floresans
mikroskobunda DAPI boyasiyla boyanan hepatositlerin ayni1 boyutlardaki
cekirdekler (ok), disse araliklarinda ve sentral vende eritrositler (E) x40

Calismadaki 12. deney grubu 37,38 mg Spinosad + E vitamini dozlu siganlarin 24 saat
siireli olanlarindan disekte edilmis karacigerlerinden alinan Orneklerin 151k
mikroskobunda H&Eosin ile boyanan hepatositlerin g¢ekirdek ebatlarinda bariz bir
degisiklik olmadig1 ancak bazi hepatositlerde kiigiildiigii tespit edilmistir. Hepatositlerin
sitoplazmik kayiba ugramadigi gozlendi. Sentral vende ve disse araliginda eritrositlerin
ve Kupffer hiicrelerinin varligina az sayida rastlanmistir (Sekil 4.22). Floresans
mikroskobunda da genel olarak bakildiginda hepatositlerin diizgilin yapida oldugu ancak
baz1 hepatositlerin ¢ekirdeklerinin kiiglik oldugu goézlenmistir. Hepatositlerin birbirine
yakin oldugu tespit edilmistir. Disse araliklarinda Kupffer hiicreleri ve eritrositler yok

denecek kadar az oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.22 Isik mikroskobunda 37,38 mg + E vitamini / 24 saat Spinosad dozu uygulanan
karaciger histolojisi. Hepatosit g¢ekirdeklerinde kromatin yigini1 (ok basi)Disse
araligindaki Kupffer hiicresi (K) H&E x40

Sekil 4.23 37,38 mg / 24 saat Spinosad dozu uygulanan floresans mikroskobunda DAPI
boyastyla boyanan hepatositteki ¢ekirdek kiiciilmesi (ok), Cekirdeklerde kromatin
yigin1 (ok basi) Disse araligindaki Kupffer hiicresi (K) x40
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Calismadaki 13. Deney grubunda 72 saat sonunda 37,38 mg Spinosad + E vitamini
dozlu sicanlardan disekte edilen karaciger drnekleri 151k mikroskobunda (Hematoksilen
— Eosin) boyanan hepatositlerin sitoplazmasinda kayip gézlenmistir. Disse araliklarinda
Kupffer hiicrelerine rastlandi. Sentral vende fazla sayida goriilen eritrositler ve Kupffer
hiicreleri rastlanildi (Sekil 4.24). Floresans mikroskobunda da bazi hepatositlerin
cekirdek morfolojisinde bozulmalar ve sentral vende fazla sayida eritrosit ve Kupffer

hiicreleri tespit edilmistir (Sekil 4.25).

Sekil 4.24 72 saat siireli 37,38 mg Spinosad + E vitamini uygulanan karaciger 6rneginde
Hematoksilen — Eosin ile boyanan hepatosit sitoplazmasinda erime (yildiz), disse
araligindaki ve sentral vendeki Kupffer hiicresi (ok), sentral vendeki eritrositler (E)
x40
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Sekil 4.25 72 saat siireli 37,38 mg Spinosad + E vitamini uygulanan floresans mikroskobunda
DAPI boyasiyla boyanan hepatositlerin ¢ekirdegindeki morfolojik bozulma (yildiz),
hepatosit ¢ekirdeginde asir1 biiyiime (ok), sentral vende eritrositler (E) ve Kupffer
hiicresi (K) x40

Calismada 14. deney grubunun 1 hafta siireli 37,38 mg Spinosad + E vitamini dozlu
sican karaciger Orneginin 151k mikroskobunda (Hematoksilen — Eosin) boyanan
hepatositlerin sitoplazmalarinda kayip, c¢ekirdeklerinde de kromatin kayb1 ve
pargalanma gibi morfolojik bozukluklar gézlenmistir. Disse aralifinda da fazla sayida
eritrosiler tespit edilmistir (Sekil 4.26). Floresans mikroskobunda da hepatositleirn
cekirdeklerinde kromatin yiginlari, sentral vende ve disse araliginda eritrositlere

rastlanmustir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.26 Bir hafta siireli 37,38 mg Spinosad + E vitamini uygulanan 1s1k mikroskobunda
hepatositlerdeki sitoplazma kayb1 (ok), disse araligindaki eritrositler (E) x40

Sekil 4.27 Bir hafta siireli 37,38 mg Spinosad + E vitamini uygulanan floresans mikroskobunda
DAPI boyasiyla boyanan hepatositlerdeki kromatin yigin1 (ok basi), sentral ven
eritrositler (E) x40
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Cizelge 4.1 Spinosad uygulamasindan sonra deney hayvanlarinin
grubu)karacigerindeki hiicresel hasarlarin karsilastirilmasi

(14

sigan

Hepatosit
Cekirdek
Kiigiilmesi
Hepatosit
Cekirdek
Bozulmast
Sitoplazma
Kaybi1
Kromatin
Cokmesi
Sentral
Vende
Eritrosit
Disse
Araliginda
Eritrosit
Sentral
Vende
Kupffer

Hiicresi

Disse

Kupffer

1) Kontrol
grubu

1
1
1
1
+
1
+

*| Araliginda

2)Zeytinyag1 - - -
+ E vitamin
grubu

+

3) 24 saat 9 - - - - - - +
mg Spinosad

4) 72 saat 9 + + + - + + +
mg Spinosad

5) 1 hafta 9 + - - - + - +
mg Spinosad

6) 24 saat 9 + - + + N " .
mg
Spinosad +
E vitamini

7) 72 saat 9 + - + + + - -
mg
Spinosad +
E vitamini

8) 1 hafta 9 + - + + + - -
mg
Spinosad +
E vitamini

9) 24 saat + - - + - + +
37,38 mg
Spinosad

10) 72 saat + - + - + + -
37,38 mg
Spinosad

11) 1 hafta - - + + + + -
37,38 mg
Spinosad

12) 24 saat + - - - + + +
37,38 mg

Spinosad +
E vitamini

13)72 saat - + + - + - +
37,38 mg

Spinosad +
E vitamini

14) 1 hafta - + + + + + -
37,38 mg
Spinosad +E
vitamini
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan Yiiksek Lisans Tez calismasi sonucunda Spinosadin (SPD) sigan karacigeri
yapisina 9 mg ve 37.38 mg’lik dozlarinin hasar verici yonde etki ettigi 151k ve floresan

mikroskobunda gozlendi.

Sonug olarak yapilan Yiiksek Lisans Tez ¢alismasi Spinosadin iki farkli doz uygulamasi
sonucunda karacigere 72 saat sonra hasar verici yonde etkili oldugunu gosterdi. Cogu
makalede bu tiir pestisitlerin enzim agisindan biyokimyasal etkileri rapor edilmistir.
Yapilan Tez calismast hiicresel yonden de organlarin hasar gordiigiinii 6ne siiren az
sayidaki caligmalardan birisidir. Pestisitlerle yapilacak miicadelelerde uyguladigimiz
dozlarin dikkate alinacagi ve bu konuda yapilacak olan calismalara kaynak olacagi

diistiniilmektedir.

Calismadaki 4. Grup olan 9 mg Spinosad uygulamasindan 72 saat sonra sicanlardan
aliman karaciger dokusunda bazi hepatositlerde c¢ekirdek yapisinin bozuldugu ve
kiiciildiigii gozlendi. Hepatositlerdeki ¢ekirdek kiigiilmesi sebebinin, spinosadin toksik
etkisi nedeniyle kromatin azalmasmin olabilecegi ve hiicrenin nekroza ugradigi
diistintildii (Sekil 4.6).

Calismadaki 5. Grup 9 mg / 1 hafta Spinosad dozu uygulanan siganlardan alinan
karaciger orneklerinde kontrol grubunun karaciger orneklerine gore 151k mikroskobunda
H&E boyanmasinda bazi hepatositlerdeki ¢ekirdek boyutlarinin kii¢iilmesi Spinosad
nedeniyle hiicrenin nekroza ugradigini diisiindiirdii (Sekil 4.8). Bazi hepatositlerde
diger ¢ekirdek boyutlarina gore genisleme tespit edildi (Sekil 4.9). Bu durum, spinosada

kars1 antioksidant enzim sentezinin artmis olabilecegini diisiintildii.

Calismadaki 7. Grup olan 72 saat 9 mg Spinosad + E vitamini uygulanan deney
grubundaki siganlarin karaciger dokusundan alinan kesitte DAPI boyamasinda ise

sentral vende c¢ok sayida eritrositler tespit edildi. Bu kanama olabilecegi diisiiniildii

(Sekil 4.13).
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Calismadaki 12. deney grubu 37,38 mg Spinosad + E vitamini dozlu siganlarin 24 saat
sireli olanlarindan disekte edilmis karacigerlerinden alinan Orneklerin 151k
mikroskobunda H&Eosin ile boyanan hepatositlerin ¢ekirdek ebatlarinda bariz bir
degisiklik olmadig1 ancak bazi hepatositlerde kiigiildiigii tespit edilmistir. Hepatositlerin
sitoplazmik kayiba ugramadigr gozlendi. Bu sonuca bakarak E vitaminin koruyucu

ozelligi oldugu diisiiniildii (Sekil 4.22).

Calismadaki 13. Deney grubunda 72 saat sonunda 37,38 mg Spinosad + E vitamini
dozlu sicanlardan disekte edilen karaciger drnekleri 151k mikroskobunda (Hematoksilen
&Eosin) boyanan hepatositlerin sitoplazmasinda kayip gézlenmistir. Disse araliklarinda
Kupffer hiicrelerine rastlandi. Sentral vende fazla sayida goriilen eritrositler ve Kupffer

hiicreleri rastlanilmasi kanama olabilecegi gozlendi (Sekil 4.24).

Tugyan ve ark., (2005) yaptiklar1 calismada bir organofosfatli pestisit olan malathion
uyguladiklari farelerin bobrek dokularinin ¢ogunda 1s1k mikroskobu diizeyinde bobrek
kanallarinin ~ liimenlerinde  eritrosit  kiimelerinin  oldugu gdzlenmistir. Bizim
calisgmamizda kullandigimiz organofosfat grubunda kabul edilen Spinosad siganlarin
karacigerinde sentral ven ve Disse araliklarinda eritrosit yigilarinin olugmasina sebep
olmustur ve dolayisiyla bu yonden Tugyan ve arkadaslarinin (2005) tespit ettikleri
bulgu ile benzerlik gostermektedir.

El-Shenawy ve arkadaglar1 (2010) organofosfatli insektisit olan diazinonun (DZN)
farelerin karacigerine etkisini ve hepatotoksisiteye karst E vitamininin koruyucu etkisini
hem hiicresel hem de antioksidant enzim seviyeleri yoniinden incelemislerdir. Endojen
antioksidan enzimlerdeki degisikliklerle birlikte belirgin sekilde diisiik GSH seviyeleri
ve artan LPO seviyelerinin doza bagimli olan DZN'nin hepatik toksisitesinde etkili
oldugunu rapor etmislerdir. Viatmin E uygulamasinin diazinonun neden oldugu
karaciger hasarmm1 koruyan ajan olarak hareket edebilecegini One siirilmistiir. E

vitamininin karaciger hasarin1 6nledigi ¢alismamizda da gozlenmistir.

Uzunhisarcikli ve Kalender (2011) erkek ratlara metilparation, C+E vitamini ve

metilparation/C+E vitamini dozlarin1 hergiin oral gavaj yolu ile 7 hafta uygulamislardir.
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Elektron mikroskobu ile yaptiklari gozlemlerde organofosfatli insektisit olan
metilparationun sitopatolojik degisimlere neden oldugunu si¢an karacigerinde tespit
etmiglerdir. C+E vitaminlerini hepatotoksisiteyi azalttigi ancak tamamen ortadan
kaldirmadigimi belirtmislerdir. Calismamizda E vitamini uygulamasinin Spinosad si¢an
karacigerindeki hasarimmi kismen diizelttigi Uzunhisarcikli ve Kalender’in (2011)

bulgularina benzer bulgulardir.

Aboul-Enein ve ark., (2012) spinosadi siganlara uyguladiktan dort hafta sonra aldikalari
karaciger organlarinda asetilkolinesteraz (AChE) enzim aktivitesinin inhibe edildigini
gozlemlemislerdir. Karaciger morfolojisini gozlemlemek icin yaptiklari histolojik
calismalarda, verdikleri LD50’nin 1/20’si kadar wuygulanan SPD dozunun,
hepatositlerde vakuol olusumuna ve dejeneratif degisiklere sebep oldugunu tespit
etmislerdir (Aboul-Enein ve ark., 2012). Bizim yaptigimiz ¢alismada ise 72 saat siireli 9
mg ve 37.38 mg doz Spinosad uygulanan sicanlarin karaciger hepatositlerinde
sitoplazmik kayip, ¢ekirdeklerinin morfolojisinde bozulmalar ve diger ¢ekirdeklere gore
bazilarinda kiiciilmeler tespit edilmistir. Bunun sebebi olarak Spinosad’in toksik etkisi

nedeniyle kromatin azalmasinin olabilecegi ve hiicrenin nekroza ugradig: diigiiniildii.

Cakic1 ve Akat (2013), yaptiklar ¢alismada diazinonun sigan karaciger ve bobreklerine
yapisal yonden etkilerini incelemislerdir. Calismada siganlarin karacigerindeki
hepatositlerde vakuol olusumu, mononiikleer infiltrasyon, genislemis damar yapisi ve
Disse araliginda ¢ok sayida Kupffer hiicrelerine rastlanmistir. Kupffer hiicrelerinin fazla
olmast yoniinden Spinosad, c¢alismamizdaki deney hayvanlarmin karacigerinde de

Kupffer hiicrelerinin yogun gériinmesine neden olmustur.

Eren ve ark., (2017) klorprifosun (organofosfat grubunda) Wistar albino ratlar iizerinde
yaptiklar1 ¢aligmada testis dokusuna hasar verdigini tespit etmislerdir. Calismalarinin
sonucunda klorprifosunun testis dokusundaki seminifer tiibiillerde dejenerasyon,
spermatogenik hiicrelerde azalma ve seminifer tiibiiller arasindaki bolgede nekrozis gibi
degisiklikler gozlemlemislerdir. Bizim c¢alismamizda da benzer olarak, spinosad

uyguladigimiz karaciger hepatositlerinin bazilarinda nekrozis gozlendi.
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Ravikant ve ark., (2018) kuslarin karacigerine spinosad uyguladiklarinda belirgin olarak
lezyonlar ve sentral vende tikaniklik, hepatositlerde bozulmalar ve siniizoidlerin
genisledigini tespit etmislerdir. Bizim ¢aligmada Ravikant ve arkadaglarinin tespit ettigi
bulgulara benzer olarak hepatositlerde bozulmalar ve sentral ven de eritrositlerin

varligina bagl olarak kanamalar tespit edildi.

Yapilan tez calismalarinin sonuglarinin organofosfatli bilesiklerin zararlarini inceleyen
arastirmacilara kaynak olacagi ve karaciger yapis1 bozukluklar ile yapilan ¢alismalara

bilimsel yonden destek olacagi kanisindayi1z.
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