CE 3

INONU ONIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

GUTHION INSEKTiSiTiININ Microtus canicaudus (RODENTIA)’DA
ETKiSININ BiYOBELIRTEGLER KULLANILARAK ARASTIRILMASI

Murat OZMEN

DOKTORA TEZI
BivoroJi ANABILIM DALI



"Fen Bilimleri Enstitilisii Mudirligine"

is bu galisma, Jjlirimiz tarafindan Biyoloji Anabilim

Dalinda DOKTORA TEZI olarak kabul edilmistir.

Baskan Prof.Dr. A.Nihat BOZCUK

Uye Prof.Dr. Egref YUKSEL
Uye Do¢.Dr. Kayahan FISKIN
Onay:

Yukaridaki imzalarin, adi gegen o6Fretim iiyelerine ait

oldudunu onaylarim.

.12 . /1993




Camim Babam, Mehmet OZMEN (1333-22.2.1975)
ve

Camm Annem, Sadakat OZMEN ’e



fte

OZET

Bir organofosforlu insektisit olan Guthion’un
(azinphosmethyl) laboratuvar kosullarinda barindirilan
Microtus canicaudus (Kuzey Bati Amerika tarla faresi)’da
bazi biyobelirtegler kullanilarak, etkileri aragtirilda.
Bu amagla hayvanlardan alinan plazma érneklerinde laktat
dehidrogenaz (LDH), kreatin kinaz (CK) ve izositrat dehid-
rogenaz (ICDH) enzim aktiviteleri incelendi. Ayrica plazma
kreatinin ve kan lire nitrojeni (BUN) konsantrasyonlari be-
lirlendi. Bundan bagka asetilkolinesteraz enzim aktivitesi
beyin doku homojenatlarinda incelendi. Kan akyuvar hiicre
farklilasmasi oranlari ve hematokrit deferleri insektisit
etkisine bagdli olarak ele alindi. Viicut adirligdi, besin ve
su tiiketimi gibi bazi toksikolojik parametreler hayvanla-
rin saglik durumlarinin belirlenmesinde dederlendirme kap-
samina alindi. Arastirmada tim spektrofotometrik analiz
yontemleri igin bir mikroplate okuyucu sistemi secildi ve
ybéntemler bu cihaz i¢in modifiye edildi.

Hayvanlarin elimizdeki kimyasal ile muamelesi igin
iki ana test grubu olusturuldu. Bunlardan birisi "Letal
Konsantrasyon (LC)" test grubu, dijeri de "Disseksiyon
(DS)" test grubu olarak adlandirildi. Uygulama gruplari
olarak ¢ farkli insektisit konsantrasyonu secildi ve bun-
lardan birisi M. canicaudus i¢in L.C50 dozu olarak bilinen
322 ppm’1lik konsantrasyondu. Insektisit dozlarindan birisi
daha diigiik konsantrasyonda (161 ppm) ve diferi de LC50 do-
zundan yiiksek konsantrasyonda (428 ppm) se¢ildi. Herbir

test grubu igin ayrica bir kontrol grubu olusturuldu ve bu
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hayvanlar yalnizca dilusyon maddeleri olan aseton ve mi-
s1rézi yadi ile muamele edilmis yem ile beslendiler. Test
gruplarinin her birini olusturan uygulama gruplarinda tiim
hayvanlar her kafeste bir Microtus olacak sekilde barindi-
rildi. "LC" test grubu hayvanlari deney siiresince iki giin-
de bir kan o6rneklerinin alinmasi ig¢in kullanildi. Dene-
yin son giiniinde (14. giin) canli kalan hayvanlar ise dis-
sekte edildi. "DS" test grubu hayvanlar rastgele segile-
rek, yalnizca disseksiyon giinlerinde kan o&rneklerinin
alinmasini takiben 61diirtildi ve beyin dokulari alinda.

Yapilan deneysel ¢alisma sonuglarina goére:;

a) Guthion etkisine bayli olarak, viicut airlidinin
her iki test grubunda da 6nemli diizeyde azaldigi saptanda
(P<0.05).

b) Insektisit uygulama gruplari ile kontrol gruplari
arasinda, hematokrit dederleri bakimindan farklilik sap-
tanmadi. Ancak akyuvar farklilasma ylizdesi verilerine
gbre, bazi gruplarda oénemli istatistiksel farkliliklar
bulundu (P<0.05).

c) Guthion etkisi ile, beyin AChE aktivitesinin gerek
"disseksiyon" ve gerekse "Letal Konsantrasyon" test gru-
bunda egey karigsik (erkek ve digi birlikte) ve erkek hay-
vanlarda énemli diizeyde inhibe edildi§i (P<0.001; P<0.01;
P<0.05), buna karsin digsilerde aktivite dedisiminin kont-
rol grubu digilerinden farkli olmadidi belirlendi.

d) "DS" test grubu hayvanlarinin kan plazmasi drnek-
lerinde bazi farkli giinlerde ve uygulanan farkli dozlarda
LDH, CK, ICDH aktivitelerinin yada BUN konsantrasyonunuh
6nemli diizeyde dedistidi bulundu (P<0.05). Benzer bulgular
"LC" test grubu hayvanlardan alinan érneklerin galigilmasi

ile de bulundu. Ancak bu grup hayvanlarda bazi farkli uy-
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gulama giinlerinde kreatinin diizeyinin de dedistigdi gdz-
lendi. Bununla beraber, tim kan plazma biyokimyasal biyo-
belirteg¢lerinin deneye alinmamis, saflikli stok laboratu-
var hayvanlarindaki normal sinirlari igerisinde oldugu
saptandi.

Gruplar arasi istatistiksel farkliliklar varyanhs ana-
lizi ve Fisher’in PLSD testi kullanilarak ortaya konuldu.
Bulgular biyokimyasal, fizyolojik ve toksikolojik bazi

biyobelirteg verileri kullanilarak tartisailda.

anahtar kelimeler: Guthion, Microtus canicaudus,
biyobelirteg¢, asetilkolinesteraz,

plazma enzimleri
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ABSTRACT

Some biomarker parameters were investigated to detect
the effects of Guthion (Azinphosmethyl), which is an orga-
nophosphate insecticide on gray tailed voles (Microtus
canicaudus) in the laboratory conditions. Lactate dehydro-
genase (LDH), creatin kinase (CK) and isocitrate dehydro-
genase (ICDH) enzyme activitiés and creatinin and blood
urea nitrogen (BUN) concentrations were investigated in
the plasma samples. Also brain acetylcholinesterase (AChE)
activity was studied with brain tissue homogenates. On the
other hand, white blood cell differentiation ratios and
hematocrit values were investigated as blood physiological
biomarkers of insecticide exposure. Some toxicological
parameters, such as body weight, food and water consump-
tions, were considered to detect the health conditions of
the animals. All biochemical experiments were assayed by
using a microplate reader system for spectrophotometric
techniques and assay methods were modified for this
system.

Two test groups were designed for chemical exposure.
They called the "lethal concentration (LC) test" and the
"sacrifice (DS) test" groups. Treatment groups were
selected as three exposure concentrations, one of which
was the LC50 (322 ppm) for voles. The other dose was lower
(161 ppm) and the last dose was higher (428 ppm). Control
group (diluent only) was also included each test groups.
Animals were individually housed for the duration of the

experiment for each treatment group of the test groups.



v
Lethal concentration test animals were bled every second
day [onA(-l)st, 2nd, 4th, 6th, 8th, 10th and 14th days]
during the 1laboratory exposure using orbital bleeding
techniques.If the animals are alive on day 14th, they were
sacrificed for collection of brain tissues. But, sacrifice
test animals were used for bleeding on the sacrifice day
only (on day 3th, 7th or 9th) and those were selected
randomly for this procedure. Finally, they were sacrificed
to collect brain tissues. Analysis of variance (ANOVA)
tests and Fisher’s PLSD test were used to determine the
significant differences among test groups compared to
results of control groups.

This experimental study results are shown that;

a) Average body weight of both test group voles were
significantly decreased because of Guthion exposure
(P<0.05).

b) Hematocrit values were not found significantly
different between control and treatment groups. However,
white cell differentiation ratios were shown significant
differences for some treatment groups on the different
test days.

c) Brain AChE activity of both "sacrifice" and "LC"
test group animals were significantly inhibited because of
insecticide exposure for both sexes combined and male
voles (P<0.001; P<0.01; P<0.05) but, enzyme activity were
not significantly changed for females.

d) Plasma LDH, CK, ICDH activities or BUN concentra-
tions of "sacrifice" test group animals were changed for
different exposure doses on the different test days
(P<0.05). Similar results were also detected for "LC" test

group voles. But, creatinin concentrations of this test



vi
group animals were changed for different treatment days.
However, biochemical results of blood plasma biomarkers
were found in normal limits on the animals when they com-
pared to healty stock laboratory voles.

Analysis of variance (ANOVA) and Fisher’s PLSD tests
were used for determine to test results. Experimental
results were discussed using toxicological, biochemical

and physiological biomarker criterias.

keywords: Guthion, vole, biomarker, acetylcholinesterase

plasma enzymes
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KISALTMALAR
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1. GiriS VE GENEL BiLci

Glunimizde endistriyel gelisim ile birlikte, kimyasal
madde kullanimi da giderek artan boyutlarda yagantimiza
katilmaktadir. Bu kimyasal maddelerden bir kismi da in-
sanlarin 6zellikle tarimsal amag¢larla lrin verimini art-
tirmak, daha kaliteli triinler elde etmek ya da gevresinde
ona zarar veren canlilari yok etmek amaci ile kullandiga
pestisitlerdir.

Pestisit terimi insan yasami ig¢in zararli olan canli-
lari éldirmek amaci ile kullanilan bilegikleri ya da mad-
deleri ifade eden genel bir terimdir ve insektisit, her-
bisit, fungusit, rodentisit ve benzeri kimyasal bilesik-
leri kapsamaktadir (McEven ve Stephenson, 1979). Giinlimiizde
kullanilan kimyasai pestisitler ilk kez DDT’nin kesfinden
uzun bir silire sonra, onun ilk defa ikinci Diinya Savasi si-
rasinda sitma etkeni tasiyan sivrisinekleri &ldiirmek ig¢in
kullanilmaya baglamasi ile glinliik yagsantimizda yerini al-
migtir. Ancak giinimiizde insanligin kullanimina sunulan di-
ger kimyasal maddelerle birlikte, pestisit kullanimi da
giderek artan boyutlara ulagmistir. ilk kimyasal insekti-
sit olan DDT’nin kesfini ve kullanimini takiben, kisa sii-
rede zararli bitkileri yok etmek ig¢in herbisitler, bdcek-
ler igin insektisitler, rodentler ig¢in rodentisitler, ba-
lik kontroli ig¢in ya da nematod kontrolidl igin formiiller,
pestisit teknolojisinin geligimi ile hizla liretilmeye bag-
lanmig ve Kkullanima sunulmugtur (McEven ve Stephenson,
1979).

Ancak pestisitlerin kullanilmaya baglamasindan ¢ok
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kisa bir siire sonra, 1950’1i yillarin ortalarindan itiba-
ren, 6nce DDT (Kerswill ve Elson, 1955; Burdick vd., 1964;
Hunt ve Bischoff, 1960), daha sonra da kullanilan dider
pestisitlerin (Ratliffe, 1969; Hickey, 1969) insanlar ve
dijer yabanil yasamda hedef olmayan (non-target) canlilara
zararlari ortaya konulmaya baslamistir.

insanlarin yasadigi yerlerde ya da tarimsal alanlarda
bdceklerin kontrol altinda tutulmasi amaci ile kullanilan
pestisitlere "insektisit" adi verilmektedir (McEven ve
Stephenson, 1979). Gilnilimiizde hedef (target) olarak seg¢ilen
bdcekleri kontrol etmek amaci ile kullanilan biitiin kimya-
sal insektisitler neurotoksikantlardir ve hedef organizma-
larda sinir sistemini etkileyerek etkileriﬁi gbstermekte-
dir. Ancak insektisitler seg¢ici olmamalari nedeni ile, he-
def organizmalari etkiledikleri kadar hedef olmayan canli-
lar lzerine de etkilidirler (Amdur vd., 1991). Bugiin yay-
gin olarak kullanilan insektisitler genel kimyasal yapila-
rina gdre 2 temel grupta siniflandirilmaktadir (McEven ve
Stephenson, 1979). Bunlar:

1) Organoklorinli (karbamat) Insektisitler

2) Organofosforlu (OP) Insektisitler

OP insektisitler karbamat insektisitlerle karsilagti-
rildiginda gevresel kosullarda daha az direngli bir yapida
bulunduklari goériilmektedir. Bundan 6tiirti daha fazla kulla-
nilagelmektedir. Ancak bazi OP insektisitler akut dozlarda
toksik etkilerini daha fazla gdstermektedir ve bircok or-
ganizma tarafindan da daha hizli metabolize edilmektedir-
ler (Bennet ve Williams, 1985). Bu grup insektisitlerin
ilki 1937 yilinda bir grup Alman bilim adami tarafindan
sentez edilmigtir. Bu grup organik yapili insektisitler

genel olarak organizmalarda sinapsda asetilkolin



3
esteraz (AChE) enziminin inhibe edilmesi ile sinir sistemi
tizerinde etkilerini géstermektedir. Bu nedenle bu tip bi-
lesikler "kolinesteraz inhibe eden insektisitler" ya da
"antikolinesteraz insektisitleri" olarak da adlandirilmak-
tadir (Amdur vd., 1991; Mineau, 1991).

Glinlimiizde OP insektisitler diinyada g¢ok yaygin olarak
tarimsal alanlarda ve g¢evrede bdcek kontrolu amaci ile
kullanilmaktadir (Pope ve Chacraborﬁi, 1992; Hart, 1993;
Machera ve Kostakis, 1993). Genel olarak OP insektisit-
lerin yliksek yapili organizmalar Ulzerinde etkileri ince-
lendiginde, yabanil yasamda, 6zellikle tarim alanlarina
insektisit uygulanmasini takiben toplu halde kus, memeli
ve balik 6lumlerine neden olabildigi rapor edilmektedir
(Coppage, 1971; Hill ve Fleming, 1982). Fensulfothion ve
parathion insektisitlerinin tarimsal arazilerde uygulanma-
sinin ardindan ¢ok sayida kus ve memelinin 61ii olarak bu-
lundugu bildirilmistir (Mills, 1973). Arastiricilar codu
hayvan o6limlerinin ise muhtemelen ikinqil mekanizmalar
ile, yani besin =zinciri halkasi nedeni ile olustu@unu
iddia etmiglerdir. Ozellikle OP insektisitlerin besin
zincirinde birikimler nedeni ile canlilarda ikincil
zehirlenmelere neden olabildigi bilinmektedir (Rattner ve
Hoffman, 1984). Organofosfat ve karbamat bilesikli insek-
tisitler etkilerini dodrudan doyruya periferal ve merkezi
sinir sistemi tzerinde g6stererek, organizmanin yasamini
tehdit etmektedir. Orne§in, parathion ve malathion insek-
tisitleri periferal sinir sisteminde etkili olarak, orga-
nizmada lakrimasyon, salya akmasi, ishal, titreme gibi be-
lirtilerle etkisini ortaya koymaktadir (Hart, 1993;
Mendoza, 1976; Mills, 1973; Reiter, vd., 1972; ﬁdson ve

Noakes, 1960). Diger taraftan, OP insektisitlerin etkisini



4
AChE enzimini inhibe ederek géstermesi yanisira, alt be-
yin kékiinde solunum kontrol merkezlerinin baskilanmasi ile
canlinin éliimiine neden olduyu bildirilmigtir. Geng memeli-
lerin eriskin hayvanlara oranla akut toksik etkiye daha
duyarli olduklari da rapor edilmektedir (Pope Ve
Chacraborti, 1992; Mendoza, 1976).

Bu grup insektisitlerden birisi olan Guthion
(azinphosmethyl; S~(3,4-dihyro-4-oxobenzo[d]-[1,2,3]-
triazin-3-ylmethyl)0,0-dimethyl phosphorodithioate; O,0-
dimethyl S-[(4-oxo-1,2,3-benzothriazin-3(4H)-ylmethyl]-
phosphorodithioate) yaygin olarak birgok bodcek tiiri igin
kullanilan bir insektisittir (Sekil 1.1). Meyve, sebze,
iiziim, misir, pamuk, narenciye gibi tarim alanlarinda g¢ok
si1klikla kullanilmaktadir (Worthing, 1979). Ayrica metil-
triazotion, Gusathion-M, Bay 17147 veya Carfene adlari ile

de kullanilagelmektedir (Hall vd., 1992).

W

(MeO), P.S.CHy ~————

A

Sekil 1.1. Guthion insektisitinin kimyasal yapisi
(Hall vd., 1992).
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Guthion’un diger OP insektisitler gibi, hayvanlarda
AChE enzimini inhibe ederek, toksik etkisini g&sterdiyi
daha 6nceki birgok galisma ile ortaya konulmustur (Worden
vd., 1973; Benke ve Murphy, 1974; Short vd., 1980; Durda
vd., 1989). Guthion’un hayvanlar iizerinde akut toksik et~
kileri (Gaines, 1960; Pasquet vd., 1976), kronik toksit
etkileri (Worden vd., 1973) ve Guthion metabolizmasi ile
ilgili galigmalar (Murphy, 1966; Levine ve Murphy, 1971)
bulunmaktadir. Rodentler {iizerinde yapilan c¢alismalarda
Guthion’un hayvanlarda ireme fizyolojisini, &&renme
yetene§ini ve hareketlerini etkiledi§i kaydedilmekle bera-
ber, akut fizyolojik ve davranig ekolojisi ile ilgili bil-
gilerin oldukga az oldugu belirtilmektedir. Ozellikle kii-
glik yabani memeli hayvanlarla bu konuda yapilan aragtirma
say1isi oldukg¢a sinirlidar (Durda vd., 1989). Diigiik dozlar-
da (50-100 ppm) Guthion ile muamele edilmig yem ile besle-
nen rat ya da képeklerde leucocytogenesis ya da hematopo-
ieéis, besin tiiketimi, renal fonksiyon bozukluklari gibi
etkiler gbzlenmezken, 50 ppm insektisit ile muamele edil-
mis yem ile bir yil silireyle beslenen hayvanlarda da kolin-
esterazin diisiik diizeyde inhibe edildiyi rapor edilmekte-
dir. Ancak hayvanlarda herhangi bir doku ya da organ ha-
sari saptanmamistir (Worden vd., 1973).

Bir kimyasal maddenin laboratuvar hayvanlarinda etki-
sini belirlemede kullanilan baslica kriterle;vsubakut ve
akut toksitite testleri ile letal doz (LD) vé letal kon-
santrasyon (LC) c¢alismalaridir. Letal konsantrasyon héy-
vanlarin belirli bir bé&liimiintin belirli bir zaman siireci
iginde &liimiine neden olan ve oral yol ile alinan kimyasal
madde konsantrasyonudur. LC dozu istatistik olarak belir-

lenen tek bir kimyasal madde miktarini ifade etmelidir
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(Amdur vd., 1991). EJer yapilan galismada kimyasal madde
muamelesi ile hayvanlarin %50’sinin 5 giinlik siire igeri-
sinde O6liumine neden olan madde konsantrasyonu hesaplani-
yorsa LC dederi LC50 olarak ifade edilmektedir (Mayers,
1991; Bascietto, 1985).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar ile Guthion’un gesit-
1i hayvanlar tlizerinde LD50 ve LC50 deferleri bilinmekte-
dir. Laboratuvar farelerinde LD50 dederi 3-4.5 mg/kg
(Benke ve Murphy, 1974), ratlarda akut oral LC50 dozu 15
mg/kg (McEven ve Stephenson, 1979; Short vd., 1980; Hall
vd., 1992; Worthing, 1979) olarak bildirilmistir. U.S.
Environmental Protection Agency tarafindan yayinlanan ra-
porlara gére, ratlarda akut oral LC50 dozu 13mg/kg, tavuk-
larda 100-250 mg/kg, képekte 10 mg/kg iken, kuslarda sub-
akut LC50 degeri 488-1940 ppm olarak belirlenmigtir. Meme-
1i hayvanlar ile yapilan galisma sonug¢larina goére, 7-17
mg/kg LD50 dederi ile Guthion "gok yilksek oranda toksik
insektisit" sinifina dahil edilmigtir. Baliklarda elde
edilen LC50 deferi ise 0.13-56 ppm olarak bildirilmektedir
(U.S. EPA, 1990).

Digjer taraftan, dodal kogullarda yasayan hayvanlar
lizerinde, gerek laboratuvar ve gerekse arazi kosullarinda
yapilan galigmalar oldukga sinirlidir. Guthion’un hedef
olmayan ve ekolojik dengede besin zincirinde yer alan hay-
vanlara biyolojik etkilerini belirlemek amaci ile yapila-
cak galigmalara gereksinim bulunmaktadir. Laboratuvar ko-
sullarinda yapilan bir aragtirmaya gdre, azinphosmethyl
insektisitinin Microtus canicaudus’da LC50 dozu 300 ppm
olarak saptanmigtir (Meyers ve Wolff, 1993). Short ve
arkadaslari (1980), Guthion ile muamele edilmis besin ile

beslenen fare ve ratlarda, bu maddenin gebe hayvanlarda



7
herhangi bir viicut agirligi defisimine ve besin tiiketimi
lizerine etkisi olmadiini kaydetmektedir. Ayrica giinliik 5
mg/kg}insektisit dozunun rat ve fareler ilizerinde ortaya
¢ikardigi anti-ChE toksititesinin g¢ok benzer oldudu rapor
edilmistir. Gebe hayvanlardan dofacak yavru sayisinda ise
bir dedisiklik olmadidi kaydedilmektedir. Dubois (1963),
ise yapti¥i galismalar ile OP insektisitlerin letal doz
deferi ile beyin AChE enzim inhibisyonu arasinda ¢ok iyi
bir korelasyon bulunduunu rapor etmistir.

Genel olarak hayvanlar ilizerinde Guthion’un etkileri
ile ilgili olarak yapilan galismalarin hemen hepsinde bu
insektisitin ChE enzimleri ile iligkisi incelenmistir. An-
cak Worden ve arkadaslari (1973), Guthion’un rat ve kdpek-
lerde bir organ hasarina yol agmadigini, bunun hayvanlara
uygulanan doz ile de iligkili olmadidini kaydetmektedir.
Yabanil yasamda Microtus pinetorum iizerinde yapilan
incelemelerde, arazi kogullarinda Guthion spreylenmesini
takiben, hayvanlarda sosyal davranig dedisikliklerinin or-
taya ¢iktigi rapor edilmigtir (Durda vd., 1989).

Organizmalarda biitiin kimyasal maddelerin etkileri,
bir populasyon ya da ekosistem diizeyindeki bir bireyde,
fizyolojik ve biyokimyasal reaksiyon ile baslamaktadir
(Lenhardt, 1992). Difer taraftan, bir tek kan &rnedini,
organizmada metabolik olaylarain iirtinlerini ve enzim akti-
vite dilizeylerini, alyuvar ve akyuvar hiicrelerinin fonksi-
yon ve karakteristiklerini analiz etmede kullanabiliriz.
Bu parametrelerin birisinin ya da bir kisminin belirlenme-
"si ve karsilastirilmasi ile, sonugta organizmanin sagdlik
durumunu gézlemek, efer hastalik ya da saylik gdstergele-
rinde:bir anormallik varsa hangi organlarda bozukluk bu-

lundugunu saptamak olasidir (Fairbrother, 1992). Yabanil
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yagsam ve ekotoksikolojik galismalarda, yasayan organizma-
larda bir kimyasal maddenin bilinmeyen etkilerinin ortaya
konulmasi birgok biyolojik testi gerektirmektedir (Lamb ve
Kenega, 1981). Bundan dolayi biyokimyasal ve fizyolojik
parametrelerin kullanilmasi, gerek hayvan ve gerekse in-
sanda kimyasalin etkisini belirlemede biiyliik énem tasimak-
tadar. Ekotoksikolojik c¢alismalar bu nedenle hiicresel,
biyokimyasal ve fizyolojik arastirmalari gerektiren bir
konudur (Zinkl vd., 1980; Amdur vd., 1991).

Cevre biyolojisi ile ilgilenen biyologlar tarafindan
organizmada gevresel faktdrlerin etkisini belirlemek amaci
ile kullanilan biyolojik kriterler "biyomarker" ya da
"biyobelirteg¢" olarak adlandirilmaktadir (Hugget vd.,
1992). Biyobelirtegler gevresél kontaminasyonun etkilerini
belirlemek amaci ile ekotoksikologlar tarafindan kullani-
lan oldukga yeni ve gliglii biyolojik laboratuvar aletleri
olarak da tanimlanmaktadir (McCarthy ve Shugart, 1990).
Fizyolojik ve o6zgiil ya da 6zgiil olmayan biyobelirtegler
gevresel kirleticilerin etkili dozunu ya da organizmaya
etkilerini saptamada laboratuvarda yaygin olarak kullanil-
maktadir. Bir bagka tanima gére de, biyobelirtegler bir
biyolojik sistem ya da drnekte, hiicre bilesenleri veya bi-
yokimyasal doéngililerde ya da fonksiyonlarda ksenobiyotik
olarak indiiklenen dedigimlerdir (Natl. Res. Council,
1989).

Kimyasal bir stresin 6zgiil belirtegleri (indikator-
leri) iki tip olarak siniflandirilmaktadir. Bunlardan bi-
rincisi olan "organa 6zgii biyobelirtegler", organ fonk-
siyon testleri, histopatolojik ve hematolojik galismalar,
organa 6zgii enzim ve izoenzim galismalari olarak sayila-

bilir. Bu galismalar sonugta organizmanin kirletici ya da



9
toksik etkili madde ile temasi sonucunda ortaya ¢ikan sag-
11k kosullaraini belirlemede bir kriter olarak kullanilabi-
lir. Difer taraftan, ikinci grupta incelenebilecek olan
"toksik maddeye (toksikant) 6zgli biyobelirtecgler" dokuda
belirli bir enzim ya da biyomolekiiliin aktivitesini ya da
miktarini ortaya koyarlar (Mayer vd., 1992).

Ekotoksikolojik aragtirmalarda géz 6niinde bulundurul-
mas1 gereken noktalardan birisi de, dodal kosullar ile la-
boratuvar kosullarinda ayni kimyasalin, ayni tir organiz-
malar tizerinde etkisinin farkli olacayidir. Bir arastirai-
ciya gore, dofal olarak olusan populasyonlar pestisitlere
karsi laboratuvar kosullarinda yasayan hayvanlardan daha
fazla direng¢lidirler. Laboratuvar kosullarinda pestisitin
etkisini incelerken birgok parametrenin bir arada kulla-
nilmasi kimyasalin organizmaya primer ve sekonder etkile-
rini anlamamizi kolaylagtirabilir (Cholakis vd., 1981).
Memelilerde organ fonksiyon bozukluklari ya da hasarlari-
nin belirlenmesinde serum enzimleri siklikla kullanilmak-
tadir. Kan plazmasi ya da serum kullanilarak yapilan biyo-
kimyasal galismalari bize toksikant stresinin belirlenme-
sinde birgok potansiyel biyolojik belirleyiciyi kullanmaya
olanak saglamaktadir. Serum enzim konsantrasyonlarindaki
artiglar bize gesitli agilardan fikir verebilir. Bunlar:

a) hiicre ve hiicre membraninda hasarlara badli enzim

sizintilara,

bB) hilicrede enzim liretiminin artigina badli sizintilar

c) kanda enzimi azaltmak amaci ile temizliktir (Mayer

vd., 1992).

Organizmalarin metabolizmasinda ortaya ¢ikan de§igim~-

lerin biyokimyasal diizeyde iki biiyiik sonug igin biyobelir-

teg olarak kullanilmasi avantaj sadlamaktadir. Birincisi,
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biyokimyasal ya da molekiiler dedisimler genelde organizma-
da gevresel ya da kimyasal de§igsimlere bagli olarak sorum-
ludurlar. ikinci olarak da, biyokimyasal deJisimler orga-
nizmada hem maruz kalinan madde miktarinin hem de etkenin
belirlenmesine hizmet etmektedirler (Stegeman vd., 1992).
Bu nedenle, Guthion insektisitinin Microtus canicaudus -
zerine laboratuvar kosullarinda etkisinin incelendigi bu
arastirmada, bazi serum biyokimyasi parametreleri ve kan
fizyolojisi parametreleri organa 6zgiil ve 6zgiil olmayan
biyobelirtegler olarak kullanilmigtir. Ayrica beyin AChE
enzimi ile ilgili olarak yapilan galismalar da toksikant
6zgll biyobelirteg¢ olarak ele alinmigtir. Ancak bu konuda
yapilan literatiir incelemelerinde, gerek OP ve gerekse di-
ger kimyasal insektisitlerin sekonder biyobelirtegler ola-
rak da tanimlayabileceyimiz fizyolojik ve biyokimyasal,
organa 6zgiil ya da 6zgiil olmayan parametrelerle iligkisini
ortaya koyabilecek yeterli sayida literatiire rastlanama-
migtair.

OP insektisitler bir organizmada etkisini AChE enzi-
mini inhibe ederek géstermektedir. Bu durumda OP insekti-
sitlerin etkisi ile bu enzimin aktivitesinde oraya gikan
defigimin izlenmesi gerekmektedir. Bu kullanilan kriter
ise toksikant 6zgiil biyobelirteg olarak ele alinmaktadir
(Benke ve Murphy, 1974; Cholakis vd., 1981; Jett, 1986;
WHO, 1986; Machera ve Kostakis, 1993; Block vd., 1993).

Yiiksek yapili organizmalarda OP insektisitlerin etki-
sini saptamada kullanilan en yaygin biyobelirteg¢ beyin
AChE enziminin (EC:3.1.1.7) inhibisyonudur (Bubsy vd.,
1987). Bu grup ChE, B-tipi esteraz (asetilkolin asetilhid-
roksilaz) olarak da adlandirilmaktadir. Diyer taraftan A-

tipi esteraz (EC:3.1.1.8) olarak bilinen pseudokolineste
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raz (asetil kolin agilhidroksilaz) ise serum ve plazmada
bulunmaktadir (Coppage, 1971). Bu tip esterazkuslardan
daha yiliksek aktiviteye sahiptir. Pseudokolinesteraz da
OPinsektisit kontaminasyonunu belirlemede biyobelirteg
olarak yaygin gekilde kullanilmaktadir (Fossi vd., 1992).
OP insektisitlerle organizmanin kronik olarak maruz
kalmasi organizmada hem AChE hem de pseudokolinesteraz
aktivitesinin azalmasina neden olmaktadir (Brown vd.,
1981).

Fizyolojik olarak mesajlar organizmalarda bir trans-
mitter madde varli¥inda, sinir sinapslarini gegerek ile-
tilmektedir ve kolenerjik sinapslarda da asetilkolin (AcCh)
hizmet etmektedir (Sekil 1.2). Bir uyarti gegtiginde, AChE
asetilkolini aktif iyonik yapiya déniigtiiriir. Reaksiyonun
ilk basamainda ACh, enzim (EH) ile birleserek, gegici ve
doniigebilir bir kompleks (EH-ACh) olusturmaktadir. Bu
kompleks daha sonra kolin (ChH) salinimi ile enzimi ase-
tillemektedir (EA). Reaksiyona su eklenmesi ise enzim mo-
lekiiliiniin deasetile edilmesine ve serbest enzim ile asetik

asit (AOH) olusumuna hizmet etmektedir.

EH+ACh=EH-ACh°—\-—PEA'—\——PEH+AOH

ChH HOH

Sekil 1.2. Asetilkolin-Asetilkolinesteraz kompleksi-

nin olugumu (Chambers ve Levis’den, 1992).

OP insektisitlerin varliginda P=0O grubu AChE’in hid-
roksil grubuna karsi kuvvetli elektriksel bir ¢cekime sa-
hiptir. Bu grup AChE’a bajlandiginda, enzim serbest olarak

transmitter maddeye badlanamamaktadir. Bdylece, OP insek
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tisitin enzime ¢ok kuvvetli baglanmasi durumunda, suyun
reaksiyona eklenmesi de ¢ok yavas olmaktadir. OP zehirlen-
mesi bu nedenle AChE enziminin fosforilasyonu ve sinir si-
napslarinda ACh birikimi ile ilintilidir (McCarthy ve
Shugart, 1990). Ancak bir OP insektisit organizma tara-
findan alindiginda, molekiil ilk olarak karacierde metabo-
lik aktivasyon ile, aktif bir enzim inhibitéri haline dé-
niismektedir. Akut bir zehirlenmede insektisit normalde 5-
10 dakika gibi kisa bir stirede aktivite kazanmakla bera-
ber, enzim inhibisyonunun geligimi, insektisitin kimyasal
aktivasyonu, absorbsiyonu ve enzim ile yavas baflanmasi
nedenleri ile daha uzun bir zaman almaktadir. Ayrica ze-
hirlenme etkilerinin ortaya ¢ikisi insektisit konsantras-—
yonu ile de baglantilidir (Brown vd., 1981). Genel olarak,
OP insektisitler organizmada déniigiimsiiz olarak enzim inhi-
bisyonuna neden olmaktadir. Bu nedenle de bir organizmada
AChE enzim aktivitesinin normal dederler iginde bulunmasi,
canlinin OP insektisit ile zehirlenmedidine bir delil ola-
rak kabul edilebilir (Namba, 1971). Sonugta OP insektisit
zehirlenmesi etkisini yiiksek yapili organizmalarda titre-
me, salya akmasi, bag dénmesi, bulanti, miyosis, koma, ka-
silma, hareketsiz kalma, felg¢ ve 6liim geklinde gdstermek-
tedir (McEven ve Stephenson, 1979).

Bir gevresel etkenin ya da kimyasal bir maddenin bir
organizma lzerinde etkisinin incelenmesi ig¢in gok sayida
arastirmanin yapilmasi gerekmektedir (Mayer vd., 1992).
Son yillarda, genel olarak yliksek yapili canlllarda bir
kimyasalin etkisinin incelenmesi igin tip alaninda da yay-
gin olarak kullanilan laboratuvar testlerinden yararlanil-
maktadir (Khan, 1980; Folmar, 1993). Bbylece serum enzim

diizeyinde ya da bir doku veya organa &zel madde konsant
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rasyonunda ortaya ¢ikan de§isimler, organizmada bir doku
ya da organin hasarina bir kanit olarak kullanilabilir.

Guthion insektisitinin bir rodent tiiri olan Microtus
canicaudus’a etkisinin incelendidi bu arastirmada, toksi-
kant maddeye &6zgii bir biyobelirteg¢ olan beyin AChE enzim
aktivitesinin saptanmasi diginda, insektisitin organizmada
gcesitli doku ya da organlarda hasara neden olabilecek bag-~
kaca etkilerinin olup olmadiinin incelenmesi amaci ile
cesitli biyobelirteg¢ler de incelenmigtir.

Bunlardan birisi plazma laktat dehidrogenaz (LDH)
enzim aktivitesinin tayinidir. LDH (EC 1.1.1.27), gliko-
litik yolda nikotinamid adenin dinukleotid (NAD*)’in re-
diiklenmesi ile (NADH) laktat’in piruvat’ a okside olmasini
katalizleyen bir enzimdir. Laktik asit ise anaeobik kosul-
larda glikolitik yolun son iriintdir ( Lehninger 1982)
(Sekil 1.3).

Bu reaksiyon yiliksek yapili organizmalarin hiicrelerin-
de kas aktivitesine badli olarak ortaya ¢ikan oksijen az-
1181 durumunda olugmaktadir. Laktat aktif iskelet kaslari
ve eritrositler tarafindan iiretilen, glukoneogenesis’de
rol oynayan temel materyaldir. LDH dokularin birgodunda
beg farkli izoenzim formunda olugmaktadir. Bu izoenzim-

lerin sentezinden ise 2 gen sorumludur (Lehninger, 1982).

LDH
L-Laktat + NAD* -» Piruvat + NADH + H*

Sekil 1.3. LDH enzimi araciligi ile laktat’in

Piruvat’a oksidasyonu
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Dijer taraftan LDH aktivitesinin ve diizeyinin gesitli pes-
tisitleri de igeren kimyasallar tarafindan etkilendidi ra-
por edilmigtir (Gupta vd., 1991). Ayrica LDH enzim diizeyi
dokudan dokuya farklilik gdstermekle birlikte, normal ko-
sullarda plazmada enzim diizeyi dokulardakine oranla 500
kat daha dligiik seviyededir. Ancak dokuda ortaya ¢ikacak
kiictik bir hasar durumunda bile serum (ya da plazma) da LDH
aktivitesinin arttig§i kaydedilmektedir. Ozellikle serumda-
ki enzim diizeyinin artigi, kas dokularinda ortaya ¢ikan
bir hasara isaret eden bir biyobelirteg¢ olarak deferlendi-
rilmelidir (Oikari vd., 1983; Versteeg, 1985). Kalp en-
farktiisii, karaciger hastaliklari ve tahribati, kanser gibi
durumlarda plazma LDH diizeyi 3-4 kat artis gdstermektedir
(Tietz, 1987).

Kreatin kinaz (CK) (ATP:kreatin fosfotransferaz) (EC
2.7.3.3) adenozin trifosfat (ATP) aracilidi ile kreatin
fosforilasyonunu Kkatalizleyen bir enzimdir (Strayer,
1988). CK 6zellikle kas, beyin ve kalp dokularinda bol o-
larak bulunmaktadir. Enzim kas kasilmasi vé diger eksite
edilen dokulardan beyin ve sinir dokusunda enerji bakimin-
dan Snemli rol oynamaktadir. Bu dokularda ortaya g¢ikacak
bir hasar plazmada CK aktivitesinin artisina neden olmak-
tadair (Tietz, 1987; Sigma CK Manual). Ozellikle kalp kasi
" harabiyetlerinde ve miyokardial enfarktiis durumlarinda kan
CK diizeyi 4-6 saat iginde 7-12 kat artis kaydetmekte, an-
cak 3 giin igerisinde yeniden normal diizeyine dénmektedir
(Kashmar ve Moss, 1976). Karacijer harabiyet ve hastalik-
larinda ise serum enzim seviyesinin dedigmedigi bildiril-
migtir (Tietz, 1987). Kreatin kinaz, kreatin fosfatin hid-
rolizi ile standart bir enerjinin agida g¢ikmasi igin kﬁl-

lanilmaktadir. Reaksiyonda kreatin fosfat yiiksek enerjili
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fosfat grubunu ADP’ye transfer ederek, ATP sentezine neden
olmaktadir (Sekil 1.4). Bdylece yliksek enerji gereken kas,
sinir gibi dokularda, enerji sadlanmasinda bu yol énemli

bir mekanizmadir (Lehninger, 1982).

CK

Kreatin Fosfat - Kreatin + P,

Sekil 1.4. Kreatin Kinaz enzimi ile katalizlenen

reaksiyon

LD ve CK enzimlerinin dlizeyleri kalp dokusunda ortaya
¢ikan bir hasara bagdli olarak (6rnedin miyokardial enfark-
tiis’de), plazmada artis gdstermektedir. Miyokardial en-
farktiisti izleyen 1. giinde Once plazma CK diizeyi maksimum
diizeye gikar ve total LDH dilizeyi ise daha yavas bir artis
gbstererek, 12-24. saatler igerisinde yilikselis gdsterir.
Ancak LDH enzim seviyesinin artisi incelenirken, izoenzim
seviyesindeki degdisiklik de dnem tagimaktadir (York, 1986;
Fairbrother, 1992). Diger taraftan OP ve karbamat grubu
insektisitler genel olarak nérotoksinler sinifina dahil
organik maddelerdir ve OSnemsiz derecede sistemik organ
hasarlarina etkili olduklara distintilmektedir (Fairbrother,
1992). Gupta ve arkadaglari (1991) Karbofuran’in tek bir
doz uygulanmasini takiben, ratlarda serum total LDH akti-
vitesinin arttigini rapor etmektedir. Ayrica cesitli OP
insektisit uygulamasina maruz kalan tavuk embriyolarinin
plazma LDH aktivitesinin artisina neden oldugunu da kay-
detmislerdir. Metil merkiir, DDE ve alaklor 1254 Sturnus
vulgaris (si§ircik) ve Coturnix coturnix japonica

(bildircin) da LDH ve CK enzim aktivitelerinin 2-4 kat
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artisina neden olurken, malathion insektisiti uygulamasa
ile LDH aktivitesi sifircik kuslarinda %50 artis géster-
mistir (Dietor, 1974; 1975). Paraquat ile maruz barakilan
Falco sparverius’da da LDH aktivitesinin yiliksek olarak bu-
lunduyu rapor edilmektedir (Hoffman vd., 1987). Embriyonik
tavuklara in-ovo verilen metil parathion, 2,4-D ve carben-
dazim pestisitlerinin plazma LDH aktivitesinin inkiibasyo-
nun 19. giliniinde 6nenli diizeyde artigina neden oldugu bil-
dirilmektedir (Somlyay ve Varnagy, 1989). Baliklarda
(Cyprinus carpio) paraquat uygulamasini takip eden methi-
dathion pestisiti uygulamasinin LDH enzim aktivitesinde
bir inhibisyona neden olduju kaydedilmigtir (Asztalos vd.,
1990). Ancak yapilan literatiir incelemelerinde, Guthion
insektisitinin LDH ve CK enzim aktivitesine etkisi ile
ilintili bir galigma kaydina rastlanilmamistair.

Bu aragtirmada ele alinan kriterlerden bir tanesi de
plazma izositrat dehidrogenaz (ICDH) (EC 1.1.1.42) aktivi-
tesinin saptanmasidir. Bu enzim izositratin 2-oxoglutarat
(a-keto glutarat)’a oksidatif dekarboksilasyonunda rol oy-
nayan Trikarboksilik asit {(Krebs) dénglisti enzimlerinden
birisidir (Lehninger, 1982) (Sekil 1.5). ICDH dokularda
yiksek oranda bulunmaktadir, ancak genelde serumda bulunan

enzim karaciger kékenlidir (Sigma Proc., 1986).

ICDH

Izositrat + NAD* s——==—x= 2-oxoglutarat + CO2 + NADH

Sekil 1.5. Izositratin oksidatif dekarboksilasyonunda

ICDH enziminin rolid (Strayer’dan, 1988).
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Dokularda ICDH iki tipte bulunmaktadir ve birisi e-
lektron akseptdrili olarak NAD' gerektirirken, dideri NADP*
'ye gereksinim géstermektedir. Enzim 6zellikle karaciger,
kalp, iskelet kaslari, bdébrekler, adrenal bezler ve erit-
rositlerde ¢ok bol miktarda bulunmaktadir. Bununla beraber
serum ICDH aktivitesi sadlikli organizmalara g¢ok diigik di-
zeydedir (Tietz, 1987). Ancak enzim dlizeyi 6zellikle kara-
cier harabiyetine neden olan hastaliklar, enfarktiis gibi
durumlarda yilikselis kaydetmektedir (Kashmar, 1970). Amador
ve Wacker (1965), plazma ICDH aktivite diizeyini karaciger
hilcre harabiyetlerinin saptanmasinda en 6énemli kriter ola-
rak tanimlamaktadir. Ozellikle toksikant tarafindan indik-
lenen karacier hasarlarinda ICDH diizeyinde o6nemli artais
saptanmigtir (Davy vd., 1989). Ancak yapilan literatir
arastirmalarinda, ICDH enzimi ile insektisitler ya da Gut-
hion arasinda iliskiyi g&steren bir calismaya rastlanma-
mistar.

Dier taraftan bu arastirmada Guthion insektisitinin
etkisini incelemede bir biyobelirte¢ olarak ele alinan
nonenzimatik testlerden birisi plazma Kreatinin konsant-
rasyonunun saptanmasi ile ilgili c¢alismalardir. Plazma
kreatinin dlizeyi bu maddenin yapim ve viicuttan atilim hiz-
lari arasindaki bir dengeye badlidir. Kreatin normal ola-
rak karacier, pankreas ve bébreklerde glisin, arjinin ve
metionin aminoasitlerinden sentez edilmektedir. Sentezden
hemen sonra, kreatin vaskiiler sisteme difiize olmakta ve
bdylece birgok hiicrede 6zellikle de kas hiicrelerinde fos-
forilasyona ugramaktadir (Tietz, 1987; Baron, 1982). Krea-
tin fosfat, ATP’ye ddniigmeye hazir halde kas ve dijer do-
kularda ylksek enerji kaynadi olarak rol oynamaktadir.

Kreatin metabolizmasinda kaslardaki son iiriin kreatinin’dir
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ve bu madde metabolik olarak inaktif bir yapidadir (Baron,
1982). Kreatinin memelilerde plazmadan glomerular filtras-
yon ile uzaklastirilmakta ve daha sonra idrar ile viicuttan
atilmaktadir (Devlin, 1986). Boylece plazma kreatinin kon-
santrasyonunun belirlenmesi, boObreklerde bir hasar olup
olmadi§ini ortaya koymasi bakimindan énemlidir. Ancak ya-
pilan literatiir incelemelerinde insektisitlerin organiz-
mada bbbrek harabiyeti ile sonug¢lanacak hasara yol agip
agmadi§i ve buna badli olarak kreatinin diizeyinin nasil
etkilenebilecefine iligkin bir galigmaya rastlanilamamig-
tir.

Protein metabolizmasi esnasinda, aminoasitlerin dea-
minasyonu sonucu olarak, karacig§erde amonyaktan ilire sentez
edilmektedir. Plazma ilire konsantrasyonu protein kataboliz-~
masinda lire olugsumu ve bébreklerden atilmasi arasinda te-
mel bir dengeyi sergilemektedir (Baron, 1982). Plazma iire
konsantrasyonu bébrek fonksiyonlarinin olmadig§i durumlarda
bile organizmanin yasina badli olarak artis gdsterebilir.
Ancak serum (ya da plazma) da kan lire nitrojeni (BUN) kon-
santrasyonunun saptanmasi, bébrek fonksiyonlarinin ortaya
konulmasi bakimindan yaygin olarak klinik amag¢la kullani-
lan testlerden birisidir ve glomerular tiibiillerin viicuttan
atilacak maddeleri absorblamasi hakkinda fikir sadlamakta-
dir (Tietz, 1987). Difer taraftan OP insektisit etkisine
maruz kalan hayvanlarda plazma BUN konsantrasyénunun artip
artmadigdi hakkinda bir literatiir bilgisi mevcut degildir.
Ancak BUN diizeyinin insanda 37 mg/dl de@erinin tzerine
¢ikmasi genel olarak boébrek fonksiyonlarinin bozukluduna
igsaret etmektedir. |

Kan hiicrelerinin sayisal deJisimi organizmalarda

fizyolojik fonksiyonlarin énemli gdstergelerinden birisi
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olarak kabul edilmektedir. Ozellikle akyuvar hiicre tablo-
sunda ortaya ¢ikan dedisiklikler canlinin saglik durumunu
gdstermesi bakimindan biliylik 6nem tasimaktadir (Fairbrother
ve O’Loughlin, 1990). Diger taraftan, Microtus tiirlerinde
akyuvar farklilasmasi ile ilgili gesitli galismalar bulun-
maktadir. Bu arastirmalardan birisine gore, Microtus
pennsylvanicus tiri ile yapilan g¢alismalarda nétrofil
orani %13, lenfosit orani %78, monosit orani %5, eosinofil
orani %3 ve bazofil orani ise %0.2 olarak saptanmlstlr.
Ayrica difer Kuzey Amerika mikrotinlerinde de akyuvar
farklilasma oraninin benzer oldudu kaydedilmektedir
(Dieterich ve Preston, 1977). Yapilan bir bagka galismaya
gbre de, Mihok ve arkadasglari (1986), yabanil Microtus
pennsylvanicus ’‘da diJer hiicrelerden farkli olarak gérdik-
leri bir lé6kosit hiicre tipini "azurosit" olarak adlandir-
miglardir. Arastiricilar bu hiicrenin genig, tek bir niikle-
usa sahip oldudunu ve sitoplazmasinda mor renk ile boyanan
sitoplazmik cisimciklerin yer aldi§ini rapor etmislerdir.
Bu tip hiicreler eriskin hayvanlarda yaygin olarak goriil-
mektedir. Aragtiricilar bu hiicreleri geng lenfositlere
benzetmigler ve lenfosit hiicresi olarak kabul etmiglerdir.
Farelerde yapilan galigmalar ile de akyuvar farklilasmasi-
nin Microtus tiirlerinde bulunan oranlara benzer oldugju g&-
riillmektedir (Schalm vd., 1975). Bu sonu¢ insan akyuvar
farklilagma oranlari ile zit olarak gériilmektedir. Diger
taraftan yapilan literatiir incelemelerinde Guthion insek-
tisiti ya da diger pestisitlerin organizmada kan akyuvar
farklilasmasina etkisi ile iligkili galigmalara rastlana-—
mamigtir. Bu nedenle Microtus ya da dijer memelilerde in-
sektisitlerin akyuvar farklilasmasina olan etkileri bilin-

memektedir. Ancak Folmar (1993), manadione ve dichlone et
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kisine badl: olarak baliklarda hematokrit degerinin aza-
lirken, malathion etkisi ile hematokrit de§erinde artisg
oldudunu kaydetmistir.

Organofosforlu insektisitler glinimizde oldukga yaygin
kullanilan pestisitlerin baginda yer almaktadir ve bunlar-
dan birisi olan Guthion’da bu grup insektisitler igerisin-
de Diinyada ve Tiirkiye’de yaygin kullanim alanina sahip
kimyasallardan bir tanesidir. Ancak pestisitler iiriin veri-
mini arttirmak amaci ile insanligdain ﬁizmetine sunulurken,
diger taraftan da bu maddeler ile gevresel kontaminasyonun
artmasi sonugta gevrede yer alan ve hedef olmayan organiz-
malarin da bu maddelerden 6nemli o6¢ilide etkilenmesine, be-
sin zincirinde ortaya ¢ikan hasarlar nedeni ile dojal den-
genin bozulmasina yol ag¢maktadair.

Bu tezdeki arastirmalarda, guthion’un dojal kogullar-
da Kuzey Bati Amerika’da yaygin olarak bulunan bir rodent
tiril olan Microtus canicaudus’un laboratuvar soylarina et-
kilerinin gegitli biyokimyasal, fizyolojik ve toksikolojik
parametreler kullanilarak saptanmasi amaglanmigtir. Bunun
yani sira c¢aligmalarda spektrofotometrik tayinler igin
mikroplate okuyucu kullanilmasi ve gesitli biyobelirtecle-
rin ele alinmas: ile ekotoksikolojik arastirmalara yeni
boyutlar kazandirilmasi, ayrica kullanilan biyobelirteg

gesitliligi ile yeni katkilarin getirilmesi amaglanmistir.
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2. MATERYAIL VE METOD

2.1. Deney Hayvanlarinin Seg¢imi ve Kullanilmas:i

Arastirmamizda, dogadan yakalanarak, U.s.
Environmental Protection Agency, Environmental Research
Laboratory-Corvallis, Wildlife Research Facility (U.S.
EPA, ERL-C, WRF) de laboratuvar kosullarina adapte edile-
rek liretilmis olan hayvanlar kullanildi. Calismada kulla-
nilan Microtus canicaudus, Mammalia (Linneaus,1758) sini-
finin Theria (Parker & Hasswell, 1879) altsinifina dahil
olup, Rodentia (Bowdich, 1821) ordosu igerisinde siniflan-
dirilmistir. Yeni diinya mikrotinleri olarak da bilinen bu
hayvanlar Muridae (Gray, 1821) familyasina bagli
Avricolinae (Gray, 1821) altfamilyasinda incelenmektedir.
Kuzey Amerika’da yaygin olarak rastlanan bir kemirgen tiiri
olan bu hayvanlar "gri kuyruklu tarla faresi" olarak da
adlandirilmaktadir (Anderson, 1985) (Sekil 2.1). Genel
olarak bu hayvanlarin besinlerini bitkiler olusturmaktadir
ve taraim alanlarinda gok yaygin olarak bulunan bu hayvan-
lar 6zellikle Kuzey Bati Oregon Eyaletinde yayilis gdster-
mektedir (Cholakis vd., 1981). Microtus canicaudus dogal
yagsamda besin zincirinde o6nemli bir halka olmasi nedeni
ile ekolojik olarak &nem tagimaktadir (Pearson, 1985).

Bu aragtirmada adairliklari 18-38 gr arasinda de@isen
ergin hayvanlar deney materyali olarak seg¢ildi ve toplam

100 hayvan (56 d, 44 ?) ile deney planlandi. Deney &nce
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Sekil 2.1. Microtus canicaudus "Kuzey Bati Amerika

gri-kuyruklu tarla faresi"
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sinde hayvan agirliklarinin deney gruplarina gdre homojen
dagilimini sadlamak amaci ile, hayvanlar tesadifi olarak
seg¢ilip deney gruplari belirlendi. Deneyler siiresince her
kafeste bir hayvan barindirildi ve arastirma iki temel
deney grubu olarak planlandi. Birinci grup hayvanlar
"Letal Konsantrasyon (LC)" grubu olarak adlandirildi ve bu
grupta toplam 40 (20 ¢, 20 Q) Microtus kullanildi. Ikinci
deney grubunda ise toplam 60 hayvan (36 J, 24 ¢) kullanil-
m1§ olup, bu test grubu "Disseksiyon (DS)" grubu olarak
adlandarildz.

Hayvanlar kimyasal madde muamelesine baglanilmadan 5
giin dnce deney kosullarina alinarak, agirliklari saptanda
ve normal fare diyeti ve gesme suyu (ad libitum) ile bes-
lenmeye devam edildi. Bdylece deney &ncesinde hayvanlarin
kogullara adaptasyonu ve efer varsa hastalik belirtileri-
nin ortaya g¢ikmasi ve sagliksiz hayvanlarin deneyden ¢ika-
rilmasi planlandi. Bu dénemde, hayvanlar igerisinde yatak
materyali olarak talas bulunan kafeslerde barindirildi.
Ancak bu yatak materyalleri deneye baglanilmadan bir giin
énce (-1. giin) ince deniz kumu ile dedistirildi. Béylece
deney siiresinde kafes igerisine dagilmis ve tiiketilmemis
olan yemlerin kolaylikla geri toplanmasi planlandi. Bunun
igcin gerek yatak materyalinin yenisi ile dedistirilmesi ve
gerekse bogalan kafeslerin temizlenmesi esnasinda yemler
kumdan dikkatlice ayiklandi ve tartildi. Hayvanlar deney
kogullarina alindiklara (-5). gilinden baglanarak tiim deney
boyunca 16 saat 1sik peryodunda, 20°C (+1°C) oda sicakli-
Finda ve % 40-60 nisbi nem kogullarinda havalandirma diize-
nedine sahip deney hayvanlari laboratuvarinda barindiril-
da.

Deneyde LC test grubu olarak ayrilan deney hayvanla
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ri, (-1). deney giinlinden itibaren baglanilarak, iki giin
aralikla (-1, 2, 4, 6, 8, 10, 14. glnler) kan O6rnekleri
toplandi ve viicut adirliklari kaydedildi. Ayrica hayvanlar
lizerinde yapilan g¢aligmalarin son giinii olan 14. giinde ha-
len yasamini siirdiiren tim LC grubu hayvanlar dissekte edi-
lerek, doku Ornekleri alindi. DiJer taraftan, "DS" test
grubu hayvanlarda "LC" test grubu Microtus’larla birlikte
ayni kogullarda ve ayni deney odasinda deneye alindi. An-
cak bu hayvanlarin deney siliresince gegitli giinlerde dis-
sekte edilmeleri planlandi. Buna bagdli olarak, bu grup
deneklerden rastgele segilen drneklerin 3, 7 ve 9. deney
glinlerinde her doz grubu ig¢in 5 hayvan (3 ¢, 2 Q) olmak
lizere disseksiyonu amaglandi. Bu hayvanlardan da 6ldiiriil-
meden &nce kan Ornekleri toplandi ve viicut adirliklari
saptanarak kaydedildi. Ancak birinci disseksiyon giliniinde
her doz grubundan 5 Microtus 6ldiiriildigi halde, dier dis-
seksiyon glinlerinde insektisit etkisi ile baslayan hayvan
6limlere badli olarak, bazi doz gruplarinda daha az sayida
hayvan dissekte edilebildi. Deney siiresince hayvanlar giin-
de 3 kez kontrol edilerek, 6len hayvanlar ve 6liim zamanla-
ri1 yaklagik olarak saptanmaya ¢alisildi. Deneylerde elde
edilen laboratuvar verileri protokol defterine giinliik ola-
rak kaydedildi.

2.2. Yenm Preparasyonu ve Hayvanlarin Beslenmesi

Aragtirmamiz siliresince deneye alinan hayvanlar normal
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fare diyeti ile beslendi. Ancak hayvanlar deney odasina
alindiklari -5. giinden -1. giline kadar hig¢ bir islem uygu-
lanmamis yem ile beslenirken, (0). giinden itibaren insek-
tisit ile muamele edilmig yem ile beslendi. Bu ginden iti-
baren hayvanlara verilen yemler kiigiik pargalara kirildik-
tan sonra, insektisit ile muamele edildi. Bunun igin Gut-
hion insektisiti (Bayer Mobay Corp., USA) %1 aseton ile
eritilerek, karisima %2 oraninda misirdzi yadi eklendi ve
yemler bu karisim ile iyice karistirildi. Arastirmada kul-
lanilan kontrol grubu hayvanlarin yemleri ise %1 aseton ve
%2 misirdzi yafdi ile muamele edildi. Hayvanlara uygulana-
cak insektisit konsantrasyonlari, Microtus canicaudus ile
daha énce EPA’da Meyers ve Wolff (1993) tarafindan yapilan
Guthion LC50 deney sonuglari gdz &niine alinarak segildi.
Hayvanlar LC50 dederi olarak 322 ppm Guthion ile muamele
edilmis yem ile beslenirken, ayrica bu dozdan diigiik bir
konsantrasyon olarak 161 ppm ve yiliksek doz olarak da yine
onceki galismanin sonuglari g6z OSniine alinarak, 428 ppm
Guthion ile muamele edilmis yem verildi.

Deney siiresince hayvanlarin yemi kafesler igerisine
konulan 4 cm gapinda ve 4 cm yiikseklikteki cam kavonozlar-
dan almalari saglandi. Hayvanlarin deney siiresince tiket-
tikleri toplam ve giinliik ortalama insektisit ile muamele
edilmemig ve edilmig yem miktarini belirlemek ig¢in, yemler
gerek kafese konulduklarinda ve gerekse de kafesten alin-
diklari anda titizlikle tartildi. Ozellikle tiiketilmeyen
ve yatak materyaline sagilan yemlerin de titizlikle top-
lanmasina 6zen g6sterildi. Ayrica deney siiresince hayvan-
larin tiikettikleri toplam ve giinliik ortalama su miktarlari
da hesaplandi. Hayvanlarin i¢gme sularini siselerden almasi

saglandi.
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2.3. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Kan 6rnekleri, arastirma gruplarini olusturan LC ve
DS grubu hayvanlardan, gdézden kan alma teknidi (Stone,
1954; Schalm vd., 1975; Reynolds, 1992) kullanilarak top-
landi. Bu ydntemde hayvanlarin gdz kilcal damarlarindan
heparinize (amonyum heparin ile) edilmis kilcal tilpler
(Scientific Products Corp., USA) araciligi ile kan alin-
di. Bu amagla "LC" test grubu olarak adlandirdig§imiz hay-
vanlar (-1), 2, 4, 6, 8, 10 ve 14.glinlerde, narkoz maddesi
olarak izofluran (AErrane) (Anaquest Chemical Corp., USA)
kullanilarak, yaklasik 30 saniye silire ile uyutuldu ve 70
pl kapasiteli 3 kilcal tiip dolusu kan 6rnedi, plazma elde-
si amaci ile, 10 pl kan 6rnedi ise hematokrit dlgiimii amaci
ile bir bagka tilipte (Ames Corp., Germany) toplandi. Daha
sonra bu kan 8rnekleri igeren kilcal tiipler siiratle hayva-
nin kimlik numarasini tasiyan etiketli cam tiiplere konula-
rak, kiraik buz pargalari ile dolu olan bir kapta giinliik
kan alma islemleri tamamlanincaya kadar bekletildi. Kan
alma iglemi sirasinda 14. giinde halen yagayan hayvanlardan
olabildigi kadar ¢ok miktarda kan toplanip bu hayvanlar
CO, ile 6liritildia ve disseksiyonlari yapildz.

Diger taraftan, "DS" test grubu olarak adlandirilan
ve deneye alinan Microtinlerden kan o6rnekleri yalnizca
dissekte edilecekleri giin (3, 7 ya da 9. giinde) ve olabil-
digi kadar gok miktarda (300-700 pl) toplandi. Bunun igin
kan orne§i alinip dissekte edilecek hayvanlar "DS" test
grubu yagayan test hayvanlari iginden rastgele segildiler.

Ancak bu hayvanlardan kan alma islemi sirasinda,
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bayiltmak ig¢in narkoz maddesi kullanilmadi. Arastirmada
gerek "DS" test grubu gerekse 14. gilinde yagamda olan "LC"
test grubu hayvanlar kan 6rneklerinin alinmasini takiben,

karbondioksit gazi ile déldiriildiiler.

2.4. Toplanan Kanin Preparasyonu

2.4.1. Plazma érneklerinin hazirlanmasi

Gerek "LC" grubu gerekse "DS" grubu hayvanlardan ali-
nan kan 6rnekleri siliratle laboratuvara taginarak, mikroka-
piller tiliplerdeki kanlar 500 pl’lik mikrosantrifiij (Eppen-
dorf Corp., USA) tiliplerine bogaltildi. Tim igslemler sira-
sinda kanlar buz kabi iginde tutuldu. Daha sonra her kan
érnedinden Fairbrother ve O’Loughlin tarafindan (1990)
6nerildigdi gibi, ikiger tane olmak ilizere ince tabaka siirme
froti yontemi ile kan frotileri hazirlandi ve preparatlar
kurumaya terk edildi. Bu sirada, mikrosantrifiij tiiplerinde
bulunan kanlar ise sofutmali santrifiij (Sorvall, RCS5C,
USA) de 3000 rpm’de 10 dakika silire ile santrifiij edildi.
Bu siire sonunda santrifiijden alinan tiiplerdeki plazma kis-
mi, her tiip igin temiz bir transfer pipeti kullanilarak,
temiz mikrosantrifiij tiliplerine aktarildi ve etiketlendi.
Tim bu islemler sonunda buz kabindan toplanan tiipler sii-

ratle daha sonraki laboratuvar deneysel galigmalari ic¢in
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70°C’11k derin dondurucuya transfer edildi.

2.4.2. Kan frotilerinin boyanmasi

Kan preparasyon islemleri sirasinda hazirlanan ve
kurumaya terk edilen preparatlar Diff-Quik boyama seti
(Baxter Corp., USA) kullanilarak boyandi. Bu boyama seti
akyuvar hilicreleri ig¢in spesifik olup, Wright boyama ydnte-
minin bir modifikasyonudur (Trust, 1992). Bu y6ntemde ilk
olarak preparatlar 5 saniye silire ile fiksatif solusyonda
(1.8 mg/lt Triarylmethane:metil alkol) fikse edildi. Fik-
sasyon iglemini takiben preparatlar Diff-Quik solusyon-I
(1 gr/1t Xanthene:Buffer ¢dzeltisi; %0.01 Sodyum Azide)’de
5 saniye siire ile boyandi ve fazla boya distile su ile
uzaklagtirildi. Daha sonra preparatlar Diff-Quik solusyon-
II (1.25 gr/lt Thiazine:Buffer ¢b6zeltisi) ’de (Thiazine:
0.625 gr/lt azure, 0.625 gr/lt metilen mavisi) 5 saniye
siire ile bekletildi ve preparatlar yeniden distile su ile
yikanip kurumaya terk edildi.

Boyanmig preparatlar daha sonra 1sik mikroskobu
(Leitz, Orthoplan) ile 100X objektif (Pl Apo Del 100/1.32)
ile taranarak incelendi. Bunun igin, her kan &rne§inden
hazirlanan 2 preparat da kullanilarak, Fairbrother ve
O’Loughlin’in (1990) kullandigi ydntem ile, her preparatta
100 adet akyuvar hiicresi tesadiifi olarak sayildi ve orta-

lama akyuvar farklilasmasi yiizde (%) olarak ifade edildi.
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2.4.3. Hematokrit de$§jerlerinin saptanmas:

Hayvanlardan kan alma islemi sirasinda 10 pl’lik kil-
cal tiiplerle alinan kan &rnekleri, Dein (1984) ve Trust
(1992) yoéntemleri kullanilarak, hematokrit deferlerinin
saptanmasinda kullanildi. Bunun ig¢in O6rnekler otomatik
mini hematokrit santrifiijiinde (Ames-Compur M1100, Germany)
3 dakika 20 saniye siire ile 11500 rpm’de santriftij edildi
ve tiiplerdeki ¢bkelme standart hematokrit cetveli kullani-
larak o6lgiildii.

2.5. Hayvanlarin Disseksiyonu ve Doku Orneklerinin

Alinmasi

Caligmalarimiz siliresince 3, 7 ve 9. giinlerde dissek-
siyona alinan "DS" test grubu hayvanlar ve hayvan deneyle-
rinin son giinlinde (14. giin) dissekte edilen "LC" test gru-
bu hayvanlar, kan 6rneklerinin alinmasini takiben karbon-
dioksit gazi ile dzel dldiirme kabinda éldiiriilerek, siiratle
dissekte edildiler ve hayvanlarin beyin dokulari alindi.
Her hayvandan alinan bu doku 6rnekleri ayri ayri aluminyum
folyoya sarilip, kiigiik plastik torbalara konulduktan son-
ra, lizerlerine hayvan ile ilgili bilgiler eklenip, dissek-
siyon tamamlanana kadar buz kabi igerisinde korundu. Tim

hayvanlarin giinlik disseksiyonu tamamlandiginda dokular
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siiratle ileriki laboratuvar arastirmalarinda kullanilmak

tizere -70°C’1l1ik derin dondurucuya tasindi.

2.6. Beyin Dokusu ve Plazma Orneklerinde Yapilan Deneysel

Caligmalar

Glinlik kan alma islemleri ile toplandiktan sonra, da-
ha dénce belirtilen prosediirlerden gegirilip -70°C da derin
dondurucuda muhafaza edilen plazma 6rnekleri ya da dissek-
te edilen hayvanlardan alinan ve derin dondurucuda bekle-
tilen beyin doku érnekleri, gesitli biyokimyasal testler
igcin kullanildi. Bu amagla beyin AChE, plazma LDH, ICDH,
CK enzim aktiviteleri ve plazma kreatinin ve BUN dederleri
spektrofotometrik yontem kullanilarak saptandi. Deneylerin
baglangicinda derin dondurucudan alinan érnekler oda si-
caklifinda birakilarak g¢dziinmeleri sadlandi ve galkalama-
dan derhal kirik buz dolu kap igerisine konuldu. Ornekler
deney baglangicinda gerekiyorsa ydntemler geredince 1/2 ya
da 1/5 oranlarinda seyreltildi. Deneylerde gerek seyreltme
iglemleri ve gdzeltilerin hazirlanmasi islemleri sirasinda
ve gerekse de dier tiim pipetleme igslemleri sirasinda mik-
rokompiitiirize elektronik 25, 100, 250, 1000 ve 2500 pl ka-
pasiteli pipetler (Rainin Corp., USA) kullanilarak, deney-
sel hatalarin en aza indirgenmesine biylik énem verilmis-
tir. Ayrica tim pipetleme islemleri igin temiz pipet ugla-

r1 kullanildi. Biyokimyasal spekrofotometrik calismalar
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esnasinda, arastirmada kullanilan g¢6ézelti ve tamponlar
glinlik olarak hazirlandi ve galisma anina kadar buzdola-
binda +4°C da yada buz kabi igerisinde bekletildi. Seyrel-
tilerek ya da dodrudan kullanilan plazma 6rnekleri de buz
kabi igerisinde korundu.

Arastirmada spektrofotometrik olarak enzim aktivite
tayini ya da plazma da BUN ve kreatinin miktarlarinin be-
lirlenmesi amaci ile Mikroplate okuyucu sistemi (Molecular
Devices Corp., USA) kullanildi. Bu sistem gegitli dalga
boylarinda (340-750 nm) spektrofotometrik 6l¢iim yapan bir
sistem ve bu sisteme bajli olarak kisisel komputer ile
birlikte kullanilan bir bilgisayar programindan (SOFTmax,
Molecular Devices Corp., USA) olusmaktadir. Bu okuyucu
sistemi ile birlikte kullanilan plaklar her seferinde ayni
anda 96 6rnedin spektrofotometrik analizine olanak sajla-

maktadir.

2.6.1. Beyin asetilkolin esteraz aktivitesinin tayini

Beyin AChE enzim aktivite tayininin Guthion insekti-
siti ile muamele edilmis yem ile beslenen hayvanlarda sap-
tanmasi amaci ile Ellmann ve arkadaslari (1961) tarafindan
geligtirilen spektrofotometrik yéntem kullanildi. Bu y&n-
tem mikroplate okuyucu igin modifiye edildi. Ydéntemde ChE
aktivitesi 405 nm de absorbans artiginin saptanmasi ile
6lgilmektedir. Yontem ortamda bulunan 5,5’-dithio-bis(2-

nitrobenzoik asit)’in thiokolin ile reaksiyon vererek sari
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renkli 5-thio~2-nitrobenzoik asit olugumuna dayanmaktadir.
Ortamda olugsan bu maddenin saptanmasi dodrudan dodruya &6r-
nekte bulunan AChE enziminin aktivitesini saptamaya olanak
saglamaktadir.

Beyin AChE enzim aktivite tayini ig¢in -70°C da derin
dondurucuda muhafaza edilen beyin dokusu &rnekleri, oda
sicakliginda ¢dziindirildikten sonra, derhal kirik buz dolu
kap igerisine alindi. Daha sonra Ornekler tek tek tartila-
rak homojenizasyon kavanozu (Virtis Corp., U.S.A) igerisi-
ne alindi. Her 35 mg beyin dokusu ig¢in 1.0 ml hesabi ile
0.05 M sojuk Trizma tamponu (tris [hidroksimetil] aminome-
tan: tris hidroklorid) (pH: 7.4) (Sigma Corp., USA no: T-
4003) pipetlendi. Beyin dokusu yatay bigakli homojenizatér
(Virtis Corp., USA) kullanilarak, 50 devirde 15 saniye
siire ile buz kabi igerisinde homojenize edildi. Homo-
jenatlar 50 ml kapasiteli polipropilen santrifiij tiijplerine
alinarak afjizlari kapali bir sekilde buz kabi igerisinde
tim homojenizasyon islemleri tamamlanana kadar saklandi.
Daha sonra, homojenatlar 12500 rpm’de 20 dakika siire ile

0-4°C’da sojutmali santrifiijde (Sorvall, RC5) santrifiij
edildi. Silipernatant transfer pipetleri ile alinarak, her
érnek ig¢in ayri ayri etiketlenmis olan mikrofiij tiiplerine
transfer edildi ve derhal buz kabi igerisine alinip enzim
aktivite tayini agamasina geg¢ildi.

Beyin AChE enzim aktivitesinin spektrofotometrik ta-
yini ig¢in mikroplate okuyucu (Molecular Devices Corp.,
USA) kullanildi. Deneysel prosediir igin kullanilan tiim ¢o-
zeltiler taze olarak hazirlandi. Calismalarda kullanilan
¢bzelti ve substratlarin ve cihaz kalibrasyonlarinin do§¥
ruluunu test etmek ve aktivite tayininde kullanilacak

standart efrinin eldesi amaci ile laboratuvar kosullarinda
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yasayan saflikli Microtus beyin 6rnedi (VCB) ve Colinus
virginianus beyin érnedi (BWB) kullanildi. Enzim aktivite-
sinin saptanmasi ig¢gin kullanilacak mikroplate okuyucu, ci-
haz ig¢in hazirlanmis bilgisayar programi kullanilarak
programlandi. Beyin AChE enzim aktivite tayini 405 nm dal-
ga boyunda yapildi. Spektrofotometrik okuma iglemi kinetik
analiz igin 1 dakika silire ile yapildi. Okuma islemi esna-
sinda o6rnekler igin bir inkiibasyon siiresi kullanizmazken,
analiz amaci ile 37 °C inkiibatér sicaklidi secildi. Stan-
dart edri lineer olarak elde edildi.

Mikroplate okuyucunun programlanmasini takiben, 100
ml 0.1 M Trizma tamponu (pH: 8.0) (Sigma Corp., USA, no:T-
4753) hazirlanarak aluminyum folyo ile sarilmis olan erlen
igerisinde, 37°C’lik su banyosuna konuldu.Daha sonra
Microtus beyin AChE enzimi standart ejrisinin hazirlanmas:
igin, VCB’nin %20, 40, 60, 80 ve 100’1liik dilusyonlari kul-
lanilarak, standart efri elde edildi (Sekil 2.2). Bunun
igin 96 gukurlu, diiz tabanli mikroplate plaklarina 10 ul
beyin doku homojenati ya da 10 pl kér solusyonu (% 0.85
NaCl) pipetlendi. Daha sonra ayni gukurlara 160 pl 37°C ’a
1sitilmig Trizma tamponu eklendi ve mikroplate plak kisa
bir inkiibasyon periyodu ig¢in mikroplate okuyucuya yerles-
tirildi. Bunu takiben, plak mikroplate okuyucudan alinmak-
si1zin her c¢ukura 10 pl 0.0417 M’lik Asetilkoliniodid
(ACTI) (Sigma Corp., USA no:A-5751) pipetlendi ve plak ye-
niden 1 dakika slire ile inkiibasyona birakildi. Bu siire so-
nunda mikroplate plak yerinden alinmadan siiratle ayni gu-
kurlara 0.00404 M’lik 5-5’-dithiobis-2-nitrobenzoik asit
(DTNB) (Aldrich Chem. Corp., USA no:01112LY)’nin Trizma
tamponu igerisinde hazirlanmis ¢ézeltisi (DTNB + NaHCO3 +

Trizma tamponu) gukurlara pipetlendi ve 1 dakika siire ile



33

Korelasyon Watsayisi: 0.567

30
/A
1 A~w”M’/ﬁ£
n0D/min - T
o
]
| J/’,j#’ﬂijgf
Nl . . W
0 + 4 4 $ ¢ y ¥ 58

/L

Sekil 2.2. Microtus canicaudus i¢in beyin asetilkolinesteraz enzimi standart
egrisi
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spektrofotometrik okuma yapildi. Elde edilen AChE standart
efrisi o6rneklerdeki enzim aktivitesini saptamak ig¢in kul-
lanilda.

ikinci asamada, ayni islemler sirasi ile tekrar edi-
lerek, VCB ve BWB drnekleri ig¢in AChE aktivite tayini ya-
pildi. Ancak bu amagla kullanilan homojenatlar seyreltil-
medi. Ugiincti agamada ise anlatilan tiim islemler deney hay-
vanlarindan alinan beyin doku homojenatlari ig¢in uygulandi
ve sonug¢ olarak her o6rnek ig¢in, kullanilan bilgisayar
programi yardimi ile, AChE aktivitesi mOD/dakika olarak
saptandi. Daha sonra ise agadidaki formiil kullanilarak
beyin AChE aktivitesi U/L olarak hesaplandi.

(A/dakika) (0.300) (10 )

Beyin AChE Aktivitesi (U/L) = ~=—~—cmemmm e
(13.6x10 ) (1) (0.010) (10)
= (mOD/dakika) (2.206) (1.5)

A : 1 dakikada olusan absorbans dedisimi

0.300 : toplam hacim (ml)
(10 ) : mol’li umol’e ddniigtiirme sabitesi

13.6 x 10 : DTNB igin extinction coefficient
1

0.010
10

181k yolu (cm)

kullanilan 6rnek hacmi (ml)

moD/dakika dederini A/dakika dederine doniigtiirme

sabitesi

1.5 ¢t 1 cm’den az 1sik yolu igin dlizeltme faktori
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2.6.2. Plazma laktat dehidrogenaz enziminin aktivite

tayini deneyleri

Plazma LDH enziminin Guthion insektisiti ile muamele
edilmig yem ile beslenen hayvanlarda aktivitesini belirle-
mek amaci 1ile, Ekspres LDH-L reagent (CIBA-CORNING,
721429) kullanildi. Bu ydntemde LDH aktivitesi spektrofo-
tometrik olarak asayida belirtilen temel ile saptanmakta-
dir; LDH, NAD' ‘nin NADH’ya silirekli olarak rediklenmesi
ile, laktat’in piruvat’a oksidasyonunu katalizlemektedir
(Sekil 1.3) ve reaksiyona ba@li olarak absorbans artisai
340 nm’de ©Olgllerek, LDH aktivitesi dodrudan dodruya
saptanmaktadir (Ciba-Corning, Reagent manual, E08842).

Arastirmada, mikroplate okuyucu ile yapilan LDH akti-
vite tayini islemlerinde, standart LDH efrisinin elde edi-
lebilmesi amaci ile multienzim (LIN-TROL) standait cHzel-
tileri (Sigma, M2266) kullanildi. Ayrica gerek mikroplate
okuyucunun kalibrasyonunun ve gerekse ¢alismalarda kulla-
nilan tampon ve g¢dzeltilerin kalitesinin test edilmesi
amaci ile standart dederleri bilinen QCS abnormal kontrol
serum (ABN) (ciba-corning, no:9075) ve QCS normal kontrol
serum (NOR) (Ciba-Corning, no:9072) kullanildi. Bdylece
test edilen Microtus canicaudus plazma drnekleri igin elde
edilen sonuglarin dogruluu sadlandi.

Ekspres LDH-L Reagent’in hazirlanmasi amaci ile kari-
simin bulundudu sigelere 14 ml deiyonize su pipetlenerek,
¢alkalamadan karigtirildi ve maddelerin ¢dziinmesi saglan-
di. Bu ¢ézelti normal kosullarda oda sicakliginda 8 saat
ve +4°C da buz dolabinda ise 5 giin siire ile kararliligini

korumaktadir (Dominguez vd., 1992,a). Kontrol serumlarin
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hazirlanmasi amaci ile giselere (QCS-NOR ya da QCS-ABN) 5
ml deiyohize su pipetlenerek liyofilize haldeki serumlarin
¢bzlinmesi saflandi ve siseler deney siliresince buz kabi i-
gerisinde tutuldu. Multienzim (LIN-TROL) siselerine 3 ml
deiyonize su pipetlenerek hazirlandi ve daha sonra % 0.85
1lik NaCl g¢édzeltisi kullanilarak, standart edri eldesi ama-
ci ile % 10, 30, 50, 70 ve 85’1ik seyreltileri hazirlanaip
kullanildia.

LDH aktivite tayini amaci ile mikroplate okuyucu ve
bilgisayar programi kullanildi. Spektrofotometrik olarak
enzim aktivitesi 340 nm’de, kinetik analiz ile 1 dakika
slireyle okundu. Ancak okuma islemi o6ncesinde &6rnekler 90
saniye siire ile cihazda 30°C’da inkiibe edildi.

LDH enzim aktivite tayini galismalarinda ilk olarak,
96-gukurlu mikroplate okuyucu plaklarina 5 ul standart
(LIN-TROL) diliisyonlari (% 0-85) ve kér olarak da % 0.85
NaCl g¢ozeltisi pipetlendi. Daha sonra ayni c¢ukurlara 100
¢l LDH reagent pipetlenerek, mikroplate plaka derhal mik-
roplate okuyucuya yerlestirildi ve LDH standart edrisi el-
de edildi ($ekil 2.3). Bu iglem her deney giinii yinelene-
rek, yeni bir standart egri hazirlandi. Bu edri Ornek
plazmalarin galigilmasi igin kullanildi. Daha sonraki asa-
mada ayni iglemler QCS-ABN ve NOR serumlarinin ve dolayisi
ile cihaz kalibrasyonu ve ¢bzelti kalitesinin test edilme-
si igin yinelendi. Bu iglemi takiben ise plazma 6érnekleri-
nin analizine gegildi. Plazma érneklerinde LDH enzim akti-
vite tayini igin érnekler 1/5 oraninda, % 0.85 NaCl ¢ézel-
tisi kullanilarak seyreltildi ve mikroplate okuyucu ile
340 nm de okunan optik dansite dederleri dojrudan dodruya
bilgisayar programi araciligi ile de§erlendirilerek, LDH

aktivitesi bir litre plazmada tinite deferi ile saptandi.
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2.6.3. Plazma kreatin fosfokinaz aktivitesinin tayini

Plazma CK aktivitesinin tayini ig¢in CK reagent (Sigma
no: 47-20) kullanildi. ¢6zeltinin hazirlanmasi amaci ile
siselere 20 ml deiyonize su pipetlendi ve madde galkalama-
dan yavagga karigstirilarak ¢6ziildi. Bu ¢bzelti oda sicak-
li1dinda (18-26°C) 16 saat ve +4°C’da buzdolabinda ise 30
glin slire ile kararliligini korumaktadir (Sigma corp.
Manuel). CK LIN-TROL (Sigma, C 1773) preparasyonu ig¢in gi~-
selere 2 ml deiyonize su pipetlendi ve karigim c¢alkalama-
dan ¢ozilerek, buz kabi igerisinde deney siiresince korun-
du. CK calismalarinin hemen 6ncesinde, bu stok ¢dzeltiden
%30, 50, 70 ve 90’11k seyreltiler % 0.85’1ik NaCl ¢6Hzelti-
si kullanilarak hazirlandi. Bu seyreltiler mikroplate oku-
yucuda plazma Orneklerinde CK aktivitesini saptanmada
standart edrinin eldesi amaci ile kullanildi. Mikroplate
okuyucu ile yapilan bu deneylerde her yeni deney giinii igin
yeni bir standart egri hazirlandi.

Gerek mikroplate okuyucu sistemin kalibrasyonunun ve
gerekse hazirlanan reagent’larin dodruluunu test etmek
amac1 ile CPK-1 kontrol serum (Sigma), Accutrol normal
kontrol serum (QSN) (Sigma, no:A2034) ve Accutrol abnor-
mal kontrol serum (QSA) (Sigma, no:A3034) kullanildi. Bun-~
lardan CPK-1 gigesine 1 ml deiyonize su, QSN VE QSA sise-
lerine ise 5’er ml deiyonize su pipetlenerek c¢ozinmeleri
sajlandi ve bu kontrol serumlari giinliik olarak hazirlanaip,
deneyler siiresince buz kabi iginde tutuldu. Bu islemlerin
ardindan, mikroplate okuyucunun programlanmasina gecildi.
Spektrofotometrik analiz kinetik olarak 340 nm dalga bo-
yunda yapildi. Ornekler cihazda 3 dakika siire ile 30° C’da
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inkiibe edildikten sonra, 2 dakika siire ile enzim aktivite-
si okundu. Deneyde kullanilacak standart edri lineer ola-
rak elde edildi. Okuma sirasinda mikroplate plak otomatik
olarak galkalanarak, O6rneklerin karismasi sadlandi.

Cihazin programlanmasini takiben, ilk olarak 96 gu-
kurlu mikroplate plaklarina énceden seyreltileri hazirla-
nan standartlar (% 0-90) 5 ul pipetlendi ve kér olarak ise
% 0.8571ik NaCl ¢odzeltisi kullanildi. Daha sonra gukurlara
250 pl CK reagent siliratle pipetlenerek, mikroplate plak
mikroplate okuyucuya yerlestirildi ve standart edri elde
edildi (Sekil 2.4). ikinci asamada ise kontrol serumlari
CK-1, QSN ve QSA pipetlenerek (herbiri 5 pgl) okuma islemi
tekrarlandi. Kontrol serumlari ile deney kosullarinin doj-
rulugu saptandiktan sonra, Microtus plazma &érneklerinin
daha 6nceden 1/5 oraninda hazirlanmis seyreltileri temiz
plak gukuruna 5 pl pipetlendi. Ayni plaklara daha sonra
stiratle 250 pul CK reagent pipetlenerek, mikroplate okuyucu
ile okuma yapildi. Bu iglem sonucunda bilgisayar programi
(SOFTmax, Molecular Devices Corp, USA) ile dogrudan
dogruya daha énce elde edilen standart edri deferleri kul-
lanilarak, CK enzim aktivitesi her &rnek igin ayri ayra
U/L dederi ile saptandi.

2.6.4. Plazma izositrat dehidrogenaz aktivitesinin tayini

Guthion insektisiti ile muamele edilmis yem ile bes-

lenen Microtus canicaudus’ta plazma ICDH enzim aktivitesi
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nin saptanmasi amaci ile Sigma‘Corp. (USA) tarafindan ge-
listirilen diagnostik yontem (Sigma, 153-UV) kullandi. Bu
yontem de diger uygulanan enzim aktivite tayin ydntemleri
gibi mikroplate okuyucu ig¢in modifiye edildi.

Calismalarda kullanilan Nikotinamid Adenin Dinukleo-
tid Fosfat (NADP) (Sigma, 240-301) normal kogullarda 20°C’
da derin dondurucuda muhafaza edildi. NADP ¢6zeltisi de-
neyden hemen 6nce sige igine 1.5 ml deiyonize su pipetle-
nerek hazirlandi ve 30°C’ da su banyosu igerisine konuldu.
izositrat substrati (Sigma, 176-1) ve Manganez klorit
(MnCl2) (Sigma, 150-2A) ¢6zelti halinde liretilmektedir ve
deney anina kadar buzdolabinda +4°C’ da muhafaza edildi.
Deneylerde plazma 6rneklerindeki enzim aktivitesinin he-
saplanmasinda kullanilacak olan standart edrilerin hazir-
lanmasi ig¢in, deneylerde kullandigimiz ydntem ile sa@lik-
11, normal laboratuvar kosullarinda barindirilan ergin
hayvanlardan alinan kan 6rneklerinden elde ettigimiz nor-
mal Microtus canicaudus plazma (VCP) kullanildi. VCP, %10,
50 ve 70 konsantrasyonlarinda % 0.85 NaCl ¢6zeltisi kulla-
nilarak seyreltildi. Tim hazirliklarin tamamlanmasindan
sonra, mikroplate okuyucunun programlanmasi iglemine ge-
¢ildi. Standart efrinin hazirlanmasi igin kinetik analiz
uygulanirken, serum ve plazma Orneklerindeki okuma icgin
ham okuma segildi. Spektrofotometrik ICDH aktivite tayini
340 nm dalga boyunda 5 dakikalik okuma ile yapildi. Bu sii-
reden 6nce 6rnekler mikroplate okuyucu ig¢inde 30°Cc’da 3
dakika inkiibe edildi. Standart efri lineer olarak elde
edildi.

Bilgisayar programlama isleminden sonra, 96 cgukurlu
(dtiz tabanli) mikroplate plaklar kullanilarak, standart

edri igin kullanilacak gukurlara sirasi ile 24 pl izosit
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rat substrati, 2 ul MnCl2 ve 10 pl % 0-70 seyreltilmis VCP
ya da kér olarak % 0.85 NaCl ¢bzeltisi pipetlendi. Mikro-
plate plak okuyucuya yerlestirildi ve 30 saniye silire ile
calkalama pozisyonunda karistirildi. Mikroplate okuyucu
igerisinde 5 dakika siire ile bekletilerek pipetlenmig olan
substratin 30°C’da inkiibasyonu ve cihazin kendini kalibre
etmesi sagdlandi. Daha sonra plak cihazdan alinarak, gukur-
lara siliratle 24 ul NADP pipetlendi ve cihaza yerlestirilen
plakta okuma yapilarak, ICDH standart efrisi elde edildi
(Sekil 2.5). Daha sonraki asamada, temiz ¢ukurlar kulla-
nilarak, dilue edilmemis Microtus plazma 6rneklerinde en-
zim aktivitesinin tayini amaci ile ayni islemler tekrar-
landi. Mikroplate okuyucu ile 6érneklerin optik dansite de-
gerleri mOD/dakika olarak elde edildi.

Bu igslemden sonra,standart garpan dederi (3.353) he-
saplandi. Kullanilan plaklarda her gukur ig¢in i1sik yolu 1
cm den az oldufu igin ikinci bir standart deder (1.5) kul-
lanildi. Bu dederin 6rneklerin spektrofotometrik okunmasi
ile elde edilen mOD/dakika deferi ile ¢arpimi sonucu ICDH
enzim aktivitesi her 6rnek ig¢in ayri ayri U/L degeri ile

saptandi.

2.6.5. Plazma kreatinin konsantrasyonunun tayini igin

deneyler

Microtus canicaudus ‘da Guthion insektisitine bagli

olarak ortaya gikabilecek olan plazma kreatinin konsant
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rasyon dedisikliklerini belirlemek amaci ile Sigma Corp.
(USA) tarafindan geligtirilen diagnostik yontem kullanildz:
(Sigma, no: 555). Bu ydntem mikroplate okuyucu igin modi-
fiye edildi.

Bu tayin yénteminde, kreatinin alkalin pikrat ¢dzel-
tisi ile reaksiyon verdidinde turuncu-sari renkli bir or-
tam olusmaktadir. Ancak reaksiyon ile olusan bu renk de§i-
simi kreatinin igin 6zglil dedildir. Ortamda bulunan bir
kisim kan plazma igerigi de alkalin pikrat ¢bzeltisinin
ortama eklenmesi ile ayni renk reaksiyonunu vermektedir.
Bununla beraber, asidik kosullarda bu renkli ¢ézeltideki
kreatinin reaksiyonundan kaynaklanan renk maddesi éncelik-
le tahrip olmaktadir. Bundan dolayi ortama asit eklenmeden
6nceki ve sonraki absorbans 500 nm civarinda élgiildii§iinde,
bu iki deferin birbirinden ¢ikarilmas:i ile, [(baslangig
OD) - (sonug OD)], ortamdaki kreatinin konsantrasyonu sap-
tanabilmektedir (Tietz, 1987).

Microtus plazma kreatinin konsantrasyonunun saptan-
masi amaci ile, ydéntemde asagida belirtilen reagent ve
gOzeltiler kullanildi:

- Kreatinin renk reagent (CCR) (%0.6 pikrik asit ve sodyum
borat igermektedir) (Sigma, no: 555-1),

= 1 N sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma, no:930-65),

- Asit reagent (Sigma, no: 555-2),

- Kreatinin standart stok g¢ézeltisi (3.0 mg/dl ve 15.0
mg/dl), (Sigma, no:925-3 ve 925-15),

- Accutrol normal kontrol serum (QSN) (Sigma, no: A 2033)

- Accutrol abnormal kontrol serum (QSA) (Sigma, no:
A 3034)

- Microtus normal kontrol plazma (VCP)

Calismalarda kullanilan NaOH, asit reagent, CCR ve
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alkalin pikrat normal kosullarda oda sicakliinda saklan-
maktadir. CCR, 18°C ’1in altinda sicaklikta jelsi bir yapi-
da oldujundan, galismalar oncesi 30°C’da isitilarak iyice
calkalandi. Kreatinin standart solusyonlar ise normalde
+4°C’ da buz dolabinda stoklanmaktadir. Deneyler sirasinda
bu stoklardan % 0.85’1ik NaCl ¢6zeltisi kullanilarak 1, 3,
5, 7 ve 10 mg/dl seyreltiler hazirlandi. Alkalin pikrat
solusyonu 5 kisim CCR ve 1 kisim NaCl karastirilarak, de-
neysel agsama O6ncesinde taze olarak hazirlandi. QSN ve QSA
kontrol serumlar daha 6nceki yontemlerde anlatildidi se-
kilde hazirlandi. VCP ise daha dénce anlatildidi gibi, sag-
lakli ve deneye alinmamis hayvanlarin kani kullanilarak
elde edildi ve normal plazma Kkreatinin degerinin
saptanmasi amaci ile kullanildi.

Tim kullanilacak maddelerin hazirlanmasindan sonra,
mikroplate okuyucunun kullanllabilmesi amaci ile cihazin
programlanmasi islemine gegildi. Spektrofotometrik analiz
ile okuma 490 nm dalga boyunda endpoint olarak yapildi.
Calismada kullanilan standart edri lineer olarak elde
edildi ve Slgiimler 30°C’da yapilda.

Bu islemlerden sonra 96 gukurlu diiz tabanli mikro-
plate plaklari kullanilarak, oénceden 1/5 oraninda dilue
edilmis standartlar (0 - 10 mg/dl) ya da kér olarak da %
0.85 NaCl ¢dzeltisinden 5 pl gukurlara pipetlendi. Daha
sonra her gukura 50 pl alkalin pikrat ¢dzeltisi eklendi ve
karigim mikroplate okuyucuda 30 saniye ig¢in karistirildi.
Okuyucudan alinan plak oda sicakliginda 10 dakika siire ile
inkiibe edildi ve bu siire sonunda mikroplate okuyucuda plak
okunarak standart efri elde edildi (Sekil 2.6).

Daha sonra temiz plak gukurlarina 5 pl kontrol serum-

lar QSN, QSA, kOr (% 0.85 NaCl) ya da 1/5 seyreltilmig VCP
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pipetlenerek standart ediri eldesi ig¢in yapilan islemler
yinelendi. Ancak 10 dakikalik inkilibasyondan sonraki spekt-
rofotometrik okuma ile elde edilen OD dederi baslangig OD
olarak kaydedildi. Bundan sonra gukurlara 2 gl asit rea-
gent siiratle pipetlendi ve 5 dakika siire ile oda sicakli-
ginda inkilibasyona birakildi. Bu silire sonunda ikinci kez
mikroplate okuyucuya yerlegtirilen plakta okuma tekrarlan-
di. Bu okuma ile elde edilen OD ise sonug¢ dederi olarak
kaydedildi. Degerlerin birbirinden g¢ikarilmasi ile krea-
tinin konsantrasyonu hesaplandi. BSylece cihazin kalibras-
yonunun ve hazirlanan ¢ézeltilerin dodruludu test edildi.
Ayni islemler daha sonra plazma drnekleri igin yinelendi.
Sonugta plazma oOrneklerindeki kreatinin konsantrasyonu

mg/dl olarak saptandi.

2.6.6. Plazma kan lre nitrojeni (BUN) konsantrasyonunun

belirlenmesi igin yapilan deneyler

Ureaz enzimi tirenin amonyak ve karbondioksit’e hidro-
lizini katalizlemektedir.Glutamat dehidrogenaz’in, reaksi-
yon lirini olarak glutamat olusumunu katalizlemesi ile or-
tamda bulunan amonyak NADH varliginda, 2-oxoglutarat ile
baglanmaktadir. Sonugta NADH oksidasyonuna badli olarak
340 nm dalga boyundaki bir absorbans azaligi kan lire nit-
rojeninin o6rnekteki konsantrasyonunun dogrudan dogruya
mikroplate okuyucu ile ve SOFTmax programi kullanilarak

saptanmasina olanak vermektedir (Dominguez vd., 1992,b).
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Bu arastirmada, Ciba-Corning Express BUN belirleme
yéntemi mikroplate okuyucu ig¢in modifiye edilerek kulla-
nildi. Bu amagla Express BUN reagent (Ciba-Corning, no:
E31542) kullanildi. Reagent madde lizerine 14 ml deiyonize
su pipetlenerek hazirlandi. Bu ¢dzelti +4°C da buzdolabin-
da 30 giin slire ile kararliliini korumaktadir. Plazma BUN
konsantrasyonunun saptanmasinda kullanilacak standart e§-
ri, BUN/Glukoz standart stok ¢ézeltisi (30 mg/dl) (Ciba-
Corning, no:E31542) kullanilarak hazirlandi. Bunun igin
%20, 40, 60 ve 80’lik standart seyreltiler kullanild:.
Mikroplate okuyucunun kalibrasyonunun ve hazirlanan ¢bézel-
tilerin kalitesinin test edilmesi amaci ile normal kontrol
serum (QCN) (Ciba~Corning no: 9702) ve abnormal kontrol
serum (QCA) (Ciba-Corning, no:9705) kullanildi. Kontrol
serumlarinin hazirlanmasinda daha 6énceki yontemlerde agik-
lanan yol izlendi. Tim reagent ve gézeltilerin hazirlanma-
sin1 takiben, mikroplate okuyucunun programlanmasi agama-
sina gegildi. BUN spektrofotomerik analizi ig¢in 340 nm
dalga boyu kullanildi. Miktar tayini amaci ile 45 saniye
siire ile 30° C’da okuma yapildi. Standart edri lineer ola-
rak hazirlandi.

Daha sonra oOrneklerin analizi amaci ile, ilk olarak
standart edri hazirlanmasi iglemine gegildi. 96 cukurlu
diz tabanli mikroplate plaklari kullanilarak standart egri
i¢in kullanilacak gukurlara 5 pl kér (deiyonize su) ya da
daha dnceden seyreltileri hazirlanmis (% 0~80) BUN/Glukoz
standartlari pipetlendi. BUN reaksiyonunun substratin bu-
lundugu ortamlarda gok hizli olmasi nedeni ile, c¢ok hizli
olarak gukurlara 250 ul reagent pipetlendi ve plak derhal
okuyucuya yerlestirildi. Bdylece BUN standart egrisi elde

edildi (Sekil. 2.7). Ayni islemler daha sonra ¢ézeltilerin
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dogrulugu ya da cihazin kalibrasyonunun saptanmasi igin
kontrol serumlari QCN ve QCA ile tekrarlandi. Ardindan
Microtus plazma 6rnekleri igin okuma yapildi ve bilgisayar
programi (SOFTmax) aracilidi ile érneklerdeki BUN konsant-

rasyonu mg/dl olarak saptandi.

2.7. Matematiksel ve Istatistik Analizler

Aragtirmada elde edilen tiim kalitatif ve kantitatif
deney sonuglari Apple Machintosh kigisel bilgisayar (Brain
Power Inc., USA) kullanilarak, Stat View 512+ istatistik
programi ile test edildi. Bu ama¢la varyans analizi
(ANOVA) ile Fisher’in "Korunmug En az Onemlilik (PLSD)
Testi" kullanildi. Sonuglar kontrol grubu hayvanlardan ge-
len veriler ile karsilastirilarak, istatistiksel hata
oranlarinin énemli farklilida neden olup olmadiyi saptandi
(P<0.05; P<0.01; P<0.001). Deneysel g¢alisma sonuglarina
gbre, test gruplarindan elde edilen veriler genel test
grubu ortalamasi ve digi ya da erkek hayvanlar ig¢in elde
edilen veriler olarak ayri ayri degerlendirildi. Tim orta-
lama dederler (%) standart hata dederleri hesaplanarak,
grafik ya da tablolarda gdsterildi (Peterson, 1985). Orta-
lama matematiksel dederlerin ya da P istatistiksel de§er-
lerinin hesaplanmas: amaci ile de ayni bilgisayar programi
kullanildi. Elde edilen verilerin grafiklerinin hazirlan-

masinda Cricket Grafik Programi kullanildi.
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3. BULGULAR

Bu galismada deneye alinan hayvanlar deney baslangi-
cinda 2 temel gruba ayrilmig ve arastirma igin sonuglar
ayri ayri deferlendirilmistir. "LC" ve "DS" test grupla-

rindan gelen sonuglar karsgilastirmali olarak verilmistir.

3.1. Deneye Alinan Hayvanlarin Genel Durumlar:a

Deneye alinan 60 adet "DSY test grubu Microtus
canicaudus’dan 16 tanesi 9 giinliik deney periyodu siiresinde
kendili§inden 61dii. Bu hayvanlarin deney gruplarina goére
dagilimina bakildidinda, 1 tanesinin (1 Q) kontrol grubu
(%6.6), 2 hayvanin (2 J) 161 ppm uygulama dozu (%13L4), 8
hayvanin (5 ¢, 3 @) 322 ppm doz grubu (%53.3) ve 5 hayva-
nin da (4 &, 1 9) 428 ppm uygulama grubundan (%33.4) oldu-
gu saptandi. Bundan bagka 428 ppm uygulama grubundan 1 er-
kek fare 6lim halinde (morbid) iken disseksiyona alindi ve
kendiliginden 61liim olarak kabul edildi. Guthion insektisi-
ti ile muamele edilmis yem uygulanan hayvanlarda ilk &liim
insektisit uygulamasini takip eden giinde (1. giin) saptandi
ve ayni giin 161 ppm ve 322 ppm uygulama gruplarindan birer

hayvanin 6limi kaydedildi. Bundan sonraki seri halde hay
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van 6limleri 3. deney gliniinde basladi. En ¢ok denek &limii-
nin oldugu giin 322 ppm uygulamasi ig¢in 6. deney giinii (3
Microtus) ve 7. giin (4 Microtus) olarak kaydedilirken, 5.
deney giniinde de 428 ppm uygulama grubundan 4 hayvanin 6-
limi saptandi.

Difer taraftan, "LC" test grubu igin deneye alinan
toplam 40 adet hayvandan 12 tanesinin Guthion insektisiti
uygulanmis yem ile beslenmeye basladiktan sonraki gegitli
gliinlerde 6liimleri kayit edildi. 161 ppm uygulamasi igin
6 ve 1ll.glinlerde, 322 ppm ig¢in 1, 5, 7 ve 9. giinlerde bi-
rer hayvan 6lumi kaydedilirken, 428 ppm uygulamasinda da
5., 6. ve 7. gilnlerde 2 gser hayvan 6lu olafak bulundu. Ay-
rica gesitli giinlerde kan alma iglemini takiben kaydedilen
hayvan 6limleri ayri olarak not edildi. Bu hayvanlardan
2 tanesi (1 d, 1 Q) 161 ppm, 4 tanesi (1 ¢, 3 Q) 322 ppm
ve 6 tanesi (2 J, 4 ?2) de 428 ppm uygulama gruplarina ait-
ti. Bunun yani sira "LC" test grubu hayvanlardan, her iki
giinde bir olan kan alma iglemlerini takiben de 5-60. daki-
kalik periyot igerisinde gegsitli doz gruplarindan 15 hay-
vanin 6limii saptandi ve bu hayvan Olimlerinin insektisit
uygulamasi yani sira, kan alinmasi sirasinda ortaya ¢ika-
bilecek muhtemel stress etkisi ile de olabilecedi goz onii-
ne alinarak, bu dliimler ayri olarak kaydedildi.

Deneyler siiresince hayvanlarin vicut agirlik dedisim-
leri gerek "DS" ve gerekse de "LC" test gruplari igin éyrl
ayri saptandi. Sekil 3.1 ve Sekil 3.2 sirasi ile "DS" ve
"LC" deney gruplari igin deney peryotlarina bayli olarak;,
hayvanlarda toplam viicut adirliklari ve viicut ajirligi de-
gisim ylzdesini gostermektedir. "DS" test grubu hayvanlar
igin genel viicut adirli§i dedisiminin %3.54 - %£23.37
(+2.16) oraninda oldudu saptandi. Digi ya da erkek hayvan
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Agirlik Degisimi (%) / Viicut Agirthgi (gr)
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Sekil 3.1.a. Guthion uygulamasma bagh olarak "DS" test grubu M.
Canicaudus 'da deney baslangig giimii (-5. giin) ve hayvanlann
olam giinii ya da disseksiyon giiniinde kaydedilen ortalama viicut
agirhiklan ile bu periyotiar arasinda viicut agirhf degisim yizdesi
(*P < 0.05).
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Agithk Degisimi (%) / Vicut Agithgr (gr)
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Sekil 3.1.b. Guthion uygulamasma bagh olarak "DS" test grubu erkek
M. Canicaudus 'da deney baglangi¢ giinii (-5. giin) ve hayvanlarin
olim ginil ya da disseksiyon gimniinde kaydedilen ortalama viicut
agiriklan ile bu periyotiar arasmda viicut agirh defigim yiizdesi
(*P-< 0.05).
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% Agirhk degisimi / Agirhk (gr)
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Sekil 3.1.c. Guthion uygulamasma bagh olarak "DS" test grubu digi M.
Canicaudus 'da deney baslangi¢ giinii (-5. giin) ve hayvanlarn
oliim giimii ya da disseksiyon giiniinde kaydedilen ortalama viicut
agirhiklan ile bu periyotlar arasinda viicut agirhg degigim yiizdesi
(*P < 0.05).
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Agirhk Degisimi (%) / Vicut Agirhd (gr)
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Sekil 3.2.a. Guthion uygulamasma bagh olarak "LC" test grubu M.
Canicaudus 'da deney baslangig giini (-5. gin) ve hayvanlann
5lim gimi ya da disseksiyon giniinde kaydedilen ortalama viicut
agrhiklan ile bu periyotiar arasinda viicut agrhi degisim yiizdesi
(*P < 0.05).

(-1). gin
2. giin
4. gin

8. gin
8. giin

10. gin
14. gln
(-1). ginden Slam gdndne

agirilk degisimi
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Agirhik Degisimi (%) / Vicut AQirhg (gr)
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Sekil 3.2.b. Guthion uygulamasma bagh olarak "LC" test grubu erkek
M. Canicandus 'da deney baslangi¢ gimii (-5. giin) ve hayvanlarn
ol giinii ya da disseksiyon giiniinde kaydedilen ortalama viicut
agirhiklan ile bu periyotlar arasinda viicut agirhg degisim ytizdesi
(*P < 0.05).

(-1). gin
2. giin
4.glin
6.giin
8.giin

10. glin
14. gin

(-1). giinden &lam glanine

agirik degisimi
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AGirik Degigimi (%) / Vicut Agirhgs (gr)
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Sekil 3.2.c. Guthion uygulamasmna bagh olarak "LC" test grubu digi M.
canicaudus 'da deney baslangi¢ gini ¢-5. gin) ve hayvanlarin
lim giinii ya da disseksiyon giiniinde kaydedilen ortalama viicut
agirhiklan ile bu periyotlar arasmda viicut agirhif degisim yiizdesi
(*P < 0.05).
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=~ 2.gin
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=¥ g gin
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B (-1). ginden ldm gandne’

agirik degisimi
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lar i¢in ayri ayrai yapilan hesaplamalar da benzer sonugla-
r1 ortaya koydu. istatistiksel analiz sonuglarina goére
ise, insektisit uygulanmis yem ile beslenen hayvanlar ile
kontrol grubu hayvanlar arasinda farklilik 6nemli diizeyde
bulundu (P < 0.05).

"ILC" test grubu hayvanlar ig¢in yapilan veri analizi
sonuglarina gére, hayvanlarda viicut agirliga (-1). giinden
baslayarak, her iki giinde bir kaydedildi ve (-1). giinden
6luim glniine kadar gegen siiredeki vicut adirlik degisim
ylizdesi hesaplandi. Sonuglara gbére "LC" test grubu hay-
vanlarda insektisit uygulamasina ba§li olarak viicut ajir-
liginin kontrol grubu hayvanlarda %2.93 (+3.92), 161 ppm
uygulama grubunda %14.21 (%3.92), 322 ppm doz grubunda
%16.58 (#4.13) ve 428 ppm uygulama grubunda da %30.10
(+3.92) oraninda deneyin baglangig¢ giiniine oranla bir azal-
ma gosterdi§i kaydedildi. Istatistiksel analiz sonuglarin-
da da Guthion insektisiti uygulanmis yem ile beslenen hay-
vanlarin viicut adirligi dedisimi oraninin kontrol grubu
deneklerine goére 6nemli farklilik goésterdigdi (P < 0.05)
saptandi. Buna kargin hayvanlar eseylerine gére istatis-
tiksel analize tabi tutulduklarinda, erkek bireylerde vii-
cut adirli§i dedisiminin yalniz 428 ppm uygulama grubunda
ve disilerde de 322 ppm ve 428 ppm uygulama gruplarinda
kontrol hayvanlardan oénemli farklilik gdésterdigi (P <
0.05) belirlendi.

Deneye alinan hayvanlarin toplam ve giinliik ortalama
besin ve su tiliketimleri hayvanlarain deney‘ kosullarina
alindiklari giinden itibaren keydedilerék'izlendi (Tablo
3.1 ve Tablo 3.2). Toplam ve ginlik besin ya da su tiikke-
timi hayvanlarin insektisit uygulanmamis besin ile beslen-

dikleri donemde [(-5).giinden (-1).giline kadar] gerek "DS"
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Tablo 3.1. Dissekstyon test grubu Microtus canicaudus ‘un Guthion etkisine
bagh olarak besin ve su tiketimi (*P <0.05).

Uygulama dozu Esey n T.i isitsi T.i isithi T. su tiiketimi su tilkkenimi
(ppm) yem (gr) yem (gr) (ml) (ml/giin)
Kontro} E+D 15 34.52 (11.95) 45,16 (+4.51) 214.1 (£20.1) 6.90 (£0.39) 3.74 (20.50) 17.64 (£1.55)

etkek O 37.84 (£3.95) 48.86 (16.20) 218.4 (£30.6) 7.56 (£0.39) 591 (£0.68) 17.57 (£5.81)
disi 6 20.53 (£3.64) - 3960 (16.75) 207.7 (£23.3) 5.90 (£0.72) 5.48 (40.78) 17.74 (1.62)
161 ppm E+D 15 34.67 (1.95) 3144 (H451)* 185.1 (£20.1) 6.93 (£0.39) 4.83 (40.50) 15.02 (£1.55)
etkek 9 33.44 (13.95) 29.62 (16.20)* 180.2 (£30.6) 6.68 (£0.39) 5.19 (+0.68) 1547 (£5.81)
disi 6 3651 (£3.64) 34.16 (36.75) 192.4 (£23.3) 7.30 (£0.72) 429 (+0.78) 14.34 (+1.62)
322 ppm E+D 15 36.66 (£1.95) 2530 (#4.51)* 165.0 (20.1) 733 (£0.39) 4.06 (+0.50)* 14,92 (£1.55)
etkek 9 3897 (13.95) 2581 (36.20)* 160.7 (£30.6) 7.79 (£0.39) 4.06 (10.68) 14.84 (£5.81)
disi 6 3320 (43.64) 2455 (1£6.75) 171.6 (+23.3) 6.64 (10.72) 4.07 (£0.78) 15.04 (31.62)
428 ppm E+D 15 36.99 (11.95) 18.59 (+4.51)* 1273 (20.1)* 7.39 (20.39) 3.06 (£0.55)* 11.63 (+1.55)*
etkek 9 38.74 (£3.95) 16.00 (16.20)* 113.1 (£30.6) 7.74 (20.39) 2.81 (£0.68)* 1043 (£5.81)
disi 6 3436 (43.64) 2248 (16.75) 148.7 (£23.3) 6.87 (0.72) 3.43 (10.78) 1342 (£1.62)
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Tablo 3.2. Letal konsantrasyon test grubu Microtus canicaudus ‘un Guthion
etkisine bagh olarak besin ve su tiketimi (*P < 0.05).

su tilketimi

T. mseknsith n T.sutikedimi n

Uygulamadozu Esey n  T. insekusitsi insektisitsy n inseknsitiyem =
= yem (80 yem (grgn) (ergin)

yem (gx) (ml) (ml/giin)
Konuol E+D 10 34.53 (3240) 10 69.7510.1) 10 271.9(x29.3) 10 650 (@048) 10 620 @036 10 1631 (£1.34)
3648 (4259) S 7072(173) 5 2830 (730) 729@051) 5 667(x106) 5 1647 (33.04)
3258@377) 5 6RTE(I98) 5 260.8 (439.3) 651(0.75) 5 591(079) 5  16.56 (+0.66)
3500 (42.40) 9 69.10(£107) 10  260.3 (+29.3) 700(1048) 9 596(+059) 10 17.52 (£1.34)
3658 (1324) S5 6892(*172) 5 3211 (x44.6) 731(#065) 5 557(X076) 5 19.08 (0.90)
3342478 4 6932(4227) 5 1994 (339.8) 668 (1095) 4 644(x123) 5 1596 (+1.86)
3430 (4240) 9 3443 (*107)* 9  199.1 (£30.9) 6.86(1048) 9 420(+059* 9 16.53 (x1.41)
3618(11.97) 4 4240(3224) 4 1827 (¥24.7) 723(2039) 4 429(x107) 4 14.76 (x2.61)
R242E236) 5 2806(x102) 5 2123 (+414) 648(#047) 5 413(072) 5 17.96 (+2.28)
3412 (12.40) 10 18.19(X10.1)* 10 186.4 (+29.3) 6.82(048) 10 2.60(2056)* 10 1576 (£1.34)
3920 (44.47) 5 1596(£545) S5 2142 (2102) 784 (2089) 5 263(x082* 5 19.11 (0.56)
2004 (+148) S5 2042(273) 5 1586 (x295) 580(:029) 5 258026 5 1241 (x0.22)
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ve gerekse "LC" test gruplarinda farklilik goéstermedi.
DiJer taraftan "DS" test grubu hayvanlarda toplam ve
giinliik Guthion insektisiti uygulanmis yem tiketimi
incelendiinde, her ii¢ doz grubunda da Qenel ortalama ve
erkek hayvanlarda besin tiiketiminin kontrol gruplarina
gbre istatistiksel farklilik goésterdigi saptandi (P <
0.05) (Tablo 3.1). Hayvanlarin gilinlik ortalama maruz
kaldiklara insektisit miktari normalize edilerek
hesaplandig§inda ise, maruz kalinan insektisit miktarainin
322 ppm ve 428 ppm uygulamalarinda birbirine benzer
oranlarda oldugu, buna karsin her ili¢ uygulama dozunun da
kontrol grubuna gére istatistiksel farklilik gbésterdigdi (P
< 0.0001) saptandi (Sekil 3.3). "DS" test grubunda giinliik
insektisit uygulanmigs ortalama besin tiiketimi kontrol
grubu ig¢in 0.232 kg/kg/giin iken, bu miktar 161 ppm icgin
0.211 kg/kg/giin, 322 ppm igin 0.194 kg/kg/glin ve 428 ppm
igin de 0.147 kg/kg/giin olarak hesaplandi. Buna karsin uy-
gulama gruplari ig¢in hayvanlarin maruz kaldiklari insekti-
sit miktari 161 ppm uygulamasinda 33.97 mg/kg/giin, 322 ppm
uygulamasinda 62.31 mg/kg/giin ve 428 ppm uygulamasinda da
63.14 mg/kg/giin olarak hesaplandi.

"LC" test grubu hayvanlar igin elde edilen veri so-
nuglarina gdre de toplam ve glinliik Guthion insektisiti uy-
gulanmig yem tiiketimi 322 ppm ve 428 ppm uygulama dozlar:
igin kontrol grubuna gére istatistiksel olarak farklilik
gésterdi (P < 0.05) (Tablo 3.2). Bu grupta normalize edil-
mis hesaplamalara gére, kontrol hayvanlari giinliik ortalama
0.233 kg/kg/giin yem tiikettiler. Buna karsin insektisit uy-
gulanmig yem tiiketimi 161 ppm grubunda 0.250 kg/kg/giin,
322 ppm uygulamasinda 0.184 kg/kg/giin ve 428 ppm uygulama-
sinda da 0.120 kg/kg/gilin olarak saptandi. Bu verilere gb
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B Guhiomlu vem (gr/glin)

El Guthion miktan (mg/kg/giin)

Kontrol 161 ppm 322 ppm 428 ppm

Sekil 3.3. Disseksiyon test grubu hayvanlar icin gimliik ortalama Guthion
msektisiti uygulanmug besin tiiketimi ve besin tilketimine bagh
olarak hayvanlarin maruz kaldiklan insektisit miktarlan (degerler
normalize edilerek hesaplannmgtir) (*P < 0.0001).
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re, giinliik maruz kalinan insektisit miktari 161 ppm dozu
igin 40.33 mg/kg/giin, 322 ppm ig¢in 59.48 mg/kg/giin ve 428
ppm igin de 51.60 mg/kg/giin olarak hesap edildi. Viicut
adirligina oranla hayvanlarin gilinliikk maruz kaldiklara
insektisit miktarinin ise her {i¢ uygulama dozunda da kont-
rol hayvanlara godre istatistiksel farklilik gdsterdigi
saptandi (Sekil 3.4).

"DS" ve "LC" test gruplari ig¢in saptanan toplam ve
glnliikk su tiiketimi verilerine gdre ise "DS" test grubunun
yalnizca 428 ppm uygulama dozunda istatistiksel farklilik
bulunurken (P £ 0.05), "LC" test grubu i¢in gruplar ara-
sinda bir farklilik saptanmadi (Tablo 3.1 ve Tablo 3.2).

3.2. Kan Fizyolojisi ile ilgili Biyobelirtecler

Akyuvar (ldékosit) hiicre farklilasmasi oranlari ve he-
matokrit dederleri Guthion insektisiti ile muamele edilmis
yem ile beslenen "DS" ve "LC" test grubu hayvanlarda fiz-
yolojik biyobelirtegler olarak saptandi.

"DS" test grubu hayvanlarin disseksiyonu &éncesinde
alinan kan dérneklerinde hematokrit deferlerinin 6lgiilmesi
sonucunda kontrol grubu hayvanlar igin hematokrit deyeri
ortalama %57.7 olarak bulunurken, 3. giin , 7. gliin ya da 9.
giinde hayvanlardan alinan kan érneklerinde hematokrit de-
gerinin %56.4-58.8 oraninda oldugdu saptandi. 161 ppm, 322
ppm ve 428 ppm uygulama grubu hayvanlarda da hematokrit
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deferlerinin kontrol grubu hayvanlardan elde edilen sonug-
lara benzer oldudu bulundu (Tablo 3.3). istatistiksel ana-
liz sonuglarina gére de gruplar arasinda farklilik bulun-
madi.

Diger taraftan "LC" test grubu hayvanlarda da hema-
tokrit deferleri kan alma giinlerinde hayvanlardan toplanan
érneklerde ayri ayri o6lcildi (Tablo 3.4). Bu test grubu
igin saptanan ortalama hematokrit de§erleri kontrol ve uy-
gulama grubu hayvanlarda (-1). giinde % 54.2-50.3, 2. glinde
% 49.0-44.2, 4. ginde % 48.2-41.0, 6. glinde % 45.0-38.0,
8.giinde % 46.0-38.3, 10.giinde % 48.7-41.0 ve 14. giinde de
% 61.5-49.0 oranlarinda bulundu. Istatistiksel analiz so-
nuglarinda gruplar arasinda farklilik 6énemli diizeyde bu-
lunmadai.

Sirme kan frotisi ile hazirlanan kan preparatlarinda
saptanan ortalama akyuvar farklilasmasi sonuglari "DS"
test grubu igin Tablo 3.5’de verilmistir. Noétrofil oran:
kontrol grubu hayvanlar i¢in giinlere badli olarak % 28.7-
21.2 olarak bulunurken, 161 ppm uygulama grubunda bu oran
% 33.5-18.1, 322 ppm uygulama grubunda % 37.7-23.1 ve 428
ppm uygulama grubunda da %27.3 olarak saptandi. Istatistik
analiz sonuglarinda ise, giinlere bagdli olarak, gruplar
arasinda farklilik bulunmadi. Lenfosit orani kontrol gru-
bunda gﬁnlerelbaéll olarak % 73.2-65.5 deferleri arasinda
defisirken, uygulama gruplarinda % 77.5-54.1 arasinda sap-
tandi. Lenfosit orani bakimindan da gruplar arasinda ista-
tistiksel farklilik goériilmedi. Monosit orani kontrol grubu
hayvanlarda % 2.9-1.5 olarak saptandi. Buna karsin uygula-
ma gruplari igin bu oran % 4.32-1.87 olarak tesbit edildi.
Istatistiksel analizlerde monosit orani bakimindan 322 ppm

uygulama grubunda 3. gilinde erkek ve digi hayvanlar genel
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Tablo 3.3. Disseksiyon test grubu hayvanlarda giinlere bagh olarak ortalama

hematokrit degerleri-

Uygulama dozu Esey Ortalama 3.Giin 7.Giin 9.Giin ]
(ppm) n Hematokrit (%) n Hematokrit (%) n Hematokrit (%) n  Hematokrit (%)
Kontrol orkek+disi 14  57.7 (+1.30) 5 58.8 (+2.65) 4 58.0 (£1.74) 5 56.4 (+1.80)
erkek 9 583 (11.23) 3 60.3 (+1.74) 3 58.6 (£2.69) 3 56.0 (£3.00)
disi 5 56.8 (2.72) 2 56.5 (£5.80) 1 56.0 (+0.50) 2 57.0 (#3.25)
161 ppm erkek+disi 13 556 (11.35)° 5 54.0 (+2.65) 5 54.4(£1.56) 3 60.3 (2.33)
erkek 7 58.0 (£1.40) 3 50.0 (+1.74) 3 56.3 (£2.69) 1 60.0 (15.19)
disi 6  52.8 (x2.48) 2 46.5 (£5.80) 2 51.5(+0.35) 2 60.5 (+4.60)
322 ppm erkek +disi 7  59.1 (+1.84) 5 50.0 (x2.65) 2 59.5(£2.46) 0o -
erkek 4 585 (+1.85) 3 58.0 (+1.74) 1 60.0 (+4.67) o -
disi 3 60.0 (£3.51) 2 60.5 (15.80) 1 59.0 (£0.50) o -
428 ppm erkek + disi 8  50.1 (+1.72) 5 58.0 (+2.65) 3 61.0 (£2.01) o -
erkek 4 582 (+1.85) 3 57.3 (+1.74) 1 61.0 44.67) 0o -
disi 4 60.0 (+3.04) 2 59.0 (£5.80) 2 61.0(x0.35) 0o -

ANOVA varyans analizi sonuglarina gére gruplar arasi fark istatistiksel olarak dnemsizdir P 2 0.05).
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Tablo 3.4. Letal konsantrasyon test grubu hayvanlarda kan alma giinlerine
bagh olarak ortalama hematokrit degerleri

Uygulama Esgey Gin (-1) Gin 2 Giin 4 Giin 6 Giin 8 Giin 10 Gin 14
dozu (ppm) n Hematokrit(%) n Hematokrit(%) n Hematokrit(%) n Hematokrit(%) n Hematokrit(%) n Hematokrit (%) n Hematokrit (%)
Kontro E+D 10 527 (£1.39) 9 47.1@128) 9 467 {31.95) 8 421N 7 41.1(21.59) 5§ 426 (+1.50) § 56.5(x261)
erkek § 53.7(220) § 482@1.87) 5§ 47.7(£266) 4 445@1.94) 3 383(2.19) 3 423(+1.95) 3 61.5(3.95
digi 5§ 534(1.85) 4 474 (£1.88) 4 437 (3268) 4 440(3.43) 4 A32(1248) 2 43.0(13.16) 2 515@127)
161 ppm E+D 10 525(+1.47) 9 476 ﬁbe 9 432(+2.08) 6 461 (x205) 6 420(+1.72) 6 47.8(x137) 4 54.0(x2.16)
erkak 5 526(x220) 5 478(11.87) 5 43.8(1266) 4 467(:1.94) 4 41.7(+1.83) 4 487 (+1.69) 2 55.0(£3.99)
disi 5 525207) 4 475¢4211) 4 423(209) 2 450(421) 2 425(2351) 2 460(13.16) 2 530(1.27)
322 ppm E+D 10 S25(+1.67) 8 465(11.49) 7 A35(x2.94) 4 402(1230) 3 46.0(1244) 2 425(237) 2 52.0(£3.69)
erkek 5 542 (+2.46) 4 490 (#242) 3 425(420) 2 385275 1 46.0(13.67) 1 44.033.398) 1 550 (£5.55)
disi § 50.3(239) 4 447 (@E3211) 4 445(3.79) 2 420@3421) 2 46.0(15.51) 1 $1.0(#447) 1 49.0 (+1.80)
428 ppm E+D 10 524 {+1.39) 10 447 (+1.28) 9 44.2(+1.95) 4 397 (+2.30) 1 38.0(+x4.23) 0 - 0 -
erkek 5 520(x220) 5 452(11.87) 4 482(+2.97) 1 44.0(x3.89) 0 - 0 - 0 -
digi 5 628 (+1.85) 5 442(:1.89) 5 4102239 3 380(143) 1 38.0(44.96) 0 - 0 -

ANOVA varyans analizi sonuglarina gére gruplar arasindak fark &nemsizdir (P 2 0.05). Tabloda E:erkek ve D: disi esayi ifade etmektedir. E+D her iki esey ortalamasini gdstermektedir.
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Tablo 3.5. Disseksiyon test grubu M. canicaudus 'da Guthion etkisine bagh
olarak akyuvar farkhlasma yiizdesi (*P < 0.05).

Uygulama dozu Esey gin n Notrofil Lenfosit Monosit Eosinofil Basofil
(ppm) (%) %) (%) (%) %)

kontrol erkekve disi 3 5 21.2 (15.94) 73.2 (£5.60) 1.50 (0.50) 3.50 (£1.57) 0.50 (£0.29).
7 5 23.7 (13.67) 70.2 (£3.67) 2.90 (10.77) 2.90 (0.57) 0.30 (10.17)

9 5 28.7 (+3.75) 65.5 (+4.75) 1.80 (0.18) 3.10 (+1.09) 0.90 (10.37)

erkek 3 3 14.5 (7.98) 81.2 (16.56) 1.83 (10.71) 2.00 (+2.34) 0.33 (£0.29)

7 3 271 (£3.02) 665 (13.26) 283 (1.06) 3.16 (10.78) 0.33 (10.24)

9 3 31.1 (£2.77) 62.0 (£4.85) 1.66 (0.16) 4.33 (+1.64) 0.83(0.60)

disi 3 2 31.2 (£11.3) 61.2 (£11.4) 1.00 (0.52) 5.57 (£1.74) 0.75 (10.53)

7 2 18.5 (+7.08) 75.7 (£7.08) 3.00 (£1.25) 2.50 (£0.97) 2.50 (10.12)

9 2 25.0 (16.12) 70.7 (£6.12) 2.00 (£0.35) 1.25 (£0.17) 1.00 (+0.70)

161 ppm erkek ve disi 3 5 33.5 (15.94) 58.5 (5.6) 1.90 (0.50) 5.70 (£1.57) 0.60 (10.29)
7 5 22.9 (13.67) 72.4 (£3.76) 2.50 (+0.77) 1.96 (10.57) 0.24 (10.17)

9 3 18.1 (+4.84) 77.5 (£6.13) 2.16 (10.23) 1.66 (£1.41) 0.00 (£0.48)

erkek 3 3 34.3 (47.98) 57.0 (16.56) 2.16 (20.71) 6.33 (£2.34) 0.50 (10.29)

7 3 18.8 (+3.02) 76.3 (13.26) 3.00 (£1.08) 1.43 (20.78) 0.40 (10.24)

9 1 29.0 (+4.80) 63.5 (18.41) 2.50 (+0.28) 4.00 (12.84) 0.00 (+1.04)

disi 3 2 32.2 (£11.3) 60.7 (x11.4) 1.50 (£0.52) 4.75 (£1.74) 0.75 (10.53)

7 2 20.0 (£7.08) 66.5 (£7.08) 1.75 (+1.25) 2.75 (10.97) 0.00 (10.12)

9 2 12.7 (16.12) 84.5 (16.12) 2.00 (10.35) 0.50 (£0.17) 0.00 (10.70)

322 ppm erkek v disi 3 4 37.7 (16.65) 54.1(6.27) 4.32 (10.56) 2.77 (£1.76) 0.75 (10.33)
w N 23.1 (14.74) 71.3 (24.85) 3.16 (20.99) 2.00 (+0.74) 0.33 (+0.23)

erkek 3 3 37.6 (£7.98) . 555 (16.56) 3.76 (x0.71) 2.27 (£2.34) 0.33 (10.29)

w w 26.2 (£3.02) 68.0 (+4.00) 4.00 (£1.31) 1.75 (10.69) 0.00 (+0.30)

disi 3 1 38.0 (+16.1) 50.0 (+16.1) 6.00 (£0.73)" 4.00 (£2.46) 2.00 (0.76)
w w 17 0 (£10.0) 78.0 (+10.0) 1.50 (+1.77) 2.50 (+1.38) 1.00 (10.17)"
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Tablo 3.5. devami

Lenfosit

Uygulama doza esey gn n Nétrofil Monosit Eosinofil Basofil
tppm) (%) *) %) (%) (%)
428 ppm orkek ve disi 3 3 27.3 (£6.65) 873 (26.27) 1.87 (10.56) 262 (£1.76) 0.75 (20.33)
7 3 27.3 (+4.74) 68.6 (14.85) 250 (10.99) 1.50 (£0.74) 0.00 (£0.23)
9 0 R 4 . . .
erkek w 2 25.2 (19.78) © 67.5 (48.03) 2.00 (£0.87) 4.75 (£2.87) 0.50 (£0.36)
0 - - - - -
9 0 . . . . .
disi 3 2 29.5 (+11.3) 87.2 (211.4) 1.75 (0.52) 0.50 (£1.74) 1.00 (0.53)
M 3 27.3 (¢5.78) 68.6 (35.78) 2.50 (£1.02) 1.50 (£0.79) 0.00 (£0.10)

ANOVA varyans analizi ve Fisher'in en az 6nemlilik testi sonuglarma gére;

* P< 0.05 ve ** P<0.1 diizeyinde istatistiksel olarak Snemiidir.
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ortalamasinin ve digi hayvanlardan gelen verilerin kontrol
grubuna gére farklilik godsterdidi (P < 0.05) ve bu grup-
larda monosit oraninda bir artis olduju tesbit edildi.
Eosinofil ve bazofil oranlari bakimindan, "pS" test gru-
bunun uygulama gruplari ile kontrol hayvanlari arasinda
istatistiksel bir farklilik saptanmadi. Bu verilere gére,
eosinofil orani giinlere badli olarak kontrol grubunda %
3.5-2.9 arasinda, bazofil orani ise % 0.9-0.3 oranlarinda
saptandi. Uygulama gruplarinda ise eosinofil oraninin %
5.7-1.66 dederleri arasinda oldudu, bazofil orani igin ise
deferin % 0.75-0.0 arasinda dedistigi bulundu.

"LC" test grubu igin akyuvar farklilasma oranlari
Tablo 3.6’da verilmigtir. Uygulama giinlerine bag§li olarak
hayvanlardan alinan kan 6rneklerinde, kontrol grubu ig¢in
nétrofil orani % 26.9-17.3, lenfosit orani % 77.9-67.2,
monosit orani % 4.28-3.8, ve bazofil orani da % 0.35-0.0
olarak saptandi. Bu oranlar insektisit uygulanmis yem ile
beslenen hayvanlarda ndtrofil igin ortalama % 49.7-14.1,
lenfosit igin % 83.3-51.0, monosit orani % 2.0-0.31, eosi-
nofil igin % 5.0-0.5 ve bazofil igin de % 0.66-0.0 olarak
tesbit edildi. Istatistik analiz sonuglarina goére ise,
kontrol grubu hayvanlardan gelen veriler Guthion insekti-
siti uygulanmis yem ile beslenen hayvanlarin verileri ile
kargilastirildiginda, nétrofil orani bakimindan 322 ppm
uygulama grubunda 8.giin disilerinin istatistisel olarak
6nemli farklilik gosterdidi (P < 0.05) bulundu. 428 ppm
uygulama grubunda da 6. giin ve 8. giin ortalama sonuglari-
nin ve ayni giinler igin disi hayvanlardan gelen verilerin
istatistisel olarak onemli farklilik gésterdigi (P <
0.05), bu hayvanlarin noétrofil miktarinda artis oldugu

saptandi. Lenfosit orani ile ilgili verilerde de ayni
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Tablo 3.6. Letal konsantrasyon test grubu M. canicaudus 'da Guthion etkisine
bagh olarak akyuvar farkhlagma yiizdesi (*P < 0.05).

Uygulama dozu Esey

gio.

Nitrofil

Lenfosit

Monosit

Eosinofil

Basofil

(ppm) (%) (%) (%) (%) - (%)

KONTROL erkek+disi -1 10 17.3 (23.02) 79.7 (£2.96) 0.95 (+0.23) 2.05(20.37) 0.05 (+0.08)
2 9 18.9 (£5.78) 77.9 (£5.85) 0.61 (£0.15) 2.55(+037) 0.05 (£0.08)
4 9 2.8 (£4.20) 72.1 (24.48) 1.80(+023) 2.50 (10.46) 0.18 (£0.14)
6 8 21.1 (£3.60) 74.7 (£3.73) 0.93 (+0.26) 2.87 (20.67) 0.25 (+0.13)
8 7 25.9(13.72) 67.2 (24.05) 2.14 (+0.37) 4.28 (10.66) 0.35 (£0.11)

10 5 26.9 (48.79) 68.6 (£8.61) 1.70 (£0.48) 2.90 (0.90) 0.00
14 5 17.9 #3.33) 71.7 (£3.45) 0.80 (+0.20) 3.80(£1.03) 0.00 (£0.15)
erkek - -1 ‘5 162 (+4.94) 80.4 (4.93) 1.00 (£0.28) 2.30 (+0.49) 0.10 (£0.12)
2 5 20.3 (+8.36) 76.2 (+8.56) 0.60 (:0.20) 2.90 (£0.55) 0.00 (+0.10)
4 5 25.1 (16.05) 71.4 (26.17) 1.10 (£0.23) 2.10 (40.63) 0.10 (£0.12)
6 4 26.5 (6.40) 68.5 (£6.56) 1.00 (£0.41) 3.75(%1.17) 0.25 (+022)
8 3 36.1 (25.84) §7.1 (16.92) 2.66 (£0.84) 3.66 (£0.69) 0.33 (+0.23)
10 3 25.0 (£14.1) 69.8 (213.8) 2.00 (£0.62) 3.17 (£1.04) 0.00 (+0.11)
14 3 17.1 (£4.40) 78.0(£5.64) 1.16 (£0.17) 4,00 (+1.93) 0.00 (:0.23)
digi -1 5 18.4 (£3.63) 79.0 (£3.40) 0.90 (+0.37) 1.80 (+0.57) 0.00 (:0.11)
2 4 17.2 (£8.81) 80.1 (£8.82) 0.60 (£0.20) 2.10 (10.49) 0.10 (+0.47)
4 4 21.3 (46.00) 74.2 (16.66) 1.75 (+0.36) 2.38 (£0.74) 0.25 20.25)
3 4 15.8 (£3.81) 81.0 (337 0.88 (£0.40) 2.00 (£0.44) 0.25 (£0.39)
8 4 182 (£1.12) 74.8 (£1.77) 1.75 (20.19) 4.75 (£1.19) 0.37 (20.33)

10 2 29.7 (+7.85) 66.7 (£8.28) 1.25 (£0.75) 2.50 (+1.49) 0.00
14 2 19.0 (£5.66) 77.2(24.42) 0.25 (035) 3.50 (+1.06) 0.00 (+0.55)
161 ppm erkek+disi -1 10 18.6 (13.02) 78.0 (£2.96) 1.30 (£0.23) 2.05 ($0.37) 0.05 (+0.08)
2 9 21.5 (£6.13) 76.8 (£6.21) 0.62 (£0.15¥ 1.18 (£0.39)* 0.25 (30.09)
4 9 24.3 (+4.20) 72.5 (24.48) 0.94 (£0.23) 1.66 (10.46) 0.16 (£0.14)
6 6 20.0 (+4.16) 74.0 (£4.31) 1.50 (0.30) 3.91 (£0.77) 0.66 (0.15)
8 6 17.7 (+4.01) 75.5(£4.37) 2.00 (£0.40) 4.41 (20.71) 0.33 (0.12)
10 6 37.2(18.02) 56.5 (17.86) 1.75 (£0.44) 4.16 (+0.82) 0.27 (£0.07)
14 4 25.2(33.72) 68.5 (43.86) 1.25 (£022) 5.00 (£1.15) 0.50 (20.17)
erkek S 5 16.9 (+4.94) 80.1 (24.93) 0.90 (£0.28) 2.00 (+0.49) 0.10 (+0.12)
2 5 17.6 (£9.35) 79.5 (£9.75) 0.12 (+0.22) 1.75 (£0.62) 0.25 (6.11)
4 s 29.0 (16.05) 61.6(6.17) 1.00 (+0.23) 2.00 (+0.63) 0.20 (x0.12)
6 4 22.5 (£6.40) 70.3 (46.56) 1.63 (£0.41) 4.5 (£1.17) 0.87 (£022)
8 4 19.5 (5.06) 74.1 (£5.99) 2.00 (+0.73) 4,00 (+0.59) 0.37 (£0.20)
10 4 43,7 (£122) 50.6 (£12.0) 3.25 (20.53) 3.25 (0.90) 0.12 (£0.09)
14 2 31.0 (£5.44) 63.2 (£6.91) 1.25 ($0.22) 4.00 (£2.36) 0.50 (£0.28)
disi 41 5 20.3 (43.63) 75.9 (£3.40) 1.70 (£0.37) 2.10 ($0.57) 0.00 (£0.11)
2 4 25.3(48.81) 74.1 (£8.82) 0.00 (£0.20) 0.62 (£0.49) 0.25 (+0.47)
4 4 18.6 (26.00) 79.1 (+6.66) 0.88 (0.36) 1.25 (£0.74) 0.12 (£0.25)
6 2 15.0 (5.39) 81.2(+4.77) 1.25 (£0.56) 2.25 (£0.62) 0.25 (20.55)
8 2 14.2 (£2.55) 782 (£2.51) 2.00 (£027) 5.25 (£1.68) 0.25 (20.47)
10 2 24.2 (47.85) 68.5 (£8.28) 0.75 (£0.75) 6.00 (+1.49) 0.50 (£0.00)
14 2 19.5 (+5.66) 73.7 (£4.42) 1.25 (0.35) 6.00 (+1.06) 0.50 (+0.55)




™ Tablo 3.6. devami

7 -
Uygnlamadozn  cinsiyet  gin n Naétrofit Lenfosit Monasit Eosinofit - Basofi}
(ppm) (%) (%) (%) (%) (%)
322 ppm erkek+disi -1 10 23.5(£3.02) 74.2 (£2.96) 0.75 (x023) 1.95 (£0.37) 0.10 (£0.08)
2 8 25.1 (£6.13) 73.9 (+6.21) 0.31 (10.15) 0.50 (10.39)* 0.06 (£0.09)
4 5 32.2 (15.63) 65.5 (£6.02) 0.80 (£0.31) 1.10(0.62) 0.40 (£0.19)
6 4 21.6 (£5.09) 73.6 (£5.28) 1.13 (037) 3.50 (£0.94) 0.12 (+0.18)
g 3 37.5 (£5.68) 57.0 (£6.18) 1.50 (0.57) 3.50 (£1.01) 0.50 (+0.17)
10 2 22.5 (113.8) 74.2 (+13.6) 0.75.(+0.76) 2.50 (+1.42) 0.00 (+0.13)
14 2 26.0 (£5.27) 67.0 (£5.46) 1.75 (£0.32) 5.00 (£1.63) 0.00 (£0.25)
erkek -1 5 273 (£4.94) 71.2 (£4.93) 0.60 (+0.28) 2.00 (£0.49) 0,00 (£0.12)
2 4 28.7 (£9.35) 70.0 (£9.75) 0.37 (10.22) 0.87 (10.62) 0.00 (£0.11)
4 3 27.3 (17.81) 71.8 (£7.97) 0.16 (+0.30) -- 0.66 (+0.82) 0.00 (£0.16)
6 2 21.5 (£9.06) T72.5 (£5.28) 1.25 (£0.58) 4,75 (£1.66) 0.00 (£0.32)
8 1 28.0 (£10.1) 67.0(111.9) 1.50 (31.46) 3.00 (£1.19) 0.50 (£0.41)
10 1 16.5 (124.5) 81.5 (£24.0) 1.00 (£1.07) 1.00 (+1.81) 0.00 (+0.19)
14 1 21.0 (£7.70) 66.0 (£9.77) 2.00 (£0.31) 4.50 (£3.39) 0.00(x0.40)
digi -1 5 19.7 (£3.63) T77.3(23.40) 0.90 (10.37) 1.90 (30.57) 0.20 (£0.11)
2 4 21.6 (£8.81) 71.8 (£8.82) 0.25 (£020) 0.12 (£0.49) 0.12(2047)
4 4 39.5 (£8.49) 56.0 (£9.41) 1.75 (0.51) 1.75 (£1.05) 1.00 (£0.36)
6 2 21.7 (£539) 74.7 (#4.77) 1.00 (0.56) 225 (10.62) 0.25 (0.55)
8 2 42.2 (12.55)* 52.0 (£2.51)* 1.50 (+0.27) 3.75 (21.68) 0.50 (£0.47)
10 1 28.5 (+11.1) 67.0 (£11.7) 0.50 (+1.06) 4.00(12.12) 0.00
14 1 25.0 (£8.01) 68.0 (£6.25) 1.50 (£0.50) 5.50(31.50) 0.00 (£0.78)
428 ppm erkekdisi -1 10 14.1 (£3.02) 83.3 (22.96) 0.90 (0.23) 1.45 (10.37) 0.20 (£0.08)
2 10 23.9 (£5.50) 74.6 (£5.55) 0.50 (+0.14) 0.85 (10.35)* 0.04 (0.08)
4 9 28.3 (¥4.20) 69.5 (+4.48) 0.94 (£0.23) 1.22 (£0.46) 0.05 (£0.14)
6 4 49.7 (£5.09)* 47.3 (£528)* 1.25 (£0.37) 1.75 (0.94) 0.00 (£0.18)
8 1 45.5 (29.84)* 51.0 (£10.7) 1.00 (£0.99) 2.50 (£1.75) 0.00 (£0.30)
10 0 - - - - .
14 0 - - - -
exkek -1 5 17.3 (24.94) 79.4 (+4.93) 1.00 (£0.28) 2.10 (0.49) 0.20 (£0.12)
2 5 29.9 (£8.36) 69.1 (+£8.56) 0.10 (£0.20) 0.90 (0.55) 0.00 (+0.10)
4 4 30.3 (+6.76) 68.1 (16.90) 0.62 (+026) 0.88 (£0.71) 0.00 (+0.13)
6 1 53.0 (£12.8) 44.5 (£13.1) 0.50 (£0.83) 2.00 (12.34) 0.00 (£0.45)
8 0 - - - . .
10 0 - - . . .
14 0 . - . .
disi -1 5 10.9 (£3.63) 87.3 (£3.40) 0.80 (0.37) 0.80 (£0.57) 0.20(£0.11)
2 5 20.9 (47.88) 71.3(£7.89) 0.50 (0.18) 0.80 (£0.44) 0.10 (£042)
4 5 26.7 (£5.37) 70.6 (£5.95) 1.20 (£032) 1.50 (£0.66) 0.10 (£0.22)
6 3 48.6 (34.40)* 48.3 (£3.89)* 1.33 (£0.46) 1.66 (£0.50) 0.00 (0.45)
8 1 455 (£2.25)* 51.0 (£3.55)* 1.00 (£0.38) 2.50 (£2.38) 0.00 (£0.67)
10 0 . - . - -
0
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sonuglar elde edilirken, yalnizca 428 ppm uygulama grubu
igin 8. glinde ortalama lenfosit farklilasma oraninin kont-
rol gruplarindan istatistiksel olarak farkli olmadidi go-
riildid. Ancak lenfosit miktari bu gruplarda kontrol hayvan-
larina gdre bir azalig gdsterdi. Gruplar arasinda monosit
ve bazofil farklilasma oranlari bakimindan istatistiksel
bir farklilik saptanmazken, ortalama eosinofil dederleri
igin 161 ppm, 322 ppm ve 428 ppm uygulama gruplarinda 2.
giinde sayisal bakimdan bir azalis kaydedildi. Bu hilicrele-
rin uygulama grubu hayvanlarda sayisal de§isimi istatis-

tiksel olarak da onemli diizeyde bulundu ( P < 0.05).

3.3. Biyokimyasal Biyobelirteglerden Elde Edilen Bulgular

3.3.1. Asetilkolinesteraz (AChE) enzim aktivitesi

sonug¢lara

"DS" ve "LC" test gruplari beyin AChE enzim aktivite-
si ve Guthion insektisiti uygulanmis yem ile beslenen hay-
vanlardaki enzim inhibisyonu oranlari Tablo 3.7’de veril-
mistir.

"DS" test grubu hayvanlarda kontrol grubu enzim akti-
vitesi ortalama deferi erkek ve digi egeyler birlikte in-
celendiginde 89.9 (13.32) U/L olarak bulunurken, yanizca
erkek denekler igin bu defer 96.8 (%2.34) U/L ve disiler



Tablo 3.7. Disseksiyon ve Letal Konsantrasyon test gruplarinda Guthion
insektisiti etkisi ile beyin asetilkolinesteraz enzim aktivitesi ve

75

enzim inhibisyonu degigimi -
Uygulama Giin Esey n ACHhE aktivitesi Enzim inhibisyonu
dozu (ppm) (/L)
" G
Kontrol 39 E+D 15 89.93 (13.32)
E 10 96.80 (£2.34)
D 5 89.17 (£7.23)
3 E+D 5 91.87 (+2.88)
E 3 94.25 (+2.45)
D 2 88.30 (£5.99)
7 E+D 5 93.88 (14.20)
E 4 94.66 (+4.78)
D 1 90.78 (1£8.43)
9 E+D 5 96.70 (43.51)
E 3 102.2 (£0.98)
D 2 88.43 (14.60)
161 ppm 39 E+D ** 13 73.31 (£3.57) 18.48
. E* 7 69.58 (+2.80) 28.11
D 6 77.65 (16.60) 1291
3 E+D* 5 72.08 (+2.88) 21.54
E* 3 67.50 (+2.45) 28.38
D 2 78.96 (+5.99) 10.57
7 E+D 5 7337 (£4.20) 21.84
E #¢+ 3 67.49 (15.53) 28.70
D 2 82.19 (+5.96) 9.46
9 E+D ** 3 75.24 (¥4.53) 22.19
E ** 1 82.11 (£1.71) 19.11
D 2 71.81 (+4.06) 18.79
322 ppm 3.7 E+D ** 7 71.67 (+4.86) 2030
E* 5 7445 (£3.31) 23.08
D 2 64.72 (£11.4) 2741
3 E+D * 5 67.57 (+2.88) 26.45
E* 3 69.47 (1+2.45) 26.29
D 2 64.72 (£5.99) 26.70
7 E+D ** 2 81.21 (16.64) 13.49
E #%+ 2 81.91 (16.77) 13.41
D 0 - -
428 ppm 327 E+D *# 9 71.86 (14.29) 20.00
E+* 4 72.38 (13.70) 25.22
D 5 71.45 (£7.23) 19.87
3 E+D * 5 72.07 (+2.88) 21.55
E* 3 71.24 (£2.45) 24.74
D 2 7332 (£5.99) 16.96
7 E+D ** 4 71.61 (14.69) 23.72
E %4+ 1 75.82 (19.57) 19.90
D 3 70.20 (£5.07) 22.67




Tablo 3.7. devanm

Uygulama Gin Esey n AChE aktivitesi Enzim inhibisyonu
dozu (ppm) (UL) %)
Kontrol Genel E+D 8 90.84 (13.88)
E 5 93.77 (13.47)
D 3 85.95 (15.96)
14 E+D 5 86.19 (+4.91)
E 3 89.63 (+4.25)
D 2 81.03 (£7.03)
161 ppm Genel E+D* 5 60.99 (£4.91) 32.85
E ** 3 59.55 (+4.48) 36.49
D 2 63.17 (£7.30) 26.50
14 E+D *+ 4 60.87 (£5.49) 29.37
E s4* 2 58.57 (£5.20) 34.65
D 2 63.17 (£7.03) 22.04
322 ppm Genel E+D* 3 44.47 (16.34) 51.04
E** 2 56.21 (£5.48) 40.05
D #* 1 20.98 (+10.3) 75.59
14 E+D** 2 36.73 (£7.77) 57.38
E #ée 1 52.48 (+7.36) 41,44
D 1 2098 (£9.94) 74.10
428 ppm Genel E+D* 3 66.72 (£6.34) 26.55
E ¢+ 1 64.67 (17.76) 31.03
D 2 67.75 (£730) 21.17
14 E+D 0 - -
E 0 - -
D 0 - -

istatistiksel analizler varyans analizi kullarularak yapilmis olup, sonuglanin degerlendirilmesinde Fisher'in
"Korunmus En Az Onemlilik Testi” (PLSD) testi uygulanmustir. Parantez igindekirakamlar standart hatay:
ifade etmektedir, Asteriksler: * P<0.001; ** P<0.01; *** P<0.05 diizeyinde 8nemlilik derecesini ifade et-
mektedir, (E+D:Erkek ve Disi ortalamass, E: Erkek hayvanlar.D Disi hayvanlar igin ortalama hesaplamalars
kapsamaktadir).
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ig¢in de 89.1 (+7.23) U/L olarak saptandi. Disseksiyon glin—
lerine badli olarak 6érneklerde yapilan enzim aktivite ta-
yini sonug¢larina gdre ise 3. gin, 7. gin ya da 9. giin
verilerinden ortalama aktivite deferinin 96.7 (%3.51) -
91.8 (+2.88) U/L arasinda dedistigi goérildi. Buna kargin
hayvanlarin eseylerine ba§li olarak yapilan analiz sonug-
larinda da birbirine benzer sonug¢lar elde edildi. insekti-
sit uygulanmig yem ile beslenen hayvanlarda uygulama grup-
lara ig¢in enzim aktivitesi 161 ppm dozunda ortalama 73.3
(+3.57) U/L, 322 ppm igin 71.6 (+4.86) ve 428 ppm uygulama
dozu igin de 71.8 (*4.29) olarak saptandi. "DS" test grubu '
hayvanlarda 3-9 gilinlik test peryodu igerisinde AChE enzi-
minin % 20.3-18.48 oraninda inhibe edildigi saptanirken,
disseksiyon giinlerine badli olarak en yiiksek enzim inhi-
bisyonunun 161 ppm uygulama grubunda 9. giinde % 22.19 ora-
ninda, 322 ppm grubunda 3.giinde % 26.45 oraninda ve 428
ppm uygulama dozunda da 7. glinde % 23.72 oraninda olduju
saptandi. Istatistiksel analiz sonuglarinda ise kontrol
grubu ile uygulama grubu verileri karsilastirildiginda,
tlm uygulama gruplari igin farklilik énemli diizeyde bulu-
nurken (P < 0.001 ve P £ 0.01), gerek genel ortalama (3~
9.giinler) ve gerekse de disseksiyon giinlerine gére bakilan
sonu¢glarda disi hayvanlar ig¢in gruplar arasinda farklilik
6nemli diizeyde bulunamadi. Sekil 3.5:a,b,c "DS" test grubu
hayvanlarda AChE enzim aktivitesinin giinlere bad§li olarak
sirasi ile ortalama, erkek ve digi hayvanlardan gelen ve-
rileri igin yapilan grafiklerini gdstermektedir.

Beyin AChE enzim aktivitesi ve insektisit uygulamasi-
na bag§li olarak ortaya gikan enzim inhibisyon orani "LcC"
test grubu hayvanlar igin de 1-14 giinliik deney periyodu

boyunca toplanan beyin doku érnekleri ile hazirlanan homo
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Sekil 3.5.a. Guthion uygulamasi ve giinlere bagh olarak "DS" test grubu
M. canicudus'da beyin AChE aktivitesi degigimi (a: P < 0.001;
b: P< 0.01)
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Sekil 3.5.b. Guthion uygulamasi ve giinlere bagh olarak "DS” test grubu erkek
M. canicudus'da beyin AChE aktiviresi defigimi (a: P < 0.001;
b: P < 6.01;¢c: P< 0.05).
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sonuglarina gore grupiar arasindaki fark onemsizdir).
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jenatlardan 6lgildii. Deney peryodu boyunca toplanan érnek-
lerde kontrol grubu ig¢in bulunan ortalama enzim aktivite
deferi 90.8 (+3.88) U/L iken, 161 ppm uygulama grubu ig¢in
60.9 (+4.91) U/L ve 1l4. giinde alinan O6rneklerde ise 60.8
(+¥5.49) U/L olarak bulundu. 322 ppm uygulama dozunda bu
deJerler sirasi ile 44.4 (+6.34) U/L ve 36;7 (x7.77) U/L
olarak bulundu. 428 ppm uygulama dozunda veriler yalnizca
14. giine kadar toplanan beyin doku o6rneklerinden elde
edildi ve bu defer 66.7 (+6.34) U/L olarak bulundu. Ista-
tistiksel analiz sonuglarina gdre, 1-14. glinler arasinda
enzim aktivite dedisimi bakimindan kontrol grubu ile uygu-
lama gruplari arasinda farklilik onemli diizeyde (P <
0.001; P < 0.01; P < 0.05) bulunurken, digsi hayvanlardan
gelen aktivite dejerleri bakimindan gruplar arasinda fark-
1111§1n dnemli olmadidi belirlendi. Sekil 3.6: a,b,c’de 14
glinliik test peryodu sonunda hayvanlardan alinan beyin doku
érneklerinde 6lgiilen AChE aktivitesi dedisimi her iki egey
igin birlikte ve erkek ya da digi hayvanlardan gelen veri-
ler ayri ayri dederlendirilerek, elde edilen grafiklerle
gbsterilmigtir. Diger taraftan, beyin AChE inhibisyonu si-
rasi ile 161 ppm uygulama dozunda genel olarak % 32.8 ve
14. giin de de % 29.3; 322 ppm uygulamasinda % 51.0 ve %
57.3; 428 ppm uygulamasi iginde % 26.5 olarak saptandi.
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Sekil 3.6.2. Guthion uygulamasma bagh olarak deney periyodunda len ve 14.

gime kadar yasayan hayvanlarda AChE enzim aktivitesi degisimi
(*P < 0.01; **P < 0.001).
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Sekil 3.6.b. Guthion uygulamasina bagh olarak deney periyodunda len ve 14.
giine kadar yasayan erkek hayvanlarda AChE enzim aktivitesi
degisimi (*P < 0.01; **P < 0.05). .
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Sekil 3.6.¢c. Guthion uygulamasina cwmr olarak deney periyodunda Slen ve 14.
mmuww&ﬁ yasayan disi hayvanlarda AChE enzim aktivitesi
degisimi (istatistiksel analiz sonuglarma gére gruplar arasindaki
fark dnemsizdir).
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3.3.2.Plazma laktat dehidrogenaz enzim aktivitesi

bulgular:a

"DS" test grubu hayvanlarda LDH aktivitesinin saptan-
masinda kontrol ve 161 ppm uygulama gruplarai i¢in 3., 7.
ya da 9. gilinlerde toplanan plazma Ornekleri ile analizler
yapilirken, 322 ppm ve 428 ppm uygulama dozlari ig¢in 7.
giine kadar toplanan érneklerde gcalisilabildi. Kontrol gru-
bu hayvanlarda genel LDH aktivitesi 3. glinde 1219 (%305)
U/L olarak saptanirken, 9. giinde bu deder 1780 (+309) U/L
olarak kaydedildi. Insektisit uygulama gruplar:i ig¢in ise
3. glinde 1929 (+305) - 1233 (*278) U/L’lik dederler elde
edildi. 9. gilinde ise yalnizca 161 ppm uygulamasi ig¢in sap-
tanan LDH aktivitesinin 2419 (%+399) U/L olduju kaydedildi.
istatistiksel analiz sonug¢larinda LDH aktivitesinin kont-
rol ile ﬁygulama gruplari karsgilastirildiginda, yalnizca
322 ppm uygulama dozu igin 7. giinde 6nemli farklilik gés-
terdigi (P < 0.05) ve enzim aktivitesinde bir artig oldugu
belirlendi. Bunun yani sira 322 ppm uygulama dozunda 7.
glinde erkekler ve 9. giinde de digi hayvanlar igin, 428 ppm
uygulamasinda ise 3. ve 7. glinlerde erkek hayvanlar ig¢in
yapilan analizlerde enzim aktivitesinde artis kaydedilir-
ken, gruplar arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi
(Tablo 3.8). Ayrica Sekil 3.7 "DS" test grubu deneklerinde
plazma LDH aktivitesinin, her iki esey ortalamasina ya da
erkek ve digilerden gelen verilere bajli olarak defisimini
gdstermektedir.

LDH enzim aktivitesi "LC" test grubu 161 ppm uygula-
ma dozu hayvanlarda, iki esey ortalamasi ig¢in 4. giinde bir

artig godsterirken, 10. gilinde sadece erkekler igin enzim
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Tablo 3.8. Disseksiyon test grubu Microtus canicaudus'da plazma LDH, CK -

ve ICDH aktiviteleri ile kreatinin ve BUN konsantrasyon degerleri

(*P < 0.05).
Uyguiama Esey Giin n Enzim Aktiviteleri (U/L)
(ppm) LD CK ICDH Kreatinin BUN
Kontrol E+D 3 5 1219.2 (3305) 1748.7 (£799) 56.54 (128.2) 0.612 (+0.10) 33.4 (3.1D)
7 5 1228.7 (4£332) 2468.6 (£644) 64.33 (£16.7) 0.571 (30.14) 39.8 (#4.13)
9 5 1780.8 (£309) 1369.6 (+284) 72.36 (£24.6) 0.779 (+0.08) 36.6 (£1.90)
Erkek 3 3 1459.2 (£450) 1831.3 (1241) 56.11 (+41.6) 0.640 (£0.11) 35.7 (4.20)
7 3 1395.6 (+426) 2683.1 (£955) 63.90 (£16.1) 0.571 (20.10) 35.7 (4.59)
9 3 1712.0 (£492) 1434.1 (£519) 45.65 (£3.76) 0.813 (+0.06) 37.6 (x0.70)
Disi 3 2 859.30 (+293) 1624.8 (+587) 57.19 (£12.9) 0.571 (£0.17) 29.9 (25.73)
7 2 978.35 (¥331) 2147.0 (+874) 64.83 (£11.7) 0.571 (£0.37) 46.0 (£8.41)
9 2 1884.0 (£514) 1272.8 (£381) 112.4 (243.5) 0.726 (£0.03) 35.0 (¢4.61)
161 ppm E+D 3 4 1464.9 (#341) 2280.9 (£893) 81.63 (£23.0) 0.831 (20.11) 315 (#3.11)
7 5 1464.5 (£332) 2215.9 (2644) 36.90 (£16.7) 0.799 (+0.14) 372 (#4.13)
9 3 2419.0 (£399) 2875.6 (£367)* 136.3 (£31.7) 0.744 (£0.11) i 28.4 (£2.46)*
Erkek 3 3 1586.9 (+450) 28853 (11241) 89.89 (+41.6) 0.710 (z0.11) 32.8 (+4.20)
7 3 1709.3 (+426) 2830.0 (+955) 25.11 (16.1) 0.777 (+0.10) 34.9 (#4.59)
9 1 1958.0 (1852) 2510.0 (£899) 194.9 (+6.52)* 1.091 (20.11) 25.5 (£1.22)*
Disi 3 1 1099.0 (£415) 467.70 (£830) 56.85 (x£18.2) 1.194 (20.24) 27.8 (8.11)
7 2 1097.2 (£331) 1294.9 (+874) 54.59 (x11.7) 0.830 (+0.37) 40.6 (£8.41)
9 2 2649.5 (£514) 3058.5 (£381) 106.9 (£43.5) 0.571 (£0.03) 29.9 (+4.61)
322 ppm E+b 3 6 1233.3 (£278) 1870.3 (£729) 95.21 (25.2) 0.588 (+0.09) 28.0 (32.84)
: 7 3 2396.3 (+425)* 2520.8 (+832) 120.5 (221.6) 0.848 (+0.18) 33.6 (35.33)
9 0 - - - - -
Erkek 3 3 1459.7 (+450) 1792.6 (£1241) 108.0 (41.6) 0.606 (30.11) 27.8 (4.20)
7 2 2549.5 (£522) 3335.0 (£1170) 165.7 (219.7)* 0.831 (£0.13) 36.6 (£5.63)
9 0 - - - - -
Disi 3 3 1007.0 (£239) 1948.0 (£479) 82.34 (£10.5) 0.571 (+0.14) 28.3 (24.68)
7 1 1890.0 (+468) 892.60 (+1236) 30.11 (£16.6) 0.882 (£0.52) 27.6 (#11.9)
9 0 - - - - -
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Tablo 3.8. devamt

Uygulama Esey Giin n Enzim Akivitelert (U/L) Diger Bivobelirtecler (mg/dl)
(ppm) LD CK ICDH Kreatinin BUN
428 ppm E+D 3 5 1929.7 (£305) 3273.5 (x799) 119.7 (£28.2) 0.654 (+0.10) 30.5 (#3.11)
7 4 1403.4 (£368) 2053.4 (£720) 64.82 (+18.7) 1.012 (2015) 38.8 (+4.62)
9 0 . 3 - - -
Erkek 3 3 2293.3 (£450) 4231.2 (£1241) 148.7 (+41.6)* 0.744 (£0.11) 28.6 (+4.20)
7 1 2747.0 (£739) 1874.0 (£1654) 63.67 (£27.9) 1.090 (£0.18) 41.3 (£7.96)
9 0 - . - - -
Disi 3 2 1384.4 (293) 1837.0 (£587) 76.18 (£12.9) 0.520 (+0.17) 33.4 (£5.73)
7 3 955.53 (£270) 2113.2 (£7140 65.20 (£9.61) 0.986 (£0.30) 37.9 (£6.87)
9 0 - . - - -
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Sekil 3.7.a. "DS" test grubu hayvanlarda plazma LDH enzim aktivitesinin

Guthion uygulamas ile giinlere bagh olarak degisimi (*P < 0.05).
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Sekil 3.7.b. "DS" test grubu erkek hayvanlarda plazma LDH enzim L
aktivitesinin Guthion uygulamas: ile giinlere bagh olarak deZigimi.
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aktivitesi kontrol hayvanlari verilerine oranla yiiksek dii-
zeyde bulundu (Tablo 3.9). Enzim aktivitesi 6. glinde 428
ppm uygulamasinda genel ortalamada ve ayni giin ig¢in disi
hayvanlardan elde edilen sonuglarda artis gdsterdi. Buna
karsin istatistiksel analiz degderlendirmelerinde yalniz
10. giinde 161 ppm uygulama grubu erkekleri ig¢in hesapla-
nan aktivite deferinin farklilik gésterdidi (P < 0.05),
diJer uygulama gruplarinda ise kontrol ile kargilagtiril-
diginda farklilik gdéstermediy§i saptandi. Sekil 3.8 plazma
orneklerinin toplandigi farkla giinlerdeki LDH enzim akti-
vitelerinin ortalama deder ile, erkek ve digi denekler

i¢in grafiklerini ayri ayri vermektedir.

3.3.3 Plazma kreatin kinaz enzim aktivitesi bulgularai

CK aktivitesi "DS" test grubunun 161 ppm uygulama do-
zu igin 9. giinde hayvanlardan alinan plazma &rneklerinde
onemli diizeyde artig gésterdi (P < 0.05) ve enzim aktivi-
tesi 2875 (%#367) U/L olarak &lg¢iildii. Buna karsin enzim ak-
tivitesi gilinlere bagli dedisim gdstermekle birlikte, kont-
rol grubu hayvanlarda her iki esey ortalamasi ig¢in 1369-
2468 U/L olarak saptandi. Uygulama gruplari ig¢in bu deder
1870-3273 U/L olarak 6l¢ildi (Tablo 3.8). Guthion insekti-
siti uygulamasina maruz birakilan hayvanlarda CK enzim ak-
tivitesi defisiminin uygulama dozuna ve insektisit ile ma-
ruz kalma siliresine badli olarak degdigimini gdsteren gra-

fikler Sekil 3.9’da gdsterilmigtir.
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Tablo 3.9. Letal konsantrasyon test grubu Microtus canicaudus'da plazma
LDH, CK ve ICDH aktiviteleri ile kreatinin ve BUN konsantrasyon
degerleri (*P < 0.05).

Uygulama Egey Giln a (U Diger Bivobelirtec]
(ppm) LDH CK ICDH Kreatinin BUN
Kontrol E+D 1 10 4968 (:47.0) 295.5 (345.5) 62.76 (+7.22) 0.375 (0.09) 36.17 (+3.08)
2 10 797.1 (£ 153) 212.1 (#72.1) 68.92 (+13.4) 0.286 (£ 0.05) 38.60 (+4.53)
4 9 1206.4 (£ 411) 285.5 (+45.7) 57.90 (£16.0) 0.632 (+0.09) 26.16 (+2.63)
6 8 9925 (252) 370.0 (2233 ) 79.35 (£20.7) 0.315 (20.06) 24.68 (+2.73)
8 7 917.0 (£ 140) 836.1 (+401) 86.23 (16.5) 0.280 (£0.01) 22,99 (+2.33)
10 5 1137.7 (£291) 293.3 (£45.3) 65.12 (£12.1) 0.567 (+0.20) 33.61 (#3.19)
14 5 1485.9 (+ 188) 2595 (£907) 129.4 (+19.0) 0.210 (+0.09) 38.15 (¥3.72)
Erkek () 5 4144 (£4L1) 295.3 (+48.6) 62.47 (£8.07) 0.260 (20.14) 35.57 (5.11)
2 5 8692 (+222) 195.9 (£93.1) 78.64 (£10.7) 0.354 (+0.06) 37.30 (£7.98)
4 5 993.9 (£718) 280.9 (+285) 60.29 (124.9) 0.046 (+0.16) 22.52 (33.37)
6 4 1207.6 (£ 336) 242.4 (£57.8) 102.7 (£38.7) 0.280 (+0.10) 24.56 (+3.62)
3 3 7889 (£ 167) 453.9 (£99.9) 94.04 (£24.6) 0.350 (+0.13) 24.30 (£3.90)
10 3 1056.5 (£ 279) 340.7 (73.1) 69.66 (£19.4) 0.526 (+0.40) 36.64 (24.32)
14 3 1585.0 ( 199) 3389 (+£253) 150.0 (¥27.8) 0.245 (1£0.10) 40.72 (£3.39)
Digi Q)] 5 5792 (826 295.6 (+78.4) 63.05 (£124) 0.528 (#0.14) 36.78 (¥3.81)
2 5 725.1 (185 228.3 (£ 109) 59.20 (£23.4) 1231 (£0.07) 39.89 (+4.33)
4 4 1472.0 (£417) 291.2 (£94.1) 55.12 (£21.3) 0.628 (+0.10) 30.71 (£3.95)
6 4 7774 (2342) 498.5 (£ 471) 55.99 (£14.3) 0.350 (£0.05) 24.79 (%4.93)
8 4 1045.1 (£231) 1218 (£ 789) 78.42 (£22.9) 0.210 (£0.16) 21.68 (+3.57)
10 2 1259.6 (£336) 222.2 (+48.1) 58.30 (£14.9) 0.630 (10.13) 29.06 (£3.55)
14 2 13372 (#354) 2228 (1754) 98.30 (£31.0) 0.157 (£0.03) 34.31 (£7.36)
161 ppm E+D -1 10 563.8 (£47.0) 325.8 (+45.5) 57.26 (£7.22) 0.308 (+0.09) 35.58 (£3.08)
2 9 9243 (£ 162) 1704 (£767) 93.00 (£14.2) 0.477 (20.05) 35.95 (4.78)
4 9 21149 (£ 411) 902.9 (£458) 99.80 (£16.0) 0.742 (£0.09) 24.74 (£2.63)
6 6 771.8 (£ 191) 340.9 (£269) 68.54 (£23.9) 0.373 (+0.07) 21.44 (#3.15)
8 6 963.3 (£ 151) 467.2 (£433) 66.30 (£17.9) 0.553 (£0.11) 21.82 (£2.52)
10 6 1709.9 (+ 166) 1539 (£ 418) 61.58 (+11.0) 0.630 (£0.23) 34.99 (¥2.87)
14 4 13274 (£210) 2028 (+1014) 93.60 (+21.3) 0.237 (20.01) 28.41 (+4.16)
Erkek Q)] 5 5412 *41.]) 251.6 (+48.6) §52.74 (8.07) 0.371 (£0.14) 3547 (£5.11)
2 5 5629 (£222) 2256 (£93.1) 65.43 (£10.7) 0.430 (£0.06) 36.09 (£7.98)
4 5 2453.6 (= 718) 535.6 (£285) 111.3 (£24.9) 0.644 (30.16) 2179 ($3.3D
6 4 8132 (£336) 410.8 (£ 578) 84.68 (£38.7) 0.373 (x0.10) 22.72 (+3.62)
g 4 1062.2 (£ 144) 579.6(x86.5) 81.65 (¥21.3) 0.443 (20.11) 21.56 (£3.38)
10 4 2169.2 (£ 242)* 1992 (£633) 67.71 (x£16.8) 0.314 (£0.37) 37.24 (F3.79
14 2 9813 (+243) 1654 (£311)* 82.91 (£34.1) 0.473 (0.13) 28.53 (£4.15)
Disi ()] 5 5863 (=82.6) 399.9 (£78.4) 61,78 (£12.9) 0.257 (£0.14) 35.69 (F3.31)
2 4 1376.0 (£ 207) 3182 (£1219) 127.4 (£26.2) 0.539 (£0.08)* 35.77 (=4.39)
4 4 1691.4 (£ 417) 1362 (£941) 85.40 (£21.9) 0.653 (£0.10) 28.44 (+3.95)
6 2 689.0 (:484) 201.1 (366.7) 36.26 (£20.34) 0.373 (+0.07) 18.89 (+6.98)
8 2 7657 (2327 2425 (x111) 35.61 (¥329) 0.771 (£0.23)* 22.35 (+5.05)
10 2 791.2 (+£336) 635.3 (248.1)* 49.33 (£14.9) 0.262 (+0.13) 30.50 (£3.55)
14 2 1673.0 (£ 354) 1754 (£ 0.00) 104.3 (#31.0) 0.000 (30.03) 28.30 (£7.36)



% Tablo 3.9. devam

Uygulama Esey Giln n Enzimatik Akviviteler (U/L) Diger Bivobelirtecler (mg/dl)
(ppm) LDH KX ICDH Kreatinin BUN
322 ppm E+D [a) 10 5380 (£47.0) 266.1 (£45.5) 49.5 (£7.22) 0.334 (0.09) 392 (£3.08)
2 9 6367 (2162) 438.1 (£767) 86.0 (£14.2) 0.437 (£0.05) 34.3 (24.78)
4 6 1099 (£503) 1816 (£561) 84.3 (£19.6) 0.613 (20.11) 31 @3.22)
6 4 955.1 (£357) 1466 (£329) 70.1 (£29.2) 0.210 (0.09) 28.6 (+3.86)
3 3 1230 (4214 576.3 (1613) 782 (25.3) 0.459 (£0.16) 29.9 (+3.56)
10 2 1709 (2461) 1539 (£725) 61.8 (£19.1) 0.630 (0.40) 31.9 (+4.98)
14 2 1472 (£298) 2028 (£1434) 822 (230.1) 0.420 (£0.15) 30.1 (25.89)
Erkek D 5 5586 (x41.1) 252.9 (+48.6) 43.0 (8.07) 0.416 (£0.14) 424 (25.11)
2 4 7.1 (£219) 4311 (£ 104) 693 (£11.9) 0.326 (£0.07) 34.4 (28.92)
4 3 967.4 (+928) 922.6 (£ 368 ) 71.7 (332.2) 0.354 (£021) 31.7 (24.35)
6 2 9759 (& 476) 2535 (£818) 58.4 (£54.8) 0.186 (£0.14) 28.8 (#5.13)
8 1 1135 (£289) 287.1(%£173) 55.2 (£42.6) 0.373 (0.22) 29.2 (£6.76)
10 1 880.1 (1484) 305.0 (£ 126) 51.9 (£33.6) 0210 (£0.75) 36.2 (£7.48)
14 1 1400  (x344) 6930 (£439)* 87.1 (48.2) 0.525 (0.18) 389 (£5.87)
Disi (8] 5 5174 (382.6) 279.4 (£78.4) 56.0 (£12.4) 0.198 (£0.14) 36.0 (£3.81)
2 5 6623 (£185) 279.4 (£ 109) 99.3 (123.4) 0.525(x0.07)* 34.3 (24.33)
4 3 1232 (&d482) 443.7 (£ 108) 97.8 (£24.7) 0.515 (20.12) 30.6 (£4.56)
6 2 689.0 (:484) 2709 (£667) 81.7 (£203) 0.234 (£0.07) 28.3 (+6.98)
3 2 1273  (#327) 366.5 (£111) 89.7 (324) 0.502 (£0.23) 30.2 (£5.05)
10 2 5430 (2475) 330.9 (468.1) 71.7 (£212) 0210 (10.18) 30.5 (£5.03)
14 1 1544 (2501) 956.8 (£ 248) 77.3 (£43.9) 0.315 (0.05) 213 (£11.1)
37.6 (£3.08)
E+D 8| 10 5579 (+47.0) 203.8 (£45.5) 471 (> 7.22) 0.132 (£0.09)
e mv 10 1020 (2153) 1218 (£728) 76.1 (£13.4) 0.386 (10.05) ww.w Mmumw
4 9 9911 (2411) 1030 (+458) 78.3 (£16.0) 0.637 (£0.09) Ty
6 3 2055 (+412) 12045 (£3806) 115 (£33.3) 0.435 ﬁ.o.wc 720 18
8 1 1572 (#371) 5013 (£1062)* 76.0 (£43.8) 0.653 (1027 2 (.
10 0 - - - - i
14 0 - E - -
36.0 (5.11)
Erkek 1) 5 498.6 (411 173.9 (£48.6) 40.1 (8.07) 0.149 (20.14)
) M 5 1167 VBB 2140 (£931) 70.0 (10.7) ous.ﬁo.ws ww..m mwww
4 4 1174 (@803) 1362 (3318) 59.9 (+27.8) 0.144 (£0.18) 355 (27.25)
6 1 823.5  (2673) 7718 (£157) 69.3 (£77.5) 0.186 (£0.20) 5 (7.
8 0 - - - - 3
10 0 - - - . i
14 0 - . h .
39.4 (£3.81)
Disi -1 s 617.3 (432.6) 233.7 (£78.9) 54.2 (£12.4) 0.119 (20.149)
? Mv 5 873.9 Mnaﬂ 215 (2109) 821 (223.4) 0.262 E.ms mww %ww
4 5 8445 (£373) 764.8 (£841) 93.0 (x19.1) 0.659 (£0.09) 7.4 (56.98)
6 2 2671 (£484) 17679(+6672)* 138 (£20.3)* 0.653 (x0.07) 638 (471.15)*
3 1 1622 (£463) 3681 (£1578)* 89.7 (x45.9) 0.653 (20.33) 8 (7.
10 ) - o - - )
14 0 - - - -
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(UIL)

CK Aktivitesi

5400 1 O 3. gin ]
48004 m 7.gin
42004 A o.gun S
3600 - T k i
wOOO - T S E S
‘ |

2400 - |
1800 o n
1200 -

600 1

0 T L T v 1 Y T
Kontrol 161 ppm 322 ppm 428 ppm

ekil 3.9.a. "DS" test grubu hayvanlarda plazma CK enzim
’ Guthion uygulamas: ile giinlere bagh olarak degisimi (*P < 0.05).
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(U/L)

CK Aktivitesi

4500

L

4000 -
3500 + O 3gin
3000 - ® 7.gin
1 © 9.gin
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -

S00 -

0 Y v )
Kontrol 161 ppm

—

T M 2 ]
322 ppm 428 ppm

Sekil 3.9.b. "DS" test grubu erkek hayvanlarda plazma CK enzim aktivitesinin
Guthion uygulamas ile giinlere bagh olarak degigimi.
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(UIL)

CK Aktivitesi

4000
3000 - T
ﬂ T W
2000 H
¢ 1 I
1000 - d B 3.gin
® 7 gin
11
B 9 gin
0 T T r T
Kontrol 161 ppm 322 ppm 428 ppm

Sekil 3.9.c. "DS" test grubu disi hayvanlarda plazma CK enzim aktivitesinin

Guthion uygulamas: ile giinlere bagh olarak degigimi.
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DigJer taraftan CK aktivitesi "LC" test grubu hayvan-

lar ig¢in kontrol grubunda 212.1-836.1 U/L aktivite gOste-
rirken, bu defer 161 ppm uygulama grubu ig¢in 325.8-2028
U/L arasinda, 322 ppm uygulamasi ig¢in 266.1-2028 U/L ve
428 ppm igin de 203.8-12045 U/L arasinda saptandi. En yiik-
sek enzim aktivitesi 6.glinde ve 8. giinde 428 ppm uygulama
grubuna ait disi hayvanlardan alinan plazma 6rneklerinde
ve 14. giinde 322 ppm i¢in erkek hayvanlardan alinan érnek-
lerde O6lgiildii (Tablo 3.9). Enzim aktivitesinin uygulama
gruplarina gore defisimini gilinlere badli olarak gésteren
grafikler disi ve erkek hayvanlar ig¢in ve her iki egey or-
talama dederleri igin $ekil 3.10’da gdésterilmistir. DiJer
taraftan, 322 ppm uygulama dozu igin 14. giinde erkeklerden
alinan plazma 6rneklerinde, 6. ve 8. giinlerde 428 ppm dozu
hayvanlardan alinan 6rneklerde CK aktivitesinin kontrol
grubuna oranla S6nemli 6lgiide artis godsterdidi (P < 0.05)

saptanda.

3.3.4. Plazma izositrat dehidrogenaz aktivitesi bulgular:

Plazma ICDH aktivitesi "DS" test grubu kontrol grubu
6érneklerinde 56.54-72.36 U/L olarak saptanlrkén, en yiksek
enzim aktivitesi kontrol grubunda 9. giin digileri igin
toplanan oérneklerde goérildil. Uygulama gruplarinda ise en
yiksek enzim aktivitesi 161 ppm ig¢in 9. giinde erkeklerden
gelen verilerde saptanirken, 322 ppm uygulama dozunda 7.
giin érneklerinde erkek hayvanlara ait verilerde 6lc¢ildii.
428 ppm dozunda ise 3. ginde erkeklere ait 6rneklerde en-
zim aktivitesinde artis kaydedildi (Tablo 3.8). 161 ppm

uygulamasinda 9. gilinde erkek hayvanlara ait aktivite de
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(U/L)

CK Aktivitesi

5000 7
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4000
3500
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2500
2000
1500
1000
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W Kontrol MN
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8 322ppm “
3 428 ppm “
%
m
7
\
7
“
\
%
\
\
(-1). gtn 2. giin 4. giin 6. gin 8. gin 10.gin  14.gn

Sekil 3.10.a. "LC" test grubu hayvanlarda plazma CK aktivitesinin
Guthion uygulamasi ile giinlere bagh olarak degisimi (*P£0.05).
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(ULL)

CK Aktivitesi

R R R Y

Sekil 3.10.c. "LC" test grubu digi hayvanlarda plazma CK enzim aktivitesinin
Guthion uygulamas: ile giinlere bagh olarak degisimi
(*P < 0.05).
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Jerleri, 322 ppm dozu ig¢in ise 7. giine ait erkek hayvan-
lara ait verilerde ICDH aktivitesinin kontrol grubu hay-
vanlara gore O6nemli dilizeyde arttig§i saptandi ( P £ 0.05).
Sekil 3.11’de ICDH enzim aktivitesinin gilinlere ve uygulama
dozlarina bayli olarak defisimi iki egey ig¢in ortalama de-
Jer olarak ya da erkek ve disi hayvanlar igin ayri ayra
grafiklerle gdsterilmigtir.

ICDH enzim aktivitesinin "LC" test grubu ic¢in plazma
érneklerinde yapilan spektrofotometrik 6l¢ilimleri sonucun-
da, 161 ppm uygulamasi ig¢in erkeklerde 4. giinde ve disi
hayvanlarda ise 2. giinde artis gdsterdiyi saptanirken, 428
ppm uygulama dozunda da 6. glinde disi hayvanlardan alinan
plazma 6rneklerinde enzim aktivitesi yiiksek dilizeyde bulun-
du (Tablo 3.9). Ancak kontrol grubu hayvanlara ait enzim
aktivitesi sonuglari ile uygulama dozlarina ait sonug¢larin
kargilagtirilmasi ile gruplar arasinda farklilidin yalniz
428 ppm dozu ig¢in 6. ginde digsilerden gelen verilerde ol-
dudu belirlendi (P < 0.05). Sekil 3.12’de ICDH enzim akti-
vitesinin uygulama gruplarina ve giinlere badli olarak de-
isimini gdsteren sonuglar grafik olarak erkek ve disi
hayvanlar igin ve her iki egey ortalamasi olarak ayri ayri

gosterilmigtir.

3.3.5. Plazma kreatinin konsantrasyonu bulgulari

Yapilan veri analizi de§erlendirmelerinde, plazma

kreatinin dizeyinin "DS" test grubu hayvanlarda Guthion
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(UIL)

ICDH  Aktivitesi
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180 O3 gin
9 . -N. m&n -
140 .... A
120 -
100 - 1
80 - %
60
40 -
g M
20 - v
J
o i 1 ’ L) v )
Kontrol 161 ppm 322 ppm 428 ppm
Sekil 3.11.a.. "DS" test grubu M. canicaudus'da plazma ICDH enzim

aktivitesinin Guthion uygulamas: ile giinlere bagh olarak
degisimi.
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(U/L)

ICDH Aktivitesi

250 L
2254 O 3 gin
1 o 7.gin .
2007 L o » 3
175 - 4
150
125
100 -
75 .u
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;
25 4
- 1
0 r -~ T ” ' 428 ppm
Kontrol 161 Ppm g PpM P

: lazma ICDH enzim
: . "DS" test grubu erkek M. canicaudus'da p -
seldl 3115 mdgm.ﬁwnwbﬁ. in Guthion uygulamas: ile ginlere bagh olarak
degisimi (*P < 0.05).
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ICDH  Aktivitesi

200 ~
175 Iw o 3. gin
m M 7 gin
150 | T A 9, gin
125 4
] a
100 3 4
75 3 r 1 m w
50 3 m
25 W
0 - _ e — . : - :
Kontrol 161 ppm 322 ppm 428 ppm

Sekil 3.11.c. "DS" test grubu disi M. canicaudus’da plazma ICDH enzim
aktivitesinin Guthion uygulamas ile giinlere bagh olarak
degigimi.
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(UIL)

ICDH Aktivitesi
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Sekil 3.12.a. "LC" test grubu M. canicaudus'da plazma ICDH enzim
aktivitesinin Gutliion uygulamas ile giinlere bagh olarak
degisgmmi .
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uygulamasina bagli olarak 6énemli miktarda dedisiklik gbs-
termedidi saptandi. DiJer taraftan kontrol grubu hayvanlar
igin kreatinin konsantrasyonu erkeklerde 0.640-0.813 mg/dl
olarak saptanirken, disilerde bu dederin 0.571-0.726 mg/dl
olduu bulundu. Guthion insektisiti uygulamasina bali
olarak, en yiliksek plazma kreatinin diizeyi 161 ppm uygulama
dozunda 1.091 mg/dl olarak erkeklerde ve 1.194 mg/dl ola-
rak disi hayvanlarda saptandi. 322 ppm grubu ig¢in en yuk-
sek konsantrasyon erkek hayvanlarda 0.831 mg/dl iken disi-
lerde 0.882 mg/dl olarak tesbit edildi. 428 ppm uygulama
dozunda ise erkekler igin en yliksek defer 1.090 mg/dl, di-
si hayvanlarda 0.986 mg/dl, olarak belirlendi (Tablo
3.8). Bu test grubu ig¢in giinlere bajli olarak plazma krea-
tinin konsantrasyonunun insektisite maruz barakilan ve
kontrol grubu hayvanlarda de§isimini ifade eden grafikler
Sekil 3.13 ’de gbésterilmektedir.

Plazma kreatinin dlizeyi "LC" test grubu digi hayvan-
larda 161 ppm uygulamasinda 2. ve 8.giinde, 322 ppm ig¢in 2.
giinde ve 428 ppm igin de 6. giinde 6nemli diizeyde artig
gbsterdi (P < 0.05).Bu test grubunda, kontrol grubu hay-
vanlar igin kreatinin konsantrasyonu erkeklerde 0.245-
0.526 mg/dl disilerde 0.157-0.628 mg/dl olarak saptandai.
Bu dederler uygulama gruplarinda ise 161 ppm igin erkek-
lerde 0.371-0.814 mg/dl ve digilerde 0.0-0.771 mg/dl, 322
ppm dozunda sirasi ile 0.186-0.525 mg/dl ve 0.198-0.525
mg/dl, 428 ppm dozunda da 0.149-0.510 mg/dl ve 0.119-0.659
mg/dl olarak belirlendi (Tablo 3.9). Elde edilen plazma
kreatinin konsantrasyonu dederlerini uygulama gruplarina
ve gilinlere badli olarak gdsteren grafikleri ise Sekil

3.14’ de gOsterilmektedir.
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Kreatinin Konsaritrasyonu (mg/dl)

144 O 3. gin
1 e 7gin
1.2 1 & ogm W
1.0+
0.8 - %
0.6 1
0.4 -
0.2
0.0 I r r ' — — .
Kantrol 161 ppm 322 ppm 428 ppm

Sekil 3.13.a.. "DS" test grubu M. canicaudus'da plazma kreatmin

konsantrasyonunun Guthion uygulamas: ile giinlere bagh olarak
degigimi (*P < 0.05)
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Kreatinin Konsantrasyonu (mg/dl)

2.0
Q 3.giin
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.—.m - A 9 Oﬁﬂ_
W M
0.5
0.0 T Y T Y ; T
Kontrol 161 ppm 322 ppm 428 ppm

Sekil 3.13.b. "DS" test grubu erkek M. canicaudus' da plazma kreatinin

Kkonsantrasyonunun Juthion uygulamast ile
degisimi

giinlere bagh olarak



114

Kreatinin Konsantrasyonu (mg/dl)

20
O 3. gin
l ® 7.gin
154 A 9gn
1.0 1 ®
0.5 - m_.v
0.0 T T T T 14 ¢ ¥
Kontrol 161 ppm 322 ppm 428 ppm

Sekil 3.13.c. "DS" test grubu disi M. canicaudus'da plaazma kreatinin
konsantrasyonunun Guthion uygulamas: ile giinlere bagh olarak
degigimi. ‘
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2.3.6. Plazma kan iire nitrojeni konsantrasyonu bulgular:i

BUN miktarinin "DS" test grubu hayvanlarda dedigimini
saptamak amaci ile yapilan spektrofotometrik analizlerde
kontrol grubu hayvanlar ig¢in, giinlere bagli olarak bu de-
Yerin erkek hayvanlarda 35.7-37.6 mg/dl ve disi hayvanlar-
da 29.9-46.0 mg/dl arasinda oldudu saptandi. Guthion in-
sektisiti etkisine maruz kalmis hayvanlarda yapilan plazma
biyokimyasal analizlerinde ise, 161 ppm dozu ig¢in BUN de-~
Jeri erkeklerde 28.4-37.2 mg/dl ve disilerde 27.8-40.6
mg/dl, olarak kaydedildi. 322 ppm ve 428 ppm Guthion uygu-
lamas1 ig¢in yalnizca 3. ve 7. giinlere ait plazma &rnekle-
rinde yapilan &élgiimlerde, plazma BUN miktari erkeklerde
322 ppm igin 27.8-36.6 mg/dl ve 428 ppm ig¢in de 27.6-28.3
mg/dl olarak saptanirken, bu deferler digsilerde sirasi ile
28.6-41.3 mg/dl ve 33.4-37.9 mg/dl olarak tesbit edildi
(Tablo 3.8). Kontrol grubu ile uygulama gruplari arasinda
insektisit uygulamasina bagli olarak yapilan istatistiksel
analizlerde ise 7. glinde 161 ppm uygulamasi i¢in erkekler-
de ve genel ortalama sonuglarinda plazmada BUN diizeyinin
diigligti ile ilintili olarak 6nemli farklilik saptandi (P <
0.05). Sekil 3.15’de Guthion uygulamasi ile plazma BUN
konsantrasyonunun de§isimi arasindaki iliskiyi gosteren
grafikler giinlere bajli olarak uygulama gruplari i¢in gds-
terilmektedir.

"LC" test grubu hayvanlara ait plazma BUN diizeyi ile
ilgili veriler Tablo 3.9’da verilmistir. Buna gdre kontrol
grubu ile gegitli dozlarda Guthion insektisiti uygulanmig
yem ile beslenen hayvanlarda BUN miktari de§isimleri kar-

silastirildiginda, 428 ppm uygulama dozu igin 8. giinde di
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BUN Konsantrasyonu (mg/di)
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Sekil 3.15.a.. "DS" test grubu M. canicaudus'da plazma BUN konsantrasyo-
ounun Guthion uygulamas: ile giinlere bagh olarak degisimi
(*P < 0.05).
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Sekil 3.15.b. "DS" test grubu erkek M. canicaudus'da plazma BUN konsant-
rasyonunun Guthion uygulamas: ile gimlere bagh olarak
degigimi (*P < 0.05).
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BUN Konsantrasyonu (mg/dl)

60

50 -

40 +

30 -

20

- O 3.gtn

10 ® 7. gin

B g gin
0 _ : _ _

Kontrol 161 ppm 322 ppm 428 ppm

Sekil 3.15.c. "DS" test grubu disi M. canicaudus'da plaazma BUN konsant-

rasyonunun Guthion uygulamas ile ginlere bagh olarak
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si hayvanlarda bu madde miktarinin plazma diizeyinin énemli
Olgiide artis gbésterdigi goériillmistir (P < 0.05). Buna bagli
olarak, ayni doz grubu ig¢in genel ortalama verilerinde de
farklilik 6nemlidir (P < 0.05). Buna karsin kontrol grubu
ile'diqer uygulama gruplarinda plazma BUN diizeyinin giinle-
re bagli olarak defisim deferlerinin benzer oldudu saptan-
di. Cesitli dozlarda Guthion insektisiti uygulamasi ile
BUN diizeyinin glinlere bagdli dedisimini gdsteren grafikler

Sekil 3.16 ‘da gésterilmigtir.
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4. TARTISMA

Calismalar farkli iki deney grubu olarak planlanmig
ve bu iki grup ig¢in elde edilen veriler birbirinden bagim-
s1z olarak deJerlendirilmistir. Aragtirmayi olusturan
"Disseksiyon" test grubu ve "Letal Konsantrasyon" test
grubu temelde birbirinin destekleyicisidir ve ayni insek-
tisit konsantrasyonlarihi kapsamaktadir. Ancak bu test
gruplari deneysel asamalardaki uygulama farkliliklari ile
birbirinden ayrilik géstermistir. Her iki test grubu i¢in-
de hayvanlara uygulanacak insektisit konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde daha ©6nceki deneylerde Microtus
canicaudus ig¢in belirlenen (Meyers ve Wolff, 1993) letal
konsantrasyon dozu ile, bundan daha diisiik ve daha yiiksek
konsantrasyonlar kullanilmasina karsin, bu aragtirma ile
letal konsantrasyon dozunun belirlenmesi amaglanmamigtir.
Aragtirmada olugturulan test gruplarindan birisi olan "LC"
test grubu EPA (1990) tarafindan dnerilen test sistemine
uygun olarak planlanmasina karsin, bazi ydnlerden énemli
farkliliklar gdstermektedir. Ornegin, ¢esitli biyobelir-
teglerin test edilmesi amaci ile, periyodik olarak hayvan-
lardan kan 6érneklerinin alinmasi ve bu iglemin hayvan can-
11 kaldigi siirece stirdiiriilmesi "LC" test grubunu, gerek
"DS" test grubundan ve gerekse standart "LC" test sistem-
lerinden ayiran énemli bir ayricaliktir. Bu grup hayvanla-
ri "DS" test grubundan ayiran 6énemli bir baska farklilik
da bu hayvanlar ig¢in kan alma iglemi esnasinda bir aneste-
zik maddenin kullanilmasidir. Bu madde, hayvanlar iizerinde

peryodik kan alma islemine bagli olarak ortaya ¢ikabilecek
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olasi stres etkisini azaltmak amaci ile, bu arastirmada
kullanildi. Ancak bu kimyasalin hayvanlar tizerindeki diger
yan etkileri deferlendirme kapsamina alinmadi. Buna kar-
sin, kan érnekleri alinan denekler kafeslerinde bir saat
slire ile gbdzlem altinda tutularak, kan alma isleminden
sonraki ilk bir saat igerisinde ortaya c¢ikan oOliimlerin
narkoz etkeni ile de olabilecedi g&ézéniine alindi.

Ote yandan, arastirmanin ikinci temel grubunu olugtu-
ran "DS" test grubunda tesadiifi olarak seg¢ilen hayvanlarin
3., 7. ya da 9. giinlerde disseksiyonu planlandi. Bdylece
disseksiyon giinlerinde her uygulama grubundan 5 hayvanin
dissekte edilmesi amaglandi. Ancak, insektisit uygulamasi-
na bafli olarak ortaya gikan 6limler nedeni ile, ilerleyen
glinlerde 6zellikle 322 ppm ve 428 ppm dozlarindan planla-
nan sayida hayvan disseksiyonu yapilamadi. "DS" test grubu
hayvanlarin disseksiyonu ile, insektisit uygulamasinin
farkli giinlerinde alinan doku ya da plazma o6érneklerinde
biyobelirteglerin galigilmasi amaglandi. Bu grup hayvanla-
ri deneysel olarak "LC" test grubundan ayiran en belirgin
farklilik ise kan orneklerinin yalnizca hayvanlarin dis-
seksiyonu yapilaca§i sirada alinmasidir.

Bu aragtirmada gegitli biyokimyasal, fizyolojik ve
toksikolojik kriterlerin biyobelirtec olarak kullanilmasi
ile insektisit etkisine badli olarak hayvanlarin sadlik
durumlarinda ortaya ¢ikan degisimlerin farkli gilinlerde
saptanmasi ama¢glanmistir. Daha énceki yillarda gerek bir-
¢ok OP ve karbamat insektisitin gerekse 6zgiil olarak Gut-
hion’un gesitli vertebrat tiirlerine etkileri konusunda
aragtirmalar bulunmaktadir. Ancak bu aragtirmalarda a§ir-
1ikli olarak insektisitlerin AChE enzimi inhibisyonu ile

iligkisi tGzerinde durulduju gériilmektedir. Cesitli arasti
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ricilar Guthion ya da difer OP insektisitlere maruz kalan
hayvanlarda (6zellikle kug, balik ve memeliler) hiicresel
toksisiteye bagli olarak, bazi biyolojik kriterleri de de-
Jerlendirmigslerdir. Ancak yapilan literatiir incelemeleri
ile, bu galigmada kullanilan biyobelirteglerin bir kismi-
nin Guthion ile iligkisinin galisildiina dair bir veri
bulunamamigtair.

Arastirmada toksikolojik biyobelirtegler olarak viicut
agirligi defisimi, besin ve su tilketimi bulgulari deder-
lendirilirken, fizyolojik veriler olarak kan akyuvar fark-
lilagmasi ve hematokrit deferleri lizerinde duruldu. Biyo-
kimyasal galismalarda ise g¢esitli enzim aktivitesi ve non-
enzimatik biyobelirtegler incelendi. Bu amag¢la beyin ase-
tilkolinesteraz, plazma laktat dehidrogenaz, kreatin kinaz
ve izositrat dehidrogenaz enzim aktiviteleri ile plazma
kreatinin ve kan tire nitrojeni dederleri belirlendi. Boéy-
lece OP insektisit ile maruz kalan hayvanlarda &liim ya da
hayvanin saglik durumunun bozulmasina neden olan basglica
etmenin AChE enzim inhibisyonu mu olduju, yoksa baskaca
faktérlerinde etken olup olamayacadi incelendi. DiJer ta-
raftan, bu aragtirmanin &6nemli 6zelliklerinden birisi,
klinikte ELISA gibi 6zel immunolojik testlerde kullanilan
mikroplate okuyucu sistemin biyokimyasal analizlerde enzim
aktivitesi ve non-enzimatik parametrelerin spektrofotomet-
rik tayini igin modifiye edilmesidir. Bu test sistemi son
yillarda biyokimyasal ve sitotoksikolojik arastirmalar
igin yaygin olarak laboratuvar arastirmalarina sokulmaya
baglanmigtir (Silber vd., 1986; Brogdon ve Barber, 1987;
Moores vd., 1988; Molecular Devices, 1988; Grant vd.,
1989; Molecular Devices, 1990).

Deneysel galigmalarda hayvanlardan toplanan plazma



129
drneklerinde g¢ok sayida biyobelirtecin g¢aligilmasi amag-
landi. Ancak her defasinda hayvanlardan toplanan plazma
o6rneklerinin sinirli olusu (yaklasik 75-100 pL), arastir-
manin 6nemli giigliiklerinden birisi olarak karsimiza g¢ikta.
Bu durumun telafisi ve herbir plazma 6rnefinde gok sayida
biyobelirtecin galisilmasi igin mikroplate okuyucunun kul-
lanilmasi bu agidan avantaj safladi. Bunun yanisira, mik-
roplate okuyucu sistemi ile birlikte kullanilan 96-g¢ukurlu
mikroplate plaklari ayni anda gok sayida 6érnedin spektro-
fotometrik analizine olanak sadladigindan, deneysel agsama-
da uygulama agisindan da bir standardizasyon sadlanmasini
olanakli kildi. Mikroplate plaklarinin her cukurunun mak-
simum 300 pL’lik hacime sahip olmasi ise arastirmada kul-
lanilan plazma o6rneklerinin, substrat ve difer kimyasal
maddenin ekonomik olarak kullanilmasina imkan saylamakta-
dir. Bdylece bu arastirmada 5-10 pL hacimlerde ve ydéntem
gerejince dilusyonlari yapilmis ya da yapilmamis Ornekle-
rin kullanilmasi miimkiin oldu.

Guthion ve difer OP insektisitlerin memeli hayvanlar-
da (bzellikle rodent tiirlerinde) etkileri iizerine yapilmis
bir gok arastirma bulunmaktadir. Bu galismalarin bir kis-
minda insektisitlerin hayvanlara toksititesi {izerinde du-
rulmaktadir. Durda ve arastirma grubunun (1989) Microtus
pinetorum ile yaptiklari bir toksitite ga11$ma51nda 0-350
ppm’/lik insektisit konsantrasyonlarinin hayvanlarda viicut
agirlidi dedisimine ya da besin tiiketimi azalisi ilizerinde
bir etkisi olmadiyi kaydedilmistir. Arastiricilar 400-700
ppm insektisit uygulamasinin ise viicut agirligi azalisina
etkili olurken, yalnizca 700 ppm insektisite maruz kalan
hayvanlarda giinliik besin tiliketiminin azaldi§ini rapor et-

miglerdir. DiJer taraftan giinliikk 5 mg/kg Guthion uygulama
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si1na badli olarak rat ve farelerde viicut adirlidi ve besin
tiketiminin kontrol grubu deneklerine kiyasla 6nemli &lgii-
de azaldigi bildirilmektedir. Ancak arastiricilar insekti-
sit etkisi ile fotal viicut adirlidinda ise bir azalma ol-
madigini kaydetmektedir (Short vd., 1980). Bir OP insek-
tisit olan Counter’in Peromyscus maniculatus’a uygulanan
tek bir oral dozunun hayvanlarda kontrol grubuna gére
6nemli vicut adirlidi azalmasina neden oldudu da bir bagka
caligma ile rapor edilmistir (Block vd., 1993).

Bu aragtirmanin sonuglarina gore, "DS" test grubu
hayvanlarda vicut agirlidi dedisiminin kontrol grubu ile
kargilastirildiginda 6nemli diizeyde azalis gésterdidi sap-
tandi. Ancak "LC" test grubunda, erkeklerde 161 ppm ve 322
ppm insektisit uygulamasina, digi hayvanlarda ise 161 ppm
uygulamasina bagli olarak vicut agirliginda azalmaya neden
olurken, bu azalis istatistiksel olarak 6énemli bulunmadi.
Analiz sonuglarinda kontrol grubu hayvanlarda ortaya ¢ikan
vicut agirlidil azalisinin ise gesitli faktérlere bagl:a
olarak ortaya ¢iktigi diisliniilmektedir. Bunlarin baginda
kontrol hayvanlarina verilen yemin misirézi ya§i ve aseton
ile muamele edilerek verilmesi, yemin &6giitilmis olmasi ve
cam kavanoz iginde kafeslere konulmasi etkili olabilir.
Buna kargin, kontrol ve uygulama gruplarinin birbiri ile
kargilagtirilmasi sonucu, bu faktérlerin yem tiiketimine
dnemli etkisi olmadiyar fikri c¢ikmaktadir. "LC" ve "DS"
test gruplarina ait alt uygulama gruplarinin kargilasti-
rilmas: sonucu ortaya ¢ikan bu geligkili sonugda bir bagka
6nemli etmen de "LC" grubu hayvanlara uygulanan periyodik
kan alma iglemi sonucu hayvanlarin etkilenmesine de bajla-
nabilir. Cinki bu prosediiriin "LC" grubu hayvanlar tizerinde

Onemli bir stres faktéri yaratacadi ve buna bajli olarak
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da 6zellikle viicut afirligdi azalisina neden olacagi disi-
niillebilir.

Bu arastirmada genel olarak mikroplate okuyucuda bi-
yokimyasal analizler i¢in kullanilan kitlere bagdli olarak,
plazma 6rneklerinde ya da beyin doku homojenatlarinda ya-
pilan aktivite ve miktar tayinleri ig¢in standart degerlere
iliskin arastirmalar saptanmamigstir. Bu nhedenle gerek
arastirmada kalite kontroliiniin saglanmasi ve gerekse tim
spektrofotometrik deferlerin doJrulujunun test edilmesi
amac1 ile daha 6nceden laboratuvarda bulunan sadlikli
stok hayvanlardan alinan plazma ya da doku oOrneklerinde
enzim aktivitesi ve miktar tayini ig¢in 6én ¢aligmalar ya-
pilmistir. Bu sonuglara gdre, Microtus canicaudus plazna
orneklerinde LD aktivitesi 353.5-1398 (ort. 1011) U/L, CK
aktivitesi 1724-2813 (ort. 2201) U/L ve ICDH aktivitesi
48.23-64.42 (ort. 34.75) U/L olarak saptanmigtir. Plazma
BUN miktari 28.16-40.27 (ort. 34.75) mg/dl ve Kkreatinin
miktari da 0.148-0.859 (ort. 0.415) mg/dl olarak hesaplan-
migtir. Ayrica beyin AChE aktivitesi 82.35-91.16 (ort.
83.64) U/L olarak saptanmigtir. Bu saptanan dederler deney
gruplarina ait verilerle kargilagtirilmasi bakimindan bir
kriter olarak kullanilabilir.

OP ve Kkarbamat bilesiklerin etkisine ba@li olarak
AChE enziminin inhibe edildigi bilinmektedir. Enzimin in-
hibisyonu toksik etkenin mekanizmasi ile doyrudan ba@lan-
tiladair (Mayer et al., 1992). Bdylece laboratuvar ve arazi
galigmalarinda bu enzimin belirlenmesi vertebratlarda OP
ve karbamat insektisitlere maruz kalip kalmadiklarinin bir
gbstergesi olarak kullanilmaktadir (Ludke vd., 1975; Grue
vd., 1983). Beyin AChE enzim aktivitesinin insektisit et-

kisine bagdli olarak inhibisyonu ve bu inhibisyonun eseye
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badli olarak diizeyi hakkinda ortaya konulan literatir ve-
rileri geligkilidir. Tim bir beyin dokusu dérnedindeki AChE
aktivitesi bugiine kadar yapilan galismalarda kug ve memeli
hayvanlarda egeye badli olarak farklilik gdstermemigtir.
Ancak bu yapilan galismalarda genelde gok az bir sayida
memeli tirinde enzim aktivite sonuglari rapor edilmigtir.
Bir arastirma sonucuna gére, bir OP insektisit olan Ort-
hene spreylenmis tarlalardaki erkek ve digi Microtus
pennsylvanicus’da AChE enzim inhibisyonu bakimindan egey-
ler arasinda fark bulunamamistir. Bu bireylerde enzimin
6nemli diizeyde inhibe edildigi de rapor edilmektedir
(Jett, 1986). Buna karsin plazma ChE aktivitesi bazi tiir-
lerde eseye badli olarak farkliliklar géstermistir. Orne-
gin insan ve kobaylarda serum ChE aktivitesi erkeklerde
daha yiliksek bulunmustur (Rattner ve Fairbrother, 1991).
Worden ve arkadaslari (1973), ratlarda Guthion’un 50-100
ppm’1lik konsantrasyonunun plazma ve eritrosit ChE aktivi-
tesini baskiladidini ve inhibisyonun digi hayvanlarda er-
keklerden yiiksek oldujunu bildirmiglerdir. Microtus
pinetorum’da, araziye spreylenen Guthion insektisitini ta-
kiben, 1. giinde enzimin %8 diizeyinde inhibe edildidi bil-
dirilirken, 5. giinde enzim inhibisyonu %42 olarak belir-
lenmigtir (Durda vd., 1989). Zinkl ve grubu (1980), mak-
simum diizeydeki enzim inhibisyonunun kigiik memelilerde
arazide OP insektisit uygulamasinin 3. giiniinde oldudunu
belirlediler. Azinphosmethyl’in balik ve farelerde etkisi
ile ilgili olarak yapilan bir bagka galismada ise, insek-
tisite maruz kalmis baliklarda enzim inhibisyonunun 2. sa-
atte oldukga disik diizeyde olduju, buna karsin 4. saatte
inhibisyonun maksimum diizeyine ulastiga bildirilmektedir

(Benke ve Murphy, 1974). Ayrica arastiricilar enzimin fa



133
rede baliklara oranla ¢ok daha hizli inhibe edildig§ini ra-
por etmektedir. Bu durumu farede AChE enziminin baliklara
oranla daha duyarli olmasina ve oksijen anologlari ilireti-
minin daha hizli olmasina ba§lamiglardir. Bunun yani sira
ayni cinse ait tiirler arasinda da insektisit etkisine du-~
yarlilik bakimindan farklilik bulunabilir. Bu konuda
Cholakis ve galigma grubu (1981) yaptiklari bir calismada
farkli insektisitlerin farkli Microtus tilirleri tzerinde
etkilerini incelemislerdir. Arastiricilar dider tiirlerin
erkek ve disi bireyleri arasinda egeye bag§li farklilik
gdzlemezken, M. canicaudus’da digi hayvanlarin metil pa-
rathion’a karsi erkeklerden 2-3 kat daha fazla bir duyar-
1111k gosterdidini saptamiglardir.

Bu arastirmada, Microtus canicaudus beyin asetilko-
linesteraz enzimi aktivitesi "DS" test grubu hayvanlarda
test periyodu boyunca ortalama olarak 89.93 U/L olarak
saptanirken, bu deder 161 ppm insektisit uygulamasinda
73.31 U/L, 322 ppm ’‘de 71.67 U/L ve 428 ppm ’de 71.86 U/L
olarak bulundu (Tablo 3.7). Insektisit uygulamasini taki-
ben farkli giinlerde disseksiyonlari yapilan hayvanlarda
AChE enzim inhibisyonunun ortalama %18.48-20.3 arasinda
dedistigi belirlendi. insektisit uygulama dozuna badli
olarak 6rneklerin alindig§i ginlerde hayvanlarin maruz kal-
diklari giinliik ortalama Guthion miktari ve buna badli ola-
rak enzim aktivitesi Sekil 4.1, Sekil 4.2, ve Sekil 4.3’de
sirasi ile 3. giin, 7. gin ve 9. giin i¢in gdésterilmistir.
"DS" test grubu ig¢in AChE enzim inhibisyonu oranlari ince-
lendiginde tiim insektisit uygulama dozlari ig¢in 3. giindeki
enzim inhibisyonunun hemen hemen sabit bir diizeyde kala-
rak, 7. giin ve 9. gilinde 6lgiilen dederlere benzer oldudu

gorilmektedir. Bu durum Microtus canicaudus’da Guthion in
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sektisiti uygulamasini takiben uygulama dozuna badli ol-
maksizin, enzim inhibisyonunun belirli bir oranda oldudunu
gbostermektedir. Ancak, gdz Oniinde bulundurulmasi gereken
6nemli bir nokta yliksek konsantrasyonda insektisit uygula-~-
masina bagli olarak hayvan 6liimlerinin 6zellikle 3. giinden
sonra artig gostermesidir. Bdylece Guthion’un hayvanlarin
6limiine AChE enzim inhibisyonu yani sira bagkaca faktérle~
rinde katilmasi ile neden olduyu fikri gikmaktadir. Ayrica
esey ayri olarak beyin doku homojenatlarinda yapilan akti-
vite tayinleri erkek hayvanlarda enzim aktivitesinin digi-
lerden daha yiliksek oldugunu ortaya koydu. Bu durum daha
6nce bu konuda elde edilen bazi sonuglari desteklemekte-
dir. Ancak disi hayvanlarda enzim inhibisyonunun erkek de-
neklere oranla diligliik dlizeyde olusu garpici bir sonug ola-
rak g¢ikmaktadir. Bu da disilerde genel olarak metabolik
faaliyetlerin yavas islemesine badli olarak, insektisitin
de metabolizmasinin yavas olmasina baglanabilir. Béylece
digi hayvanlarda OP insektisitlere kargi diren¢liligin er-
keklerden daha fazla oldudu fikrini vermektedir.
Dijer taraftan, "LC" test grubu hayvanlara ait beyin
AChE aktivitesi sonﬁglarl "DS" test grubuﬁdan gelen sonug-
lari desteklemektedir. Bu grup hayvanlarda da erkeklerde
enzim aktivitesi digilere oranla daha yliksek bulunurken,
insektisit etkisine badli olarak, inhibisyon oraninin di-
silerde yine erkeklerden diigiik olduju saptandi (Tablo
3.7). Ancak bu grupta enzim inhibisyonu hem erkek hem de
digilerde "DS" test grubu ile karsilastirildiinda, daha
yiksek olarak goriildii. Bu durum "LC" grubu hayvanlarin in-
sektisit ile daha uzun siire maruz kalmasi, 6zellikle hay-
vanlardan kan alma iglemleri sonucu strese maruz kalmalari:

ve bu igslem esnasinda kullanilan narkoz maddesi etkisine
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bagjlanabilir. Arastirma sonuglarimiz daha oénce bazi arag-
tiricilarin ortaya koydudu bulgulari desteklememektedir.
Bununla birlikte insektisit uygulanan hayvan tiri ve uygu-
lama sekli de 6nem tagimaktadir. Ayrica insektisit etkisi-
ne maruz kalan hayvanlarin yasi ve baskaca gevresel fak-
torler (6rnedin sicaklik ve 1s1ik)’in de hayvanlarda indik-
leyici etmenler olarak dislnililebilir.

Arastirmada kullanilan toksikant-6zgiil olmayan biyo-
belirtegler insektisit etkisine maruz kalan hayvanlarda
"DS" ve "LC" test gruplari ig¢in ayri ayri dederlendirildi.
Clnkd enzim aktivitesi dederi canlilarda kirletici etken
ya da etkinin belirlenmesine hizmet edebilir. Ote yandan,
serum enzim aktiviteleri memelilerde organ fonksiyonlarini
test etmek ve varsa fonksiyonel hasarlari saptamak igin
6zellikle klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak
bu testler son yillarda 6zellikle gevre biyolojisi ve gev-
resel Kkirleticilerin canlilara etkileri ile ilgilenen
aragstiricilar tarafindan da kullanilmaya baslamig bulun-
maktadir (Mayer et al., 1992). Genelde kimyasal ve kimya-
sal olmayan uyarici maddeler hiicresel enzimlerin salinimi-
na doku hasarlarina yol agarak neden olmaktadir (Rattner
vd., 1983). Gupta ve arkadaglara (1991),karbofuran’in rat-
lara uygulanan bir tek dozu ile serum toplam LDH aktivite-
sininin arttigini bildirmektedir. Ayrica bir baska aras-
tirmada, embriyonik ddnemdeki tavuklarda bir OP insektisit
olan metil parathion ve bir herbisit olan 2,4-D etkisi ile
plazma aspartat aminotrans~feraz (AST) ve LD aktiviteleri-
nin arttidini rapor etmiglerdir (Somlyay ve Varnagy,
1989). Serum LD diizeyinin paraquat diginda kalan pestisit-
ler tarafindan etkilendidi ve baliklarda enzim dﬁzéyinin

yikseldi§i rapor edilmektedir (Folmar, 1993).
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Bu calismada insektisit uygulamasina maruz kalan
Microtus canicaudus’da, "DS" test grubu hayvanlarda LD en-
zim aktivitesi yalnizca 7. glinde her iki egey verileri or-
talamas1i igin 322 ppm dozunda 6nemli olarak yiiksek bulu-
nurken, dijer uygulama giinlerinde ve gruplarinda hefhangi
bir farklilik bulunamamistir. Ayni hayvanlarda kreatin ki-
naz aktivitesi defjerleri incelendiginde ise, 7. giin veri-
leri ile enzim aktiviteleri yliksek olarak bulunurken, bu
farklilik istatistiksel olarak Onemsizdir. Ancak 161 ppm
uygulama grubunda 9. giinde elde edilen yiiksek CK aktivite
deferine bagli olarak, her iki egey ortalama sonucuna gdre
istatistiksel farklilik Snemlidir.
CK ve LD enzim aktivitelerinin giinlere bajli olarak
"LC" test grubu hayvanlarda da kontrol hayvanlar ile kar-
silastirildiginda, belirgin bir artis gosterdiyi veri ana-
1lizi sonuglari ile gésterilmistir (Tablo 3.9). istatistik-
sel olarak da LD aktivitesi 161 ppm uygulama grubunda 10.
giinde erkek hayvanlara ait verilerde &nemli diizeyde artig
géstermistir. CK aktivitesi bakimindan ise genelde 10. ve
14. giinde insektisit uygulama dozlarina bagli olarak dnem-~
1i diizeyde artig gériilmektedir. CK aktivitesi bu test gru-
bu hayvanlarda 6zellikle 322 ppm uygulamasinda 14. ginde,
428 ppm uygulamasinda ise 6. ve 8. gilinlerde plazma érnek-
lerinde yiliksek deferlerde saptanmistir. Ancak Microtus
canicaudus ig¢in hesaplanan standart enzim aktivite defer-
leri uygulama gruplari ile karsilagtirildiginda, CK akti-
vitesinin normal deferler sinirinda olduyu, LDH aktivite-
sinin ise yiiksek olduju goriilmektedir. Boylece 6dzellikle
LDH aktivitesinin ylkseklidi kalp kasi harébiyetinden Gok,
karacigerde ortaya c¢ikan doku harabiyetini akla getirmek-

tedir. Bu durum yiiksek konsantrasyonlarda (letal konsant
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rasyon dozu yada daha yiiksek dozlarda) insektisit uygula-
masina maruz kalan hayvanlarda belirgin olarak doku hasar-
larinin ortaya g¢iktigina igaret etmektedir. Ozellikle sii-
rekli olarak yliksek konsantrasyonda insektisite maruz kal-
manin, metabolizmada AChE enzim inhibisyonu yani sira bag-
kaca enzimleride etkileyerek etkisini gésterdidi séylene-
bilir. Miyokardial enfarktiisiin ya da dijer doku hasarlarain
bir gdéstergesi olarak ele alinan LDH aktivitesindeki ar-
tis, Guthion insektisitinin kalp dokusundan ¢ok karacider-
de hasara neden oldugdu fikrini vermektedir.

"LC" ve "DS" test gruplarina ait hayvanlar igin sap-
tanan LD aktivite sonuglari, birbiri ile kargilastirilda-
inda, "LC" test grubuna ait enzim aktivitesi deferinin
daha disiik diizeyde oldudu gdrilmisgtiir. CK enzimaktivitesi
bakimindan da enzim aktivitesi bu uygulama gruplarinda
6nemli diuzeyde diigiik bulunmugtur. Bu durum "LC" test gru-
bunda enzim aktivitesi inhibisyonuna neden olabilecek et-
menleri akla getirmektedir. Bunlar arasinda, hayvanlardan
kan alma islemine bajli enzim inhibisyonu ya da kullanilan
narkoz maddesi izofluran etkisine badli olarak olusan bir
inhibisyon en belirgin faktérler arasinda akla gelmekte-
dir.

Guthion insektisiti uygulanmis yem ile beslenen
Microtus’da ICDH enzim aktivitesi "DS" test grubu igin
analiz edildiginde, 161 ppm dozunda 9. giinde, 322 ppm do-
zunda 7. giinde artis gésterirken, 428 ppm uygulamasinda 3.
giinde erkek hayvanlarda aktivite dederi yiiksek olarak bu-
lundu. Bu durum subletal dozlarda insektisit konsantras-
yonlarina bagli olarak enzim aktivitesinin farkli giinlerde
artigina neden oldugunu géstermektedir. Enzim diizeyindeki

bu artiglar organizmada karaciyer doku harabiyetine bagdli
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olarak plazma diizeyinde artmis bulunan enzim konsantrasyo-
nunun bir géstergesi olarak kabul edilebilir. Ancak "LC"
test grubu hayvanlara ait ICDH enzim aktivitesi sonuglari-~
na gdére, 6. gilinde 428 ppm insektisit uygulamasina maruz
kalan digi hayvanlar harig, tiim uygulama gruplaranda plaz-
ma enzim dizeyinin birbirine benzer seviyelerde oldugu gé-
rilmektedir. Altinci giindeki disi Microtus’lardan gelen bu
yiksek enzim aktivite dederi, difer enzim aktivite defer-
leri ile (LD ve CK) karsilastirildiginda, tim enzimatik
deferlerin &nemli Olgiide artig gdsterdidi goriilmektedir.
Bdylece bu gruptaki hayvanlarda insektisit etkisine baglai
doku hasarlarinin oldugunu soéyleyebiliriz. Ayrica "“LC"
test grubunda gesitli uygulama dozlari ve uygulama giinle-—
rinde goriilen aktivite artiglari karacierde doku harabi-
yeti olduuna iligkin gdériigimiizii desteklemektedir.

Diger taraftan, ICDH enzim aktivitesinin insektisit-
ler tarafindan nasil etkilendifine iligkin bir aragstirmaya
rastlanilmamigtir. Bu nedenle 6zellikle ICDH’nin insekti-
sitler ile iligkili olarak nasil bir aktivite gésterdigi
ya da karaciger doku hasarlarina neden olabilecek dozlarda
insektisit uygulamasinin enzim aktivitesini nasil etkile-
yecedi konusunda yeni g¢aligmalarin yapilmasi gerekmekte-
dir.

Plazma kreatinin ve BUN dilizeyinin belirlenmesi, kim-
yasal kontaminant etkisine bagli olarak organizmada bogal-
tim sistemi bozukluk ve hasarlarini saptamak a9151ndan
6nemlidir. Plazma kreatinin ve BUN diizeylerinin artis:
glomerular filtrasyonun ve dolayisi ile bébrek hasarlari-
nin artigina bir isaret olarak kabul edilmektedir. Bu
aragtirmada, Guthion etkisine badli olarak "DS" test sis-

temi uygulama gruplarinda plazma kreatinin diizeyinin kont
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rol grubuna oranla onemli dlgiide artis géstermedi§i goril-
mektedir. Ayrica bulgularimiz standart Microtus plazma de-
erleri ile de benzer deferlerde bulunmustur. Veri analizi
sonucuna gére elde edilen istatistiksel bulgular da bu du-
rumu desteklemektedir. Plazma kreatinin diizeyinin "LC"
test grubunda bazi uygulama dozlari ig¢in 6zellikle digi-
lerde artis gosterdiyi belirlenmigtir. Ancak istatistiksel
olarak 6nemli bulunan bu artig normal plazma Kreatinin dii~
zeyi sinirlari igerisinde bulunmaktadir. Bu nedenle, Gut-
hion insektisiti etkisine badli olarak deney hayvanlarinda
herhangi bir bogaltim sistemi hasari meydana gelmesi bek-
lenmemektedir. Plazma BUN konsantrasyonu dederi incelendi-
gJinde de, gerek "DS" ve gerekse "LC" test gruplarinda
kontrol grubu hayvanlara oranla énemli bir artis bulunama-
mistir. Ancak, "LC" test grubunda 428 ppm uygulamasi igin
BUN dlizeyi 8. giinde disi hayvanlar i¢in yiiksek dejerde bu-
lunmasina karsin, bu verinin tek bir denekten gelmesi ne-
deni ile bu istatistiksel farklilik fazla etkili gdriilme-
mektedir. Boylece BUN diizeyinin tiim uygulama gruplarinda
birbirine benzer dilizeyde ve kontrol grubu hayvanlardaki
sinirlar i¢cinde bulunmasi ile, bosaltim sistemi dejeneras-
yonunun olmadidi yénindeki gérisimiizii desteklemektedir.

Sonug olarak, bu arastirma ile Guthion insektisitinin
Microtus canicaudus lizerinde etkileri biyokimyasal, fizyo-
lojik ve toksikolojik parametreler kullanilarak ortaya ko-
nulurken, bu alanda yapilan arastirmalara da yeni bir kat-
ki saglanmigtir. Ozellikle bu galigmada kullanilan yéntem-
lerin modifikasyonu ile bu tiirde aragtirmalara da yeni bo-
yutlar getirilmesi amaglanmigtir. Difer taraftan, yurdu-
muzda tarim ve meyveciligin biiyiik énem tagimasi ve buna

ba§li olarak kullanilan Guthion insektisiti ve diYer pes
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tisit miktarinin ve sayisinin ¢oklugdu, Tirkiye’de gevresel
kirliligin yabanil yagam tlizerinde etkisinin belirlenmesi
amacina ydnelik ¢alismalari énemli kilmaktadir. Ozellikle
glin gegtikge artan kimyasal gevre kirliligi ekolojik den-
genin bozulmasina, dofal yasamdaki birgok tirin yagsaminin
tehlikeye girmesine ve yok olmasina yol agmaktadir. Bdyle-
ce diinyanin ve yurdumuzun milli servetleri olarak kabul
edebilecedimiz yabanil hayati tehlikeye girmigtir. Cevre
sorunlarinda ve 6zellikle zirai galismalarda ekolojik den-
genin gdzetilmesi ile ve daha az kimyasal madde kullanimi
ile gevre sorunlarinin en az diizeye indirilmesini mimkiin-
diir. Bu durum lilkemizde giincel bir problem olarak yerini

ve 6nemini korumaktadir.



144
5. YARARLANIILAN KAYNAKLAR

Amador, D.E., Wacker, E.H., 1965, Enzymatic Methods
Used in Diagnosis. IN Methods of Biochemical Analyses,
Vol. 13, D. Glick (Ed)., Interscience, New York, pp 286-
287.

Amdur, M.O0., Doull, J., Klassen, C.D., (Eds)., 1991,
Casarett and Doull’s Toxicology: The Basic Science of
Poisons, Pergamon Press, New York. 1033 pp.

Anderson, S., 1985, Biology of New World Microtus:
Taxonomy and Systematics, R.H. Tamarin (Ed), The American
Society of Mammalogists, no:8, 52-83.

Asztalos, B.J., Nemcsok, J., Benedeczky,I., Gabriel,
R., Szabo, A., Refaie, 0.J., 1990, The effects of
pesticides on some biochemical parameters of carp
(Cyprinus carpio L.), Arch. Environ. Contam. Toxicol., 19:
275-282,

Baron, D.N., 1982, Essentials of Clinical
Biochemistry, Elsevier Pub., 292 pp.

Bascietto, J., 1985, Standart Evaluation Procedure:
Avian Dietary LC50 Test, U.S. EPA, Hazard Evaluation
Division, 540/9-85-008, 11 pp.

Benke,G.M., Murphy,S.D., 1974, Anticholinesterase
Action of Methyl Parathion, Parathion and Azinphosmethyl
in Mice and Fish: Onset and Recovery of Inhibition, Bull.
Environ. Contam. Toxicol., 12(1): 117-122.

Bennet, J., Williams, B., 1985, Acetylcholinesterase
determination procedure, U.S. EPA, Corvallis Research
Lab., 20pp.



145

Block, E.K., Lacher, T.E., Kendall, R.J., 1993,
Effects of the organophosphate pesticide Counter on
laboratory deer mice (peromyscus manicuiatus), Enviro.
Toxicol. Chem., 12: 377-383.

Brogdon, G.W., Barber, A.N., 1987, Microplate Assay
of Acetylcholinesterase Inhibition Kinetics in Single-
Mosquito Homogenates, Pesticide Biochem. Physiol., 29:
252-259.

Brown, S$.S., Kalov, W., Pilz, W., Whittaker, M.,
Woronick, C.L., 1981, The Plasma Cholinesterase: A New
Perspective; Advances in Clinical Chemistry, Latner &
Schwartz (Eds)., Academic Press, New York, 1-99.

Bubsy, D.G., Holmes, S.B., Pearce, P.A., Fleming,
R.A., 1987, Effect of aerial application of Zectran on
Brain Cholinesterase activity in forest song birds, Arch.
Environ. Contam.Toxicol., 16(5): 623-628.

Burdick, G.E., Harris, E.J., Dean, H.J., Walker,
T.M., Skea, J., Coley, D., 1964, The accumulation of DDt
in lake trout and the effect on reproduction, trans. amer.
Fish Soc., 93: 127-136.

Chambers, J.E., Levis, P.E. (eds)., 1992,
Organophosphates; Chemistry, Fate and Effects, Academic
Press, 443 pp.

Cholakis, J.M., McKee, M.J., Wong, L.C.K., Gile,
J.D., 1981, Acute and Subacute Toxicity of Pesticides in
Microtine Rodents, Avian and Mammalian Wildlife Toxicology
2nd Conference, 143-154.

Ciba-Corning, Gilford LD-L (LDH L—P)lReagent, Gilford
Systems, Ohio, USA, 4 pp. |

Coppage, D.L., 1971, Charecterization of Fish Brain
Acetylcholinesterase with an Automated pH Stat for



146
Inhibition Studies, Bull. Environ. Contam. Toxicol., 6(4):
304-310.

Davy, C.W., Fulleylove, M., Edmonds, J.G., Eichler,
D.A., Rushton, B., Tudor, R.J., Walker, J.M., 1989, The
diagnostic usefulnessof isocitrate dehydrogenase (ICDH) in
the mormest (Callithrix jacchus), J. Appl. Toxicol., 9:
33-37.

Dein, J.H., 1984, Laboratory Manual of Avian
Hematology, Asociation of Avian Veterinarians, East
Northport, New York, 38 pp.

Devlin, T.M., 1986, Textbook of Biochemistry with
Clinical Correlations, 2nd Ed., John Wiley & Sons, . New
York, 1016 pp.

Dietor, M.P., 1974, Plasma enzyme activities in
Coturnix quail fed graded doses of DDE, polychlorinated
biphenyl, malathion and mercuric chloride, Toxicol. Appl.
Pharmacol., 27: 86-98.

Dietor, M.P., 1975, Further studies on the use of
enzyme profiles to monitor residue accumulation in
wildlife: Plasma in starlings fed graded concentrations of
morsodren, DDE, Aroclor 1254 and malathion, Arch. Environ.
Contam. Toxicol., 3: 142-150.

Dieterrch, R.A., Preston, D.J., 1977, The Meadow Vole
(M. pennsylvanicus) as a laboratory animal, Lab. Animal
Sci., 27(4): 494-499.

Dominguez, S., Buchholz, P., Shiryama, T., 1992 a,
Standart operating procedure for the quantitive
determination of lactate dehydrogenase activity in vole
serum or plasma using the thermomax microplate reéder,
U.S. EPA, SOP, WEP, 5-5-9: 8 pp.

Dominguez, S., Buchholz, P., Shiroyama, T., 1992 b,



147
Standart operating procedure for the quantitive
determination of blood urea nitrogen (BUN) in vole serum
or plasma using the thermomax microplate reader, U.S. EPA,
SOP, WEP, 5-5-10, 9 pp.

Dubois, K.P., 1963, Toxicological evaluation of the
anticholinesterase agents: Cholinesterases and
Anticholinesterase Agents, G.B. Koelle (Ed)., Springer
Verlag Pub., Berlin.

Durda, J.L., Powell, R.A., Barthalmus, G.T., 1989,
Physiological and Behavioral Effects of Guthion on Pine
Voles, Microtus pinetorum, Bull. Environ. Contam.
Toxicol., 43: 80-86.

Edson, E.F., Noakes, D.N., 1960, The comperative
toxcicity of six organophosphorus insecticides in the rat,
Toxicol. Appl. Pharmacol., 2: 523-539.

Ellmann, G.L., Courtney, D.XK., Andres, V.,
Featherstone, R.M., 1961, A New and Rapid Colorimetric
Determination of Acetylcholinesterase Activity, Biochem.
Pharm., 7: 88-95.

Fairbrother, A., 1992, Clinical Biochemistry, U.s.
EPA, Environmental Research Lab., Draft, 45 pp. |

Fairbrother, A., O’Loughlin, D., 1990, Differental
White Blood Cell Values of The Mallard (Anas
platyrhynchos) Across Different Ages and Reproductive
States, J. Wildlife Diseases, 26(1): 78-82.

Folmar, L.C., 1993, Effects of Chemical
Contaminations on Blood Chemistry of Teleost Fish: A
Bibliography and Synapsis of Selected Effects, Environ.
Toxicol. Chem., 12: 337-375.

Fossi, M.C., Loenzio, C., Massi, A., Casini, S.,

1992, Serum Esterase Inhibition in Birds: A Nondestructive



148
Biomarker to Assess Organophosphorus and Carbamate
Contamination, Arch. Environ. Contam. Toxicol., 23: 99-
104.

Gaines, T.B., 1960, The Acute toxiéity of Pesticides
to rats; Toxicol. Appl. Pharmacol., 2: 88-99.

Grant, D.F., Bender, D.M., Hammock, B.D., 1989,
Quantitive kinetic assays for Glutathione S~-Transferase
and general esterase in individual Mosquitoes using an EIA
reader, Insect Biochem., 19 (8): 741-751.

Grue, C.E., Fleming, W.J., Bubsy, D.G., Hill, E.F.,
1983, Assessing Hazards of Organophosphate Pesticides to
Wildlife, Trans. North Am. Wildl. Nat. Res. Conf., 48:
200-220.

Gupta, R.C., Goad, J.T., Kadel, W.L., 1991, In vivo
alterations in lactate dehydrogenase (LDH) and LDH
isoenzymes patterns by acute carbofuran intoxication,
Arch. Environ. Contam. Toxicol., 20: 263-269.

Hall, A.H., 1980, Bioconcentration of organophosphate
pesticides to hazardous levels in amphibians, J. Toxicol.
Environ. Health, 6, 853-860.

Hall, R.F. Knake, E.L., McCarty, R.H., Mortvedt, J.,
Terry, D.L., 1992, Farm Chemicals Handbook, 78th ed.,
Meister Pub. Comp., USA.

Hart, A.D.M., 1993, Relationships between behavior
and the inhibition of acetylcholinesterase in birds
exposed to organophosphorus pesticides, Environ. Toxicol.
Chem., 12: 321-336.

Hickey, J.J., 1969, Peregrine Falcon Populations:
Thei Biology and Decline, Univ Wisconsin Press, Madison,

pp 596.
Hill, E.F., Fleming, J.W., 1982, Anticholinesterase



149
poisoning of birds: Fisld monitoring and diagnosis of
acute poisoning, Environ. Toxicol. Chem., 1: 27-38.

Hoffman, D.T., Franson, J.C., Pattee, O.H., Bunck,
C.M., Murray, H.C., 1987, Toxicity of paraquat in nestking
birds: effects on plasma and tissue biochemistry in
American Kestrels, Arch. Environm. Contam. Toxicol., 16:
177-183.

Hugget, R.J., Kimerle, R.A., Mehrle, P.M., Bergman,
H.L., Dickson, K.L., Fava, J.A., McCarty, J.F., Parrish,
R., Dorn, P.B., McFarland, V., Lahvis, G., 1992,
Biomarkers: Biochemical Physiological and Histological
Markers of Antropogenic Stress, Introduction, Ch. 1, Lewis
Pub., 1-3.

Hunt, E.G., Bischoff, A.I., 1960, Inimial effects on
wildlife of periodic DDD applications to Clear Lake,
Calif. Fish & Game, 46: 91-105.

Jett, D.A., 1986, Cholinesterase inhibition in Meadow
Voles (Microtus pennsylvanicus) following field
applications of Orthene, Environ. Toxicol. Chem., 5: 255-
259. |

Jett, D.A., Nichols, J.D., Hines, J.E., 1986, Effect
of Orthene onan unconfined population of the meadow vole
(Microtus pennsylvanicus), Can. J. Zool., 64: 243-250.

Kashmar, J.F., 1970, Enzymes: In Fundamentals of
Clinical Chemistry, N.W. Tietz (Ed)., Saunders Pub.,
Philadelphia, 393-395.

Kashmar, J.R., Moss, D.W., 1976, Enzymes: In
Fundamentals of Clinical Chemistry, N.W. Tietz (Ed).,
Saunders Pub., Philadelphia, 682-689. ‘

Kerswill, C.J., Elson, P.F., 1955, Preliminary

observations on effects of1954 DDT spraying on Miramichi



150
Salmon stocks, Fish Res. Bd. Can. Prog. Report, 62: 17-23.

Khan, M.A.Q., 1980, Induction of Drug- Metabolizing
Enzymes by Insecticides and Other Xenobiotics, Pharmac.
Ther., 11: 43-107.

Lamb, D.W., Kenega, E.E., 1981, Avian and Mammalian
Wildlife Toxicology, 2nd Conference, Summary, 155-157.

Lehninger. A.L., 1982, Principles of Biochemistry,
Worth Pub., New York, 1011 pp.

Lenhardt, M., 1992, Seasonal changes in some blood
chemistry parameters and in relative liver and gonad
weights of pike (Esox lucius L.) from the River Danube, J.
Fish Biol., 40: 709-718.

Levine, B.S., Murphy, S.D., 1971, Effect of piperonyl
butoxyde on the metabolism of dimethyl and diethyl
phosphorothionate insecticides, Toxicol. Appl. Pharmacol.,
40: 393-406.

Ludke, J.L., Hill, E.F., Dieter, M.P., 1975,
Cholinesterase (ChE) responses and related mortality among
birds fed ChE inhibitors, Arch. Environ. Contam. Toxiéol.,
3: 1-21.

Machera, K., Kostakis, E., 1993, Anti-Cholinesterase
Action of a New Organophosphorus Ester, diethylphosphoric
ester of the dicyclopropyloketoxime on wistar Rats, Bull.
Environ. Contam. Toxicol., 48: 108-114.

Mayer, F.L., Versteeg, D.J., McKee, M.J., Folmar,
L.C., Graney, R.L., McCume, D.C., Rattner, B.A., 1992,
Physiological and Nonspecific Biomarkers; Biomarkers, Eds.
Hugget et al., Lewis Pub., 5-86.

Mayers, S.M., 1991, Source of variability in hazard
assessment used to predict ecological risk of

environmental contaminants to terrestrial wildlife-



151
laboratory phase, U.S. EPA QA Document, Corvallis, 40-91-
01l: 24 pp.

Mccarthy, F., Shugart, L.R., 1990, Biomarkers of
Environmental Contamination, Lewis Pub., Boca Raton, USA,
457 pp.

McEven, F.L., Stephenson, G.L., 1979, The Use and
Significance of Pesticides in the Environment, John Wiley
& Sons Pub., New York, 538 pp.

Mendoza, C.E., 1976, Toxicity and Effects of
Malathion on Esterases of Suckling Albino Rats, Toxicol.
Appl. Pharmacol., 35: 229-238.

Meyers, M.S., 1991, Sources of variability in hazard
assessment used to predict ecological risk of
environmental contaminants to terresterial wildlife-~
laboratory phase, U.S. EPA, Quality Assurance Document,
no:40/91-01, 24 pp.

Meyers, S.M., Wolff, J., 1993, Unpublised Results for
Microtus canicaudus LC50 1laboratory tests, U.S. EPA
Corvallis Research Laboratory, and Oregon State Univ.
Dept. of Fisheries & Wildlife, Corvallis, OR.

Mihok, 8., Descoteaux, J.P., Lawton, T., Lobréau, A.,
Schwartz, B., 1986, The azurocyte: a new kind of leucocyte
from wild voles (Microtus), Can. J. Zool., 65: 54-62.

Mills, J.A., 1973, Some observations on the effects
of field applications of fensulfothion and parathion on
bird and mammal populations, Proc. New Zealand Ecological
Soc., 20: 65-71.

Mineau, P., (Ed)., 1991, Cholinesterase Inhibiting
Insecticides: Their Impact on Wildlife and Enviroment,

Elsevier Pub., 348 pp.
Molecular Devices, 1988, Cytotoxicity Assays that may



152
be run on Molecular Devices Kinetic Microplate Readers,
Application Bull. no:012-A.

Molecular Devices, 1990, Measuriné Superoxide
Production by Monitoring Cytochrome ¢ Reduction Using a
Microplate for Multiple Assay Capability and a thermomax
Microplate Reader for pectrophotometric Performance,
Maxline Appl. Notes, Cell Biol. Series, no:3

Moores, G.D., Devonshire, A.L., Denholm, I., 1988, A
Microtiter plate Assay for Characterizing insensitive
Acetylcholinesterase genotypes of insecticide-resistant
insects, Bull. Entom. Res., 78: 537-544.

Murphy, S.P., 1966, Liver Metabolism and Toxicity of
Thiophosphate Insecticides in Mammalian, Avian and Piscine
Species, Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 123: 392-398.

Namba, T., 1971, Cholinesterase Inhibition by
Organophosphate Compounds and its Clinical effects, Bull.
World Health Organization, 44: 289-307.

National Research Council, 1989, Biological Markers
in Reproductive Toxicology, National Cademy Press,
Washington D.C., 359 pp.

Oikari, A., Lonn, B.E., Castren, M., Nakari, T.,
Snikars-Nikinmaa, B., Bister, H., Virtanen, E., 1983,
Toxicological effects of dehydroabietic acid (DHAA) on the
trout (Salmo gairdneri) in fresh water, Water Res., 17:
81—89.

Pasquet, T., Mazuret, A., Fournel, J., Koening, F.H.,
1976, Acut oral and percutaneous toxicity of phosalone in
rat; in comparison with azinphosmethyl and parathion,
Toxicol. Appl. Pharmécol., 37: 85-92.

Pearson, O0.P., 1985, Biology of New World Microtus:

Predation, R.H. Tamarin (Ed), The American Society of



153
Mammalogists, no:8, 535-566.

Peterson, R.G., 1985, Design and Analysis of
Experiments, Marcel Dekker Pub., 429 pp. -

Pope, C.N., Charracborti, T.K., 1992, Dose-releated
inhibition of brain and plasma cholinesterase in neonatal
and adult rats following sublethal organophosphate
exposures, Toxicology, 73: 35-43.

Ratliffe, D.A., 1969, Population trends of the
peregrine falcon in Grait Britain. In peregrine falcon
populations: Their Biology and decline, Hickey, J.J.(Ed),
Univ. Wisconsin Press, Madison, pp 239-269.

Rattner, B.A., Michael, S.D., Altland, P.D., 1983,
Age-related responses to mild restraint in the rat, J.
Appl. Physiol. Respir. Environ. Exerc.Physiol., 55(5):
1408-1412. ,

Rattner, B.A., Hoffman, D.J., 1984, Comparative
Toxicity of Acephate in Labotatory Mice, White-footed Mice
and Meadow Voles, Arch. Environ. Contam. Toxicol., '13:
483-491.

Rattner, B.A., Fairbrother, A., 1991, Biological
variability and the influence of stress on cholinesterase
activity; Cholinesterase Inhibiting Insecticides, P.Mineau
(Ed)., Elsevier Pub. 89-107.

Reiter, L., Talens, G., Woolley, D., 1972, Acute ‘and
Subacute Parathion Treatment: Effects onColinesterase
Activities and Learning in Mice, Toxicol. Appl.
Pharmacol., 25: 582-588.

Reynolds, P.S., 1992, White blood cell profiles as a
means of evaluating transmitter;implant surgery in small
mammals, J.Mammal., 73(1): 178-185.

Schalm, O0.W., Jain, N.C., Carrol, E.J., 1975,



154
Veterinary Hematology, 3rd Ed., Lea & Febiger Pub. Co.,
Philadelphia, 807 pp.

Short, R.D., Minor, J.L., Lee, C.C., ~Chernoff, N.,
Baron, R.L., 1980, Developmental Toxicity of Guthion in
Rats and Mice, Arch. Toxicol., 43: 177-186.

Sigma, Creatin Kinase (CK) Manual, Sigma Chemical
Co., USA, 13 pp.

Sigma Procedure, 1986, Isocitrate Dehydrogenase
Reagent Manual, Sigma Chemical Co., USA, 9 pp.

Silber, P.M., Gandolfi, A.J., Brendel, K., 1986,
Adaptation of a Glutamyl Transpeptidase Assay to
Microtiter Plates, Analatical Biochem., 158: 68-71.

Somlyay, I.M., Varnagy, L.E., 1989, Changes inblood
plasma chemistry of chicken embryos to various pesticide
formulations, Acta Veterinaria Hungarica, 37: 179-183.

Stegeman, J.J., Brouwer, M., DiGuilio, R.T., Forlin,
L., Fowler, B.A., Sanders, B.M., VanVeld, P.A., 1992,
Enzyme and protein synthesis as indicators of contaminant
exposure effect; Biomarkers: Eds. Hugget at al., Lewis
Pub., 235-336.

Stone, S.H., 1954, Method for obtaining venous blood
from the orbital sinus of the rat or mouse, Science, 119:

100.

Strayer, L., 1988, Biochemistry, W.H. Freeman Pub.,
New York, 1089 pp.

Tietz, N.W., 1987, Fundamentals of vClihical
Chemistry, W.B. Saunders Pub., Philadelphia, 1q10fpp;

Trust, K.A., 1992, Effects of Chemicals on the Immune
System of European Starlings (Sturnus vulgaris) with
Concomitant investigations of Mixed-Function Oxygenase

Activity, Master of Science Thesis, Graduate School of



155
Clemson University, USA, 56 pp. '

U.S. EPA, 1990, Report of Office of Pesticides, HED,
SACB, p 11.

Versteeg,D.J., 1985, Lysosomal membrane stability,
histopatology and serum enzyme activities as sublethal
biocindicators of xenobiotic exposure in the bluegill
sunfish, PhD Thesis, Michigan State University, 153 pp.

WHO, 1986, Environmental Health Criteria for
Organophosphorus insecticides: A General Introduction,
World Health Organization, 139 pp. ‘

Worden, A.N., Wheldon, G.H., Noel, P.R.B., Nawdesley-
Thomas, L.E., 1973, Toxicity of Guthion for Rat and Dog,
Toxicol. Appl. Pharmacol., 24: 405-412. :

Worthing, C.R., 1979, The pesticide Manual: A world
compendium, The British Crop Protection Council,
Glasshouse Crops Research Institute, 6th Ed., p 24.

York, J.L., 1986, Enzymes; Classification, Kinetics
and Control: Texbook of Biochemistry with Clinical
Correlations, T.M. Devlin (ed)., John Wiley & Sons Pub.,
New York, pp 117-175.

Zinkl, J.G., Roberts, R.B., Henny, C.J., Lenhart,
D.J., 1980, Inhibition of brain cholinesterase activity in
forest birds and Squirrels exposed to aerially applied

acephate, Bull. Environ. Contam. Toxicol., 24: 676-683.



OZGEGMIS :

1962 yilinda Ankara’da doddu. Ilk ve orta &renimini
takiben, Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimiinden 1984 yilinda Biyolog Ginvani alarak mezun oldu.

1985 yilinda Inént Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Genel Biyoloji Anabilim Dalina
Arastirma Goérevlisi olarak atanda. Aynl yil Inénii
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiinde Yiiksek Lisans
(Master) O&renimine bagladi. 1987 yilinda Bilim Uzmana
invani alarak mezun oldu. Ayni y1l iginde Doktora efitimi-
ne bagladi. 1991-1993 yillari arasinda iki yil siure ile
Amerika Birlegik Devletleri’nde U.S. Environmental
Protection Agency, Environmental Research Laboratory’de
(Corvallis, OREGON) gdrevlendirilerek, Misafir Arastirmaci
sifaty ile proje ve arastirmalara katildi. Halen Indnii
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesindeki gd&revini
siirdiirmektedir.

Evli ve bir c¢ocuk babasidir.

BILIMSEL ESERLERI:

1) Ozmen, M., Yiirekli, M., Bozcuk, A.N., 1988,‘Ba21
Malatya Merkez ilkokulu Ogrencilerinde Enterobius
vermicularis Yayilisina Cevresel Faktdrlerin Etkisi, IX.

Ulusal Biyoloji Kongresi, 21-23 Eyldl, Sivas, Zool.
Hidrob. Seks., Cilt 2: 27-36.



2) Yiirekli, M., Ozmen, M., Gdzilkkara, E.M., Bozcuk,
A.N., Enterobius vermicularis’in Bazi Malatya Merkez
Ilkokulu OFrencilerinde yayilisina Ailesel Faktdrlerin
Etkisi, IX. Ulusal Biyoloji Kongresi, 21-23 Eyliil, Sivas,
Zool. Hidrob. Seks., Cilt 2: 37-44.

3) Ustin, H., Tecimer, T., Ozmen, M., Bozcuk, A.N.,
Topcuoglu, S$.F., 1992, Gibberellic Asit ve Benzpiren’in
Fareler Uzerine Etkileri: Histopatolojik Deferlendirme,
Ank. Patoloji Biilt., 9(1): 36-~40.

4) Dominguez, S.E., Buchholz, P.S., Ozmen, M.,
Shiroyama, T., Fix, M.A., Fairbrother, A., 1993,
Biomarkers of Exposure in Grey-tailed Voles exposed to an
Organophosphorus Insecticide, Soc. Environ. Toxicol. Chem.
(SETAC) Annual Meeting, Nov. 16-~18, Houston, Texas, USA.

5) Dominguez, S., Buchholz, P.S., Shiroyama, T., Fix,
M.A., Ozmen, M., Fairbrother, A., Biomarkers of Exposure
in Grey-tailed Voles (M. canicaudus) Exposed to an
Organophosphorus Pesticide, Azinphosmethyl, Environ.
Toxicol. Chem. (in press).

6) Ozmen, M., Bazi Malatya Merkez Ilkokulu
Ofrencilerinde Enterobius vermicularis (Kil kurdu)
Yayilisina Cevresel Faktdrlerin Etkisi, inénii Universitesi
Fen Bil. Enst., Bilim Uzmanlida Tezi, Eyldl 1987.

7) Topcuoglu, F., Ozmen, M., Bozcuk, A.N., Bozcuk,
S., Bitki Biiylime Regiilatérlerinden Gibberellic Asit ve
Absisik Asit’in Fare (Mus musculus)’de Etkileri iizerine
Biyolojik Aragtirmalar, 1i.0. Arast. - Fonu, Proje,
no:I.0.A.F. 89/11 (Proje tamamlanmis olup rapor

agamasindadir).



