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1. Giris

Diinya niifusunun hizli ve kontrolsiiz artisi, insanoglu-
nu aglik tehlikesi ile birlikte yetersiz ve dengesiz beslenme
gibi gok onemli sorunlarla karsi karsiya birakmaktadir.Bu so-
runlarin ¢oziiminde siliphesiz ilk akla gelen,taraimsal iiretimde,
yeterli miktarlarda kaliteli ilirlin elde etmek olmusgtur.Bu amag-
la bir yandan bataklik ve g¢dllerin, tarim alanlari haline ge-
tirilmesi icin ugragilirken, dijer taraftan topraktan daha
fazla ve kaliteli iiriin elde etmek icin gilibreleme, melezleme,
hormonlama gibi cesitli yontemler uygulanmakta, bunlarin yani
sira ise tarimda biiyiik Olgiide iiriin kaybina neden olan hastalik,
bocek ve yabanci ot gibi zararlilara kargi savagim yontemleri
gelistirilmektedir.

Giiniimiizde, tarim zararlilarina karsi daha gok pestisit
ad1 verilen kimyasallar ile kimyasal olmayan savagim yontem~
leri uygulanmaktadir (ASAL, 1985). Pestisit kullanimiyla ta-
rimsal iiretimde gergekten biiylik Slglide ekonomik faydalar sag-
lanmaktadir (OZTURK, 1978). Bununla beraber pestisitler, cev-
re kirlilidine neden olmalariyla kiiclimsenmeyecek diizeyde za-
rarlar olugturmaktadir. Toprakta, suda, meyve ve sebzeler lize-
rinde uzun siire bozulmadan kalan ve besin zinciri yoluyla in-
sanlara kadar ulasan pestisitlerin allerjik, karsinojenik, mu-
tajenik ve teratojenik etkilerinin oldudu cegitli canlilarda
gbsterilmigtir (ASAL, 1985; WHO, 1984). Diger taraftan genisg

spektrumlu kimyasal pestisitlerin uzun yillar yojun ve diizen-




siz sekilde kullanilmasl sonucu, bir gok zararlida, pestisit
direngliligi olugmustur. sivrisineklerle micadele edilmesine

radmen, sitma hastaliginin yayilmasai, sivrisineklerin kulla-

nilan bu kimyasallara kargi direng olugturdugunu gostermekte
dir. Bu sebepten sadece Afrika kitasinda 1 milyonun istiinde
gocudun 8ldiigii goriilmiigtir (LACEY, 1986).

Son yillarda gerek gevre kirliligini oOnlemek, gerekse
doJal dengeyi korumak igin pestisit kullanimini sinirlandir-
ma caligmalarina baglanmigtir. Bu durum, gevre saglaigar igin
bir dnlem olustururken, zararlilara kargil daha etkin, hedef
dis1 organizmalarda ve insanda yikilarak viicuttan atilabilen
pestisitlerin bulunmasi galigmalarini hizlandarmigtir. Bu ko-
nuda son 15 yil icinde biyolojik savagim yontemlerine Onem
verilmis ve biyolojik insektisit adi verilen bazi bakteri,
fungus ve viriis gibi mikrobiyal preparatlarin zararlilarin
kontroliinde kullanilmasinda onemli agamalar kaydedilmistir
(BURGES, 1981)

Zararli miicadelesinde kullanilan kimyasal pestisitlerin
kendileri ya da yakaim iiriinleri, cevremizde giderek artmakta ve
dolayisiyla insan dahil bir cok yararli organizma bu bilegik-
lerin toksik etkileri ile kargi kargiya kalmaktadir. Iste pes-
tisitlerin bu olumsuz yonleri ve tarimsal alanlarda kullanila-
bilirlik dereceleri, ancak bunlarin gesitli canlilar lizerinde
etkilerini inceleyen aragtirmalar yapmak suretiyle anlagilabi-
lir. Bugline kadar kimyasal pestisitlerin canlilar izerinde
genetiksel, sitolojik, fizyolojik ve biyokimyasal yonlerden
etkilerini inceleyen pek gok sayida aragtirma yapilmigtar
(WHO, 1984; VURAL, 1984). Bu arastirmalarin bazilarinda pes-

tisitlerin Ozellikle memelilerde gesitli enzim aktiviteleri




ve farklil dokulardaki glikojen seviyeleri iizerine olan etki-
leri incelenmistir. Bununla beraber, biyolojik insektisitle-
rin soziinii ettigimiz konular da dahil gesitli canli grupla-
rinda ve memeli sistemler iizerinde dedigik yonlerden etkile-
rini arastiran galigmalar heniiz yeterli diizeye ulagmamigtir.
Bu nedenle galigmamizda, bir biyolojik insektisit olan
Bacillus thuringiensis (B.t.) preparatini ele alip, bu prepa-
ratla birlikte kimyasal pestisitlerden endosiilfan ve 2,4-D'nin
Swiss-Albino (Mus musculus) erkek farelerde karaciger ve bdb-
rek MDH, HK, LDH enzim aktiviteleri, ayrica karaciger ve Kkasta
glikojen seviyeleri iizerine etkileri ara§t1r11arakf memel i
sistemler iizerinde biyolojik preparatlar ve kimyasal pestisit-

lerle yapilan galigmalara katkida bulunmayl amagladik.

*Bu arastirmada, endosiilfan'in fare karaciger LDH akti-
vitesi (SUMER, 1984) ile karaciger ve Xkasta glikojen seviye-
ljerine (DERE ve YANIKOGLU, 1988), ayrica 2,4-D'nin fare bGb-
rek HK, MDH (PINAREASIT, 1988) ve LDH enzim aktivitelerine et-

kileri galigilmamigtir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Pestisitlerin Tanimi ve Sainiflandirilmasi

Tarimsal lirlinlerden en yiiksek dilizeyde verim alinabil-
mesi igin zararlilarla miicadele edilmesi gerekmektedir.Bu mii-
cadelede kullanilan madde ve bilegiklere Pestisit adi veril-
mektedir. Pestisitler, tarimsal iiriinlere zarar veren, veya -
riinlerle rekabet ederek ekonomik kayiplara neden olan zarar-
l1ilari yok etmek, ortamdan uzaklagtirmak, etkisini hafiflet-
mek ve kontrol altinda tutmak igcin kullandigimiz bilesikler-
dir.

fkinci Diinya Savagindan sonra tarimda iiretimi artirmak
icin yapilan galigmalar, sayillari oldukga fazla bir gok pes-
tisitin ortaya gikmasina neden olmugtur. Bu durum karsisinda,
pestisitler belirli ozellikleri gbz oniine alinarak siniflan-
dirilmiscir. Ornedin Benson (1969), kontrol ettigi canli sis-
temlerine gbre siniflandirirken, Hodges (1973), hedeflerine,
kimyasal yapilarina, fiziksel durumlarina ve etki sekillerine

gore siniflandirmigtir.

2.2. Caligmamizda kullanilan Pestisitlerin Genel
Ozellikleri

2.2.1., Endosiilfan

BSI (British Standarts Instituen) ve ISO (International
Organization for Standardization) tarafindan endosiilfan olarak
adlandirilan bu madde organikklorlu jnsektisitlerin siklodien-
ler grubundandir (FRENSCH, 1958). Il1k defa 1954 yilinda FRAB-
WERKE HOECHST A.G tarafindan geligtirilmig ve Thiodan ticari

adiyla kullanilmigtir. insektisit ozelligi ise FINGERBRING




(1956) tarafindan ortaya gikarilmigtir. Daha sonralari Thimol,
Cyclodan, Thiofar, Malix adlariyla da kullanilmigtir. iran ve
Rusya'da Thiodan adiyla taninirken, Japonya ve italya'da Ben-
zoepin adiyla taninir (OZTURK, 1978). Acik formiilii agagida ve-

rilmigtir ($ekil 1).

Kimyasal Adi ; 6,7:8;9,10;10-hexa-
cll chloro- 1,5 5a, 6, 9, 9a hexahydro-

EI\C/T\CH /cnz——o\ 6,9-methano-2, 4-3-benzo(e) dioxat-
i e o hiepin-3-oxide veya «, g AR L s
/[\| 2/[”\ W / 7-hexachloro-bicylo-(2,2,1) -heptene-
s ? S (2) -bis-hydroxymethylene (5,6) siil-
& fit'dir (FRENSCH,1958).

Sekil 1- ENDOSULFAN ( (gHgClg05S)

Endosiilfan iki steroizomerinin (« ve g ) karigimidir (Se-

kil 2.

Cl

d

H

o H
al cl \s =

S
\0

Sekil 2- o« izomeri ® izomeri
B izomerinin erime noktasi 280 - 210 9t dir i izomeri-
nin erime noktasi 108 - 110 °C dir. Molekiil adirligi 406.9
dur. Kahverengi kristaller halinde giin 1gidina dayanikli olan
endosiilfan, terpenten kokusundadir. Ergime noktasi 80 - 90 %c
bzgiil adirligi 1.745 dir ve pratik olarak suda gozilinmez. Orga-
nik ¢oziiclilerdeki ¢oziiniirliikleri 20 ©c icin Asetonda % 33, Ben-

zende % 37, Ksilende % 45, Karbontetrakloriirde % 29, Kloroform-




da % 50, Etanolde % 5, Metanolde % 11 ve Kerosende % 20 dir.

Sulu alkali ve asidik ortamlarda yavagca hidroliz olur. Nor-

mal gartlar altinda dayanikli olup yanici dedildir.Teknik en-
dosiilfandaki = ve g oran1 70/30 dur ve izomerinin saf bir ka-

rigamidir (% 90-95) (GUPTA, 1979).

Caligmamizda kullanilan bu insektisitin sigan ve fare-
lerdeki metabolizmasi 3 ayri yol izlemektedir.

a) Ya§ ve diger dokularda endosiilfan ya da endosiilfan
siilfat olarak depolanir veya gegici bir siire alikonur.

b) Endosiilfan diol, endosiilfan- < -hidroksi eter ve bi-
1inmeyén bir metabolit halinde idrarla atilar.

c) Endosiilfan, endosiilfan siilfat, endosiilfan- =<-hidrok-
si eter ve endosiilfan lakton olarak digki ile atilar (GUPTA,
1976).

Endosiilfan metabolitlerinin agik formilleri agagida ve-

rilmigtir (Sekil 3).

T cl u 0
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Sekil 3-




2.2.1.,1, Kullanim Alani ve Etkileri

Canli viicuduna direkt temas etmesiyle veya besin Yyo-
luyla alindiginda, Szellikle midede etkili bir insektisit o-
lan endosiilfan'in, sulardaki pargalanmasi mikroorganizmalara,
pH'ya ve suyun oksijen miktarina paglidir (GUPTA, 1976). iyi
havalanmis sularda endosiilfan konsantrasyonunun belirli 6lci=
lerde diigmiig olmasina radmen, bir gok aragtirici, endosiilfan
ve metabolitlerinin, baliklarda birikerek zararli etkilere
neden oldudunu ortaya koymuglardir (RAO, 1980). Bir tatlaisu
baliginda yapilan caligmada, 60 gin icinde kan glikozu ve o~
tal plazma proteinlerinde, karaciger ve kasta glikojen ile
laktik asit konsantrasyonlarinda bir azalmanin oldugu goriil-
miis, ayrica bdbrek ve barsaklardaki HK aktivitesinde diisis
saptanmigtir (SASTRY, 1983), Alabaliklarda yapilan bir bagka
caligmada ise beyin ATPaz aktivitesinin inhibe edildigi bil-
dirilmistir (DAVIS, 1971).

Gerek direkt olarak, gerekse besin zinciri yoluyla bu
insektisit ile kargi kargiya kalan insanlarda GOk onemli tok-
sik etkiler goriilmemekle beraber uzun siire bu insektisit ile
ugrasan insanlarda zehirlenme belirtilerine rastlanmaktadir
(GUPTA, 1979). Endos@;fan'ln LDg, ve LD3q dozlarainin farele-
re etkisi titreme ve girpinma seklinde kendisini gdsterdikten
sonra Oliime neden olmaktadir. Zehirlenmenin diger belirtisi
ise solunumun yavaglamasidir (DURUSOY, 1983).

Sicanlarda besin yoluyla yedirilen endosiilfan, karaci-
Jer diiz endoplazmik retikuluma bagli anilin hidroksilaz enzim
aktivitesi ile birlikte ayni organelde fosfolipid ve koleste-
rol seviyelerini artirdidy gibi, kullanilan doza bagli olarak

aminopirin-N-demetilaz anilinhidroksilaz, tirozin amino trans-




feraz enzim aktiviteleri ile beraber, lipid peroksidasyonunda
da bir artisa neden olmugtur (RAMA, 1980; AGARWAL, 1978).

Endosiilfan, ozellikle karaciger mikrozomal enzimlerini
etkileyerek hiicre organellerinde yapisal bozukluklar olugtur-
makta ve Ozellikle lipid iceren dokularda birikerek (PARKE,
1974), membran lipidlerinin peroksidatif yikimlarina neden ol-
maktadir (AGARWAL, 1978). Bu insektisitin g¢ok Kkiiglik dozlari
bile (0.5 ppm) bdbreklerde yad birikimini artirmaktadir
(NIBHRITI, 1981).

Endosiilfan uygulanmig siganlarda kan ve beyinlerinde
pentobarbital konsantrasyonunun, 30 dak.da onemli Olgide diig-
tiigii gdsterilirken (GUPTA, 1977), kemik iligi ve spermatoge-
netik hiicrelerin sitogenetik analizleri sonunda endosiilfan'in,
kromozomlarda onemli bir etki yaratmadigi (DIKSHITH, 1978),
bununla beraber sicanlarda incebarsak duyarliliginin azaldigi,
viicut metabolizmasinin bozulup spermatogenezisi olumsuz etki-
ledigi saptanmistir (GUPTA, 1978).

Yapilan bir calismada endosiilfan'in, Vit A diizeyini
karacier ve incebarsakta azalttigi, buna kargin plazmada ve
bobreklerde ise dnemli Olciide artirdidi gOsterilmigtir (SRIRAM,
1983). DUBEY ve Ark.'da (1984) endosiilfan ve metabolitlerinin
mitokondrial enerjinin azalmasina neden oldugunu ortaya koy-
muslardar.

Son yillarda yurdumuzda da bu insektisit ile yapilan
bazi caligmalarda endosiilfan’'in, 10 ppm lik dozunun, besin

zincirinin en alt kisimlarinda bulunan Chlorella sp.‘'nin ge-

lisimini tamamen durdurdugu (TOKER, 1988), ayni zamanda degi-

sik dozlarainin farelerde karacider lizozomal asit fosfataz,




deoksiriboniikleaz II, riboniikleaz II'nin inhibisyonuna, p-
glukuronidaz enziminin 16. saate kadar inhibisyonuna, bu
saatten sonra ise aktivasyonuna neden oldugdu gosterilmigtir
(DURUSOY, 1983).

Dider taraftan OZATA (1982), endosiilfan'in etkisiyle
fare karacider hiicrelerinde graniiler endoplazmik retikulumun
parcalandigini, sistigini, yag vakuollerinin arttigini, gli-
kojen partikiillerinin azaldidini, ribozomlarin, graniiler en-
doplazmik retikulumdan ayrildigini, mitokondri membranlarin-
da erimelerin oldudunu, incebarsak hiicrelerinde lizozomlarda
asit fosfotaz aktivitesinin arttidini, bobrek lizozomlarinda
ise normale gdre aktivitenin azaldigini gbstermigtir.

Endosiilfan'in LDgq dozunun farede L-Serin dehidrataz,
L-Treonin dehidrataz ve glutaminaz enzim aktivitelerini azalt-
t1§1 fakat L-Asparaginaz enzim aktivitesini etkilemedigi sap-
tanmistir (ULKER, 1985). Diger taraftan, ayni dozun farelerde
serum alkalen fosfataz aktivitesini diiglirdligli saptanirken,
non-prostatik enzim aktivitesinin endosiilfan'dan etkilendigi
ileri siiriilmiigtiir (EREN, 1988). Yine LD dozunun, fare kara-
ciger LDH ve G6P-DH aktivitesini baskiladigi, incebarsak al-
Kalin fosfataz aktivitesini de azalttiga gbsterilmigtir (sSU-
MER, 1984). Bir bagka galigmada ise endosiilfan'in farenin ka-
racier ve kas glikojen seviyelerini kontrollere gdre Onemli

Slciide azalttidi saptanmistir (DERE ve YANIKOGLU, 1988).

2.2:20nnls 8D

2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), organik herbi-
sitlerin fenoksi bilegikler grubundandir (KLINGMAN, 1975).

s

Oksin 6zellidinde oldugu igin yabanci otlar iizerinde indol-
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asetik asit gibi hormon etkisi gOstererek bitkilerin diizen-
siz bliylime ve gelismelerine neden olup, Sliimlerine yol agar-
lar. Erime noktasi 140 - 141 Oc ve molekiil adirlidi 221 dir.
Saf durumda beyaz kristaller halinde giin 1s1gina dayanikli
olan 2,4-D kokusuzdur, Pratik olarak suda kolayca ¢oziilmez,
sudaki c¢oziiniirliigii gok az olurken, organik g¢oziiclilerde iyi
¢oziinlir. Normal sartlar altinda yanicil degildir. 2,4-D'nin
yadda ¢oziinebilen amin tuzlari (2,4-D alkanolamin tuzu, 2,4-
D'nin amin tuzu) amorf, kahverenkli ve kokusuz kati maddeler-
dir. Esterli bilesikleri (2,4-D biitilesteri, 2,4-D butoksi-
etilesteri, 2,4-D jizopropilesteri) saf durumda renksiz, Kko-
kusuz ve yodun bir sividir. Suda g¢oziinmezler, organik g¢oziicl-
lerde iyi ¢Oziiniirler, buharlagma giicleri yiiksektir. Dimetil
amin tuzlari ise beyaz kristaller halinde kokusuz maddeler-
dir. Suda iyi coziiniirler, yagdda goziinmezler, alev almazlar
ve buharlagma gilicleri diigiktir (KLINGMAN, 1975 ; ANONYM,

1979). 2,4-D'nin agik formiilii agagida verilmistir (Sekil 4).

0
1l
4 0=CH=C—0H

Sekil- 4- 2,4.D ((g HGC|203)

Galisgmamizda kullanilan bu herbisit, yabanci otlar i-
zerine erken gelisgim devrelerinde uygulanir. Bitki ylizeyle-
rinde toplanan 2,4-D, yapraklar aracilidl ile dider organla-
ra dagilar, besin maddeleri ile beraber taginarak, genellik-

le kok ve gdvdelerin biiylimekte olan bbdlgelerinde toplanarlar.
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Buralarda biriken 2,4-D, hiicre biiylimesine, bikiilmelere, bo-
durlasmaya, kok ve govdede kalinlagmalara yol agarak, bitki-
nin dliimiine neden olur (ANONYM, 1979).

insan metabolizmasina solunum ve deri yoluyla giren
(PRESCOTT, 1979) 2,4-D, hemen hidroliz olarak fenoksi asetik
asiti olusturur, toksik etkisini de bu gekilde gostermektedir
(VURAL, 1984). Idrarla -alinan doza badli olarak- % 80 kada-
rinin dejismeden, gok az kisminin glukronik asit ve amino a-
sitlerle konjuge olarak atildidi gdsterilirken (SAUERHOFF,
1977), karaciger, bobrek, kalp ve dalakta birikebildigi de

tesbit edilmigtir (FEBOROUE, 1974).

2.2.2.1. Kullanim Alani ve Etkileri

Vietnam savasi sirasinda ormanlik alanlarda askerlerin
saklandigl bolgeleri ortaya glkarmak amaclyla yaprak dokiici
olarak kullanilan "Agent Orange" olarak da adlandirilan
(MORTELMANS, 1984) bu herbisit, genellikle misir, celtik, hu-
bubat ve meralardaki yabanci otlar lizerine kullanilmaktadar.
2,4-D, ad1l gecen bu bitkilere zarar vermezken (OZER, 1982),
ortamda istenmeyen bitkilerin oOzellikle meristematik hiicrele-
rinde, kromozom uzama veya kisalmalaraina, anormal metafazla-
ra, Kromozom yapigmalarina ve kiimelesmelerine neden olmakta-
dir (NAHLA, 1982).

Gesitli konsantrasyonlarda 2,4-D uygulanmig arpada ya-
pilan caligmalarda karyolojik diizensizlikler goriiliirken, bug-
day bitkisinin kok ucu hiicrelerinde 2,4-D ve bunun tuzlarinin
5 kat1l fazla konsantrasyonda oldudu tesbit edilmigtir (SAALBACH,
1977). Bu herbisitin meristematik dokularda birikimi sonucu
buralarda DNA, RNA ve dolayli olarak protein sentezinin art-

ti1g§a1 goriilmiigtir (MOHR, 1978)., Ayni zamanda sap Ve meyvelerde



nisastanin hidrolize olmasi, seker miktarinin gok fazla art-
masina (PENNER, 1966), sonucta da bitkiler iizerinde yagayan

bazi bdcek populasyonlarinin, kendileri igin artan bu besin-
ler karsisinda, asirl gogalmalarina neden olmugtur (RIPPER,
1964).

2,4-D uygulanmig bazi bitkilerin doku ve organlarinda
hilcre uzamalarinin oldudu, niikleik asit sentezinin engellen-
digi, mRNA sentezinin inhibe edildigi (THEOLOCIS, 1985), ba-
z1 mRNA'larin ise cesitli degigikliklere ugrayarak sentezle-
nebildigi ve dolayisiyla ortaya gikan proteinin farkli oldu-
§u gbsterilmistir (MEYER, 1984; ZURFLUH, 1982). Ayraca bir
grup arastirici, bitki hiicre zarinda ATPaz ve ATP kullanan

'fosfatazlarln aktive edildigini, fosfatidal fosfataz enziminin
ise inhibe edildigini saptamigtir (GUNTHER ve Ark., 1978).

2,4-D'nin memeliler iizerindeki akut toksik etkisi ge-

nellikle dolagim sistemi, kas sistemi ve merkezi sinir siste-
mi iizerinedir. Uygulamadan bir kag¢ saat sonra kaslarda zayif-
11k, viicut hareketlerinde diizensizlik ve koma hali goriiliir.
Ozellikle iskelet kaslari ve kalp kaslari iizerinde oldukga
fazla etkilidir (VURAL, 1984). Bununla beraber tiroid bezin-
de gigme, kan ve kemik i1igi hiicrelerinde gesitli bozuklukla-
rin oldudu da rapor edilmektedir (HALLIOP, 1980).

Giinde viicut adirlidi basina 375 mg/Kg dozda verilen
2,4-D'nin azalan testis ve prostat hacmine, anormal sperma-
togenezis'e ve ayrica karaciger ve bObrekte hasarlara neden
oldugu (SCHILLINGER, 1960), farelerde ise 100 - 300 mg/Kg doz-
larinin agiz yoluyla alindiginda kromozom hasarlarina neden
oldudu tesbit edilmigtir (PILINSKAYA, 1974). Sigan ve hams-

terlerin (Ciice Avurtlak) karaciger hiicrelerinde yapilan in-
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vivo ve in-vitro galigmalarda peroksizomlarin artmasindan kay-
naklanan aktif oksijen gruplarinin etkisiyle 2,4-D'nin genetik
materyal iizerinde dolayla bir etkiye sahip oldugu ortaya kon-
mustur (REDDY, 1982).

Ug ay boyunca diizenli olarak siganlara 2,4-D uygulan-
digi zaman kan serum alkalen fosfataz ve kan serum LDH aktivi-
telerinde diigme olurken, karacijer alkalen fosfataz ve kan ko-
linesteraz enzim aktivitelerinde herhangi bir dedisiklige rast-
lanmamigtir (CAMPEL, 1986). Bununla beraber hamile farelere dii-
zenli olarak 124 mg/Kg dozu verilecek olursa, yavrularda yarik
damak olugumuna neden olmakta, ayrica 2,4-D'nin yavrularda bi-
rikmesi sonucu geligim bozukludu ve guursuzlugun ortaya cakta-
§1 goriilmektedir (COURTNEY, 1977; CASEY, 1984).

2,4-D, sigan karaciferinde peroksizom artigina neden o-
lurken, katalaz ve kKarnitin asetil transferaz enzimlerinin ak-
tivitelerini de artirmakta, kan 1ipid diizeyini ise diigiirmekte-
dir (KAWASHIMA, 1984). Ayrica glutation-S-transferaz enzimini
de inhibe ettigi gosterilmistir (WESSEY, 1984).

insanlardaki toksik etkileri de hayvanlardaki etkilere
benzemektedir. Ancak uzun siire 2,4-D jle temasta bulunan kigi-
lerde cesitli kanser olaylarina rastlanmaktadir (SARMA, 1982).
Kan plazmasindaki konsantrasyonu 335 mg/l1t oldugu zaman toksik
etkisini gosterirken, 447 - 826 mg/lt oldugu zaman Sldiiriicii ol-
maktadir. Toksik etki esnasinda genellikle hiperglisemi, hiper-
kolesterolemi ve kanda iire seviyesinde artma gdriilmiigtiir (CURRY,
1962). Bununla beraber 2,4-D iiretiminde caligan kisilerin E7/3
inde yapilan glikoz tolerans testlerinde, normal dederlere ao-
niiglin gok yavasg oldudu, glikolitik enzim aktivitelerinde bir

azalmanin meydana geldigi ortaya gikmigtir (ANDREASIK, 1979).
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2,4-D'nin bu tip belirtileri miyotoksik, nefrotoksik veya
hepatoksik etkilerinden dolayi sekonder olarak ortaya gikmak-
tadir (WHO, 1984).

2,4-D, kanin sekilli elemanlarinda da degigiklikler
yapmaktadir (HALLIOP, 1980). Iinsan lenfosit kiiltiirlerinde
2,4-D ile yapilan bir galigmada kromozom kiriklarinin oldugu
(KORTE, 1982), kardes kromatidlerde dedigmelerin meydana gel-
digi saptanmigtir (PILINSKAYA, 1974).

Yurdumuzda da 2,4-D ile ilgili galigmalar yapilmakta-
dir. Bu herbisitin iiretiminde calisan iggilerin idrarlari dii-
zenli olarak analiz edildidinde 0.06 - 9,51 ppm arasinda 2,4-D'
ye rastlanmigtir (VURAL, 1983). Ergin erkek gekirgelerde ya-
pilan bir bagka galigmada ise uygulanan her dozun kiazma fre-
kansinda oOnemli diisiislere ve kromozom hasarlarina neden oldudu
gbsterilmistir (KOCA, 1986).

Yapilan enzimatik caligmalarda ise 2,4-D'nin karaciger
G6P-DH enzimi iizerinde 32. saatte % 4 oraninda aktivasyon, ga-
lisilan diJer deney periyotlarinda ise inhibisyon yaptigi (YEL-
KOVAN, 1989), bobrek G6P-DH ve MDH enzim aktivitesini etkileme-
digi, fakat HK enzim aktivitesini etkileyerek inhibisyona neden

oldudu saptanmistir (PINARBASI, 1988).

2.2.3. Bacillus thuringiensis (B.t.) Preparata

Zararli olarak diigiindiiglimiz canlilarin populasyonlarini
zararsiz seviyeye diiglirmek igin, yine bir bagka canliyi bu za-
rarliya k%r§1 kullanmak, biyolojik miicadeleyi ortaya gikarmig-
tir. Zararlilar icin mikrobik dogal diigmanlar genellikle fun-
guslar, protozoalar, viruslar ve bakterilerdir (BURGES, 1981).

Bugiin dojada godrdugiimiiz bu tip mikroorganizmalar ziral miicadele
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igin iimit kaynaklaradir. Ornek olarak Darluca filum, Tubercu-

lina persicina adindaki funguslar ve Xanthomonas uredovorus
adindaki bakteri, pas iirediospor yataklarinda bulunurlar ve
onlarin parazitidirler. Diger taraftan bazi Actinomycetes'le-
rin toprakta artmasi, toprakta bulunan ve g¢Okerten hastaliga-
nin etkeni olan Pythium populasyonunu azaltmaktadir (OZER,
1976).

Spor olusturmayan bir gok bakteri, Coleoptera, Diptera,

Hymenoptera, Isoptera, Lepidoptera ve Orthoptera gruplarina

etki ederken, spor olusturan Bacillus cinsinin mecburi pato-

jenleri Scarabeidae familyasina bagli belirli bdceklerde siit-
1{i hastalik (Milky disease) meydana getirmektedir. Bununla be-
raber B.t., preparatlari son 14 yildan bu yana iiretilerek Lepi-
doptera, Hymenoptera, Diptera ve Coleoptera takimlarina ait 55
zararliya karsi basaraiyla kullanilmaktadar (SMIRNOFF, 1974 ;
GUMUssuyu, 1982). Bacillus cinsine ait birgok bakteri sugunun
tarim zararlilarinin biyolojik kontroliinde kullanilmalaraina
karsin, ekonomik etkisi ve iiretilen miktari gdz Oniine alindi-
Jinda en biiyiik bagari B.t. suslarinin kullanimindan elde edil-
mistir (DULMAGE, 1981).

B.t. grubu bakteriler, hareketli, cubuk seklinde, 1.0-
1.2 Mm genigliginde 2-5 Mm uzunlugunda endospor olugturan
gram ve katalaz pozitif fermentatif mikroaerofilik ve anaero-
bik kosullarda lireme yetenedine sahip baktérilerdir (BUCHER,
1981). B.t. ilk defa 1901 yilinda Japonya'da “Flacheria" has-
taligl adi verilen ve ipek bbceklerinde goriilen bir salgin
sirasinda ortaya cikmistir (ISHIWATA, 1901).

Bu bakteriler, sporulasyon esnasinda sporun yaninda pi-

ramidi andiran parasporal bir kristal olugtururlar. Bu kristal,




molekiil agirligi 130 000 dalton civarinda olan bir polipeptit-
dir (BULLA, 1980). Parasporal kristalin % 5.6 si1 karbohidrat,

% 54,4 i{i proteindir., Bakterideki bu kristalin biyokimyasal ve

serolojik Ozellikleri ile, 20 den fazla varyetesi ortaya g¢i-

karilmig, ayrica kamgi proteininin farkliliklari ile de H se-

rotipleri ayirt edilmistir (BURSALIOGLU, 1985).

B.t. suslarinin insektisit Gzellikleri, tagidiklari
toksinlere gore farkliliklar gOsterir. Sugtan suga dedisiklik
gbsteren bu toksinleri godyle siralayabiliriz, 1- Alfa-ekzotok-
sin, 2- Beta-ekzotoksin, 3- Delta-endotoksin, 4- Lesitinaz-C,
5- Toksin olmayabilecek, tanimlanmamig bir enzim (DULMAGE,
1971). Bu toksinlerden ikisi, Delta-endotoksin ve Beta-ekzo-
toksin zirai miicadelede en cok kullanilan toksinlerdir (BULLA,
1976). Hedef bdcek larvalari diginda hi¢ bir canliya zarar
vermedikleri icin Delta-endotoksinli B.t. varyetelerinin en
jdeal insektisit oldudu ileri siiriilmektedir (DULMAGE, 1975).
Bu toksinin karbohidrat ve amino asit bilesimi Tablo 1 de goste-
rilmistir (BULLA, 1976).°

Diger taraftan karasinek miicadelesinde oldukga bagarili
olan Beta-ekzotoksin (OHBA, 1981), bir adenin tiirevi olup ya-
pisinda adenin, riboz, glikoz ve fosfat grubuna badli allerik
asit bulunur (BOND, 1969). B.t.'in thuringiensis, kenyae, mor-

risoni, tolworthi ve dormstadiensis gibi varyetelerinde Beta-

ekzotoksin bulunmaktadir. 125 %% ye kadar dayanikli olan bu
toksin, thuringiensis varyetesinde diger varyetelere oranla
cok daha fazla sentezlendigi igin, bu toksine thuringiensis
ad1 da verilmektedir (SEBESTA, 1981). B.t. var thuringiensis
toksini % 12 karbohidrat icerir. Bu karbohidratlar mannoz,

ksiloz ve arabinozdan olusur (BETASON, 1970).
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Tablo 1. B.t. Endotoksininde Karbohidrat ve Amino
Asit Bilegimi

Kristalin 100 gr'indaki

Amino asit ve gekerler miktara (gr)
Aspartik asit 12,4
Threonin 53 D
Serin 557
Glutamik asit 1351
Prolin 2,8
Glisin 336
Alanin 3,3
Sistin 1,4
Valin 5,8
Metionin 0,9
Izoldsin 5,4
Lésin Ty 7
Tirozin 5,7
Fenilalanin 5,0
Lizin 2,8
Histidin 339
Arjinin 10,3
Tiriptofan 137
Glikoz 3,8
Mannoz 1,8

B.t. preparatlari larvalar {izerine uygulandiklari za-
man sindirim kanalinin on kismindan mideye gelirler. Asidik
ortamlarda inaktive olurken bazik pH'da aktiflegirler. Lepi-
dopterlerin gogunun mide pH's1 10,2 -10,5 arasinda oldugu i-
gin bu ortamda kristal g¢oziiliir ve toksin proteolitik enzimler
tarafindan serbest birakilir (DEACON, 1983). ARMSTRONG (1985)
tarafindan larvasidal aktiviteden, 25-28 Kd'luk polipeptidin
sorumlu oldudu ifade edilirken, son galigmalarda, 65 Kd'luk
bir polipeptidin sorumlu oldudu bildirilmigtir (LEE, 1985).
Tarim zararlilarinin midesinde proteolitik enzimler tarafin-
dan agiga gikarilan bu toksinler, hayvanin solunumunun hiz-
lanmasina ve ATP eksikligi sonucu ener ji yetmezligine neden
olurken, sindirim sistemi epitel hiicrelerinin yiizeyinde gli-

koz aliniminin engellenmesine, mikrovilliislerin gigmesine ve




sindirim boslugundan kan dolagimina iyon gegigini saglayarak,
kandaki iyon dengesinin bozulup, zararlinin Slmesine sebep o-

lurlar (FAST, 1981).

2.2.3.1., Kullanim Alani ve Etkileri

B.t. preparatlari cgesitli ticari isimlerle 8 iilkede ve
14 i{iretim merkezinde elde edilmekte ve pek gok zararli bdcegin

kontroliinde kullanilmaktadir. Ornedin orman ajaglarinda Choris-

toneuna fumiferana zararlisina kargi kullanilmig ve iki yil =

cinde kimyasal insektisitlerden, uzun ddnemde daha etkili ol-
dufu saptanmistir (SMIRNOFF, 1974). Diger bir ¢aligmada ise
tiitiin bitkisine zarar veren degigik tilirdeki zararlilara kar-
s1 etkili oldudu gdsterilmisgtir (VANDER, 1971).

Sivrisinek miicadelesi esnasinda suya karigan B.t. tok-
sinlerinin su ortamlarinda yasayan ve hedef digi olan Berosus

sp., Cyclops fuscus, Daphnia magna, Cordilia sp., Artemia sa-

lina, Cambusia affinis, Ostrea edulis gibi organizmalarin lar-

va ve erginlerinin B.t. endotoksininden etkilenmedikleri ve bu
nedenle de sivrisinek miicadelesinin yapildidi bGlgelerde dogdal
dengenin korundudgu belirtilmigtir (ANONYM, 1981).

B.t.'in farkli varyeteleri tarafindan liretilen delta-
endotoksininin ve beta-ekzotoksininin bakterideki miktarlari
suglara gore farkliliklar gbsterdidi igin bunlarin Lepidoptera
ve Diptera grubu bdcekler iizerindeki etkilerinin de farkli ol-
dudu tesbit edilmistir. Bunun ilizerine B.t.'in 6 varyetesinin

iirettigi beta-ekzotoksin, 4 farkli karasinek Musca domastica L.

soyu larvalarina verilmis ve 8liim gozlenmigtir. Uygulanan
6 varyeteden en etkili olaninin B.t. var. thuringiensis oldugu

saptanmistir (BAGCI, 1985).
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B.t. var, thuringiensis‘'ten elde edilen ve Tarmik-3 ti-
cari adi verilen preparat, laboratuvar kosullarinda biiylik un

glivesi (Galleria mellonella), yiiziik kelebegi (Malocosoma neus-

tria) ve Ephestia kuehriella iizerinde denenmig % 84 - % 100 o-

raninda bagarili olmustur. Ayni preparatin saha uygulamalarin-

da ise Ankara'nin Cubuk ilgesi Sirkeli bucadinda elma aj Kur-

duna (Hyponomeuta malinellus) karsi kullanilmig ve % 96 oranin-
da bagari elde edilmigtir (BOSGELMEZ, 1983).

Bir biyolojik insektisit olarak kullanilan B.t. prepa-
ratlarinin, sivrisinek, karasinek ve kelebek larvalarina kargi
oldukca etkili oldudu bildirilirken (WHITELEY, 1986), yiyecek
ve igeceklerle<Lirlikte, gerek memeli hayvan gerekse insanlar
tarafindan alinan B.t. preparatlarinin, metabolizma igin her-
hangi bir riskinin olmadidi (DE BARJAC, 1980), memeli sindirim
sisteminde gelisemedigi, feces yoluyla digari atildigi bildi~-
rilmistir (SHADDUCT, 1980). Ayrica B.t. var. thuringiensis,var.

kurstaki ve var. israelensis preparatlarinin, percutan subcatan,

intraperitonal, intravendz ve oral yolla tavsanlara, domuzlara,
siganlara, farelere ve tavuklara verildikten sonra yapilan ga-

6 canll organizmaya kadar zararsiz oldugu, me-

lismalarinda 10
meli dokusunda in-vivo olarak codalamadigi, ancak en jeksiyon
bolgesinde 3-4 hafta kalabildigi, dalakta toplandigi, gozlerde
goriilen hafif irritasyonun ise gegici oldugu saptanmigtir

(KRIEG, 1984), Ancak yapilan galigmanin diger kisminda 107 -10

8
bakteri/hayvan dozunun toksik olmadigi sOylenirken, fare bey-
nine 106 dan fazla bakteri enjeksiyonunun oliimlere neden oldu-
Ju ileri siiriilmektedir (KRIEG, 1984) . Buna ilave olarak B.t.

preparatlarinin bdcekler iizerinde teratojenik etkisinin sap-

tanmig olmasi ve muhtemelen muta jenik etkisinin olabilecegi
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diiglinceleri beta-ekzotoksininin, insektisit olarak bazi lilke~

lerde kullanilmasi sakincali goriilmiigtiir (BURGES, 1981).

2.3, Malat Dehidrogenaz (MDH) Enzimi

L-Malat Oksidorediiktaz (EC.1.1.,1,37) adiyla da bilinen

enzim, asadidaki tepkimeyi katalizler.
L-Malat+ NAD ——= Oksalasetat + HADH + H

Bu enzim iki ayri hiicresel fraksiyonda bulunmaktadir.
Birincisi sitoplazmik MDH (s-MDH), ikincisi ise mitokondrial
MDH (m-MDH) dir. Bunlarin fiziksel ve kimyasal ozellikleri
birbirlerine benzemekle beraber; pH, substrat affinitesi ve
organlardaki dagilimlari farkliliaklar gosterir., MDH'in sito-
plazma ve hiicre digi bolgelerde yiiksek konsantrasyonda olmasi,
ayni zamanda hiicre membraninda diisiik seviyede olmasi, serumda
MDH'1in seviyesinin yiikkselmesini saglar.

Domuz kalp kasindan elde edilen m-MDH enzimi 14 SH gru-
bu kapsar. Enzim, molekiilii bagina 2 mol koenzim baglar. Enzime
bajlanan substrat her molekiil igin 2 SH grubuna ihtiyag duyar.
Yaklagik olarak molekiil agirliklari 35.000 olan 2 alt birimden

olusur. Denge sabiti (pH=7,2: 23 %c) Keq.=2,33.10-12. Michae-

ik canbiti (ol nd0) LoNatat 255, 10°°.4 d1r.

Aktivatorleri fosfat, arsenat ve ginko iyonlari olur-
ken, inhibitorleri 10—3 M oksaloasetat, fenoller, 1.10-fenan-
trolin, 8-hidroksiquinalin, nikotinik asit amid ve adenindir.
Siilfid, NAD ve enzim ile bir iiglii kompleks olugturarak inhibe

etmektedir. Tiroksinin yaptidil inhibisyon ise tersinirdir

(BOHRINGER, 1973).
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2.4, Hekzokinaz (HK) Enzimi

ATP : D-hekzos-6-fosfotransferaz (EC.2.7.1.1,) adiyla

da bilinen enzim asadidaki tepkimeyi katalizler.
D-Glikoz + ATP — D-Glikoz-6-P + ADP

Fosforilasyonda onemli bir rol oynayan HK, biitiin canli
hiicrelerin solunum ve fermantasyonunda anahtar enzimdir. Den-
ge durumunda tetramer halde olup molekiil agirligi 100.000 -
111.000 iken, aktif halde dimer olup 50.000 - 55.000 molekiil
agirligina sahiptir. Her enzim molekiilii 8 SH grubu igerir.
Aktivitesi icin bunlardan 4 tanesine ihtiyag duyar.

Ekmek mayasindan elde edilen bu enzimin denge sabiti

o 2

(pH=6,6 ¢ 30 °C) Keq =3,86.10% (Mg'" harig) ve Keg=1,55.10
i (17 -79 wp Mg++) olup, Michaelis sabitesi substratlarina gore
dejismektedir. Enzim, katalitik etki gosterebilmek igin Mg '
iyonlarina ihtiyag¢ duyarken, sorboz-l-fosfat, polifosfataz,

6~-deoksi-6-floroglukoz, liksoz ve 2-C-hidroksi metil glikoz

gibi maddeler inhibe etmektedir (BOHRINGER, 1973).

2.5, Laktat Dehidrogenaz (LDH) Enzimi

L-Laktat : NAD oksidorediiktaz (EC. 1.1,1.27) adiyla da

bilinen enzim agagidaki tepkimeyi katalizler.
L-laktat + NAD ——> Piruvat + NADH + H'

140.000 molekiil agirlidinda bir tetramer olan ve hiicre
icinde gdrev alan bu enzim biitiin dokularda bulunurken, Ozellik~-
le bobrek, iskelet kasi, karaciger ve kalp kasinda bol olarak
dagilmistir., Bu dokulardaki LDH enzimleri yapi bakimindan bir-
birlerinden farklidirlar. Her enzim molekiilii 13 SH grubu ige-

rirken, enzime baglanan substrat, her molekiil igin 3 SH grubuna
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ihtiyag duyar. Katalizledidi reaksiyonun denge sabitesi (fos-

fat tamponunda, pH= 7 : 25 °C) Keq==2,76.10—5

dir.

inhibitdr ve aktivatorleri, substrat olarak kullandigi
(Piruvat ve laktat) molekiillere gbre dedigmektedir. LDH'in ka-
talizledidi bu tepkime tersinirdir. Ileri tepkime igin pH 9-10
olurken, geri tepkime 6,8 -7,5 olmalidir. Hem aerobik hem de

anaerobik kosullar altinda hiicre metabolizmasini regiile etmek-

tedir (BOHRINGER, 1973).
2.6. Karaciger ve Kas Glikojeni

Hayvansal organizmalarda, bir glikoz polimeri olan gli-
kojen, Onemli bir ener ji kaynadidir. Memelilerde, karacigder ve
kasta en fazla oranda, dijer doku ve organlarda (Beyin harig)
ise az miktarda depo edilir. Saf glikojen renksiz, tatsiz ve
amorf yapida bir madde olup, suda opelason bir soliisyon olusg-
turur. Iyod ile kirmizi - kahverengi bir renk verir. Spesifik
cevirme derecesi +196,6 dir.

Organizmada yiiksek oranda tiiketilen glikozun kandaki
seviyesinin sabit tutulmasi Onemlidir. Bu diizenleme isini ka-
racifer iistlenmistir. Karacigerin bu dengeyi korumadaki gorevi
baslica iki noktada toplanmaktadir. Birincisi hiperglisemi es-
nasinda fazla glikozun karacier hiicreleri tarafindan tutula-
rak glikojene cevrilmesi ve depo edilmesi (Glikojenez); ikin-
cisi ise Hipoglisemi esnasinda depo ettigi glikojeni glikoza
gevirerek kana vermesidir (Glikojenoliz).

Kaslardaki Glikojenez ve Glikojenoliz karacigerdekine
benzemekle beraber bazi farkliliklar da gostermektedir. Bu
farkliliklarin en Onemlisi, kaslarda meydana gelen glikozun

kan sekerinin diizenlenmesinde kullanilamamasidir.




3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Deney Hayvani

Deneyler, Cumhuriyet Universitesi Fen-Edebiyat Fakiilte-
si Biyoloji Boliimiinde 20 * 5 °C sicaklik, % 40 £ 5 badil nem
iceren laboratuvar kosullarinda iiretilen 25 -35 gr adirligin-
da erkek beyaz farelerle (Mus musculus, Swiss - Albino) yapildi.

Fareler, Sivas yem fabrikasi tarafindan liretilen stan-
dart fare yemi ile beslenerek giinliik su ihtiyaglari diizenli
bir sekilde karsilandi. Kontrol grubunda galigilan her saat
icin 5, deney grubunda g¢aligilan her saat igin 10 fare kulla-

nildi.
3.2, Kullanilan Pestisitler

Organikklorlu insektisitler grubundan olan endosiilfan
ve organik fenoksi herbisitler grubundan olan 2,4-D, % 70 lik
etanol icinde; bir biyolojik insektisit olan ve Tarmik-3 tica-
ri adi verilen B.t. var. thuringiensis preparati ise serum

fizyolojik iginde g¢Oziilerek kullanilda,

3.2.1, Farelere Pestisit Uygulanmasi

Pestisit enjeksiyonu igin, farelerde intraperitonal en-
jeksiyonla tayin edilen LD3q dozlari kullanildi. Endosiilfan i-
¢in 4;64 mg/Kg viicut agirligi dozu (0zATA, 1982), 2,4-D igin
338 mg/Kg viicut adirligi dozu (YELKOVAN, 1989) ve B.t. prepa-
rat1 igin Reed Muench yontemine (IPSEN ve FEIGL, 1970) gore
intraperitonal enjeksiyonla tayin edilen LD30 dozu kullanilda.

Enjeksiyondan Once hayvanlar, 24 saat ag¢ birakildi. En-
zim aktivite caligmalarinda endosiilfan ve 2,4-D'nin etkisini

kontrol edebilmek igin serum fizyolojik ve etanol kontrol ol-



PN

mak lizere iki grup kontrol ele alinirken, B.t., preparatinin
etkisini kontrol edebilmek igin sadece serum fizyolojik kont-
rol grubu kullanildi, Karaciger ve kasta glikojen seviyeleri-
nin saptanmasinda 2,4-D'nin etkisini kontrol igin etanol kont-
rol, B.t. preparatinin etkisini kontrol igin ise serum fizyo-
lojik kontrol grubu kullanildi.

Uygun konsantrasyondaki deney g¢Ozeltilerinin hayvanla-
ra intraperitonal enjeksiyonu 1 ml 1lik cam enjektorlerle ya-
pildi. Enjektdr ve enjektdr ignesi her enjeksiyondan Once 15

dak. saf su iginde kaynatilmak suretiyle kullanildi.

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

KH,PO,s K, 2

firmasindan; Oksalasetat, NADH, NADP, TEA, ATP, G6P-DH, Sodyum

K HPO4 3H,0, MgClz, KC1, HZSO4 Thiolire MERCK
Piruvat, Trikloroasetik asit, Anthron, 2,4-D SIGMA firmasindan;
Etanol (% 96) TEKEL'den; Endosiilfan Refik Saydam Hifzissihha
Enstitiisii pestisit laboratuvarindan; B.t. preparati Ankara

Universitesi Ziraat Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarindan

saglandi.

3.4, Ozgiil Aktivite Galismalari Ig¢in Enzim
Kaynaginin Elde Edilmesi

Enjeksiyon igleminden 4, 8, 16, 32, 64 saat sonra ser-
vikal dislokasyon yoluyla Oldiliriilen fareler karin kismindan
agilarak karaciger iizerindeki safra kesesi patlatilmadan ay-
rildiktan sonra karacier ve bobrekler g¢ikarildi. Her iki or-
gan ayri ayri, iginde 0.15 M soduk KCl ¢dzeltisi bulunan buz
icindeki beherlere alindi. Beherler iginde, makas yardimiyla
kiiciik pargcalara ayrilan organlar, bir kag kere 0.15 M soguk

KCl ile yikandiktan sonra kurutma kagidi ilizerine alinarak
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fazla suyun uzaklagmasi sagdlandi. Daha sonra Bosch 2000 marka
hassas terazide, karaciger 1 gr olacak sekilde tartilirken,
yaklagik olarak 300 - 500 mg agirliginda olan bobreklerin her
ikisi de tartildi, Oziitleme islemi igin 1/3 agirlik/ hacim o-
lacak sekilde 0.15 M KCl ile ayra ayri Oziitleyici tiipline ali-
nan organlar, B. Braun tipi hamojenizatoriin 1400 devir/dak hiz
durumunda 3 vurusla Gziitlendi. Oziitleme iglemi buzlar iginde
yapildi. Oziitler, toplam hacim 5 ml olacak gekilde ayarlanarak
orijinal santrifiij tiiplerine kondu. Rotor numarasi 40.3 olan
L5 -75 B ultrasantrifiijiinde 20.000 rpm de 15 dak dondiiriildi.
Siipernatant pastor pipeti yardimiyla g¢okeltiden ayrilarak, en-
zim kaynadi olarak kullanildi. Deney sonunda artan siipernatant
protein calismalarinda kullanilincaya kadar derin dondurucuda
donduruldu. Oziitleme ve santrifiijleme islemlerinin 0-4 °C de

yapilmasina dikkat edildi.

3.5, Pestisit ve Kontrol Gruplarina Karsi Yapilan
Enzim Ozgiil Aktivite Galismalari

3.5.1, MDH Enzimi Ozgiil Aktivitesinin Tayini
MDH asagdidaki tepkimeyi katalizler.
Oksalasetat + NADH,z=—= Malat + NAD'

Tepkime hizi, Beckman model 26 spektrofotometresinde,
oksaloasetatin malata doniigtiiriilmesi esnasinda oksidasyona ug-
rayan NADH'in 25 ©Cc de 340 nm dalga boyunda 5 dak boyunca aza-
lan absorbansi kaydedilerek, elde edilen AA dederinden sap-

tandi (BOHRINGER, 1973).
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Gozeltiler

0.1 M Fosfat tamponu {pH 3'7,:5)

15 mM Oksalasetat (Taze hazirlandi)
12 mM NADH (Taze hazirlandi)
Metod

Deney Karigimi;

Fosfat Tamponu 2:83 - ml
Oksalasetat 0:1 ml
NADH 0,05 ml
Enzim 0,02 ml

Enzim kaynadil olarak fare karacider ve bobrek homoje-
natlari 20 kez tamponla seyreltilerek kullanildi. Ozgiil akti-

vite asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi (WORTHINGTON,1978).

4R340/dak

6,22 x mg enzim protein/ml tepkime karigimi

Ozgiil aktivite =

3.5.2., HK Enzimi Ozgiil Aktivitesinin Tayini
HK agagidaki tepkimeyi katalizler

Glikoz + ATP ——> G6P + ADP

G6p + Napp 28P = DH. Giukonat-6-P + HADPH + H

Tepkime hizi, Beckman model 26 spektrof otometresinde
glikozdan G6P'in olusmasi, G6P'in da G6P - DH enzimiyle Gluko-
nat-6-P'a doniigtiiriilmesi esnasinda olugan NADPH'in 25 °c ae
340 nm dalga boyunda, 5 dak boyunca artan absorbansi kaydedi-

lerek, elde edilen AA dederinden saptandi (BOHRINGER, 1973).
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0.1 M TEA
0.55 M Glikoz
0.1 M MgCl
81 mM ATP
11  mM NADP

140 U/mg G6P - DH

2

Metod

(pH : 7,6)
(Taze hazirlandi)

(Taze hazirlandi)
(Taze hazairlandi)

Deney karigimij;

TEA 1:27 ml
Glikoz 1.20 m1
MgCl, 0.20 ml
ATP 0.10 m1
NADP 0.20 m1
G6P - DH 0,01 mi
Enzim 0.2-0;4 m1

Enzim kaynadi olarak fare karaciger homojenatindan 0,2

ml alinirken bobrek homojenatindan 0,4 ml alindi. Ozgiil akti-

vite, MDH Ozgiil aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan formiil-

le hesaplandi (WORTHINGTON, 1978).

3.5.3., LDH Enzimi Ozgiil Aktivitesinin Tayini

LDH asagdidaki tepkimeyi katalizler

-+
Piruvat + NADHZ——————a Laktat + NAD

Tepkime hizi, Beckman model 26 spektrofotometresinde

piruvatin laktata doniigtiiriilmesi esnasinda oksidasyona ugra-

yan NADH'in 25 ©Cc de 340 nm dalga boyunda azalan absorbansi

kaydedilerek, elde edilen AA dederinden saptandi (BOHRINGER,

1973).,



Cozeltiler

0.1 M Fosfat tamponu (pH: 7,0)
23 mM Sodyum piruvat (Taze hazirlandi)
12 mM NADH (Taze hazirlandi)

Metod

Deney Karigimi;

Fosfat tamponu 2.83 ml
Sodyum piruvat 0.10 ml
NADH 0.05 ml
Enzim 0.02 m1

Enzim kaynadil olarak kullanilan karaciger ve bobrek

homo jenatlari 20 kez tamponla seyreltilerek kullanildi. Ozgiil

aktivite, MDH 6zgiil aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan

formiille hesaplandl (WORTHINGTON, 1978).

3.6. Total Protein Tayini

Homo jenatlarin 1 ml sindeki protein miktarlari, Biliret

yontemi ile saptandi (VARLEY, 1980). Protein standardi olarak

s1dir serum albumini kullanildi ve gerekli hesaplamalar bu

standarda gdre yapildi.

3.7. Karacider ve Kasta Glikojen Seviyelerinin

Saptanmasi

Enjeksiyon isleminden 2, 4, 8, 16, 32, 64 ve 72 saat

sonra servikal dislokasyon yoluyla Oldiiriilen farelerden enzim

aktivite tayini icin 1 gr olarak alinan karacigerlerden arta

kalan karaciderin hepsi tartilarak glikojen tayini ig¢in kulla-

nildi. Kas izolasyonu icin ise, farenin her iki bacadi kuyruk

sokumu hizasindan kesilerek gikarildi ve bu bacaklardan femur

bolgesinin iistiindeki kaslar, kemiklerden siyrilip

ayrilarak
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hassas terazide tartildi. Gerek karaciger gerekse kas tartil-
diktan sonra hemen, iginde soduk % 10 luk trikoloroasetik asit
(TCA) bulunan kaplar igine konarak homojenize edilene Kkadar
derin dondurucuda donduruldu.

Homo jenizasyon iglemi igin soduk homojenizasyon kabina
alinan karacigerin veya kas dokusunun ilizerine % 10 luk 2 ml
TCA ilave edildi. Daha sonra siiper star homojenizatoriinde
15,000 devir/dak lik bir hizla 5 dak homojenize edildi., Igle-
min sonunda homojenizator 2 ml TCA ile yikanip doku Oziitu
whatman No 41 siizme kadidindan siiziildii, berrak olarak ayrilan
siiziintiiniin hacmi hesaplanarak kaydedildi. Gerek karaciger ge-
rekse kas siiziintiisiinden uygun hacimlerde alinarak tiliplere ak-
tarildi., Uzerlerine, alinan hacmin 5 kati kadar % 95 lik eta-
nol ilave edildi. Tiiplerin agdizlari parafilm ile kapatildiktan
sonra 35 -40 °C deki su banyosuna konarak glikojenin ¢okmesi
icin bir gece bekletildi (JOSEPH ve Ark., 1961). Icinde gliko-
jen bulunan bu tiipler Hettich Universal II santrifiijiinde 3.500
devirde 15 dak santrifiij edildi ve ¢Oken glikojen siipernatant-
tan ayrildi, Tiiplerin kurumasini bir miiddet bekledikten sonra
glikojenler 2 ser ml saf su iginde ¢&ziildli, Bu tiliplerin yanina
bir k8r, bir de standart tiip hazirlandi. Kor 2 ml saf su, stan-
dart ise 2 ml sinde 0.1 mg glikoz iceriyordu. Biitiin tiiplerin
iizerine 10 ar ml Anthron belirteci ilave edildi. Tiiplerin agdiz-
larl parafilm ile kapatildiktan sonra 85 ©Cc deki su banyosunda
30 dak bekletildi. Siire sonunda sicak sudan gikartilan tiipler
soguk su banyosunda 5 dak kadar sogutulduktan sonra bir miiddet
oda sicaklidina gelmesi beklendi. Daha sonra bu tiiplerin 620 nm
dalga boyunda Beckman model 26 spektrofotometresinde absorbans
degerleri okundu. Okuma iglemi her Ornek igin 3 paralel test

tiipi lUzerinden yapildi.
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Dokularin yas agirlidina gbre glikojen yiizdeleri ise
(Dokunun her 100 mg indaki glikojenin mg cinsinden degeri)

asagidaki formiile gore hesaplandi.

Dokunun her
DU Ekstrakt hacmi (ml) x 300 x 0,9 = 100 mg inda-
DS X 0.1 X 5okunun agirligir (mg) ki glikojen
mg miktari.

DU: Bilinmeyenin absorbansi

DS: Standardin absorbansi

0.1: 2 ml standart soliisyondaki glikoz miktari

0.9: Glikoz miktarinin glikojen miktarina doniigtiirme sabiti
(NICHOLAS ve Ark., 1955).

3.8, Verilerin Dederlendirilmesi

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen verilerin karsi-
lagtirilmasinda Varyans analizi kullanilmigtir (SNEDECOR, 1964).
Ortalamalar arasindaki farkin Onem kontrolii igin "Multiple Range
Testi"” uygulanmistir (DUNCAN, 1955). Ortalamalar arasi farklar
0.05 olaé111k diizeyinde F dederinden bliyiik oldudu zaman Snemli

kabul edilmigtir.
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4, BULGULAR
4,1, B.t. Preparatinin LD30 Dozunun Saptanmasi

Reed - Muench biyoistatistik yontemine gdre (IPSEN ve

FERGL, 1970) erkek farelerde 1287 mg/Kg viicut agirligi dozu
saptanda.

4,2, B.,t., Preparatinin Karaciger Enzim Aktiviteleri

Uzerine Etkisi

B.t. preparatinin karacier MDH, HK ve LDH aktivitele-
rine etkisi Sekil 5-6 -7 de, Ozgilil aktivite deJerleri ise
Tablo 2 de gOriilmektedir.

Bir glin a¢ barakilmig farelerde B.t. preparati, kontro-
le gbre MDH aktivitesini 4. saatte yaklasik olarak 3.5 kati
kadar stimiile etmekte, 8., ve 16. saatlerde de kontrol grubunun
{istiindeki dejerlerde gOriilmektedir. 24. saatten itibaren ise
Kontrol grubunun altinda, ancak istatistiksel bakimdan OSnem-
siz derecede bir inhibisyon goriilmektedir.

B.t. preparati HK aktivitesini ilk saatlerden itibaren
aktive etmekte ve bu aktivasyon l16.saatte kontrol grubunun 2
katina kadar cikmaktadir.Bu saatten sonra 30.saate kadar olan
aktivideki azalmayl,32.saatte bir inhibisyon izlemektedir. An-
cak bu saatte gdriilen inhibisyon,kontrol dederleri ile hemen
hemen ayni dederdedir. Calisilan dider deney periyodunda gok
az bir aktivasyon goriilse de bu,istatistiksel olarak onemsizdir.

B.t. preparati LDH aktivitesini 4. saatte 4.5 kat aktive
ederken 16. saatte 1.5 kat aktive etmekte, ancak 32. saatteki
Snemsiz stimiilasyondan sonra 40. saatten itibaren kontrol gru-
bunun altinda ve istatistiksel olarak onemsiz derecede inhibis-

yona neden olmaktadir.
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Sekil 5. Karacier MDH oOzgiil aktivitesinin serum fizyolojik

kontrol ve B.t. preparati verilmis gruplar igin
zamana gore dedigim grafigi
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Sekil 6. Karaciger HK ozgiil aktivitesinin serum fizyolojik
kontrol ve B.t. preparati verilmis gruplar igin
zamana gore dedigim grafigi
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Sekil 7. Karaciger LDH Ozgiil aktivitesinin serum fizyo-
1031k kontrol ve B.t. preparatl verilmig grup-
lar igin zamana gore degigim grafigi

4.3, B.t. Preparatinin Bobrek Enzim Aktiviteleri
Uzerine Etkisi

B.t. preparatinin bobrek MDH, HK ve LDH aktivitelerine
etkisi Sekil 8-9-10 da, Ozgiil aktivite deJerleri ise Tablo 3
de gOriilmektedir.

4, saatten itibaren 64, saate kadar, galisilan tiim de-
ney periyodlarinda MDH 0Ozgiil aktivitesinde bir aktivasyon goz-
lenmektedir. Bu aktivasyon 4. ve 8, saatlerde Onemsiz olurken
16. saatte kontrol grubunun 1/3 i kadar, 32. saatte ise 1/2 si
kadar artmaktadir. 64. saatte ise kontrol grubu ile hemen he-
men ayni dederde olmakla beraber, istatistiksel bakimdan Onem-

siz olan bir inhibisyon goriilmektedir.
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B.t. preparatinin HK enzim aktivitesi ilizerine olan sti-
miilasyonu 9. saatten sonra baglamakta ve 64. saate kadar devam
etmektedir. Ancak bu aktivasyon istatistiksel olarak 16. saat-
te Onemli olmakta, diger periyodlarda ise Onemsiz olmaktadir.
4. saatte saptanan inhibisyon ise yine dnemsiz bulunmugtur.

BSbrek LDH enzimi iizerine B.t. preparatinin etkisi in-
celendidinde, enjeksiyondan 4 saat sonra gbriilen inhibisyonun,
k1sa siire iginde aktivasyona doniigtiigii ve bu aktivasyonun da
32, saate kadar yavas yavas arttigi, ancak bu saatten sonra
54, saate kadar bir diislis kaydederek inhibisyona gegtigi go-
riilmektedir. Fakat 64. saatte meydana gelen inhibisyon ista-

tistiksel bakimdan onemsizdir.
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Sekil 8. Bobrek MDH bzgiil aktivitesinin serum fizyolojik
kontrol ve B.t. preparati verilmis gruplar igin
zamana gore dedisim grafigi
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Sekil 9, Bobrek HK Ozgiil aktivitesinin serum fizyolojik
kontrol ve B,t. preparati verilmig gruplar igin
zamana gore dedigim grafigi

Serum Fizyolojik
—————— Bacillus thuringiensis preparati
14
12
10
B
8
a 6'
o
E
e &
2

T T

0 L 8 12 16 20 24 28 32 36 L0 4L 4B 52 5I6 60 64 Saat

Sekil 10, Bobrek LDH 6zgiil aktivitesinin serum fizyolojik
kontrol ve B.t. preparati verilmis gruplar igin
zamana gore dedisim grafigi
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4,4, Endosiilfan'in Karaciger Enzim Aktiviteleri

Uzerine Etkisi

Endosiilfan'in karacider MDH ve HK aktivitelerine etki-

si Sekil 11-12 de, Ozglil aktivite dederleri ise Tablo 4 de go-

riilmektedir.

Endosiilfan'in, MDH aktivitesini ilk saatlerde inhibe
etmesine rajmen 11, saatten itibaren, galisilan tiim deney pe-
riyodlarinda aktive etmigtir. Bununla beraber endosiilfan uy-
gulanmis grubun MDH aktivitesi serum fizyolojik kontrol grubu
ile, etanol kontrol grubunun arasindaki dederlerde gOriilmiig-
tiir. 16. ve 32. saatlerdeki aktivasyon, etanol kontrol grubu-
nun 1 kati kadar artarken, 32, saatten sonra bu aktivasyonun
giderek azaldidi ve 64. saatte ise tamamen kayboldugu saptan-
mistair.

Serum fizyolojik kontrol grubu ile endosiilfan uygulan-
mis grubun MDH aktivitesini karsilagtiracak olursak, 4. saatte
endosiilfan'in yaklasik 4 kat kadar bir aktivasyon yaptigi, an-
cak bu aktivasyonun 8. saatte azalip, 9. saatte yerini inhibis-
yona biraktigi goriilmektedir. 16. ve 32, saatlerde de devam e-
den inhibisyon 64. saatte % 27 oraninda olmaktadir.

Endosiilfan, karaciger HK aktivitesini 4. saatten itiba-
ren aktive etmekte ve 8. saatte etanol kontrol grubu ile aymi
dejere ulastiktan sonra, galigilan diger deney periyodlarainda
her iki kontrol grubunun iistiindeki degerlerde seyretmektedir.
Endosiilfan'in etkisi, serum fizyolojik kontrol ile kargilagti-
rildi§l zaman tiim deney periyodlarinda istatistiksel bakimdan

Snemli olurken, etanol kontrole gore sadece 32, saatte yaklagik

olarak 2 kati kadar bir aktivasyon olmaktadir. 32, saatte ula-
silan bu en fazla aktivasyonun, 64. saate kadar giderek azaldi-

§1 ve 64, saatte hemen hemen ayni dederde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 11, Karacifer MDH Ozgiil aktivitesinin serum fizyolojik
kontrol, etanol kontrol ve endosiilfan verilmis
gruplarl icin zamana gore degigim grafigi
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Sekil 12. Karacier HK ozgiil aktivitesinin serum fizyolojik
kontrols etanol kontrol ve endosiilfan verilmig
gruplarl igin zamana gore dedigim grafigi
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4,5, Endosiilfan'ain Bobrek Enzim Aktiviteleri
Uizerine Etkisi

Endosiilfan'in bobrek MDH, HK ve LDH aktivitelerine et-
kisi Sekil 13-14-15 de, Ozgiil aktivite deJerleri ise Tablo 5
de gOriilmektedir.

Endosiilfan'in etkisiyle MDH enzimi 4, saatte etanol
kontrole gdre % 50 gibi yilkksek bir inhibisyon gosterirken, se-
rum fizyolojik kontrol ile gdsterdidi inhibisyon istatistiksel
bakimdan onemsiz bulunmugtur. Ancak 7. saatten itibaren bagla-
yan aktivasyon, 8. saatte biraz yiikselmig, 16. saatte Onemsiz
bir diisgiig gosterdikten sonra, 32. saatte etanol kontroliin,yak-
lagik 1.5 kati olacak sekilde artmistir. Daha sonra 54. saate
kadar aktivasyonda bir diisme olup, bu saatten sonra da inhibis-
yon baglamaktadir. 64. saatteki inhibisyonun istatistiksel agi-
dan, her iki kontrol grubuna gore Onemsiz oldudu saptanmigtir.,

Bobrek HK enzimi lizerine endosiilfan'in etkisi incelen-
digi zaman, etanol kontrole gdre, 4. saatteki % 40 1lik inhi-
bisyonun, 7. saatten itibaren aktivasyona doniigtiigii ve bu saat-
ten sonra da 16, saatte % 55, 32, saatte % 65 oraninda bir ak-
tivasyonun olustudu gozlenmistir. Ancak olusan bu aktivasyon
da 54. saatten itibaren inhibisyona doniigmektedir. 64. saate
kadar devam eden bu inhibisyon, istatistiksel bakimdan Onemli
degildir.

Burada dikkati ¢eken dider bir durum ise, serum fizyo-
lojik kontrol grubunun HK aktivitesinin, diger iki grubun HK
aktivite deJerlerinin altinda olmasidir. Bir bagka deyisgle
endosiilfan, etanol kontrol grubuna oranla serum fizyolojik
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, daha fazla aktivasyon

gostermektedir.
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Sekil 13, Bdbrek MDH Ozgiil aktivitesinin serum fizyolojik
kontrol, etanol kontrol ve endosilfan verilmis
gruplari igin zamana gore dedisim grafigi
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Sekil 14, Bobrek HK dzglil aktivitesinin serum fizyolojik
kontrol, etanol kontrol ve endosiilfan verilmig

gruplari icin zamana gore degisim grafigi
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Sekil 15. Bobrek LDH ozglil aktivitesinin serum fizyolojik
kontrol, etanol kontrol ve endosiilfan verilmig
gruplari igin zamana gore degisim grafigi

Endosiilfan, bobrek LDH enziminin aktivitesini etanol
kontrol grubuna gore 4. saatte yaklagik olarak 2,5 kat inhi-
be ederken, 8. saatteki inhibisyonu onemli degildir. 11l. sa-
atten itibaren olusan aktivasyon, 16. saatte onemsiz olurken,
32, saatte etanol kontrol grubunun 2 katina gikarak oldukga
Snemli olmaktadir. Bu saatten sonra 55. saate kadar aktivas-
yonda bir diigme alup, daha sonra inhibisyon meydana gelmek-
tedir. 64. saatteki inhibisyon, etanol kontrol grubuna gore
onemli olmaktadir. LDH aktivitesi, endosiilfan uygulanmigs grup
ile serum fizyolojik uygulanmig grupta incelendigi zaman 4.
saatte etanol kontrole oranla daha az bir aktivasyon gozikir-
ken, 16, saatte ayni dejerlerde olmaktadir. 32. saatte goOrii-
len % 35 1ik aktivasyon, 64. saatte ortadan kalkmakta ve he-

men hemen ayni dederde olmaktadir.
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4.6. 2,4-D'nin Karaciger Enzim Aktiviteleri
{izerine Etkisi

2,4-D'nin karaciger MDH, HK ve LDH aktivitelerine et-
kisi Sekil 16-17-18 de, Ozgiil aktivite degerleri ise Tablo 6
da goriilmektedir.

Karaciger MDH enzimi iizerine 2,4-D'nin etkisi incelen-
diginde, etanol kontrole gore 4, 8 ve 16. saatlerde istatis-
tiksel bakimdan Onemsiz olan bir inhibisyonun oldudu ve bu in-
hibisyonun da 21. saatten sonra aktivasyona doniistiigi goriil-
mektedir. 21. saatten sonra siirekli artarak devam eden akti-
vasyon, 32. saatte etanol kontroliin yaklagik olarak 1.5 kKati
olurken, 64. saatte yaklagik olarak 2 kati olmaktadir.

2,4-D'nin MDH enzimi iizerindeki etkisi serum fizyolojik
kontrole gore incelendiginde, 4. saatte onemli bir aktivasyo-
nun oldudu, ancak bu aktivasyonun 7. saatten itibaren inhibis-
yona doniistigu gbriilmektedir. Bu inhibisyon, en yiksek oranda
16. saatte goriilmektedir. 32, saatte devam eden inhibisyon 46.
saatte yerini aktivasyona birakip, 64. saatte de serum fizyo-
lojik kontrol grubunun 1 kati kadar olmaktadir. Ancak 64. sa-
atte goriilen bu aktivasyon istatistiksel bakimdan onemsizdir.
Burada Onemli olarak gdziiken bagka bir durum da, 46, saatten
jtibaren 2,4-D uygulanmig grubun MDH aktivite dederlerinin
her iki kontrol grubunun iistiinde olmasidir.

2,4-D, HK aktivitesini baglangigta her iki kontrol gru-
buna karsi stimiile etmektedir. Ancak bu stimiilasyon etanol
kontrole gbre onemsiz olurken, serum fizyolojik kontrole gore
Snemli olmaktadir. 8. saatte Snemli, 16. saatte ise onemsiz

9
olarak devam eden bu stimiilasyon, etanol kontrole gdre 19.
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saatten, serum fizyolojik kontrole gore 23. saatten itibaren
inhibisyona doniigmektedir. 32. saatteki inhibisyon, her iki
kontrol grubunun da altinda olmaktadir. Bu saatte etanol kont-
rol grubuna gdre 1/3 U olan inhibisyon, serum fizyolojik kont-
role gdore 1/2 si kadardir. Ancak bu saatten sonra inhibisyonun
derecesi giderek azalip, serum fizyolojik kontrolde 38. saat-
ten, etanol kontrolde ise 46. saatten itibaren aktivasyona do-
niigmektedir. 64. saatteki aktivasyon her iki kontrol grubunun
iizerinde olup istatistiksel bakimdan onemli olmaktadair.

Karaciger LDH enzimi iizerine 2,4-D'nin etkisi incelen-
digi zaman, etanol kontrole gore 4. saatte onemsiz olarak bag-
layan inhibisyon, 8. saatte 2 kati olmakta, 16, saatte ise
inhibisyon, istatistiksel bakimdan onemsiz olarak 20. saate
kadar devam etmektedir. Bu saatten sonra baslayan aktivasyon,
giderek artmakta ve 32, saatte % 68 olmaktadir. 42, saatten
sonra da azalarak devam eden aktivasyon, 64. saatte ortadan
kalkarak etanol kontrol grubu ile hemen hemen ayni dedere
ulagmaktadir.

Serum fizyolojik kontrol grubu ise, enjeksiyondan 4
saat sonra 2,4-D uygulanmi§ grubun % 19 dederinde kalmaktadir.,
Deneyin ilk saatlerinde baglayan bu aktivasyon fazla uzun siir-
memekte ve 7. saatten itibaren bir inhibisyona doniigmektedir.
8. ve 16. saatlerde istatistiksel olarak onemli bir gekilde
devam eden inhibisyon 32. saatte biraz azalmig ve 42. saatten
sonra da aktivasyona doniigmistir. 64. saatte de tesbit edilen
bu aktivasyon, yaklagik olarak serum fizyolojik kontrol grubu-

nun 1.5 kati kadar olmaktadar.
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. _Serum Fizyolojik Kontrol
— Etanol Kontrol

e 12 1 20 2. 28 32 36 L0 4L 48 52 56 (60 6b Saat

Sekil 16. Karaciger MDH 0ozgiil aktivitesinin serum fizyolojik

=2

U/ mg proteinx10
o

kontrol, etanol kontrol ve 2,4-D verilmig gruplari
icin zamana godre dedisim grafigi

—.—.— Serum Fizyolojik Kontrol
Etanol Kontrol
e e 2 =R

s 12 16 20 2 2 3} 36 40 s LB 52 56 60 64 Sa

Sekil 17.Karaciger HK dzgilil aktivitesinin serum fizyolojik

kontrol, etanol kontrol ve 2,4-D verilmis gruplara
igin zamana godre degisim grafigi
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OBE T 1 e 200 2n ab 3s0 36 Rk tan kw520l en
Sekil 18, Karacier LDH Ozgiil aktivitesinin serum fizyolojik

kontrol, etanol kontrol ve 2,4-D verilmis gruplari
igin zamana gOre degisim grafigi

4,7, B.t. Preparatinin Karaciger Glikojen
Seviyesine Etkisi

Serum fizyolojik kontrol ve B.t. preparatl enjekte e-
dilmig gruplarin dedisik saatlerde karaciger glikojen seviye-
sine etkileri $ekil 19 da, glikojen degerleri ise Tablo 7 de
goriilmektedir,

Bir giin ag birakildiktan sonra beslenmeye alinan her
iki grup hayvanin, yas agirliga gore karaciger glikojen yiliz-
desinde baglangigtaki saatlere oranla diger deney periyodla-
rinda biiyiik dlglide bir artis vardir. Ancak deney grubundaki
artis 16, saatten itibaren baslamakta, bu saate kadarki peri-

yodlarda 6nemli bir dedigiklik olmamaktadir. Kontrol grubunda
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ise 2. saatten sonra artmaya baglayan glikojen deerleri, 16.
saatten itibaren 72. saate kadar kademeli olarak bir azalma
gostermektedir.

Hem deney grubu hem de kontrol grubunda 2. saatteki
glikojen dederleri ayni olmakla beraber, 16. saatte aralarin-
daki fark oldukca Onemli olmaktadir. Bu saatte kontrol grubun-
da en yiiksek glikojen yiizdesine (7,21 + 0,36) ulasilirken, de-
ney grubunda da en diisiik glikojen ylizdesi (0,50 % 0,01) elde
edilmistir. 32. ve 64. saatlerde deney grubunda bir artig go-
riilmekle beraber, kontrol grubu ile aralarindaki fark istatis-
tiksel bakimdan dnemli olmaktadir. Bununla beraber artis 72.
saate kadar devam ettidi igin, yas adirlida gore glikojen yliz-
de dederleri bu saatte, kontrol grubu ile hemen hemen ayni de-

gerde olmaktadir.

Serum Fizyolojik
....... Bacillus thuringiensis preparati

Glikojen (% mg)

SE B

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 L0 L4 48 52 56 60 6L 68 72 Saat
Sekil, 19, Serum fizyolojik kontrol ve B.t. preparatinin
calisilan deney periyodlarinda karaciger
glikojen seviyesine etkileri



4,8, B.t. Preparatinin Kas Glikojen
Seviyesine Etkisi

Serum fizyolojik kontrol ve B.t. preparati enjekte e-
dilmis gruplarin dedigik saatlerde kas glikojen seviyesine
etkileri Sekil 20 de, glikojen dejerleri ise Tablo 7 de go-
riilmektedir. :

Bir giin ag birakilmig farelerde B.t. preparati enjek-
siyonunu takiben, 2. saatten 16. saate kadar onemli bir degi-
siklik olmamakla beraber, 16. saatten sonra 72, saatin sonuna
kadar, yas agirlida gdre glikojen yiizdesinde dereceli bir ar-
tis vardir. Bu artig, serum fizyolojik kontrol grubunda 2.
saatten baglayarak 32. saatin sonuna kadar devam etmekte, 32.
saatten sonra ise 72. saate kadar hemen hemen ayni dederde
kalmaktadir. Kontrol grubunda yas adirliga gore glikojen yiliz-
desinde, 16. saatte istatistiksel bakimdan onemli olmayan bir
diigiis gOriilmektedir.

B.t. preparatl uygulanmig farelerin kas glikojen seviye-
leri, galigilan biitliin deney periyodlarinda, serum fizyolojik kont-
rol grubunun glikojen seviyelerinin altinda bulunmustur. Kontrol
grubunda en yiiksek glikojen seviyesine 32. saatte (0,41 % 0,02)
ulasilirken, B.t. preparatl uygulanmig grupta 64. saatte
(0,16 * 0,01) ulasilmistir. 2. saatte kontrol grubuna gdre gli-
kojen seviyesindeki azalma onemli bir dedisiklik gOstermeden
16, saate kadar devam etmekte, bu saatten sonra ise artma basg-
lamaktadir. Ancak bu artis hizi kontrol grubunun artis hizindan
az olmaktadir. B.t., uygulanmis grupta glikojenin yas agirliga
gore ylizde miktari, 32. saatte kontrol grubunun yaklagik olarak
1/5 i kadar olmaktadir. 64. saate kadar devam eden bu durum,
64. saatten sonra artmaya baglamig ve 72. saatte kontrol grubu-

nun hemen hemen yarisi bir dedere ulagmigtar.
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Serum Fizyolojik
....... Bacillus thuringiensis preparati

= *~
S L]

w
w

Glikojen (% mg) x 10

~ ~ w
k=3 w ©

-
w

Saat

Sekil 20, Serum fizyolojik kontrol ve B.t. preparatinin gali-
silan deney periyodlarinda kas glikojen seviyesine
etkileri

4,9. 2,4-D'nin Karaciger Glikojen
Seviyesine Etkisi

Etanol kontrol ve 2,4-D enjekte edilmis gruplarin degi-
sik saatlerde karaciger glikojen seviyesine etkileri Sekil 21
de, glikojen deferleri ise Tablo 8 de goriilmektedir.

Bir giin ag birakildiktan sonra beslenmeye alinan her
iki grup hayvanin, yas adirliga gore karaciger glikojen yiiz-
desinde, baslangigtaki deney saatlerine oranla biyik Olglide
bir artais vardir. Etanol kontrol grubundaki bu artig, 2. saat-
ten itibaren 16. saate kadar devam etmekte, 32, saatte ista-
tistiksel bakimdan onemli olan bir diigilis gOsterdikten sonra
tekrar yiikselmeye baglamaktadir. 2,4-D uygulanmis grupta ise,
yas agirlida gore glikojen artigi 16. saate kadar hemen hemen
ayni dederde kalmakta, bu saatten sonra dereceli olarak bir
artma gdstermektedir., Her iki grupta da en yiiksek glikcjen

deferlerine 64, saatte rastlanmaktadir.
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2,4-D uygulanmis grubun yas agirliga gore ylizde deger-
leri genel olarak etanol kontrol grubunun altindaki degerlerde
seyretmekle beraber, 32. saatte kontrol grubunun iistiine gikmak-
tadir. Ancak buradaki fark, istatistiksel bakimdan Onemli de-
gildir. 16. saatte etanol kontrol grubunun glikojen ylizdesi
2,4-D uygulanmis grubun glikojen ylizdesinin 36 kati kadar ol-
makta, ancak aradaki bu fark 30, saatte ortadan kalkmaktadir.
64, ve 72. saatlerde ise kontrol grubunun glikojen degerleri,

deney grubunun 2 kati olmaktadir.

Etanol Kontrol

25

~
>

Glikojen (% mg) x 18"

/

I
et

O b B © fe 20 s % 32 36 &0 4 k6 sz 56 60 e ey g2 Suet
Sekil 21. Etanol kontrol ve 2,4-D'nin galigilan deney

periyodlarinda karacider glikojen seviyesine
etkileri

4,10, 2,4-D'nin Kas Glikojen Seviyesine Etkisi

Etanol kontrol ve 2,4-D enjekte edilmig gruplarin de-
gisik saatlerde kas glikojen seviyesine etkisi Sekil 22 de,

glikojen dederleri ise Tablo 8 de goriilmektedir.



Fareler bir giin ag birakildiktan sonra enjeksiyonu ta-
kiben kontrol grubunda 2. saatten baglamak lizere 16. saate ka-
dar hizli bir glikojen artisi gozlenirken, 32. saatte Onemli
bir diislis gOriilmekte, bu saatten sonra ise 72, saate kadar yi-
ne bir artis tesbit edilmektedir. 2,4-D enjeksiyonundan sonra
da, 2. saatten baslayarak, dereceli olarak yas agirliga gore
glikojen yiizdesinde bir artis olmakla beraber, bu artig 16.
saate kadar istatistiksel olarak onemsiz olup, 32. ve diger
deney periyodlarinda ilk saatlere oranla Onemli olmaktadir.

2,4-D enjeksiyonu 8. ve 16, saatlerde total glikojen
ylizdesini Onemli derecede diiglirmiigtiir. 8. saatteki fark, 1/38
olurken, 16, saatteki fark 1/30 dur. 32. saatte kontrol grubu
ile deney grubu glikojen yiizde deJerleri ayni olurken, 64. sa-
atte deney grubu kontrol grubunun % 14 i, 72. saatte ise % 12

" si kadar bir dedere ulagmaktadir.

——Etanol Kontrol

1
~
p

Glikojen (% mg) x 10
w
rr

0 L 8 12 16 70 (26 78 "32 - 36r. k0" kh =kB 52 56 60 6. 68 72 Saat

Sekil 22. Etanol kontrol ve 2,4—D'qin galigilan deney
periyodlarinda kas glikojen seviyesine etki-
leri
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5. TARTISMA VE SONUG

Tarimda zararlilara kargl pestisit kullanimiyla gergek-
lestirilen kimyasal savagimin, en basit canlidan insana kadar
olan yagamsal faaliyetler zincirini tehlikeye sokan,olumsuz bir
gok etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle, giiniimiiz tariminda bir
taraftan pestisit kullaniml belirli olgililerde kisitlanirken, di-
ger taraftan zararlilara kargl miicadelede, kimyasal olmayan ve
Szellikle de biyolojik savagim yontemlerinin geligtirilmesine
gcaligilmaktadir. Bu yonde atilan en nemli adimlardan bir ta-
nesi, son yillarda yurdumuzda da kullanim alanl arayan, mikro-
bial biyolojik preparatlarla yapilan savagim yontemidir. Yurt
diginda hazirlanan ve degisik ticari adlarla piyasaya siiriilen
bu biyolojik preparatlar, gesitli zararli bocekler lzerinde
denenmis ve oldukga bagarili sonuglar elde edilmigtir. Yurdu-
muzda da B.t. var. thuringiensis'ten elde edilen ve TARMIK-3
ad1 verilen bir biyolojik preparat iiretilerek, bu preparatin
degisik zararli bdcekler {izerine etkileri incelenmigtir (CAK-
MAKCI, 1985). Bu caligmada da B.t. var. thuringiensis prepara-
t1 kullanilmis, bu preparatla birlikte bir insektisit olan en-
dosiilfan ve bir herbisit olan 2,4-D'nin erkek farelerin degi-
sik organlarinda bazi enzim aktiviteleri ve glikojen seviyele-
ri ilizerine etkileri arastirilmigtir.

Caligmamizda kullandigimiz B.t. preparati fare karaci-
gerinde MDH enzimini 4. saatin diginda Snemli derecede etkile-
memistir (Tablo 2)., 4. saatte ise kontrol grubuna oranla bir
stimiilasyon goriilmektedir. Bu stimiilasyon HK ve LDH enzimle-
rinde de olusmaktadir. Bu iki enzimde de 4. saatten baglayan

aktivasyon 16. saate kadar devam etmekte ve bu saatten sonra




% BEr -

kontrol grubu ile hemen hemen ayni deJere ulagarak istatistik-
sel bakimdan onemsiz olan inig ve gikiglar gostermektedir
(Tablo 2). Sadece LDH enziminin aktivitesi, 8. saatte kontrol
grubu ile hemen hemen ayni dederi almaktadir. Her ii¢ enzimde
de goriilen bu aktivasyonlar, belki LD30 dozunun oldukga ylk-
sek olmasindan ileri gelebilir. Bu yiiksek doz ile karsi kar-
siya kalan karaciger hiicreleri ilk saatlerde etkilenip daha
sonra kendilerini toparlayarak normal metabolizmalarina devam
etmis olabilirler. Yapilan bir galigmada B.t.'in dedigik doz-
larinin fare, kobay ve tavsan dokularinda Onemli bir bozukluk
yapmadidil, organ adirliklarainin dedismedidi, B.t.'in organiz-
mada gogalamadigi ve savunma yollari ile ortamdan uzaklagti-
rildigi saptanmigtir (SHADDUCK, 1980).

B.t. preparatinin etkisiyle, 16. saate kadar galisgilan
enzim aktivitelerindeki artiga kargin, karaciger glikojen se-
viyesinde herhangi bir dedisiklik gdzlenmemistir. Bununla be-
raber kontrol grubuna gore karaciger glikojen seviyesinin 0-
nemli Olciide diisiikk olugu, hayvanlarin B.t. enjeksiyonunun et-
kisiyle beslenememelerinin bir sonucu olabilir. Zira kontrol gru-
bu hayvanlarinin enjeksiyondan sonra beslendiklerinin godzlen-
mis olmasi ve haliyle glikojen seviyesinin artmasi, biraz &nce
sdyledigimiz goriislimizii biiylik Slglide desteklemektedir. Diger
taraftan kontrol grubuna gore deney grubundaki bu glikojen se-
viyesinin diisiik olmasinin bir bagka nedeni ise, yiiksek dozda
verilen B.t. preparatinin karaciger hiicreleri lizerindeki olum-
suz etkilerinden dolayi olabilir. Sekil 19 u inceleyecek olur-
sak, 16, saatten sonra glikojen seviyelerinde hizli bir artisg
goriilmekte ve 72, saatin sonunda da kontrol grubu ile istatis-

tiksel bakimdan Onemsiz olacak gekilde bir degere ulagmaktadir.
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Karaciger glikojen seviyesinin 16, saatten itibaren artmaya
baglamasi ve galigtidimiz enzim aktivitelerinin de bu saatten
sonra kontrol deJerlerine paralel deJerler almasi, karaciger
hiicrelerinin ilk saatlerde B.t. preparatindan etkilenip daha
sonraki saatlerde diizene girmesi diislincemizi bir Olglide des-
tekler goriiniimdedir.

B.t. preparati kontrol grubuna gdre kas glikojen sevi-
yesini, tiim deney periyodlarinda istatistiksel bakimdan Onem-
1i olacak gekilde diiglirmiigtiir. Deney grubunda 16, saatten iti-
baren artmaya bagslayan glikojen seviyesi, 72. saatte en yuksek
defere ulagmasina radmen, yine de kontrol grubuyla istatistik-
sel bakimdan Onemli bir fark olugturacak sekilde diisiik seviye-
de kalmigtir. Halbuki karacider glikojen seviyesi, ayni saatte
kontrol grubu ile arasinda Onemli bir fark olusturmamistir, Bu
durum, karacigerin viicuda giren yabanci maddeleri detoksifikiye
etme ©zelliginden dolayi olabilir (PASCOE, 1983). Kas glikojen
seviyesinin 72. saate kadar normal dederlere gelememesinin ne-
deni ise B.t. preparatinin kas glikojen metabolizmasini daha
uzun siire etkilemesinin sonucu olabilir.

Gerek karacigerde gerekse kasta glikojen seviyelerinin
ilk saatlerde yiikselememesinin bir baska nedeni, glikojenin
parcalanmasi sonucu olusan glikoz molekiillerinin enerji ihti-
yacl igin kullanilmasindan ileri gelebilir. Glikozu substrat
olarak kullanan HK enziminin Karaciderde ilk saatlerde aktivi-
tesinin artmasi (Sekil 6), bu goriisiimiizii bir Glciide destekler
goriinimdedir.

Caligmamizda etkisini inceledigimiz B.t. preparati,bob-
rek HK ve LDH enziminde ilk saatlerde bir inhibisyon olugtur-

makla beraber, daha sonraki deney saatlerinde aktivasyona
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neden olmaktadir. LDH enzimindeki bu aktivasyon 32. saatte,
HK enziminde ise 16. saatte Onemli olmaktadir (Tablo 3). An-
cak $ekil 9 ve 10 dan da goriilecedi gibi deney grubunun gds-
terdigi egri, kontrol grubundan fazla uzak dedildir ve Onem-
1i bir degisiklik goriilmemektedir. Bununla beraber MDH enzi-
mi lizerine B.t. preparatinin oldukga fazla etkisi vardir (Se-
kil 8). Il1k saatlerde Onemsiz derecede baslayan aktivasyon,
16, saatten sonra 32, saate kadar Onemli derecede artmig, da-
ha sonra ise bir inig gdstermigtir. Ilk saatlerde goriilen ve
32, saate kadar bir artis gosteren aktivasyonun nedeni, B.t.
preparatinin ilk saatlerde hiicreler lizerine olan gegitli et-
kilerinden dolayi olabilir. Yapilan bir galigmada, B.t. den
elde edilen delta-endotoksininin etkisinin bdcek ve memeliler-
de hiicre osmatik regiilasyonunu ve hiicre zarinin gegirgenligini
degigtirdigi bildirilmektedir (THOMAS, 1983). Hiicre membranla-
rinda goriilen bu tip dedgisimler, enzimler lizerinde aktivasyona
ya da inhibisyona neden olabilmektedir. 32. saatten sonra ak-
tivasyonda goriilen azalma ve hatta 64. saatte meydana gelen
inhibisyon ise MDH enziminin sentezlenme hizinin yavaglamasin-
dan dolayi olabilir, Zira yapilan bir galismada, bir adenin
tirevi olan beta-ekzotoksininin (BOND, 1969), RNA polimerazin
polimerizasyon aktivitesi lizerinde etkili oldudu, DNA-RNA po-
limeraz kompleksi igin ATP ile gekisip bir kompetatif inhibis-
yona neden oldudu ve bu nedenden dolayi beta-ekzotoksininin
mikroorganizmalar da dahil omurgalilar ve omurgasizlarl etki-
ledigi bildirilmektedir (SEBESTA, 1970).

B.t. enjeksiyonundan sonra gegen slire igerisinde her
ne kadar ortamin pH'sindan dolay1l bakteriler geligemiyorsa da

(DEACON, 1983) kullandigimiz dozun yiiksek olusu, Vviicudun

.




G =

savunma mekanizmasini bu yabanci maddeye karsi harekete gegir-
mis olabilir. Organizmanin bu yondeki gabasi gerek Kkaraciger-
de, gerekse boObrekte galigtigimiz enzimlerin aktivitelerini
artirmig ya da dlislirmlis olabilir,

Yapilan bir galigmada, B.t.'in fare, kobay, sigan ve
tavsanlarda herhangi bir toksik etki gOriilmeden ortamdan uzak-
lagtirildigil saptanirken (KRIEG, 1984), bagka bir galigmada
ise asidik pH'da inaktif, bazik pH'da aktif olan (DEAGON,1983)
beta-ekzotoksininin, bazi kogullar altinda memelilere etki et~
tigi gosterilmigtir. Bununla beraber bu ekzotoksinin omurgali-
larin ve bir ¢ok bdcek tilirliniin sindirim sisteminde epitel hiic-
relerinde bulunan alkalin fosfatazlarca defosforilize edilerek
etkisini kaybettidi de gOsteérilmigtir (SEBESTA, 1981).

B.t. preparatinin memeliler lizerine etki edip etmedigi
tartisilirken, bocekler lizerine toksik etkisinin nasil oldugdu
izerine en gok kabul edilen goriis, toksinlerin DNA ve protein
sentez yoluna dodrudan etki etmemesi, ancak hem prokaryotik
hem de Okaryotik DNA'ya bagli RNA polimerazin 6zel inhibito-
rini olusturarak, bu enzime baglanma bolgeleri igin ATP ile
rekabet etmesidir. Bu durum ayni zamanda ribozomal RNA'nin
sentezinde rol oynayan polimeraz -A'yl da etkilemektedir
(SEBESTA, 1981).

Fare karaciger MDH ve HK aktivitelerine endosiilfan'in
etkisini inceledigimiz zaman, HK aktivitesinin 4., saatten iti-
baren her iki kontrol grubunun da lizerinde oldugu ve 32, saat-
te bu aktivasyonun en yiiksek seviyeye g¢iktigi gOriilmektedir
(sekil 12), Ancak, MDH aktivitesi baslangigta serum fizyolo-

jik kontrol grubuna karsil bir aktivasyon gostermekle beraber,
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12, saatten sonra devamli bir inhibisyona neden olmaktadair.
MDH aktivitesi etanol kontrol grubuna gdre ise, 12. saatten

itibaren bir aktivasyon gostermekte, bu aktivasyon da 32. sa-

atte istatistiksel bakimdan dnemli olmaktadir (gekil 11). En-)

doslilfan'in aktive ve inhibe edici etkileri, enzimlere bagla-
narak onlari daha kararli duruma getirebilecegi ya da igiinciil
yapilarini dedistirerek olabilecedi gibi, DNA'ya badlanip en-
zim sentezi ile ilgili genleri baskilayarak etkilemelerinden
dolayi da olabilir. DNA ile kovalent etkilesime giren toksik
maddelerin, tamir iglemi sirasinda DNA'ya yanlig niikleotid
girmesine neden olduklara bilinmektedir (AHMET ve Ark., 1977)
Endosiilfan'in etkisiyle aktivitelerini inceledigimiz
karaciger MDH ve HK enzimleri bazen aktivasyon goOsterirken,
bazen de inhibisyon gostermislerdir. Enzimler, toksik madde-
lerin etkileriyle degisik zamanlarda farkli etkiler gOstere-
bilmektedirler. Ornedin yapilan bir gcalismada karacier LDH
aktivitesinin, endosiilfan'ain etkisiyle 4. saatte 2 kat aktive
olmasina ragmen, 8. saatte bir inhibisyon, 11, saatten itiba-
ren baslayan tekrar bir aktivasyonun oldugu ve 43. saatten
sonra bu aktivasyonun yerini inhibisyonun aldidi gOsterilmisg-
tir (SUMER, 1984). Bununla beraber NATH ve Ark. (1978) sigan-

lara endosiilfan verildikten sonra karaciger siiksinik dehidro-

genaz aktivitesinde bir azalma oldugunu saptarken, GUPTA (1979)

karaciger mikrozomal enzimlerini stimiile ettigini gOstermisgtir.

DURUSOY (1983) ise bizim bulgularaimiza benzer sekilde, bazi en-

zimlerin endosiilfan'in etkisiyle, bazen aktivasyon bazen de

inhibisyon gosterdigini saptamistir.
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Endosiilfan'in etkisiyle MDH ve HK enzim aktivitelerin-
de gOriilen degigimler, karacider hiicrelerinin veya bu hiicre-
lerdeki organellerin, toksinin etkisi ile hasar gdrmesinden
sonra, aktiviteleri artan lizozomal enzimlerin, dier stoplaz-
mik enzimlerin galigmalarini etkilemesinden dolayi olabilir.
Fareler iizerinde endosiilfan uygulanarak yapilan elektron mik-
roskobik galigmalarda, gesitli lizozom bozukluklarinin oldudu,
ener ji metabolizmasinin bozuldudu, gesitli organellerde defor-
masyonlar ve pargalanmalarin oldudgu gosterilmigtir (MOCZON,
1976; OzATA, 1982).

Fare bobreginde MDH, HK ve LDH aktivitelerine endosiil-
fan'in etkisi incelendidi zaman, her ilic enziminde etanol kont-
role gore 8. saatten itibaren baslayan stimiilasyonu, 54. saate
kadar devam ederken, ilk saatlerde etanol kontroliin altindaki
degerlerde kalmigtir (Sekil 13,14,15). MDH ve LDH enzimleri
yaklagik olarak 32, saate kadar aktive olduklari ve bu saatten
sonra da aktivasyonun azaldigi goriilmiigtlir. HK enziminde dik- ‘
kat geken bir durum ise, serum fizyolojik kontrol grubunun hem
endosiilfan'in hem de etanol kontrol grubunun altinda kalmis ol-
masidir ($ekil 14)., Her ii¢ enzimin de kontrol gruplarina gdre
32, saatte oldukga fazla aktive oluglari dikkat cekicidir. Bu
durum endosiilfan veya metabolitlerinin detoksifikasyonundan
sonra, bobreklerde idrar yoluyla atilmasi esnasinda enzimleri-
mizi direkt ya da indirekt yollardan etkilemesinden dolayi o-
labilir. GUPTA (1976), endosiilfan'in bobrek ve testis hiicrele-
rinde hasar yaptigini, spermatogenezde bir diigme ve viicut me-

tabolizmasinda diizensizliklerin meydana geldidini gostermigtir.
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Ayrica DUBEY (1984), endosiilfan'in ve metabolitlerinin etkisi
ile mitokondrial ener jinin azaldidini ortaya koymugtur.

Gerek MDH ve HK gerekse LDH enzimlerinin, etanol kont-
rol grubuna gdre 54, saatten itibaren goriilen inhibisyonlari-
nin nedeni, endosiilfan'in ya da metabolitlerinin bobrekte,
konsantrasyonlarinin artmasi ile,y;ﬁcrede ribozomlarin etki-
lenerek protein sentezinin azalmasindan dolayi olabilir. Zira
yapilan bir galigmada, 11 mg/Kg/gilin dozunda verilen endosiil-
fan'in, bobrek ATPaz aktivitesini ve testis alkalin fosfataz
aktivitesini azalttidil ve toksinlerin kanda 1.14 ppm ile en
diisiik dlizeyde bulunurken, bSbrekte 6.46 ppm ile en yiiksek du-
zeyde oldudu saptanmistir (NATH ve Ark., 1978) . Baska bir a-
rastirmada ise, bobrek lizozomlarinin azaldidi ve poliribozom-
larda bir dadilmanin oldudu gosterilmigtir (OzAaTA, 1982).

Caligmamizda gerek karacijerde gerekse bobrekte gtzle-
nen enzim aktivite dedisiklikleri, endosiilfan'in direkt ola-
rak enzimler ilizerine etki etmesinden kaynaklanabilecegi gibi,
bir sinir insektisiti olan bu maddenin, merkezi sinir siste-
mini etkiledikten sonra dolayla olarak da enzimleri etkileye-
bilecedi diigiinlilebilir. Nitekim GUPTA (1976), fare ve sigan-
larda bu insektisitin merkezi sinir sistemini uyararak toksik
etki gosterdigini, hayvanlarda zehirlenme sonucu goriilen tit-
remenin nedeni olarak da beyindeki asetilkolin'in aktivitesi-
nin artmasindan dolayil oldugunu ileri sirmigtir.

Endosiilfan verilen farelerin hem karaciger hem de bob-
rek dokusunda HK aktivitesinde goriilen artigin bir bagka se-

bebi de, bu enzimin substrati olan glikozun, ortamda artigi
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olabilir. Yapilan bir galigmada, endosiilfan uygulamasindan
2 saat sonra, kandaki glikozun maksimum diizeyde arttidi gos-
terilirken (GARK ve Ark.,, 1980), kandaki glikozun artisinin
bir sebebi olarak, karaciger glikojeninin yikilmasi gosteril-
mistir (DERE ve YANIKOGLU, 1988). /v

2,4-D uygulanmig fare karacigerinde, etanol Kkontrole
gdre, 4. saatten baglamak lizere MDH ve LDH enzim aktiviteleri
azalmaya bagslamig ve bu azalma her iki enzim igin de 20. saate
kadar devam etmistir. Ancak bu inhibisyonlar MDH igin Onemsiz
olurken, LDH enzimi ig¢in 8., ve 16, saatlerde Onemli olmaktadir
(Sekil 16, 18). 2,4-D'nin karaciger HK enzimi iizerine etkileri
incelendiginde, 4. saatten 19, saate kadar her iki kontrol gru-
buna gdre bir inhibisyon gOriilmektedir. Meydana gelen bu akti-
vasyon 8., saatte Onemli olmaktadir (Tablo 6). MDH, HK ve LDH
enzimlerinde, ilk saatlerde godzlenen bu aktivasyon ve inhibis-
yonlari, 2,4-D'nin uygulanan yiliksek dozuna badli olarak kara-
cider hiicreleri lizerindeki etkilerine baglayabiliriz. Yapilan
caligmalar, uygulanan dozlara bagli olarak, uzun siire 2,4-D i-
le karsi karsiya kalan kopek, fare, sigan, tavsan, Koyun ve si-
girda, karacider kan damarlarinda asiril kan yiiklenmesi, Kkaraci-
ger hiicrelerinde atrofi, bobrek hiicrelerinde ise histopatolojik
anormalliklerin olugmasi gOsterilirken, askorbik asit miktarin-
da, niikleik asit ve lipid igeriklerinde Onemli degigikliklerin
oldugu da saptanmigtair (WHO, 1984).

2,4-D'nin etkisi ile fare karaciger MDH ve LDH enzimle-
ri, 20, saatten sonra etanol kontrol grubunun iistiindeki deger-

lerde seyrederken (Sekil 16, 18), HK enzim aktivitesi ancak
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46. saatten sonra etanol kontrol grubunun ilizerine gikabilmig-
tir (Sekil 17). Ancak, MDH enziminde etanol kontrol grubuna
gOre artan bir aktivasyon goriiliirken, LDH enziminde 32, saat-
ten itibaren, azalan bir aktivasyon goriilmektedir. Clinkii eta-
nol kontrol grubunda, karaciger LDH aktivitesi, 32, saatten
itibaren bir artig gOstermektedir. Caligtigimiz MDH ve LDH en-
zimlerinin aktivasyonlarinin nedeni, diger bazi enzimlerin in-
hibisyonlarina bagli olabilir. Yapilan bir galismada 2,4-D uy-
gulanmis bitkilerin hilicre membranlarindaki ATPaz ve fosfataz
aktiviteleri artarken, fosfatidat fosfatazin inhibe oldugu
saptanmistir (GUNTHER ve Ark,, 1978). Ayni .arastiricilar fos-
fatazin aktive olmasinin, fosfatidat fosfatazin inhibisyonuna
neden oldugunu da ileri silirmiislerdir. Bununla beraber, 2,4-D'
nin etkisi ile sigan karacigerinde bazi toksinleri ortamdan
uzaklastirmada gdrevli glutatiyon-S-transferaz enziminin bazi
formlari inhibe olurken, bazi formlarinin aktive oldugu da gos-
terilmigtir (WESSEY, 1984)., Yapilan gegitli galigmalarda 2,4-D'
nin bazi enzimleri aktive ettidi, bazilarini ise inhibe ettigi
gosterilmigtir (KAWASHIMA, 1984; YELKOVAN, 1989; ALICIGUZEL,
1989).

Caligmamizda, 46, saatten itibaren HK enziminin, 2,4-D°'
nin etkisi ile aktivitesinin artmasinin nedenini, kanda glikoz
seviyesinin bu saatten sonra artmis olmasina baglayabiliriz.
Uzun siire 2,4-D'ye maruz kalan insanlardan kan Ornekleri ali-
narak yapilan galismalarda bu tip insanlarda hiperglisemi ol-
dudu gosterilmigtir (CURRY, 1962). Bu durum da bizim diglnce-

mizi bir Olglide desteklemektedir.




L

Karacier MDH, HK ve LDH enzimlerinde 2,4-D'nin etkisi
ile tesbit ettidimiz stimiilasyonlarin bir bagka nedeni de, bu
toksinin ilag metabolize eden sistemleri uyarmasindan dolayi
olabilir. Ciinkii bu sistemde bulunan enzimler, fazla 8zglil de-
§illerdir. Bir toksik madde, kendi metabolizmasi ile ilgili
enzimlerin sentezini artirirken, bagka toksik maddelerin meta-
bolizmalari ile ilgili enzimlerin sentezini de artirabilmek-
tedir (KAPPAS, 1975). Gerek MDH gerekse LDH enzimlerinde ilk
saatlerde gdriilen inhibisyonlarin nedeni, 2,4-D'nin protein
sentez mekanizmasinl olumsuz yonde etkilemesinden dolayi ola-
bilir. AHMET ve Ark. (1977), 2,4-D'nin, insan fibroblast kiil-
tiirlerinde diizensiz DNA sentezine neden oldudunu gdsterirken,
KOCA (1986), kromozomlarda topraklasma ve yapigkanliklarin ol-
dugjunu, ayrica kiyazma frekansini etkiledigini gostermistir,
Bir bagka calismada ise, 2,4-D'nin yiliksek dozlarinin insan ve
hayvan kemik i1idi hiicrelerinde sitogenetik bozukluklarin ol-
dudu saptanmistir (PILINSKAYA, 1974)

2,4-D hiicresel seviyede gesitli bozukluklara neden ol-
dudu gibi, bir cok enzimin faaliyetinde de etkili olmaktadir.
Yapilan galigmalarda, 2,4-D, kaslarda LDH ve Kreatinkinaz en-
zimlerinin aktivitelerini artirirken (LUKOSHKINA, 1970), bob-
rekte G6P-DH ve MDH enzim aktivitelerinde onemli bir degigik-
1ik yapmamis, HK enzimini inhibe etmigtir (PINARBASI, 1988).,
Bununla beraber, karacijerde G6P-DH enziminin aktivitesini ar-
tirdid1 tesbit edilmigtir (YELKOVAN, 1989).

'f—gegitli yollarla canli sistemlere giren klorof enoksi
asitik asitler, karsilastiklari proteinler ile baglica iki ge-

kilde etkilegime girmektedirler. Birincisi proteinler uzerin-
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deki aromatik amino asitler ile klorofenoksi asitlerin benzen
halkasi arasinda meydana gelen hidrofobik etkilesimdir. Ikin-
cisi ise, ,arginin amino asidinin guanidin grubu ile klorofe-
noksi asitlerin karboksil gruplari arasindaki baglanmadir [
(DAVID, 1974)! Her ne kadar proteinler kendilerini bu toksik
maddelerden ii¢ boyutlu yapilari ile korumaya galigsalar da,
bahsettigimiz bu iki etkilegimden dolayl inhibe olabilmekte-
dirler. Galigmamizda gerek MDH gerekse LDH enzim aktivitele-
rinde ilk saatlerde goriilen inhibisyonun nedeni bu tiir baglan-
malar ile de agiklanabilir. Ayrica, 2,4-D'nin albumin ve glo-
bulinlerdeki palmitik asit ve tiroksinin baglanma bolgelerine
baglanarak, bu maddelerle yarisa girdigi de bildirilmektedir
(KOLBERG, 1973).

Calismamizda etkisini inceledigimiz 2,4-D herbisiti,
deney periyodlari siliresince farenin karaciger ve kas dokusun-
da glikojen seviyesini Onemli Olgilide etkilemigtir. Hem deney
hem de kontrol grubunda her iki dokuda da enjeksiyondan sonra,
glikojen seviyelerinde belirli bir yilikselme goriilmektedir. Bes-
lenmeye badli olarak gdriilen bu artis, 2,4-D uygulanan grupta- :

ki farelerde, karaciderde 30 ile 40, saat disinda kalan tim

deney periyodlari siiresince ve kas dokusunda galigilan tim sa-
atlerde kontrol grubunun altinda kalmistir ($ekil 21, 22).
2,4-D uygulanmis grupta karacider ve kas dokusunda 16.
saate kadar goriilmeyen glikojen artisi, hayvanlarin ilk saat-
lerde beslenememelerinden ve 2,4-D'nin hizla dokular igerisi-

ne niifuz ederek glikojen metabolizmasini direkt veya indirekt

olarak etkilemesinden ileri gelebilir. Ancak 16. saatten iti-
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baren beslenmeye baglayan hayvanlarin, karacider glikojen yiiz-
desinde belirgin bir artig vardir (Sekil 21). Fakat bu artas
72, saatte maksimum diizeye gelmesine ragmen, yine de kontrol
grubunun oldukga altinda kalmaktadir. Yapilan bir caligmada
2,4-D'nin, hayvanlardaki toksik etkisinin kaslar ve merkezi
sinir sistemi lizerine oldudu gdsterilirken (IYER, 1976), bu
herbisitin farelere enjeksiyonundan sonra, bir kag saat igin-
de kaslarda zayiflidin oldudu, Ozellikle arka bacaklarda fel-
cin meydana geldigi, buna badli olarak da viicut hareketlerin-
karida bahsettigimiz bu olumsuzluklar,farelerin yeterli diizeyde
beslenebilmelerine engel olarak, gerek karacierde gerekse
kasta, glikojen seviyesinin 72, saate kadar normal deJerleri-
ne gelememesinin bir nedeni olabilir,

2,4-D'nin etkisi ile farelerde karaciger ve kas doku-
sunda glikojen seviyelerinin, kontrol grubuna gdre onemli 8lgii-
de diiglik olmasinin nedenlerinden birisi, herbisitin etkisi ile
hlicresel dlizeydeki degisikliklerin ¢ok fazla olmasindan ve boy-
lelikle hiicrelerin normal fonksiyonlarini yapamamasindan ileri
gelebilir, 2,4-D verilmis hayvan dokularinda yapilan mikrosko-
bik galismalarda, organellerin bu herbisitten oldukga fazla
etkilendigi, siganlarda, kullanilan dozlara bagli olarak, do-
kularda glikojen seviyesinin dedistigi gOsterilmigtir
(DZHAPAROV ve TSILIKOV, 1969; CHANG, 1974).

2,4-D ve endosiilfan deney gruplarainda, kontrol olarak
kullanilan etanoliin, gerek karacigerde gerekse kasta glikojen
seviyelerini azaltici etkisi olmakla beraber (DERE VE YANIKOG-

LU, 1988) galigmamizda, her iki dokuda da etanoliin etkisine
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ragmen 4, saatten itibaren hizli bir glikojen artisi goriilmek-
tedir. Ancak 32, saatte hem karacierde hem de kasta istatis-
tiksel bakimdan Gnemli olan bir diiglis meydana gelmistir (Tab-
lo 8). Bu diigligiin nedeni, hiicresel dlizeydeki Onemli hasarlar-
dan ve alkol metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin aktivite-
lerindeki dedigikliklerden ileri gelebilir. OZATA (1989), fa-
relere etanol enjeksiyonundan sonra karacier parankima hiicre-
lerinin ince yapisinda Onemli degigikliklerin oldudunu ve gli-
kojen partikiillerinin azaldidini gostermistir. Bununla beraber
etanoliin, enzim aktiviteleri ilizerine etkilerinin oldudu da sap-
tanmigtir (POSE, 1981; THURMAN, 1972; RUBIN, 1970; ULKER ve
ATALAY, 1985). Bizim galigmamizda da etanoliin enjeksiyonundan
sonra,ilk saatlerde enzimleri stimiile edici etkisi gdzden kac-
mamaktadir. Ancak zaman ilerledikge bu etki dedigmektedir.Eta-
nolin, enzimleri daha kararli hale getirdidi ve ilk saatlerde
aktive ettigi bilinmektedir (BRUICE, 1970).

Buraya kadar tartistigimiz Kisimlardan da anlasilacada
gibi B.t. preparati, karacider ve bdbrekte caligilan enzim
aktivitelerinde pek fazla Onemli bir dedigiklik gdstermezken,
endosiilfan ve 2,4-D kontrol gruplarina gore enzim aktivitele-
rinde oldukga Onemli dedisikliklere neden olmustur. Bununla
beraber 2,4-D ve B.t. preparati hem karacierde hem de kas do-
kusunda glikojen seviyelerini kontrol gruplarina gdre azaltmig-
tir (Sekil 7, 8). Ancak B.t. preparatinin etkisi ile azalan
karaciger glikojen seviyesi, 2,4-D'nin etkisi ile azalan ka-
raciger glikojen seviyesine gOre daha kisa slirede normal deder-
lere gelmistir., Ayni sekilde bir organik pestisit olan endosil-

fan da, her iki dokuda glikojen seviyelerinin kontrol gruplarina



gbre Onemli Olgiide diigmesine neden olmug, normal glikojen de-

Jerlerine ise, karacigerde 1. haftanin sonunda ulagilirken
kasta heniiz ulasilamamistir (DERE ve YANIKOGLU, 1988).

B.t. preparatinin zararli bocek kontroliinde olduk¢a
diigiik dozlarda kullanildidini goz Oniine alirsak, deneylerde
farelere uyguladigimiz LD30 dozunun, ¢ok yiliksek olmasina rag-
men caligilan enzim aktivitelerini ve glikojen seviyelerini
sadece ilk saatlerde etkilemis olmasi dikkat gekicidir. Sonug
olarak bir biyolojik preparat olan B.t.'in galigmada kullandi-
Jimiz kimyasal pestisitlerle -ele aldiimiz konular yoniinden-
karsilastirdidimizda bu biyolojik preparatin daha avantajli
oldudunu sdyleyebiliriz, Bununla beraber B.t. preparatinin
ziral miicadelede yaygin bir sekilde kullanilabilmesi igin on-
celikle cevre ve insan sagdlidi agisindan daha bir gok galigma-

nin yapilmasil gerekmektedir.
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6. OZET

Bu galigmada, bir biyolojik insektisit olan Bacillus
thuringiensis (B.t) var. thuringiensis preparati ile kimya-
sal pestisitlerden endosiilfan ve 2,4-D'nin LD5, dozlara
Swiss - Albino erkek farelere (Mus musculus) intraperitonal
olarak uygulanarak hayvanlarin karaciger ve bobreklerinde
bazi enzim aktivitelerine (MDH, HK, LDH), ayrica karaciger
ve kasta glikojen seviyelerine etkileri arastirilmigtar.

B.t. preparati, gerek 2,4-D gerekse endosiilfan'a
oranla enzim aktivitelerinde Onemli bir dedisiklik gOster-
memistir. Bu preparatin etkisiyle ilk saatlerde meydana ge-
len aktivasyonlar, 64. saatte kontrol grubuna paralel deder-
lere ulagmistir. 2,4-D uygulanan farelerde, karaciger doku-
sunda deneyin sonlarina dodru MDH ve HK enzimlerinde meydana
gelen aktivasyonlar Onemli olmaktadir. LDH enzimindeki akti-
vasyon ise 64, saatte etanol kontrol grubu ile ayni dederde
bulunmustur. Endosiilfan'in etkisiyle karaciferdeki MDH ve HK
enzim aktiviteleri ilk saatlerde inhibisyon ve aktivasyonlar
gOsterirken deney periyodunun sonlarina dodru kontrol grupla-
r1 ile ayni dederlere gelmigtir. Ancak bobrekte, incelenen
her ii¢ enzimde de bazen aktivasyon bazen de inhibisyonlar go-
rilmektedir.

BE.t. ve 2,4-D'nin gerek karacigerde gerekse kas doku-
sunda glikojen seviyelerini 16. saate kadar etkilemesine rag-
men ilerleyen saatlerde her iki dokuda da beslenmeye bagli
bir artig vardir. B.t. preparati 16, saatten sonra karaciger

ve kasta glikojen seviyelerini ylikseltmeye baglamigtair,
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72. saatte karacigerde, kontrol grubuna yakin seviyeye gelir-
ken kas dokusunda henliz normal deJerlere ulagamamigtir. Bunun-
la beraber 2,4-D uygulanan grubun glikojen seviyeleri her iki
dokuda da kontrol grubunun altinda seyretmigtir.

Elde edilen sonuglar, B.t. preparatinin farelerde,
calisilan enzim aktiviteleri ve glikojen seviyelerine etki-
leri yoOnilinden, uyguladigimiz kimyasal pestisitlere gOre daha

olumlu bir pestisit oldudunu goOstermektedir.
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SUMMARY

In this study, LD30 dozes of Bacillus thuringiensis
(B.t.) var. thuringiensis preparation, which a biological
insecticide, with 2,4-D and endoslilfan that are chemical
pesticides have been applied intraperitonally to Swiss-Albino
male mice (Mus musculus) in an effort to their effects on
some of the enzyme activities in the animals kidney and
liver as well as on the levels of glycogen in the liver and
muscle were investigated.

B.t. preparat did not reflect any important variance
in the enzyme activities in proportion to either 2,4-D or en-
dosulfan. With the effect of that preparation activations
occurred within the first hours reached, at the 64th hour,
the values parellel to the control group. In the liver tissue
of the mice to which 2,4-D is applied, the activations occurr-
ing in MDH and HK enzymes become significant toward the end
of the experiment. The activations in LDH enzyme has also been
found to be at the same level with the ethanol control group
at the 64th hour. While the MDH and HK enzyme activities in
the liver showed inhibitions and activations in the first
hours under the effect of endosulfan, they then turned to the
same levels with the right control groups toward the end of
the experimental period. However, in the kidneys, each of the
three examined enzymes sometimes show activation and sometimes
show inhibition.

Although B.t. and 2,4-D effect the glycogen levels

either in the liver or in the muscles until the 16th hour,
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there appears to be a rise in both tissues in the following
hours depending on nutrition. B.t. preparat began to rise
glycogen levels in the liver and muscle after the 16th hour.
While B,t. was keeping up with the control group in the liver
at the 72nd hour, it failed to reach the normal values in the
muscle tissue. Nonetheless, the glycogen levels of the group
to which 2,4-D was applied were under the control group found
in both tissues.

The results obtained show that B.t. preparat is a more
positive pesticide found in mice than that of tho chemical
pesticide that we applied, from the point of enzyme activities

and glycogen levels that were examined.
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