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OZET

Endosulfanim Mus musculus Kan, Karaciger ve Meme Dokusu Uzerine Etkisi

Son yilarda Tiirkiye'de ve ozellikle Cukurova bélgesinde meme kanseri
insidansimn artis1 ile bélgemizde ¢ok yaygin olarak kullanmilan endosulfan arasinda
bir baglant1 olabilecegi diisiiniildiigiinden, ana¢c Mus musculus'un kan, karaciger
ve meme dokularmda endosulfanin hematolojik, biyokimyasal ve histopatolojik
etkileri arastirdlmstir. Arastirmamizda Cukurova Universitesi Tibbi Deneysel
Cerrahi Arastirma Merkezi'nden (TIBDAM) alinan 23-40 g agirhginda 60 adet (30
kontrol, 30 deneysel) ana¢ Mmusculus kullandmstir. Endosulfanm M.
musculus’un  kan, karaciger ve meme dokusu iizerindeki etkilerinin
degerlendirilebilmesi icin hematolojik verilerin, eritrosit, karaciger ve meme
antioksidan sistemlerin, laktik dehidrogenaz (LDH) ve malondialdehit (MDA)
diizeylerin referans degerleri saptanmustir. Deneysel gruba endosulfan (0.24
mg/100g viicut agirhgy/giin) 90 giin (kisa donem) ve 180 giin (uzun dénem) oral
yolla uygulanmstir. Endosulfanin hem kisa hem de uzun donemde viicut ve meme
agirhklarim  etkilemedigi, karaciger agirhgim ve hepato/somato indeksini
arttirdig, lékositoz ve anemiye neden oldugu saptanmistir. Endosulfan eritrosit ve
karaciger dokusundaki antioksidan sistemlerini, LDH aktivitelerini ve MDA
diizeylerinin belirgin sekilde etkilerken, meme dokusu verilerini etkilemedigi
goriilmiistiir. Karaciger dokulannin histopatolojik acidan incelenmesinde, kisa
donemde agir tahribat bulgular, uzun dénemde ise agir tahribat bulgularinmn
yamsira hafif-orta derecede rejenerasyon bulgulann saptanmstir. Meme
dokularmmn histopatolojik a¢idan incelenmesinde ise hem kisa hem de uzun
doénemde stroma'da infiltrasyon bulgulan saptanmistir.

Sonug¢ olarak, cahsmamizda endosulfanin kan, karaciger ve meme dokusu
iizerinde non-karsinojenik etkileri goriilmiis, kisa donemde doku diizeyinde olusan
hasarmin geri doniigsiimlii oldugu ve organizmanin uzun dénem toksisitesine uyum
sagladig: saptanmstir,

Anahtar sozciikler: Ana¢c Mus musculus, endosulfan, kan, karaciger, meme dokusu
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ABSTRACT

The Effect of Endosulfan on Blood, Liver and Breast Tissues of Mus musculus

In recent years in Turkey, especially in Cukurova Region, it has been
suggested that there would be a relation between the increased insidence of breast
cancer and widely use of endosulfan. For this purpose, the hematological,
biochemical and histopathological effects of endosulfan on blood, liver, and breast
tissues of mature Mus musculus are investigated. Sixty mature (30 control, 30
experimental) M. musculus, weighing between 23 and 40 g, were obtained from the
Medical Experimental Surgery Research Center (MESRC) of Cukurova
University. In the first part of our study, the reference ranges of malondialdehyde
(MDA) levels, lactic dehydrogenase (LDH) activities, antioxidant systems and
hematological parameters are established to interpret the effects of pesticides on
these tissues. In the second part, the effects of oral administration of endosulfan
(0.24 mg Per 100 g body weight) daily for 90 days (short term) and for 180 days
(long term) are investigated. As a results, no effect on body and breast weights
whereas leucocytosis, and anemia as well as a increase on liver weight and
hepato/somato index are observed in neither short nor long terms. Although the
antioxidant systems of erythrocyte and liver tissue, LDH activities and MDA levels
were affected by endosulfan; breast tissue levels showed no significant changes. In
the histopathological investigation of the liver tissues, the findings of severely
damaged tissue in the short term and mild to moderate regeneration signs are
observed in the long term. Infiltration to stroma is observed in the histopathogical
investigation of breast tissues in both short and long terms.

In conclusion, non-carcinogenic effects on blood, liver and breast tissues,
reversible tissue damage in the short term and an adaptation to long term toxicity
are observed.

Key words: Blood, breast tissue, endosulfan, liver, mature Mus musculus
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1.GIRIS VE AMAC

Kimya endustrisinin hizli gelisimi sonucunda gerek gunliik yasantimizda, gerekse
tarimda ve endiistride bir¢cok kimyasal maddeler kullanilmaktadir. Bu kimyasal maddeler
cagdas yasamin vazgegilmez gereksinimleridir. Ozellikle, tanmda kullamlan kimyasal
maddeler (pestisitler) ¢ok yaygin ve Onemli cevresel kontaminantlar olarak dikkati
cekmektedir”.

Pestisitler, kullamlmalan ile gerek halk saghg: ve gerekse aghkta, savasta besinlerin
korunmas: bakimindan ekonomik faydalar saglamaktadir. Diger yandan, pestisitlerin
cesitli nedenlerle gerek dogrudan maruz kalma veya kullammlari sonucu ¢evreye
yayilarak insanlara ve tiim ekosisteme zararlan s6z konusudur’. Ulkemizde besinlerin ne
Olgiide pestisitlerce kirlendigi geregi kadar aragtinlamamugstir. Pestisitlerin bitkisel ve
hayvansal besinlerle insan dokularindaki kalinti (reziidii) yogunlugunun belirlenmesi
alinacak onlemler agisindan zorunlu duruma gegmigtir.

Son giinlerde ¢ok giiclii ¢evresel kirlilik olarak nitelendirilen organik klorlu
pestisitlerin lipofilik karaktere, yiiksek biyolojik birikime ve ostrojenik aktiviteye sahip
olmalan nedeniyle meme kanseri igin "risk faktori" teskil ettigi diginiilmektedir™®’.
Organik klorlu pestisitler timorejenik etkilerini dioksinlere benzer bir mekanizma ile
gerceklestirebilmektedir. Tumorejenik etkide pestisitler arilhidrokarbon (Ah) benzeri bir
reseptére baglanmasiyla sinyal iletimin kompleks iglevleri hizlanmakta ve hiicre
farklilagmasi ve bityiimesi Gizerine pleiotropik etkiler olugsmaktadir. Bu gekilde meydana
gelen hiicresel sinyal iletimindeki diizensizlikler dokularda pestisit rezidilerinin
birikimine neden olmaktadir®. Pestisitler herhangi bir yolla (oral, deri ve inhalasyon)
viicuda alindiktan sonra sistemik sirkiilasyona gegmeden once hepatik sitokrom Pyusp (Cyt
Psso) monooksijenaz sistemi ile metabolize olmaktadir. Metabolitler glutatyon-S-
transferaz (GST) ya da glukuronidasyon sistemleni ile detoksifike edilir. Alternatif
olarak, reaktif metabolit protein, DNA gibi oOnemli doku makromolekiilleri ile
"adductlan" olusturabilir. Bu sekilde kovalent baglanma toksisite, karsinojenite,

mutajenite ve teratojeniteye neden olmaktadir’.




Pestisit metabolizmas: esnasinda olusan serbest radikaller hiicre igerisinde bulunan
antioksidan sistemlerle yok edilerek hicredeki oksidatif hasarn  Onlenmesi
saglanmaktadir. Hiicre icerisinde bulunan antioksidan sistemler glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PDH), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediktaz (GR),
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), GST ve rediikte ghutatyon (GSH)'dur®

Organik klorlu maddelerin siklodien grubunda yer alan endosulfan, 60 tiirli
yiyecek ve yiyecek olmayan iiriinlere zarar veren 100'den fazla zararh tanm béceginin
kontroliinde kullaniidigindan énemli bir ¢evresel kontaminant olarak dikkati ¢gekmektedir.
Endosulfan ozellikle titiin, pamuk gibi yiyecek olmayan iriinlerde ve sebze, meyva,
musir, tahil, kahve, patates, ¢ay gibi yiyeceklerde; lepidoptera, homoptera, heteroptera,
thysanoptera, diptera ve bazi akarisitler gibi zararh tanm boceklerine karst
kullanlmaktadir’®.

Bugtin Cukurova yoresinde toksisite delilleri, yaygin kullanmm ve kullamlma
kriterleri en fazla pestisit olan endosulfamin (6,7,8,9,10,10-hexachloro-1,5,5a,6,9,9a-
hexahydro-6,9-methano-2,4,3-benzodiexathiepin-3-oxide) birinci agamada; Mus musculus
viicut, karaciger, meme agirhiklarina etkilerini, ikinci asamada; hematolojik verilere
etkilerini, Gglincii agamada; kan, karaciger ve meme dokusu antioksidan sistemlere, LDH
ve GST aktivitelerine etkilerini, dordiinci agamada; karaciger ve meme dokusundaki

histopatolojik degisimleri 151k ve elektron mikroskopik diizeyde incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pestisitler

Diinya nifisu, ¢ok hizli ve kontrolsiiz bir gekilde artmaktadir. Buna ragmen bu
artist kargilayacak oranda uriin saglanamamakta ve gida ihtiyact giderek artmaktadir. Bu
sorunun giderilmesi, birim alanda verimi ve kalitesi yiiksek irtinler elde edilebilecek,
maliyeti olduk¢a dusik, en 6nemlisi de ¢evre kirliligine neden olmayacak onlemlerin
alinmas ile mimkindir. Bugiin yurdumuzda ve diinyada Griin artigint saglayabilmek i¢in
cesitli zararlilarla micadelede "pestisit" adi verilen kimyasal maddeler kullanilmaktadir.
Bu maddelerin kullamimasiyla gergekten de triin miktannda artiglar gozlenmektedir.
Ancak bu tarim ilaglan suda, toprakta, meyva ve sebzeler tizerinde uzun siire bozulmadan
kalarak cevre kirliligine neden olmakta ve dolaysiyla besin zinciri yoluyla insana kadar

ulasabilen esitli zararlar olugturmaktadr'.

2.1.1. Pestisitlerin Tarihgesi

Bugiin kullandan pestisitlerden bazilanmin ik kullanihgi yizyillar 6ncesine kadar
dayanmaktadir. Omnegin kiikiirtiin, fungusit ve insektisit 6zelligine sahip olmas: 3000 yil
oncesinde bilinmekteydi. DDT [2,2-bis(p-chlorophenyl)-1,1,1-trichloroethane] Amerikada
ilk kez 1943'de antimalaryal kampanya sirasinda pestisit olarak insanligin hizmetine
girmigtir™*>S. Bu tarihten itibaren diger pestisitler pespese bulunmug ve pestisit sanayindeki
yerlerini almuglardir. DDT ile ilgili ilk yaymlar 1945 de DDT'nin hayvan siitiinde
saptandigl, 1948 ve 1951'de insan adipoz dokusunda ve meme siitiinde saptandig
bildirilmigtir''?. Siganlarda ve farelerde DDT'nin karaciger, lenf ve akciger kanserine
neden oldugu gosterilmistir”>. 1993-1995 yillarinda yapilan ¢alismalar DDT'nin meme
kanser riskini arttirdigi yoniindedir™*>*!"*, DDT ve izomerleri ostrojenik aktiviteye sahip
olduklarmdan insan Ostrojen reseptorine baglanma yetenegine sahiptir>*>%'%,

Goriilityor ki, pestisit sanayi diinyaya kapisimt DDT ile agmugtir.



2.1.2. Pestisitlerin Smiflandiridmas:
Pestisitlerin simflandinlmas: ¢ok farkh sekillerde yapiimaktadir’. Bunlar;
I. Hedef alinan organizmaya gore gruplandirma
a. Akarisitler (akarlan oldiiren pestisitler)
b. Insektisitler (bocekleri 6ldiiren pestisitler)
¢. Nematisitler (nematotlan ¢ldiiren pestisitler)
d. Rodentisitler (fare gibi kemirgenleri 6ldiiren pestisitler)
e. Fungusitler (bitki iizerindeki mantarlan 6ldiiren pestisitler)
f. Herbisitler (yabanci otlart 6ldiiren pestisitler)
IL Kullanma sekillerine gore gruplandirma
a. Gaz
b. Toz
c. Piskiirtme
1. Etkili maddelerine gire gruplandirma
a. Inorganik maddeler
b. Dogal organik maddeler
- Bitkisel maddeler
- Petrol yaglan
c. Sentetik organik maddeler
- Organik fosforlu maddeler
- Organik klorlu maddeler

- Diger sentetik organik maddeler

2.1.3. Pestisitlerin Cevreye Etkileri

Pestisitler gevreye; atmosfer, su, toprak ve pestisitlerin yapim ya da genig sahada
kullanimu sonucunda bulagmaktadir”. Miles ve Harris'e gore su igerisinde istenmeyen
bazi aquatik bitkilere ya da boceklere kargt pestisitlerin dogrudan suya uygulanmast,
pestisitli bitkilerden topraga, toprak alti sularina, dolayistyla su ekosistemine karigmast
yada pestisitle bulagmg atmosfer igindeki partikillerin yagmur sulan ile taginmast sonucu

sularm pestisitle bulagmasina neden olmaktadir'®. Pestisitler dogrudan toprak yiizeyine ve
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icine, bitki lizerine veya tohum ilaglamas: seklinde tohumluk iizerine uygulanmaktadir.
Bitki yiizeyine atilan pestisitlerin 6nemli bir kismu topraga diigmekte ve topraga diisen
pestisitler toprak tipine, ¢ozinirligiine, kalicilik ve iklim faktorlerine bagh olarak toprak
icinde zamanla hareket edebilmektedir'’. Yapilan aragtirmalar sonucu baz: organik klorlu
pestisitlerin  topraga tatbik edilmesi halinde %S0'den fazlasimn 15-16 il toprakta
kalabilecegi tesbit edilmigtir'’. Hayvansal kaynakli besinler, ozellikle organik klorlu
pestisitlerin birer reziidi kaynafidir. Yapilan aragtirmalar hayvansal besinlerin daha
yilksek oranda pestisit rezidisti tasidifiu gostermektedir. Pestisitler hayvanlarn
dokularinda pestisit cinsine ve konsantrasyonuna bagh olarak birikmektedir'®. Son
zamanlarda pestisitlerin ev i¢i ve civan gevrede el altinda bulundurulmas: yayginlagtiginda

(hamambécegi ve karinca ve farelere kargi) bulasma s6z konusu olmaktadar®™.

2.1.4. Pestisitlerin Insanlara Etkileri

Bir takim canli organizmalan hedef alarak geligtirilen tanmsal savag ilaglan insanlant da
etkisi altinda birakmaktadir. Insanlarda zehirlenmeler, ilaglanin viicutta deri, solunum veya
sindirim organi yolu ile girmesi sonucu meydana gelmektedir. Ozellikle DDT, BHC, Endrin,
Aldrin ve Heptaklor gibi uzun siire kaliciify ve viicutta birikme 6zelligi olan organik klorlular
dissiik dozda da olsa kronik zehirlemelere de neden olmaktadudar™.

Pestisitlerin kullamm ile kanser insidans: arasimda bir korelasyon saptanmugtir™". Tanm
igcilerinde kanser insidans: genellikle diigiikktiir. Bununla birlikte son yillarda tanm iscilerinde
spesifik kanser tiplerinin riski artmaktadir. Bu spesik kanser tipleri 16semi, Hodkin's hastalig,
non-Hodkin's lenfoma, multiple myeloma ve dudak, mide, prostat, beyin ve meme
kanserleridir. Pestisitlerin karsinojenik etkilerini arastirmak igin sigan diyetine kangim halinde
19 organik fosfortu pestisit ve 1 organik klortu pestisit kangtirlarak 8 hafta verilmistir. Bu
sekilde olusturulmak istenen karaciger modelinde pestisitlerin, daha 6nceden dietilnitrozamin
tarafindan olusturulan preneoplastik lezyonlarn alamm ve sayismu arttirdig bildirilmigtir.
Bazi pestisitlerin 16kosit Omeklerinde "DNA adductlan"nm  olusumunu  arttirdig
saptanmistir””. Yaygm olarak kullamilan 15 pestisitin (ditiyokarbamat, methidation, paration-
metil, paration, vinklozolin, fenarimol v.b) karaciger ksenobiyotik enzim sistemine ve oksidatif
hasarin bir indeksi olan karacifer DNA' sinda 8-hidroksi-2-guanozin (8-OH-2-guanozin)
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seviyesine etkileri aragtirimistir’®. S6z konusu pestisitler 10 giin sicana verildikten sonra diigik
dozlarda pestisit kangim serbest DNA hasarmna neden olurken yiiksek dozlarda oksidatif
hasarin detayh ekspresyonunu inhibe ettigi gozlenmistir.

PCBler, klorlu dibenzo-p-dioksinler, endosulfan, aldikarb, karbaril, karbofuran,
malation, atrazin ve 2,4-D gibi pestisitler ve agir metaller gichi immunotoksik etki
gostermektedir. S6z konusu maddeler otoimmun reaksiyon niskini artirarak allerjik
reaksiyonlarda artiga neden olmaktadir™?.

Benomyl, DDT, endosulfan, karbin, dinoseb, lindan, malation ve zineb gibi pestisitler
tanim igcilerinde rastlanan kontakt allerjik dermatitine neden olmaktadir. Bunun yamsira
kontakt foto-allerjik dermatit foto-toksik pestisitlerle olugmaktadir. Bu pestisitler anilin,
ditiyokarbamatlar, triazinler, organik klorlular ve ire bilesikleri foto-kontakt dermatite neden
olmaktadir. Dermal etkide, hidrofilik ve lipofilik pestisitler farkhi molekiiller mekanizma ile
stratum komneum'dan diffiiz olmaktadir. Lipofilik molekiller fipit matriksin protein filamentleri
arasinda gecerken hidrofilik molekiiller intraseliller alanlann sulu kismuina gegmektedir.
Lipofilik maddelerin stratum komeum'a diffiz olmasi igin gerekli aktivasyon enerjisi
digiiktiir®,

Pestisitlerin teratojenik ve mutajenik etkilere sahip olduklan saptanmugtir”. Teratojenik
etkinin olusmasinda doz ve stresin varhg 6nemli etkendir. Teratojenik etkiye sahip pestisitler
2,4,5-T ve 2,4-D herbisitler, organik fosforlular, kaptan, folpat, difolatan'dir. Mutajenik etkiye
sahip pestisitler (diazinon, ziram v.b) kromozomal bozukluk sikhigmn artmasina neden
olmugtur. Aynica pestisitler K vitamin eksikligine, protrombin konsantrasyonunun diigmesine
ve protrombin zamaninda uzamaya neden olmaktadirdar®. Cizelge 1'de pestisitlerin kronik
etkilerinin 6zeti verilmistir.




Cizelge 1. Pestisitlerin kronik etidleri’

Organ/ sistem

Etki

Sinir sistem

Solunum sistem

Kardiyovaskiiler sistem

Karaciger

Bébrekler

Gastrointestinal sistem

Dolagim sistemi ve kan

Deri
Gozler

Vejetatif  sendrom, polinéropati, radikilopati,  ensefalopati,
retrobulbernevrit, distoni ve retinal anjiyopatt

Kronik trakeit, pneumofibroz baglangic, akciger anfizem, brongial astim
Kronik toksik miyokard, kronik koroner yetmezlik, hipertoni ve
hipotoni

Kronik hepatit, kolesistit, hepatokolesistit, detoksifikasyon ve diger
fonksiyonlarda bozulma

Albuminiiri, noktiiri, tire ve kreatinin artig, salg: fonksiyonunda azalma
ve diisiik klerens

Kronik gastrit, duedonit, tlser, kronik kolit (hemorajik, spastik ve
polipoit olugumlar), hipersekresyon ve hipoasitide

Lokopeni, retikillositlerde artma, lenfositler, eosinopeni, lenfopen,
monositoz ve hemoglobinde degisimier

Dermatit, egzama
Konjuktivit, blefarit

2.1.5. Pestisitlerin Biyotransformasyonu

Pestisitler de diger ksenobiyotikler gibi vicutta bir takim enzimatik olaylara

katilmaktadi’. Enzimatik olaylar, kimyasal degisimin tiriine gére 4 ana grupta toplanirlar,

Bunlar; oksidasyon, rediiksiyon, kopma ve konjugasyondur. Bunlardan ilk ¢t faz I asamasi

iken, konjugasyon faz Il asamasi'dir. Pestisitler, faz I asamasinda karacigerde Cyt Piso

monooksijenazlar tarafindan oksidasyona ugrayarak biyolojik yann omrii kisa olan polar

bilesiklere doniismektedir. Faz I asamasmda ise degisime ugrayan pestisitler sudaki
polariteleri yiiksek olan glukuronik asitle yada GSH ile konjuge edilmektedir. Pestisit
biyotransformasyonu sonucunda biyoaktivasyona ugrayan pestisit metabolitleri doku
makromolekiillerine (DNA, protein) kovalent olarak baglanarak biyolojik yan omiirlerini

artinirlar. Pestisit metabolitlerinin DNA gibi ¢nemli hiicresel makromolekiile ya da nérolojik

.



onemi olan esterazlara baglanmasiyla onkojenik ya da norotoksik anormallikleri
hizlandirmaktadir. Sekil 1'de pestisitlerin biyotransformasyonu ve biyotransformasyonda yer
alan enzimler gosterilmigtir.

Rediikte Glutatyon

NADPH

Sitokrom p-450 Glutatyon-S-Transfer. ,
Rediiktaz satyon-S-Lransieraz inaktif Metabolit

{-kloro-2,4 dinitro benzen (Glutatyon konjugati
Ekskresyonu)
UDP Glukuronik asit
Sitokrom P450 Aktif
isi Metabolit UDP glukuronil transfera .
Pestisitler glukuronil transferaz inaktif metabolit

(Glukuronit
Para nitrofenol Ekskresyonu)
Hem
) Toksisite
Protein
ALA Hem
Sentetaz Oksijenaz
Protein adduct’lari D
Karsinojenite
DNA
Glisin Bilirubin
Suksinil

CoA DNA adduct’lari Mutajenite

Sekil 1. Pestisitlerin biyotransformasyomnu ve biyotransformasyonda yer alan enzimler’

Pestisit toksikolojisinde biyotransformasyonun dneminini artiran ii¢ 6nemli enzim yer
almaktadur’ (Sekil 1). Bunlar;

1. Sitokrom Pysy : Birgok memelilerde ve boceklerde bulunan hemaprotein ailesidir.
Hepatositlerde ozellikle santnlobiiler bolgedeki hiicrelerde yogun bulunmaktadir. Cyt Pasy
enzimi ilag ve kimyasal maddelerin (pestisit, PAH v.b.) biyotransformasyonunda rol
oynamakta ve reaktif oksijen tiirlerinin Gretiminde 6nemli bir kaynak olusturmas: ile dikkat
cekmektedir. Bir ¢ok pestisit siiflant PCB'ler ve siklodienler (DDT, aldrin/dieldrin, klordan,
toksafen, heptaklor, lindan, endosulfan ve mireks) Cyt Pyso'yi indiiklemektedir.

2. Glutatyon-S-transferaz: Sitotoksik ve karsinojenik ajanlara karst hiticreyi korumada

6nemli rol oynayan izoenzimlerin bir ailesidir. Pestisit metabolitleri, GSH ile konjuge
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edilerek inaktif hale getirilmektedir. Pestisitler GST enziminin Gi¢ izoenzimine baglanma
yeteneginde olup daha ¢ok p (mii) izoenzimine affiniteleri yiiksektir.

3. UDP-gluikuronil transferaz: Glukuronik asitle konjugasyonda, glukoranat donéri
tridindifosfat (UDP) glukuronik asittir. Reaksiyon UDP-glukuronil transferaz enzimi
tarafindan kataliz edilir. Enzim ilaglar, bilirubin, steroid hormonlar, v.b. gibi maddelerin
glukoronik asitle konjugasyonunda rol almaktadir.

2.1.6. Sentetik Organik Maddeler

Bu grup maddeler biyolojik sistem igerisinde oldukga toksik etkilere sahiptir'.
Ozellikle genig kullamm alanlarina sahip olan organik fosforlu ve organik klorlu maddeler
insan sagh igin tehdit olusturmaktadir.

2.1.6.1. Organik Fosforlu Maddeler

Fosfor igeren pestisitler olup, II. Diinya savagiuin sonundan beri yaygin bir sekilde
kullamlmaktadir. Bu smf pestisitler insektisit, fungusit ve herbisit aktiviteleri
gostermekte fakat daha gok insektisit olarak kullamlmaktadir. Organik fosforlu pestisitler
viicuda alindiginda primer olarak kolinesteraz ve pseudokolinesteraz aktivitelerini inhibe
eder. Bu nedenle, bu siuf pestisitler kolinesteraz inhibitorleri olarak bilinir. Bu sumuf
pestisitler iginde azinfos-etil, azinfos-metil, bromofos, diazinon, fenthion, malation,
paration, metil-paration, mefosfolan, methidation, evinfos, foksim, pirimifos-metil,
fenitrotion, diptereks, delnav, fosdrin, gusation, dimetoat, abat, gusation, TEPP (tetraetil
pirofosfat) ve klortion gibi pestisitler bulunmaktadir'. Son ¢aligmalarda malationun
genotoksik etkileri oldugu bildirilmistir”™®. Organik fosforlu pestisitler diger pestisitlere
nazaran daha oldiiriicii etkilere sahiptir’. Sekil 2'de baz: organik fosforlu ve karbamatl
pestisitlerin siganlardaki toksisite diizeyleri gosterilmigtir.



Karbamatlar __ Organik Fosforjular
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Sekil 2. Baz1 organik fosforlu ve karbamath pestisitlerin toksisite diizeyleri'’.

2.1.6.2. Organik Klorlu Maddeler

Bu suuf pestisitier halk saghgmnda ve ziraatte yaygin olarak kullamlmaktadir.
Organik klorlu pestisitler fungusit, insektisit, akarisit ve rodentisit olarak kullanilir. Ayrica,
malarya gibi halk saghgm tehdit eden parazitik hastaliklan yok etmek igin de kullanihir™.
Bu tip pestisitlerin ¢evrede devamli kullandmasi bugiin gelismis olan tlkelerde
smurlandinimustir®. Toksafen, heptaklor, endosulfan, y-HCH (hekzaklorohekzan), DDT,
PCB (Poliklorinlibifeniller), metoksiklor, kelthan, mireks, diflubenzuran, lindan, endrin,
dieldrin, aldrin ve klordan gibi pestisitler organik klorlu maddelerdir’. Cizelge 2'de baz
organik klorlu pestisitlerin siganlardaki letal dozlan (LDso) gosterilmigtir’.
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Cizelge 2. Ban pestisitlerin siganiardaki LDy, degerleri

Pestisit LDs; mg/kg LDsp mg/kg
oral dermal

Aldrin 38-67 98-200

Endrin 7-18 15-18

Klordan 335-430 690-840

Endosulfan 30 359

Heptaklor 50-150 120-320

DDT 250 250-500

Kelthan 809

Metoksiklor 600-809

Klorobenzilat 960

Lindan 88-225 900-1000

Klorlanmug Terpenler 225

Toksafen 45-400

Bu smuf pestisitler lipofilik karakter gostermekte ve rezidileri viicutta lipitce
zengin bolgelerde depolanmaktadir™*>'>"*!* Organik klorlu pestisitler karaciger ve
bobrek hasarina neden olmakta, alkalen fosfataz ve aldolaz aktivitesini arttirmakta ve
karacigerde detoksifikasyon, lipit ve protein sentezini etkilemektedir”. Endosulfan ve
metaboliti endosulfan sulfat'in farelerde LDH, G6PDH ve alkalen fosfataz aktivitelerini
etkiledigi bildirilmistir””. DDT, HCB (hekzaklorobenzen), endosulfan, toksafen, lindan
gibi pestisitler kanigik fonksiyonlu oksidaz sisteminin giicli indiikleyicileridir’. Bu
indiikleyiciler spesifik genleri aktive ederek enzim seviyelerini arttirabilmektedir. Bu simf
pestisitler direk Cyt Pyso sistemini etkilemekte ve meme kanserinin sitiimiilasyonunda
onemli rol oynamaktadir™*>. Bu smf pestisitlerin teratojenik ve karsinojenik etkileri
oldugu bildirilmistir™. Sekil 3'te baz1 organik klorlu pestisitlerin siganlardaki toksisite

diizeyleri gosterilmigtir.
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Sekil 3. Baz organik kiorlu pestisitlerin toksisite diizeyleri’

2.1.6.2.1 Endosulfan

Organik klorlu siklodien grubunda genis yer tutan (6,7,8,9,10,10-hexachloro-
1,5,5a,6,9,9a-hexahydro—6,9—methano-2,4,3-benzodiexathiepin—3—oxide) endosulfan Merkezi
Sinir Sistem (MSS) zehiridir. 1986'da Dunya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan "orta derecede
tehlikeli" teknik drinler kategorisinde simflandinlmugtir. Endosulfan ashnda siklodien olmayp
siklik stlfittir. Krem renginde ve kristal halinde bulunan endosulfan suda erimez (50-150 ppb)
fakat birgok organik ¢oziciilerde erimektedir. Suda erimedig; igin sistemik ozellikleri yoktur,
Asit ve bazlarla hidroliz edilir, etkilenme internal esterde baglamaktadir. Soliisyon halinde
yanict degildir. Saf endosulfan o (endosulfan 1) ve B (endosulfan ) olmak tizere iki farkh
konfigiirasyonda bulunmaktadir. %94-96 safliktaki endosulfan, yaklagik 7:3 oraminda o ve

izomerlerinden olusmustur. Endosulfan I ve IT' nin 20°C'de sudaki ¢oztintrligh 260 ve 100 ppb

(milyarda bir )'dir’. Endosulfan metabolitleri®?"
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1-Endosulfan sulfat: Bu metabolit, bitki iizerine birakilan endosulfanin oksidasyonu ile

olusur. Bu madde viiksek organizmali canlilar igin gok toksiktir.

2-Endosulfan diol: Bu metabolit ise funguslarin endosulfam hidroliz etmesiyle olusur.

Endosulfan ve metabolitlerinin kimyasal yapilan Sekil 4'te gosterilmigtir.

Cl
< CH,O

S \

'\-.J/ \ S /.(');
. /
- CHO

™
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C ‘\\V’f
Cl

Endosulfan

o

IS
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- *-‘,___\\

~— CH,OH

Sekil 4. Endosulfan ve metabolitleri’’

(a)

Endosulfan
Sulfat -

(&)

Endosulfan
diol

Endosulfamin %35 formulasyonda, "Thiodan® " marka ismiyle kayd:, insektisit

olarak tammlanmast ve gelistirilmesi 1954'te Almanya'da Farbwerke Hoechst tarafindan

yapimugtir. Teknik cinsteki endosulfamn diinyadaki mevcut Gretimi her yi 10.000 ton

civarindadir. Cevrede endosulfamn dogal olusumu meveut degildir. Su yuzeyinde 1 ppb

ve toprakta 1 ppm'den az oldugu bildirilmistir. Cevresel kontaminasyon spray yada imalat

ile olmaktadir. Endosulfamin ¢evreye ana yayilimu, buharlagma ve endosulfan sulfata

oksidasyon yollanyla olmaktadir. Endosulfamin yanlanma siiresi toprakta birkag ay ile 2

yil arasinda suda 1-6 ay arasinda degigmektedir; Yarlanma stresini iklimsel, pH ve

anaerobik sartlar etkilemektedir. Endosulfan suda endosulfan diol'a, toprakta endosulfan

sulfat'a yikilmaktadir™’.
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2.1.6.2.1.1. Endosulfanin Biyolojik Birtkimi

Endosulfan hem insanlarda hem de hayvanlarda inhalasyon, oral ve deri yoluyla
alindiktan sonra absorbe olmaktadir. Ely et al. 1973'te yapms olduklan 9 bildiride de
endosulfana maruz kalindigi zaman norolojik etkilerin ortaya ¢iktigim tartigmiglardur™’.
Endosulfanin hemen hepsi oral yolla viicuda alindiktan hemen sonra hizla metabolize
edilerek birkag giin veya birka¢ hafta iginde idrarla ya da fegesle atilmaktadir.
Endosulfanin solunum ve deri yoluyla viicuda girdikten sonra eliminasyon kinetigi
konusundaki bilgiler azdir. Viicutta kaldig1 kisa siirede birkag toksik etkileri gozlenmustir.
Endosulfanin biyolojik birikimi kolay kolay olmamasina ragmen tiim deniz hayvanlarinda
ve tath su hayvanindan sadece kerevisde biyolojik birikimine rastlanimigtir’.

2.1.6.2.1.2. Endosulfanin Toksisitesi

Birka¢ ¢ahiyma endosulfanin akut etkisinden ziyade kronik etkisi oldugu
yontindedir. Bu nedenle endosulfamin birgok tilkelerde dikkatli bir sekilde kullamlmasi
saglanmuistir®®. Cunki ¢iftlik hayvanlarma ve baliklara ¢ok toksik etkisi vardr.
Endosulfanin laboratuvar sartlan altinda kuslara toksitest yiiksek iken dogal c¢evrede
toksitesi yitksek degildir. Endosulfanin toksik etkisi aquatik omurgasizlarda baliklara
nazaran daha azdir. Endosulfan toksik etkisi ortam isisimn artmasiyla artar. Deniz
organizmalann endosulfana tath su organizmalanindan daha hassastir. Tath su bahf
subletal dozda endosulfana maruz birakildiginda karaciger, kas, bobrek ve beyinde
alkalin fosfataz aktivitesinin arttify, letal dozda ise enzim aktivitesinde azalmalar oldugu
gozlenmigtir. Oksijen titketim oramindaki degigimler norotoksisiteyi gostermektedir.
Endosulfan lipofilik metabolitlerin mitokondri membranindaki lipid tabakasina
baglanmastyla mitokondrial fonksiyonlarn bozuldugu bu nedenle, endosulfanin
boceklerde viicut 1sisim ve solunumu arttirdifi  disiiniilmektedir. Endosulfan toksisitesi
memelilerde daha azdir. Kopeklerde kronik toksisitede ciddi bir problem olmamakla
birlikte, endosulfanla akut etkilenme s6z konusudur’.
Endosulfanin toksik etkileri ;

Norotoksisite: Endosulfamin uzun streli inhalasyon ya da oral almminda primer

etki norotoksitedir. Endosulfana maruz kalan iscilerde epilepsi, hiperaktivite, asint
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uyarima, titreme, katima ve fel¢ goriilmigtiir. Bununla birlikte, MSS' deki etkiler deney
hayvanlannda akut dozlarda ortaya ¢ikmaktadir. Erkek siganlann digi siganlara nazaran
endosulfana hassas oldugu, beyin ve plazma asetilkolin esteraz aktivitesini disurdiigu
bildirilmigtir’.

Renal toksisite: Siganlarda endosulfamn kronik enjeksiyonu renal histopatolojik
degisimlere, nefrotoksiteye ve ¢ok hassas erkek sicanlarda 6liim oraminin artmasina neden
oldugu bildirilmigtir. Endosulfan sigan bobreginde proksimal tibilde ve tiibiler
epitelyumda degigimlere ve kangik fonksiyonlu oksidaz enzim sisteminin inhibisyonuna
neden oldugu bildirilmistir’.

Hepatoksisite: Akut dozda oral alman endosulfan karaciger agirhgim
arttirmaktadir. Bir gok karaciger ¢aligmalarinda mikrozomal enzimlerin indiksiyonu ve
histopatolojik degisimler gozlenmistir. 100 mg oral ahmdan sonra sigan karaciger
histopatolojisinde eosonofilik sitoplazmalt hidrofobik hiicreler goriilmiigtiir. Siganlarda
diyetsel endosulfamin 13 hafta almimindan sonra hepatik etkilerin 4 haftalik periyottan
sonra reversible oldugu bildirilmistir. Sigan karacigerinde glikojen seviyesinde diigmeler
gozlenmistir’.

Hematolojik toksisite: Insanlarda endosulfanin oral ahmimn hematolojik etkisi
olduguna dair literatiir mevcut degildir. Endosulfan eritrosit sayisinda, hemoglobin
miktannda, ortalama eritrosit hacminde ve eritrosit GR aktivitesinde onemli derecede
azalmalara neden oldugu bildirilmistir’.

Solunum sistem toksisitesi: Endosulfanin genel toksitesinin sonucu akciger
enfeksiyonudur. Sigan akcigerinde akut anfizem, yanma, ve nefes darlig: gdzlenmis olup,
bu nedenlerden dolay: baz farelerin 6ldiigii bildirilmigtir’.

Biyokimyasal : Sicanlarda endosulfan'n G6PDH aktivitesini, kan glukozunu ve
mikrozomal ve surfaktan sistemin fosfolipid igerigini arttirdigy, alkol dehidrogenaz ve
sitozolik GST aktivitesini azalttig1 bildirilmigtir. Ayrica, intestinal epitelyumda Na-K
ATPaz ve Mg ATPaz, plazma kalsiyum, alkalen fosfataz aktivitesini diistirdagi
bildirilmistir’™".

Immiinolojik toksisite: Insanlarda endosulfanin oral, inhalasyon yada dermal
abminda imminolojik etkisi oldufuna dair hi¢ bir ¢aligma yoktur. Bununla birlikte,

hayvanlarda hiimoral ve hiicresel immun yamtda bozulmalar gozlenmis olup, Tetanus
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toksin, IgG, IgM ve gama globulin seviyelerinde Onemli derecede disiisler oldugu
bildirilmigtir’.

Ureme sistemine toksisitesi: Endosulfanin inhalasyon, oral yada dermal
endosulfan alimlanmn insan Greme sistemine etkisi olduguna dair literatiir mevcut
degildir. Testosteron uretiminde hiz kisitlayici enzimlerin (38 ve 170 hidroksisteroid
transferaz) indiiksiyonuna, Greme organlarinda histolojik degisimlere, testikiller atrofi ve
yumurtalik kisti olugumuna neden olmaktadir. Sekonder seks organlannin agirhfinda
azalmalar oldugu bildirilmistir’.

Karsinojenik etkileri: Endosulfan herhangi bir yolla viicuda alindiginda insanda
ve laboratuvar hayvanlarinda karsinojenik toksisitesi olduguna dair bilgi mevcut degildir.
Endosulfanmn hem digi farelerde hem disi siganlarda non-karsinojenik oldugu, her iki
tiriin  erkeklerinde yuksek mortalite oldugu bildirilmistir. Test hayvanlanndaki
mortalitenin yiiksekliginin endosulfanin gigli karsinojenik oldugu yorumunu yapmak ¢ok
zordur. %96'lik saf endosulfami (o ve P izomeri kangik) disi sian ve disi farelere 18 ay
siireyle verildiginde farelerde hepatoseliiler tiimor gelistigi, digi siganlarda ise gelismedigi
bildirilmigtir™®.

Genotoksik ve mutajenik etkileri: Insanlarda endosulfamin herhangi bir
maruziyetinde genotoksik etkisi olduguna dair literatiir mevcut degildir. Hem pozitif hem
negatif sonuglar hayvan ¢alismalaninda elde edilmigtir. Bir galigmada farelere 5 giinde 6.4
mg/kg endosulfan dozunu 60 gin verdiklerinde kromozomal bozukluklarda artig
oldugunu géstermiglerdir. Bununla birlikte, endosulfan spermatozoa hiicrelerinde hasara
neden olmaktadir. Farelerde dominant letal mutasyonlar ve anormal spermlerde artiglar
oldugu bildirilmistir. Farelerin endosulfana duyarlihig: siganlardan fazladir’.

Kardiovaskiiler toksisite: Goniillii kontrol olmayr kabul eden 20 yaginda bir
erkege %30Tuk endosulfan enjekte edildiginde pneumonia, tasikardi ataklan ve

hipertansiyon gelistigi bildirilmigtir’.

2.1.6.2.1.3. Mortalite
Diinya Saghk Orgiti (WHO) 1984'te teknik endosulfanin letal dozunu (LDso)

hayvanlanin beslenme, cinsiyet, tir vb. durumlarma gore 7 ile 121 mg/kg olarak
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belirlemigtir. Endosulfan toksitesi tirler arasinda ve genellikle MSS etkileri benzerdir.
Erkek albino farelerde endosulfan (o ve B izomerleri 2:1 oraminda) findik yag iginde
LDso dozu 7.36 mg/kg'dir. Gupta ve ark. 7.36 mg/kg dozda hipoksi, titreme, v.b.
septomlan takiben olim gozlemiglerdir”. Endosulfamn BALB/c farelerde maksimum
tolerans dozu 15 mg/kg oldugu, 20 mg/kg tek dozluk enjeksiyondan sonra hayvanlarin
hepsinin 6ldugi bildirilmigtir. Yumurta tretim siiresi 6-14 giin boyunca gunlikk 5-10 mg
endosulfan/kg verildiginde maternal oOlimlerde doza bagh olarak artis oldugu
bildirilmigtir. En yilksek mortalite orani, 2 wilik endosulfanla beslemede erkeklerde
gozlenilmis olup, disi sigan ve farelerde gozlenmemigtir’.

2.2. Serbest Radikaller (Reaktif Oksijen Tiirleri)

Radikal kelimesi Latincede kok anlammna gelen "radix" den tiiretilmigtir. Modern
terminolojide serbest radikal, bir yada ¢ok sayida eglesmemis elektronlar igeren molekiillerdir.
Bagka molekillerle ¢ok kolayca elektron aligverigine giren bu molekiillere "reaktif oksijen
tiirleri (ROT) " de denilmektedir. ROT'lar, eslesmemis elektron nedeniyle kararsiz yapida olan
molekiiller oksijenin rediiklenmesi ile olusmaktadir®™>.

2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Smiflandinimasi

Organizmada pek ok tiirde ROT olusabilmektedir. Ancak en sik olarak lipit yapilarda
olugmaktadir. Doymams yag asitlerinin alil grubundan bir hidrojen ¢iktiginda lipit radikali
meydana gelmektedir. Olusan lipit radikali oksijen ile reaksiyona girerek lipit peroksit
radikalini meydana getirmektedir. Lipit peroksit radikali diger lipitlerle zincir reaksiyonunu
baslatarak lipit peroksitleri olusturmaktadir. Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlar lipit
peroksidasyonlanm hizlandinir. Lipit radikaller yiiksek derecede sitotoksik tiriinlere de
doniisebilmektedir. ROT’lar; radikal olanlar, radikal olmayanlar ve singlet oksijen olmak
lizere ii¢ suifia incelenmektedir”. Cizelge 3'te ROT’lar ve smiflandiriimas gosterilmigtir.
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Cizelge 3. Reaktif oksijen tiirleri ve simflandinimas™

1- Radikaller:
Saperoksit radikal (O2)
Hidroksil radikal (OH)
Alkoksil radikal (LO)
Peroksil radikal (LOO)

2- Radikal olmayanlar:
Hidrojen peroksit (H,O,)
Lipit hidroperoksit (LOO")
Hipoklorik asit (HOCT)

3- Singlet oksijen

Hidrojen peroksit, membranlardan kolaylikla gegip hiicreler iizerinde baz fizyolojik
rollere sahiptir fakat eslesmemis elektrona sahip olmadigindan radikal olarak
adlandinlamamaktadir. Bu nedenle ROT, stiperoksit gibi radikaller, ayrica hidrojen peroksit
gibi radikal olmayanlar i¢in ortak olarak kullanilan bir terimdir. Oksijen molekiilii, orbitalinde
ciftlesmemis elektron tagiyorsa siiperoksit radikali olarak adlandirhir. Genellikle siiperoksit
radikali, demir-siilfiir merkezleri igeren proteinlerin enzimatik tepkimelerinde, baz oksidaz ve
hidroksilaz tepkimelerinde, gesitli biyolojik molekiillerin otooksidasyonunda ve 6nemli dlgiide
fagositoz sirasinda uretilmektedir. ROT'un en aktifi radikal grubunda yer alan hidroksil
radikalidir. In vivo olarak hidroksil radikali, fenton tepkimesi ve iyonlagtinc: radyasyonun suya
etkisiyle olugmaktadir. Hidroksi radikalinin triptofan, sistein, histidin ve triozin gibi amino
asitlere daha ¢ok baglanma yeteneginde oldugu bildirilmistir. Diger ROT grubunda ise
normal oksijenden ¢ok daha hizh bir biyolojik molekiil olan "singlet oksijen" bulunmaktadir.
Singlet oksijen molekiilii yapisinda iki adet eslesmemis elektron tagimaktadir. Smglet oksijen
hiicre membranlarindaki poliansatiire yag asitleriyle dogrudan reaksiyona girerek lipit
peroksidasyonlarin olugumuna yol agmaktadir'* Siglet oksijen genellikle siiperoksit
radikalinin kendilifinden dismutasyonu, Haber-Weiss tepkimesi ve siiperoksit radikalinin
diagil peroksit tepkimelerinde olusmaktadir .
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2.2.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklan

Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda oldugu gibi birgok anabolik ve katabolik
islemler sirasinda ROT’lar olusabilmektedir. Cizelge 4’de ROT’lann in vivo ortamdaki
kaynaklan goriilmektedir .

Cizelge 4. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklarr™

I - Normal biyolojik islemler
1-Oksijenli solunum
2- Katabolik ve anabolik islemler
II - Oksidatif stres yapict durumlar
1- Iskemi-hemoraji-travma-iyonize radyasyon- intoksikasyon (zehirlenme)
2- Ksenobiyotik maddelerin etkisi
a-) Inhale edilenler
b-) Aliskanlik yapan maddeler
c- ) llaglar (pestisitler, poliaromatik hidrokarbon (PAH)’lar)
3- Oksidan enzimler
a-) Ksantin oksidaz
b-) Indolamin dioksijenaz
c-) Triptofan dioksijenaz
d-) Galaktoz oksidaz
e-) Siklooksijenaz
f-) Lipooksijenaz
g-) Monoamino oksidaz
4- Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5- Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma (nétrofil, monosit, makrofaj,
eosinofil, endotelyal hiicreler)
6~ Uzun sireli metabolik hastaliklar
7- Diger nedenler: Sicak soku, giines 151, sigara

III - Yaslanma siireci
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Nitrik oksit (NO) bir adet eglesmemis elektrona sahiptir ve bu nedenle ROT olarak
kabul edilebilmektedir™.

Oksidatif stres, ROT'lann varliginda gergeklesmektedir. Yagayan organizmada oksidatif
stresin en Onemli nedenleri iyonize radyasyon, 37°C’de normal metabolizma ve yabanci
kimyasailann (pestisitler v.b.) metabolizmasidir. Normal endojen bilegiklerin metabolizmasinda
her birim hiicrede her giin 10*-10° civaninda oksidatif stres meydana gelmektedir®®.

Organik klorlular (dieldrin), barbitiratlar ve metaller ROT’larin Gretimini arttirarak
hedef organlarda oksidatif stresin indilksiyonunu saglayarak non-genotoksik karsinojeniz

olugturabilmektedirler”. Soz konusu pestisitler ve digerleri doza bagh olarak karacigerde
DNA sentezini arttirarak oksidatif DNA hasann gostergesi olan 8-OH-2-guanozinde ve lipit
peroksidasyon trinii olan malondialdehitte (MDA) artma ve hiicresel antioksidanlarda
azalmaya neden olmuglardir.

2.2.3. Lipit Peroksidasyonu ve Malondialdehit
Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonun gostergesi olup  lipit
peroksidasyonunun son iriniidiir ve Kkarsinojen bir maddedir’®. Membranlardaki
doymamg lipitlerin peroksidasyonu hiicrelerin ¢ok ¢esitli fizyolojik ve toksikolojik
olaylarim gostermektedir. Oksidatif streste SOD ve CAT enzimleri yetersiz kaldiklarinda
OH' radikalleri hiicre ve organel membranlarinda lipit peroksidasyonunu baslatarak
etkilerini gostermektedir**. OH' radikalinin membranlardaki bir fosfolipit molekiiliniin
poliansature yag asit zincirinden bir hidrojen atomunu koparmastyla lipit radikali olusumu
baglatir®®,
HO+LH —» H0+L
Lipit radikali molekiller oksijenle reaksiyona girerek lipit dioksil radikalini
olusturur.
L+0, —» LOO
Lipit dioksil radikali diger poliansature yag asit zincirinden bir hidrojen kopararak
bagka bir L radikalini olugturur.
LOO+LH —» LOOH+L
In vivo'da zincir tek bir OH radikali ile baglayip 10-15 zincir siklis olustuktan
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sonra sonlanir. Bu zincir reaksiyonlarimn etkisi ile 10-15 hidroperoksit molekiilii birikir.
Bu sekilde olusan zincir reaksiyonu daha ileri peroksidasyonu baglatan ROT’lar igin
devamh bir kaynak saglar. Lipit peroksidasyonunu dnlemek i¢in oksidan etkiye sahip olan
vitamin E, C, selenyum ve GSH canhya diyetsel olarak verilebilmektedir’®. Oksidatif
stresin spesifik bir indekst olarak kabul edilen MDA plazma, hemolizat, homojenat ve
idrar 6rneklerinde kolayhkla olgiilebilmektedir®***

2.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROT’lar, aeroblar tarafindan oksijen kullammumn bir sonucu olarak iretilirler ve
hicrede makromolekiillerle reaksiyona girerek enzim inaktivasyonuna, lipit
peroksidasyonuna, DNA hasanina ve sonunda hiicrenin 6limine neden olabilirler*’,
Iyonize radyasyon ve ksenobiyotik metabolizmas: sonucu da oksidatif hasar olusabilir.
Fakat, hiicre bu hasara kargi antioksidan sistemlerle korunur. Canh hiicrelerde bulunan
protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu 6nleyen
veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma sistemleri
denilmektedir™. Antioksidan sistemler tiir, organ, vas, cinsiyet ve gevresel faktorlerden
etkilenmektedirler””. Antioksidan savunma sistemleri hiicre i¢i ve hiicre dit ortamda
farkhdrlar”. Aynica antioksidan savunma sistemleri hem enzimatik hemde non-enzimatiktir®,
Son calismalar antioksidan savunma sistemlerinin iki sekilde de smuflandinlabilecegi
yoniindedir”. Asagida antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve non-enzimatik olarak
siiflandinimaktadir.

Memelilerde, baliklarda, vertebralarda enzimatik antioksidan sistemler G6PDH, GPX,
GR, CAT, SOD ve GST enzimlerdir®.

2.3.1. Enzimatik Antioksidan Sistemler

2.3.1.1.Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz (E.C.1.1.1.49)

GO6PDH enzimi, pentoz fosfat yolunun anahtar enzimidir. Enzim tarafindan
olusturulan NADPH vasitasiyla hiicrelerde antioksidan sistemler, oksidatif strese karst
koruyucu etki yapmaktadir™** G6PDH enzim eksikligi olan eritrositlerde ROT

21



arttiginda hemoglobin methemoglobine doniisiir. Methemoglobinin olugumu O, ve H20,
olugmasi i¢in 6nemli bir kaynaktir. Eritrositlerdeki oksidan ajaniar GSH'1 okside eder, bu
olugan kompleks hemoglobinin disiilfit baglanyla reaksiyona girdiginde, globin zincirinin
konfiigiirasyonu degisir ve disiilfit formasyonu bozulur. Heinz cisimcigi olarak ¢oker.
membran sitoskleton proteinlerine baglamr. Hicre igindeki Heinz cisimcigi, eritrosit
deformabilitesini azaltir, membran bozulur ve hemoliz meydana gelirr G6PDH
eksikliginde hemolizin olugmasi, eritrositteki enzim aktivitesine ve oksidatif strese

baghdir®* . Sekil 5°de oksidatif streste GGPDH enziminin hiicresel rolii gosterilmistir.

. HbO, H.O | .GSSG NADPH
NAD % 3 ) v—————\ % 3 Heksoz
Gllikolitik \fvam T KATALAZ Glutatyon Glutatyon Ymonofosfat
Yol rediktaz SOD peroksidaz reditktaz yolu
H;0; - GSH . NADP S G6P

NADH /I\‘/Ie Hb™ [0 i
O ¢ oy

Hb Z \

7 V]

Denatiirasyon s 7
Hemikron /

|

Heinz cisimcigi

\ ¥
-3 Hemoliz

Sekil 5. Oksidatif streste GGPDH enziminin hiicresel rolii*

G6PDH enzim aktivitesi spesifik dokularda hormonal, besinsel ve oksidatif strese
bagh olarak degismektedir. Hepatik G6PDH enzimi besinsel ve hormonal faktorlerle
regiile edimektedir”. G6PDH enzim aktivitesi diurnal varyasyonlar géstermektedir’. Bu
giinliik degisimler enzimin yan émrii ve mRNA ile iligkilidir. Insan hepatik G6PDH
enziminin yar1 6mrii beslenme durumlarinda 2-3 giindir. Bununla birlikte mRNA'lar 4-24
saatlik periyotta ¢ok yiiksektir.

Insan eritrosit G6PDH enziminin monomerlerinin molekil agirhgmn 60.000
dalton oldugu ve 524 amino asit igerdigi ve katalitik aktivite gosterebilmesi igin dimerik
yapida olmas: gerektii bildirilmistir***’. Fare G6PDH enzimi tetramer yapida ve 240.000
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dalton agrhgmdadir®. Hitherto ve arkadaglan Mus musculus G6PDH enziminin dimerik
olmadigim ve Mus caroli fare oositlerinde G6PDH enziminin dimerik ve heterodimer
oldugunu gostermiglerdir®®. Arastirmacilar insan ve fare G6PDH enziminin 5'
bolgesindeki niikleotit dizilimlerini incelemigler ve -900' lerden ilk introna kadar olan
bolgenin %80'dan fazlasmn aym oldugunu gostermislerdir*™*®. Fare eritrosit G6PDH
enzim aktivitesinin seviyesinde Gdr-1 ve Gdr-2 olarak bilinen 2 otozomal regiilatdr genin
etkili oldugu bildirilmigtir®.

Sigan karacigerinde G6PDH enziminin en az 8 farkh formuna rastlanmugt™™”".
Bunlardan ugiiniin elektroforetik mobilitesi hizlh ve dimerik yapida, digerlerinin yavag
elektroforetik mobiliteye ve tetramerik yapiya sahip olduklan bildirilmigtir.

G6PDH enzimi meme bezinin fonksiyonunda 6nemli rol oynar. Meme bezinin
farkh laktasyon asamalarinda G6PDH aktivitesi siirekli artar. Bu artig lipit biyosentezi
i¢in NADPH gerektiren yol ile korelasyon gosterir. Meme bezinden saflagtirnlan G6PDH
enziminin NADP ve NAD ile interaksiyonu, steroidlerle enzim aktivitesinin inhibisyonu
aragtirimustir. Insan meme bezinde G6PDH enzimi 2 subuniteden olugmus olup, aktivite
monomerlerin bilestirilmesiyle (dimerik yapida) saglanmaktadir. Her bir monomer
130.000 dalton agiriginda olup, esit hizda mobiliteye sahiptir>™.

Insan meme dokusunda elektroforetik mobilitelerine gére G6PDH enziminin 3
formu bulunmaktadir’:
GO6PDH-I: En iz elektroforetik mobiliteye sahiptir. Hamilelikte total aktivitenin %151

kadar aktivite gosterirken, laktasyonda yok denecek kadar azdir (%5).
GO6PDH-II: Orta hizda elektroforetik mobiliteye sahiptir. Enzimin molekil agirhg:

118.000 daltondur. Hamilelikte total aktivitenin %85°1 kadar aktivite gosterirken,
laktasyonda %55 kadar aktivite gostermektedir.

G6PDH-III: En yavas mobiliteye sahiptir. Enzimin molekiil agirhig 260.000 dalton olup,
hem monomerik hemde dimerik yapida aktiftir. Laktasyonda total aktivitenin %40’
kadar aktivite gostermektedir.

Insan kanserli meme dokusunda G6PDH-I aktivitesi artmakta iken, fare de
GO6PDH-II artmaktadir. Son c¢aligmalarda G6PDH enzimi biyokimyasal timoér
tammlayicist (marker) olarak gosterilmektedir. GEPDH enzim eksikliginde kansere kargt
koruyucu faktor yok olmaktadir™,
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2.3.1.2. Glutatyon Rediiktaz (E.C.1.6.4.2)

GR enzimi, 2 FAD molekiiliinden ve birbirinin aymsi olan iki polipeptid zincirinden
olugmakta ve 4 yapisal domaini bulunmaktadir. Holoenzimin molekiil agirligs 105 kD'dur.
Enzimin NADH Km'i NADPH Km'inden 20 kat daha biayuktiir. Nigasta jel elektroforezinde
{i¢ izoenzimi tammilanmigtir. Bunlar GR-A, GR-B ve GR-AB olup gen sikliklan sirastyla
%98.1, %1.9 ve %0.009'dur. GR’m kalitim sekli otozomal dominant olup 8. kromozom
tizerinde bulunmaktadir®”

Fare GR enzimi yitksek molekiler agihkli, aym subiinitelerden olugan tetramerik
enzimdir. Insan ve fare GR enziminin amino asit dizisi homoloji gostermektedir. Fare GR
enziminin kinetik ozellikleri insan eritrosit GR ile aym oldugu bildirilmigtir. Insanlarda GGPDH
eksikligi eritrosit GR' nin %24 oraminda artti1 gozlenmigtir™®.

2.3.1.3.Glutatyon Peroksidaz (E.C.1.11.1.9)

Selenosistein reziidiisii igeren glutatyon peroksidaz (GPX) biitiin hiicrelerde bol
miktarda bulunmaktadir®. Enzim peroksidatif hasara kargi hicreyi korumakta ve
lokotrienlerin olgumunda rol oynamaktadir. Enzim tetramerik yapida ve molekal agirhg:
96 kD'dur. Enzim geni 3.kromozom iizerinde lokalizedir. Fare GPX geninin yapist
aragtinldiginda, enzimin aktif yeri olan selonosistein bolgesinin terminasyon kodonu,
TGA ile kodlandigs saptanmugtir*™’.

insan hiicrelerinde GPX familyasinm 5 tiyesi tanimlanmgtir’®>*>**! . Bunlar;

1. Klasik hicresel enzim (GPX-1)
2. Plazma GPX (GPX-P)
3. Fosfolipid hidroperoksit enzim (GPX-PH)
4. 24 kD fare epididimal sekretor protein

GPX-PH enzimi ilk defa 1982°de Ursini ve ark. tarafindan tarif edilmis olup,
selenyum iceren peroksidazdir. Enzim fosfolipidlerden tireyen hidroperoksitlerin
detoksifikasyonunu saglar. Son zamanlarda GPX-PH'inin membranlarda kolesterol ve
kolesterol esterlerlerinin, dugik dansiteli lipoproteinlerin (LDL) hidroperoksitlerin
detoksifikasyonunu sagladigi gosterilmigtir. Bu selenoenzim GPX-1’den molekiil agirlig,
amino asit kompozisyonu ve substrat spesifikligi ile aynhr. GPX-PH membranlardaki
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hidroperoksitlerin detoksifikasyonu icin ozellesmis olup, farkli dokulann sitozoliinde
bulunmaktadir”>”.

GPX-PH enzimi 18 kD agihginda ve monomerik yapida olup kanserli meme
dokusunda aktivitesi diigiik iken, GPX-1 enzim aktivitesi kanserli meme dokusunda
yitksek oldugu bildirilmigtir.

GPX-P enzimi, GPX-1’den immiinolojik, fiziksel ve kinetik ozellikler yoniinden
farkhihk gostermektedir. Sigan serumunda GPX-P enzimi homotetramer ve 90 kD
agirhginda oldugu bildirilmigtir. GPX-P’in amino asit dizisi GPX-1 ile %57 oramnda
homoloji gostermektedir. insan GPX-P enzimi 24 kD’luk epidimal sekretor proteini ile
%67 oramnda homoloji gostermektedir. GPX-P geninin ekspresyonu normal hiicrelerde
goriniirken timorlii hiicrelerde gozlenmedigi bildirilmigtir. Insan GPX-P enzimi ile sigan
GPX-P enzimi arasinda %90 oramnda homoloji oldugu bildirilmigtir®".

GPX-1 geninin ekspresyonu normal dokulara oranla kanserli meme dokusunda 3-4
kez yitksek bulunmugtur®.

2.3.1.4. Katalaz (E.C.1.11.1.16)

Katalaz (CAT) tetramerik enzim olup ferriprotoporfirin IX'dur. Molekiil agirhg
yaklagik 240.000'dir. CAT aktivitesi tiirler arasinda, tiir iginde, dokular arasinda ve gelisim
asamalarnda degiskenlik gostermektedir™. Enzimin primer yapisuun kodundan sorumlu
yapisal gen (Cs) olup 2. kromozom uzerinde lokalizedir. Enzimin N ve E olmak iizere iki ayn
subunitlerin kombinasyonu olusan epigenetik modifikasyonla 5 tetramerik izoenzimi meydana
gelmektedir. CAT yapisal lokusunda birgok allel tammlanmustir. Lokusda normal aktiviteyi
kodlayan Cs, bir akatalasemik alle] (Cs”) ve birkag hipoakatalasemik allel bulunmaktadir. Bu
multiple allelik serisi primer olarak kan ve bobrek CAT aktivitesini etkilemektedir. Bumun
yanisira, 17. kromozom iizerinde karaciger CAT'm yikim oramm kontrol eden ikinci lokus
Ce-1 ve H-2 kompleksiyle baglantih tginci lokus Ce-2 olup bobrek katalazin
posttranlasyonel islevini regiile etmektedir. CAT, molekiiler aktivitesi gok yiiksek (5x10°) bir
enzimdir. Bundan dolayt H;O0'in hizh yitkiwmum saglayarak, organizmada binkmesini ve
sitotoksik tesirini Gnlemektedir “>*>*.

Timérde CAT aktivitesinin diigmesine belirli humoral faktorler yada faktorlerin
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karacigerde CAT genine uyguladi down regiilasyonu neden oldugu bildirilmistir®™. Son
calismalar katalaz enziminin indiiklenebilirligi tizerinedir. CAT enziminin her domainin bir
NADPH baglandigi bildirilmistir. Dolaystyla G6PDH enzimu indiiklendiginde CAT enzimi de
indiiklenmektedir™®’.

Salmon baliklaninda CAT aktivitesi memelilerinkinden 50 kat daha disgik oldugu
saptanmuistr™. Fare eritrosit CAT aktivitesi insana nazaran oldukga diigik oldugu
bildirilmigtir™.

2.3.1.5. Siiperoksit Dismutaz (E.C.1.15.1.1.)

Stiperoksit Dismutaz (SOD) enzimi oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde mevcut
iken anaerobik hucrelerde ¢ok az bulunmaktadir. Enzim aerobik metabolik
reaksiyonlarda iretilen siiperoksit radikalinin giiglii hasarina kargt hiicreyi korur. SOD
enziminin 4 farkli formu bulunmaktadir®:

1. Okaryotik hiicrelerin sitozoliinde ve mitokondrinin i¢ membraninda bulunan Cu-Zn
SOD enzimi,

2. Okaryotik hiicrelerin mitokondri matriksinde bulunan Mn SOD enzimi,

3. E.coli ve Streptococus mutantlan gibi bakterilerin matriksinde bulunan MnSOD
enzimi,

4. E coli’nin periplazmik kismunda bulunan FeSOD enzimi.

O hem spontan hemde enzimle katalizlenmis oksidasyon reaksiyonlarmda olugmaktadir.
Stiperoksit oksijen radikali hiicrede mevcut olan SOD enzimi ile yok edilmektedir. SOD
enzimi, siperoksit anyonunun dismutasyonunu katalizler. SOD eksikliginde siiperoksit
anyonu digik molekiler agrikli rediiktanlarn serbest radikal zincir oksidasyonlanm,
enzimlerin inaktivasyonunu ve ¢ok reaktif hidroksil radikallerinin olugmasina neden
olabilmektedir. Bu nedenle O, radikali gesitli patolojik ve fizyolojik isleviere katilmaktadir.
SOD enzimi, reperfiizyon hasari, beyin travmasi, inflamasyon gibi durumlarda iyilestirici
etkiye sahiptir. Kanserli meme dokusunda diigik miktarlarda MnSOD aktivitesi
saptanirken Cu-Zn SOD aktivitesinin hi¢ olmadig: bildirilmistir®. Yapilan bir aragtirmada
karasal hayvanlarn (sican, tavuk, kertenkele) karacigerlerinde SOD aktivitelerinin
seviyesi balik karacigerlerinden yitksek oldugu saptanmustir®’. Bu farklibk, farkl oksijen
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konsantrasyonlu gevrelerde hayvan dokularinda iretilen farkli miktarlardaki siiperoksit
radikalindan kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. SOD aktivitesinin organlar arasi farklilik
gosterdigi ve bu farkliligin dokulann igerdigi farkli protein miktarlanndan kaynaklandig
diigtnilmektedir®. Fare karacigerinde yagla SOD aktivitesinin artti sigan karaciger ve
kalp kasinda ise yagla azaldig:, glutatyonla ile ilgili enzimlerin arttigt gozlenmistir®®®.
Vertebra sisteminde oksijen maruziyeti ile SOD aktivitesi arasinda mevcut bir iligkiye
rastlantlrmgtir’®. Nitekim tatl su baliklann SOD aktivitesinin memeli SOD aktivitesinden
oldukg¢a disik oldugu saptanmugtir. Tath su balig: sirekli oksijene maruz kaldigindan
dolay1 SOD aktivitesi azaldig: bildirilmistir.

Son galigmalarda SOD aktivitesi pestisitlerin toksik davramginin bir indeksi olarak
gosterilirken”” diger bir caliyma gesitli biyolojik sistemlerde genel oksidasyon-rediiksiyon
davraniglanim saptamada SOD enziminin spesifik bir indeks olamayaca@ yoniindedir™.

Sican karaciger genomik kiitiiphanesinden saflagtinilan 13kb'lik CuZnSOD geni 5

ekson ve 4 introndan olustugu ve ilk intronun 5'GC dizisinin si¢an, fare ve insanda benzer

oldugu bildirilmigtir’.

2.3.1.6.Glutatyon-S-Transferaz (E.C.2.5.1.18)

Ilag metabolize eden enzimler i¢inde ¢ok genis bir familyay: teskil eden Glutatyon-
S-transferazlar (GST'lar) soluble, ¢ok fonksiyonlu, genis bir elektrofilik substrat spesifikligi
(karboksilat, epoksitler, organik nitratlar, tiyosiyanatlar, hidroperoksitler, alkil ve aril
bilesikler) olan enzimlerdir™®. GST'ler hem sitozolik (¢ogu enzimler) hemde mikrozomal
formlarda bulunur. Sitozolik GST'ler 2 subiiniteden meydana gelen dimerik
kombinasyonlar halinde (homodimer yada heterodimer) bulunur ve her bir subiinitenin
molekal agirhg: 25-28 kdaltondur. Mikrozomal GST'ler ise herbir subiinite 17 kdalton olup
enzim homotrimer yapidadir ve 154 amino asitten olugmaktadir. Mikrozomal ve sitozolik
GST'ler benzer substratlarla konjuge olur, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) gibi.
Mikrozomal GST’ler 4-hidroksinon-2-enal ve fosfolipit hidroperoksitlerine peroksidaz
aktivitesi gosterirler ve lipit peroksidasyon inhibisyonunda giigli bir fonksiyonel role
sahiptir. Sigan, fare ve insanda GST'ler 4 multigen familyadan olusan bir siipergen
familyasinm triinleridir. Bu multigen familyalar alfa (o), mi (), pi (%), teta (8) dir. Bunlar
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substrat spesifikligine ve gesitli inhibitorlere duyarlifina gore siflara ayriimaktadir. 8 siuf
enzimler hari¢ tim GSTler CDNB yapisina benzer substrat ile konjuge olur. Familya |
iiyeleri arasinda ve iginde bityilk homoloji vardir™”. 1kromozomun M1 lokusunda
insanda p simf GST eksikliginde karsinojeneze karst duyarlik gelismektedir’®. Insanda 4
homodimerik p -simf GST tanimlanmustir. Enzim genleri 1, 11 ve 12. kromozomlarda
bulunmaktadir””. 12. kromozomda ise GST-m benzeri gen bulunmaktadr. GST
prokaryotlar’da, mayada, yitksek organizasyonlu bitkilerde, boceklerde, baliklarda,
kurbagalarda ve memelilerde ¢ok miktarlarda bulunur. Siganda en az 13 subinit tipi
gosterilmigtir. Siganda sitozolik proteinlerinin %10'nu olustururlar. Her bir enzimin genig
bir substrat spesifikligi vardir. Non-vertebralarda GST'lerin molekiil agirliklart 36000-
50000 dalton arasindadir ve tipki memelilerinki gibi dimeriktir’>. GST'lerin major
rolleri’™*”;

1. a) Lokotrienlerin ve prostogladinlerin biyosentezinde

b) Steroidlerin izomerasyonunda (A5-androsterone 1,4 dione)

2. Lipit, steroid ve DNA hidroperoksitleri gibi organik peroksitlere karst GPX benzeri bir

aktivite gostermesi (Antioksidan rol).

3. Endojen maddelerin hiicreler arasi transportunda gorev almasi (hem, bilirubin ve

steroid hormonlar).

4. Reaktif elektrofilik ksenobiyotiklerin irreversible baglamasinda (PAH gibi

karsinojenler)

5 Ksenobiyotiklerin elektrofilik merkezlerinin GSH ile konjugasyonunu katalizlemesinde

(epoksitler v.b.)

Glutatyon konjugatlan, glutatyon peptid baglanimn hidrolizi ile molekiilden glisin ve
glutamatm kopmast sonucu sistein konjugat: haline gegmektedir. Sisteininin amino grubunun
asetillenmesi sonucu son metabolit olan merkaptiirik asit tirevine doniigmektedir™.

Bu nedenle GST'ler organizmayt peroksidatif hasara karsi korumada, hucresel
transportta ve hem endojen maddelerin hem de reaktif ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynarlar. GST akciger, bobrek, eritrosit, kalp, iskelet
kasi, testikiiler doku, bagrsak, beyin, karacigerde bulunur. En yiksek konsantrasyon
karacigerdedir *7>™,

GST-n'nin meme tiimoral dokuda peritimoral dokuya oranla daha yiiksek oldugu
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bildirilmistir”. GST-c'a insan meme kanserinde hig rastlanmamugtir. Nedeninin ise, GST-
o'nin tiimoral ve peritiimoral dokularda organik hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda
baskin rol oynamadigindan dolayidir, denilmektedir. Bugiin GST preneoplastik
tammlayic: (marker) enzim olarak dikkati gekmektedir™.

2.3.2. Non-enzimatik Antioksidan Sistemler

2.3.2.1. Vitamin E ve C 4

LDL peroksidasyonu aterosklerozun progresyonuna neden oldugu igin
peroksidasyonu engelleyen E vitamini hiicre dis1 ortamda 6nemli bir role sahiptir. E ve C
vitaminin diigiik plazma konsantrasyonlan ile birlikte olan artrmg miyokardial infarktiis
stkhg bunu kanitlamaktadir. Bununla birlikte C vitamini hidrojen peroksit varhiginda
demir veya bakir iyonlaryla birlikte reaksiyona girerek oksidan o&zellik
gosterebilmektedir™.

2.3.2.2. Transferrin

Siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit Ozellikle serbest demir ve bakir iyonu
varhiginda hidroksil grubu gibi daha tehlikeli radikallere dontigebilir. O halde
organizmanin hiicre digt ortamda antioksidan savunma araci demir ve bakir iyonlarimn
bagh duruma getirilmesi gerekmektedir. Demirin transportundan sorumlu transferrin
saghkh insanlarda %20-30 oraninda demir ile yukladir. Boylece plazmadaki serbest
iyonik demirin etkinligi sifira diiger ve transferrine bagh demir lipit peroksidasyon

. . . 33
iglemini yapamaz .

2.3.2.3. Seruloplasmin

Plazmada bakir tasgtyan seruloplasmin, demir metabolizmasinda da rol
oynamaktadir. Ayrica antioksidan 6zelligi vardir. Seruloplasmin ferrooksidaz aktivitesine
sahiptir. 1ki degerlikli ferro demiri, ti¢ degerlikli ferri demire okside eder. Seruloplasminin

ferro-oksidaz aktivitesi demir iyonuna baglh lipit peroksidasyonunu inhibe eder’.
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2.3.2.4. Albumin
Albuminin viicutta birgok fonksiyona ek olarak bakir iyonunu baglama yetenegine
de sahiptir ve boylece bakir iyonuna bagh lipit peroksidasyonunu ve hidroksil radikali

olusumunu inhibe eder”.

2.3.2.5. Bilirubin

In vivo ortamda bilirubin albumine bagh yag asitlerinin peroksidasyonunu

onleyerek antioksidan olarak rol oynar™.

2.3.2.6. Rediikte Glutatyon

Rediikte glutatyon (GSH), deRey-Pailhode tarafindan 1888'de kesfedildikten sonra
1921'de ilk kez Hopkins tarafindan yapist aydinlatilmigtir™. GSH (y-glutamilsisteinilglisin)
memeli hiicrelerinde ¢ok onemli diigiik molekiiler agirthkh non-enzimatik antioksidandir.
GPX ve GST enzimleri igin substrat vazifesini gérmekte ve ROT'lann detoksifikasyonunu
saglamaktadir. GSH konsantrasyonu memeli eritrositlerinde yaklagik 2 mM, tam kanda
0.7-0.8 mM arasindadir®. GSH karacigerde %30, bobrekte %34, kalpte %20 ve beyinde
%30 oramnda bulunmaktadir®. Yash farelerin eritrositinde en az GSH seviyesi
bulunmaktadir™. GSH fonksiyonu yasa bagh olarak kan, karacifer ve baZirsakta
diigmektedir™. Tamor hiicrelerinde GPX ve GST enzimleri sadece GSH" kullandigindan
aktiviteleri 7-14 giinde artmakta 6te yandan GR enzim aktivitesinin azalmasiyla redikte
GSH'da azalma oldugu diiginilmigtir® .

Yukarda sozi edilen non-enzimatik antioksidanlara ek olarak trik asit, al-

antitripsin, sistein ve -karoten non-enzimatik antioksidan olarak saylabilmektedir™.

2.4. Laktik Dehidrogenaz (E.C.1.1.1.27)
Laktik Dehidrogenaz (LDH) glikolitik bir enzim olup g¢esitli dokularda (entrosit,
lokosit, kas, karaciger, kalp, bobrek ve meme v.b) multiple formlarda bulunmaktadir.

Aktif LDH molekiili (molekiil agirhgi130.000) iki tipte, H ve M (molekil agirhig
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34.000) 4 monomerden olugur ve sadece tetramerik molekil katalitik aktiviteye sahiptir.
Bu monomerler 5 sekilde birleserek LDH izoenzimlerini meydana getirir. LDH
izoenzimlert, kuarterner yapt diizeyinde birbirinden farklihik gostermektedir®. Somatik
hiicre hibridizasyon ¢ahgmalan, kalp laktat dehidrogenaz (LDH-H) gen lokusunun 12.
kromozomda ve kas laktat dehidrogenaz (LDH-M) gen lokusunun 11. kromozomda
lokalize oldugunu gostermigtir’’. LDH enziminin primer fonksiyonu gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz reaksiyonu ile olugturulan NADH" reokside etmektir. Ancak bu sekilde
intraseliiler NAD/NADH oram artinlarak glikolizin devaminin saglanmasi miimkiin
olabilmektedir®’.

LDH enziminin iki subunit formlarinda eksiklikler gosterilmistir®. Ozellikle kas
LDH enzim eksikligine dinyada 1 milyondan fazla kigide rastlanmstir ve otozomal
resesif gegis gosteren M subunitinin yoklugu ile karakterizedir. Bu kisilerin kaslarinda
patofizyolojik septomlar goriilmekte, eritrosit LDH aktivitesi normalin %10'undan az
oldugu gézlenmigtir. Son galiymalarda LDH enzim eksikliginin hemolitik anemiye neden
oldugu gosteritmigtir®.

LDH enzim eksikligi sonucunda NADH 'in birikimi ve NAD'nin de rolatif eksikligi
sonucunda glikoliz indirek inhibe olmaktadir. Piriivat hiicre iginde zararh etkilerini
gostermeden birikmeyip hiicre digina difiiz olmaktadir. M subunit yoklugu ile karakterize
olan LDH eksikliginde kasta ATP tretimi azalmakta ve glikoliz bozulmaktadir. Piriivatin
laktata donusimiinde primer bir bloklanma sonucunda hiicre igersinde piriivatin
birikmesine ve eritrositlerden pirtivatin  anormal salmmu sonucunda plazmada
laktat/piriivat oram azalmasina neden olmaktadir. Piriivatin laktata donigiminin
azalmasiyla ATP dretimi azalmakta dolaysiyla enerji metabolizmasinda bu bozulma
eritrositlerin olimiine neden olmaktadir®™®.

LDH aktivitesi tiirler arasinda ve tir iginde farklilk gosterdigi gibi organlar
arasinda da farklilik gostermektedir. Son yillarda kanser ile LDH arasindaki iligki ile ilgili
calismalar yogunluk kazanmustir”. Bilindigi gibi, malign hiicreler normal hiicrelerden
biyokimyasal olarak farkliik gostermektedir. Biitiin kanserlerde oldugu gibi kanserli
meme dokusunda da glikolitik aktivite artmaktadir’®. Glikolitik aktivite malign hiicrelerin
enerji gereksinimini saglamak i¢in artmaktadir. Glikolitik aktivitenin artmasi, glikolizde

rol oynayan heksokinaz, fosfofruktokinaz, piruvat kinaz gibi anahtar enzimlerinde
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aktivitelerinde artisin olmasina neden olmustur. LDH aktiviteside tim kanserlerde oldugu
gibi meme kanserinde de artmaktadir. Insan meme kanserinde LDH izoenzimlerinden

kas tipi LDH aktivitesi artmustir.

2.5. Meme Kanseri

Memeler yardimer treme organlanidir. Meme bezleri alveoller yapida ekzoknn
bezlerdir. Memenin st dig kisminda bez dokusu en fazla olup, tiimorler en ¢ok bu kisimda
olusmaktadir. Meme lenfinin %75'den fazlasim aksiller lenf nodlan olugturur. Meme
kanserinin en fazla metastaz yaptiklan nodlar aksiller lenf nodlandir. Meme gelisiminin tam
olmast icin birgok hormonun etkinligi gerekmektedir™.

Dogurganbk c¢agindaki kadinlarda gorilen meme karsinomalarnin %351 Ostrojene
bagiml olup, bunlann siirekli artmasi dolasimda bulunan ostrojenlere baghdir. Ostrojen
sekresyonunun azaltiimasiyla meme timérleri tedavi ediimemekte, fakat belirtiler 6nemli
olgiide giderilerek timér gerilemekte ve aylar-yillar ile ifade edilen bir stire boyunca
tekrarlanmasi onlenmektedir. Biyiime hormonu ve prolaktinin meme karsinomalanndaki
gelismeyl uyardigim gosteren bulgular meveut olup, hipofizektomiyle, bu uyanlar ortadan
kalkmaktadir®. Insan meme kanserinde ¢ahsilan biyokimyasal parametreler hastahign klinik
asamasi saptamada Gnemli rol oynamaktadir™. Bu nedenle, meme kanserinin ilk asamasinm
tanimlanmasindaki tiimér markerlar arastinlmugtir. Kanser olustugunda; dokuda meveut enzim
aktivitelerinde degisme gozlendigi gibi, timor olugsumuyla enzim aktiviteleri arasinda, dstrojen

reseptorleri arasinda ve kemoterapiye cevap arasinda bazi korelasyonlar gozlenmigtir™*.

2.5.1. Meme Kanserinin Smiflandiridmas:
Meme kanseri, Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan meme tiimérlerinin histolojik
tipine gore siuflandinlmig ve asamalandirdmigtir. Tamoriin farkhlagma derecelerine gore™ ;
1. asama : Cekirdek pleomorfizm
II.agama : Hiperkromatik ¢ekirdek sayist
II1. agama: Mitotik sekiller 'dir.
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2.5.2. Meme Kanseri insidans:

Meme kanseri yavas biiyiiyen tamorler grubundan olup, kadinlar arasinda goriilen
en yaygin kanser tirleri arasinda birinci siray almaktadir™. Meme kanserinin
etiyolojisinde genetiksel ve gevresel faktorler 6nemli yer tutmaktadir. Meme kanserini

belirleyen genler 17 ve 21. kromozomlarda yer almaktadir’'.

2.5.2.1. Ulkeler Aras: Insidans:

Amerika’da kadmlar arasinda en g¢ok goriilen kanser tiiri meme kanseridir. 1993
yiinda Amerikan kanser birliginin yapnmus oldugu bildiride Amertka’da siklikla goriilen
kanser tiiri arasinda meme kanserinin 4. sirada yer aldigt ve tiim kanserler arasinda sikligt
%16 oldugu bildirilmistir. Amerika'da her yil 183.000 kadindan 463000 meme
kanserinden 6lmekte, kanserden 6lim sikhi@ %9’°dur. Diinyada yaygmn gorilen kanser
tirleri arasinda meme kanserine en fazla Hawaii ve Israil’de rastlanmakta ve iilkelerin

insidans: sirayla yiizbinde 94 ve 14.0°dir™.

2.5.2.2.Tiirkiye Genelinde Insidans:

1992 yihinda Tiirkiye’de 16 merkezde yapilan ¢alismalarin Kanser Savag Dairesine
bildirilmesiyle Tiirkiye genelinde yapilan degerlendirmede kadinlarda meme kanseri stkhigs
%27’dir. Erkeklerde bu oran %1’dir. Kadmlar arasinda gériilen kanser tiirleri arasinda ise

meme kanseri birinci sirada yer almakta ve yiizbinde insidansi 1.74°diir.



2.5.3. Meme Kanserinin Epidemiyolojisindeki Risk Faktorleri
1-Jeografik Faktorler
2-Reprodiiktif Faktorler
a)Cocuk Dogurmak
b)Menstriial Aktivite
¢)Emzirme
3-Virisler
4-Hormonal Faktorler
5-Genetiksel Faktorler
6-Cevresel Faktorler
7-Diger Faktorler
a)Sosyoekonomik Durum
b)Diyet ve Sismanlik
¢)Reserpine
d)Radyasyon
e)Cevresel Kirleticiler : Pestisitler, PAHlar,
Biitiin bunlar meme kanserinin etiyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir. Genetiksel

ve gevresel faktorlere kisaca deginilecek olursa;

2.5.3.1.Genetiksel Faktorler
Meme kanserini belirleyen multiple genler vardir. Bu genler farkhi kromozomlarda
bulunmaktadur”. Tiging olan ise SOD enzim geninin meme kanseri geniyle aym

kromozomlarda ve birbirine yakin bolgelerde yer almasidir”.

2.5.3.2. Cevresel Faktorler

Cevresel faktorler meme kanserinin etiyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Amerikada meme kanser insidansinin artis nedeni ¢evresel faktorlere baglanmaktadir.
Meme kanserinin artiginda DDT ve metaboliti DDE, diger pestisitler (PCB, PBB gibi
organik klorliller) v.s neden oldugu goézlenmigti. Hem DDT hem de PCB 6strojenik
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aktiviteye sahip olduklarmdan timér olugturabilmektedir™.
Insan meme kanserlerinin yaklagik %67’sinde aromataz aktivitesinin 6lgulebilir
miktarlan rastlanmigtir. Meme kanserinde timorler androjeni oOstrojene ve mitojenik

faktorlere gevirebilirler ve kanser hiicrelerinin bayiimeleri igin eksojen Gstrojene

bagimhiik gostermezler™.

2.5.4, Organik Klorfu Pestisitlerin Meme Kanseri ile liskisi

Son yillarda artan cevresel kirlilikler insan meme kanser riskini artirmaktadir’. Organik
klorlu pestisitler ve diger gevresel kontaminantlar kadinlarda meme kanser insidansmm
arttirmakta, erkeklerde sperm konsantrasyonlarim diigiirmektedir®”. Meme kanser insidansinin
artmastyla aragtirmacilar kimyasal kirliklerin ostrojenik aktivitelerini saptamaya yonelmigtir.
Bu amagla alkil fenoller, ftalatlar, hidroksillenmis PCB'ler, dieldrin, endosulfan, toksafen gibi
pestisitler E-screen teste tabi tutulmus ve test sonucunda Gstrojenik olduklan saptanmugtir.
Teste tabi tutulan maddelerin, DDT ve klordan gibi gigli Gstrojenik aktiviteye sahip olan
pestisitlerle mukayesesinde digiikk Ostrojenik aktiviteye sahip olduklan saptanmigtir. Bu
maddeler Ostrojen mimikleri olup meme hiicrelerinde progesteron seviyesini arttirmakta ve
ostrojen reseptonine baglanmak igin Sstradiol ile yangmaktadir™.

Organik klorlu pestisitler (tipki PAH'ar gibi) meme hiicrelerinde kendilerine 6zgii Ah
benzeri reseptorler aracilifiyla belirli enzimlerle ilgili genleri aktive ederek o enzimle ilgili
mRNA transkripsiyonu artrmaktadir™. 1994 yilinda Amerika'da normal ve meme kanseri
kisilerin adipoz dokulaninda pestisit reziidiileri aragtirilmstir'’. Buna gore, meme kanseri olan
hastalarda doku %73.4 endrin, %115 «, B ve y HCH ve dieldrin reziidiilerinin ¢ok yiiksek
miktarlarda oldugu saptanmistir. Meme kanser mortalite oranlan ile pestisitler arasindaki direk
iligkiyi gosteren bir galismada, 1993 yihinda Israil siithanesinde sitte lindan, DDT ve y-
BHC'nin ¢ok yitksek konsantrasyonlaninda oldugu ve Amerikadaki siithanedeki pestisit
konsantrasyonlarmdan 800 kat daha yitksek oldugu saptanmugtir”.
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2.6. Fareler

Fare ekonomik, uysal ve ufak olmast nedeniyle ¢alisiimas: kolay ve genetik olarak
insana yakin hayvan grubu olmasi nedeniyle toksikolojik ve diger ¢ahgmalarda model
hayvan olarak kullamimaktadir. Farelerin yagam siiresi 3-5 yil'dir”".

2.6.1. Fare Kam

Kan genellikle kuyruk veninden, kalpten ve gozden almmaktadir. Fare kam
cinsiyet, genetik, tiir gibi faktérlerden etkilenmektedir. Fare eritrositi kedi eritrositinin
biiytikligiindedir. Cesitli tiirlerdeki "inbred" farelerde MCV 41.4-51.5, eritrosit sayisi
9-11 milyon/cm’, hemoglobin konsantrasyonu 12 g/dl ve hematokrit %36-45 ve
retikillosit sayist %2.4-3.1'dir. Eritrositlerin yagsam siiresi olduk¢a kisa olup 40-50
giindiir. Total lokosit sayist giin iginde 6nemli degisiklikler gostermektedir. DeKock
kuyruk kamindaki lokosit sayisiun dolagimdaki kana nazaran 1.5 ila 5 kat yiksek
oldugunu saptanugtir. Brown ve Doughery kuyruk kamnda belirgin giinlik degisimler
saptamuglar ve total saymin en az ya da en fazla oldugu giiniin belirli araliklarinda dlgerek
saptarmglardir. Total say1 sabah saat 6.00'da 14000, 6gleden sonra saat 15.00'de 21150
ve saat 21.00'da 7000 olarak bulmuslardir. Bu degigsimler farenin aktivitesi ile korelasyon
gosterdigi ve uzun bir periyot hareketsiz kalindiginda kuyruk kamnda en yiiksek 16kosit
sayist oldugu saptanmugtir. Lokositler morfolojik olarak diger memelilerinkine
benzemektedir. Hamestan ve Bittner benzer gunlik degisimleri eosonofil sayisinda
bulmuslardir. Plateletlerin periferal kanda yagam 6mrii 4-5 giindiir. Platelet sayis: yetigkin
bir farede 100-1000x10°/L arasmdadir™.

2.6.2. Fare Karacigeri

Karaciger gesitli diyet, ilag ve gevresel kaynakli oksidan ajanlara siirekii maruz
kalmaktadir. Normal yetigkin farede karaciger agirligi, total viicudun %4-5'1 kadardir.
Karaciger doért lobdan olugmaktadir. Biiyiik orta lob (median lobe), sag lob (right lobe)
ve sol lob (left lobe) ve mideye dogru uzanan kiigiik kuyruk bigiminde olan kuyruk lob

(caudate lobe)' tur. Karaciger loblarmn sayisi farelerin farklt tiirlerinde degigmektedir™.
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Hepatik hiicrelerde yaghlik degisimlerinin ¢aliiimast agisindan fare mitkemmel bir
modeldir. Yasl farelerin hepatik hiicrelerdeki degisimler 65 yasin tizerindeki insanlardaki
degisimlere benzer olup ¢ogunlukla ok biiyiik bir cekirdek ile cekirdekte goze carpan
bariz bulgulara rastlanmustir. Fizyolojik olarak fare karacigerinde, ya§ asitlerinin
oksidasyonu insan karacigerine gore oldukga yiiksektir. Fare karaciger galaktokinaz
aktivitesi tiir iginde gok az farklilk gosterirken, eritrosit galaktokinaz aktivitesi tiirler
arasinda belirgin bir farklilik gostermektedir. Fare karacigerinde kan akim miktar 0.35
ml/dak/g karaciger'dir”.

2.6.3. Fare Memesi

Disi bir farede 4-6 gift meme bulunmaktadir. Meme sayst fareler arasinda farklilik
gostermektedir. Al gift memenin, iig ¢ifti torasik, bir gifti abdominal ve iki ¢ifti inguinal
(kasik) bolgede bulunmaktadir. Sekil 6'da disi albino bir farenin sahip oldugu meme
ciftleri gosterilmistir. Hamile ve laktasyonu olmayan farelerde memeler siklikla tiyler
tarafindan kapatilmigtir . Memeler ii¢ epidermal tabakadan olugmaktadir. Bunlar stratum

germanitivam, stratum granulosum ve stratum korneum'dur”’.

Sekil 6. Disi albino bir farenin (Mus musculus) sahip oldugu meme giftleri”
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Aragtirma Sirasinda Kullanilan Aygitlar
-Santriflij (Sogutmal) (Sorvall RC-2BB, 20.000xrpm)
-UV Spektrofotometre (Shimadzu-UV260)
-UV Spektrofotometre (Shimadzu-UV120-02)
-Spektrofotometre (Bausch and Lomb. Spectronic 20)
-Manyetik karistirict (Tka-Cambimag RCD)
-Calkalayicr (Kotterman)
-Homojenizator (Heidolph 50110 R2RO)
-Su banyosu (Kotterman)
-pH metre (Beckman Century SS-1)
-Elektrikli hassas terazi (Mettler H10, Mettler P1210)
-0-20 microlitre otomatik pipet (Gilson p-20)
-0-200 microlitre otomatik pipet (Gilson p-200)
-0-1000 microlitre otomatik pipet (Gilson p-1000)
-Buz Makinesi (Scotsman AF-10)

3.1.2. Kimyasal Maddeler
-Nikotinamid adenin diniikleotid (BNAD)
-Rediikte nikotinamid adenin diniikleotid (BNADH)
-Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (SNADP)
-Glukoz-6-fosfat, Na
-1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
-Rediikte glutatyon (GSH)
-Ksantin oksidaz

-Ksantin
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-CAPS Tampon
-Endosulfan

Caligmada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Sigma veya BDH
Chemical Ltd. firmasindan temin edilmistir.

3.2. Ornek Segimi ve Temini

3.2.1. Fareler

Aragtirma materyali olarak kullandlan 23-40 g agirhigindaki anag, M.musculus
Cukurova Universitesi Tibbi Deneysel Cerrahi Arasgtirma Merkezi (TIBDAM) dan
alinmstir. Denekler 22-24 °C oda sicakliginda, 12 saat aydinlatma periyodunda tutularak
ve standart laboratuvar yemi ile beslenmiglerdir. Caligmamiz dért gruptan olugmaktadir.
15 adet tig ay siireyle normal yem ile beslenen (Grup I) ve 15 adet iig ay siireyle pestisitli
yem ile beslenen (Grup II) ile 15 adet alt: ay siireyle normal yem ile beslenen (Grup IIT)
ve 15 adet alt1 ay siireyle pestisitli yem ile beslenen (Grup IV) olmak iizere toplam 60
adet fare kullamldi.

3.2.2.Pestisitli Yem Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

TIBDAM'dan alinan hazir fare pellet yemi Ziraat Fakiiltesi Zooteknik Boliimii’niin
degirmeninde 6gitiildii. Biyokimya kiirsiisiinde 50 g toz yem maske kullanarak tartildi ve
eldiven kullanarak suyla bulamag hale getirildi ve igine 0.24 mg/100 g viicut agirhgy/giin/
fare dozunda endosulfan kondu, yoguruldu ve ufak pargalar haline getirildikten sonra oda
1sisinda kurutulmaya birakildi. Pestisit uygulanacak olan farelere hazirlanan pestisitli yemi
vermeden once kuyruktan kanlar alindi ve her kafese bir fare konarak pestisitli yem
verildi. Her kafesin tizerine etiket yapistinlarak farelerin numarasi ve yeme bagh olarak
aldift doz miktan yazildi. Kontrol grubu olarak segilen farelerin kulaklarma isaret
konarak gruplar halinde birkag kafese alindi. $ekil 7'de pestisitli yemin hazirlamgi
gosterilmigtir,
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Sekil 7. Pestisitli yemin hazirlamisi

3.2.3. Fare Kam

Kan deney oncesi ve gesitli zaman araliklarinda kuyruktan, deney sonunda kalpten
almmugtir. Kanlar EDTA'h tiipe  alinmug, iizeri etiketlenmis ve analiz igin laboratuvara
getirilmigtir.

3.2.4. Fare Karaciger ve Meme Dokusu

Fareler servikal dislokasyon teknigi ile (fareyi boyun kismindan tutup diger elle
kuyruk hizla gekilerek) oldirilmiistiir. Daha sonra siiratle bir pens ve makas yardimiyla
memeler tek tek ¢ikarlmugtir. Ardindan da karaciger dokulan ¢ikanlmugtir. Taze
dokulardan alinan belirli pargalardan biri 15k mikroskopik diizeyde incelenmesi igin

%10'luk formaldehit soliisyonuna ve digeri elektron mikroskopik diizeyde incelenmesi
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igin %5'lik glutaraldehit soliisyonuna konularak patoloji laboratuvanina gonderilmistir.
Geri kalan doku pargalarinda biyokimyasal analizlerin yapilabilmesi igin doku pargalan
-70°C'de muhafaza edilmistir. Analiz zamani geldiginde karaciger ve meme dokularmnin
tartimim yapmadan 6nce kurutma kagidi ile kurutulmus, total dokular tartip, agirhklan
kaydedilmigtir. Sekil 8'de karaciger dokusunun ve Sekil 9'da meme dokusu gikanligt

gosterilmigtir.

Sekil 8. Karaciger dokusunun gikariligt

Sekil 9. Meme dokusunun gikarilist
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3.3. Viicut, Karaciger ve Meme Agirhklannin Saptanmast

Dért grupta incelenen farelerin viicut agirhklan deney oncesinde ve deney
siiresince her ay diizenli sekilde TIBDAM'da terazide 6lgilmugtiir. Deney sonunda son
viicut agirhg Glgildiikten sonra fareler servikal dislokasyon teknigi ile Sldarilmis ve
siiratle meme ile karacifer dokulan ¢ikaniimugtir. Dokular buz kabi i¢inde Biyokimya
laboratuvanna getirilerek dokulann kiiciik 6lgekli hassas terazide 6lgiilmesi saglanmugtir.

3.4. Karaciger ve Meme Dokularmn Histopatolojik incelenmesi

3.4.1. Ink Mikroskobik Diizeyde incelenmesi

Taze alman doku pargalan %10’luk formaldehidde fikse edilmis ve rutin
islemlerden sonra 5 pm kalinh@indaki doku kesitler1 Harris hematoksilen-eosin boyast ile
boyanarak 15tk mikroskobunda degerlendirilmigtir *°.

3.4.2. Elektron Mikroskobik Diizeyde incelenmesi

Taze ahnan karaciger dokularimin bir pargas siiratle Milloning fosfat tamponu ile
hazirlanmug %5'lik gluteraldehit soliisyonu (pH 7.3) bulunan kiigiik siselere konuldu.
Alinan kaba doku pargalan 2 saat kadar bu soliisyonda bekletildikten sonra disci mumu
ile kaplanmug petri kutulanna almp 1mm® biyiiklakte pargalara aynldi ve tekrar 2 saat
siireyle %5'lik glutaraldehit soliisyonuna konuldu. Boylece +4°C'de toplam 4 saat bu
soliisyonda bekletilerek birinci tepit isleminin tamamlanmas: saglandi. Milloning fosfat
tamponunda 1 gece bekletildi. Ertesi giin, Milloning fosfat tamponu ile hazirlanmis %1'lik
Osmium tetroksit (OsQ;) soliisyonunda 2-2.5 saat kadar ikinci tespit iglemi yapildi. Ikinci
tespitten sonra doku pargalan iki defa 10'ar dakika siireyle Milloning fosfat tamponu ile
yikanarak dehidratasyon (sudan kurtarma) iglemi yapildi. Bunun i¢in birkez %50, 70, 86
ve 96'lik etil alkol serilerinden, ii¢ kez %100 etil alkol serilerinden ve iki kez propilen
oksit serilerinden gegirildi. Son %100'hik etil alkol sathasina kadar olan islemler +4°C'de
yapildi. Sudan kurtarilan doku parcalann 30 dakika propilen oksit (1/2) +Gomme
materyali (1/2) soliisyonlan igerisine alinarak immerse edildi. Dokular i¢erisinde gomme

materyali bulunan tiplere alinarak rotatorda bir gece siireyle dondurilda.
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Ertesi giin doku parcalan taze parcalanmmg gémme materyali kullanilarak polietilen
blok kapsiillerine gémiildii ve 60 derecelik etiivde 48 saat birakilarak polimerize
edildikten sonra bloklar etiivden ¢gikanlarak sofumaya birakildi.

Bloklardan Reichert OMU 3 ultramikrotomuyla 500 A° kalnhginda alinan kesitler
300 gozenekli bakir gridler Gzerine toplandi. Kesitler %70'ik etil alkolde doymusg uranil
asetat ve Reynolds'un kursun sitrat (Lead sitrat) soliisyonlanyla boyandi. Boyanan
kesitler ZEISS EM. 10 B elektron mikroskobuyla incelendi®. Mikrograflar Dupont
filmleri ile ¢ekildi. Resimler Fohar ve Fortezo kagitlarina basildi.

3. 5. Analiz Yéntemleri
3.5.1. Hematolojik Analizler

Steril sartlarda kan pestisit 6ncesi kuyruktan pestisit sonrasi kalpten alinmugtir.

3.5.1.1. Lokosit Sayum >
Lokosit saymm, periferik kandaki lokositlerin milimetrekiipteki miktarim
vermektedir,

Ayiraglar

Turk ¢ozeltisi
Glasial asetik asit 3ml
Gention violet %1 1 ml
Saf suyla 100 ml’ye tamamlanir.

Yontem

Antikoagiilanh kan 16kosit pipetinin 0.5 isaretine kadar ¢ekilir ve pipetin digina
bulagan kan silinir. Pipetin 11 igaretine kadar Turk ¢ozeltisi ¢ekilir ve pipet otomatik
pipet sallayicida 3 dakika sallamr. Thoma cam iizerine damlatarak tek biiyiik karedeki
1okositlerler sayilir. Sayim yukan swralardaki kigik karelerde soldan saga, alt siraya
gegince sagdan sola olmak iizere devam edilir.
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Degerlendirme

Bir biiyiik karedeki hacim 1 mm. x 0.1 mm. =0.1 mm’ ‘dir. 1 mm®’teki miktann
bulunmast igin 10 ile garpihr. Sulandirma oram 1:20°dir.

1 mm® “teki lokosit sayist = Sayilan hiicre sayist x 10 x 20

3.5.1.2. Eritrosit Sayum ”

Eritrosit saymm, periferik kandaki eritrositlerin bir milimetre kiipteki miktardir.
Ayraglar
Hayem ¢6zeltisi

Sodyum siilfat 250g

Sodyum kloriir 0.50 g

Civa kloriir 025g

Saf su ile 100 ml’ye tamamlamir.
Yontem

Kan eritrosit pipetin 0.5 igaretine kadar g¢ekilir. Pipetin digindaki kan temizlendikten
sonra eritrosit pipetin 101 isaretine kadar Hayem ¢ozeltisi gekilir. Pipet bag parmak ve
igaret parmag arasina alinarak yanm dakika sallamir. Pipet otomatik sallayicida 3 dakika
sallanir. Thoma camin lameli kapatiir. Kan 6megi bulunan pipetin ucundan thoma
cammmn ucuna kan doldurulur. Eritrositler thoma caminda 16 kiigiik kare bulunan 5 adet
kare sayilir.
Degerlendirme

80 kiigiik karedeki hacim 0.02 mm™tiir. Bir mm™'teki hacim iin 50 ile carpihir, kan
200 defa dilue edildiginden 200 ile ¢arpilir.

1 mm™teki eritrosit sayist = Sayilan eritrosit sayist x 50 x 200'dir.

3.5.1.3. Hemoglobin Tayini ”°

Kan, potasyum siyanid ve potasyum ferri siyanid ¢ozeltileriyle kangtiniir. Ferri
siyanid hemoglobindekidemiri iki deferden ii¢ degerlikli demire (ferrik) gevirerek
methemoglobine domigtirir. Sonra potasyum siyanid ile stabil pigment olan
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siyanomethemoglobin meydana gelir. Bunun rengi fotometrede san-yesil filtre kullanarak
540 nm dalga boyunda okunur. Optik dansite hemoglobin konsantrasyonu ile orantili
olarak degigmektedir.
Aymraclar
Drabkin ¢6zeltisi

Sodyum bikarbonat lg

Potasyum siyanid 0.05g

Potasyum ferrisiyanid 02g

Saf su ile 1000 ml’ye tamamlanir,
Yontem

Iki deney tiipi alimr, kor tiipiine 5 ml drabkin, numune tiipiine hemoglobin pipetine
¢ekilmig 20 pl kan ve 5 ml drabkin komur. Oda isisinda 15 dakika inkiibe edilip,
spektrofotometrede 540 nm’deki transmittans okunarak standart egriden Hb miktan

saptanir.

3.5.1.4. Hematokrit Tayini >

Mikrohematokrit tiipiine alinan antikoagiilanh kan, santrifiij edildiginde eritrositler
dibe ¢oker. Eritrositlerin iggal ettigi hacmin, total hacime oram hematokriti verir.
Ydntem

Kan kapiller tiipiin 2/3’anii doldurana kadar alinmgtir. Kapiller tiipin diger ucu
macun ile kapatilarak mikrosantrifiij cihazma yerlegtirilmigtir. Santrifijjiin kapag iyice
iyice kapatildiktan sonra 12000 rpm’de 5 dakida santrifiij edilmistir. Santriftij sonrasinda
mikrokapiller tiip mikrohematokrit okuma kartina yerlegtirilmistir. Ayrilan eritrosit ve
plazma simirina gore degerlendirme yapimgtir.

3.5.1.5. Periferik Yayma ™
Periferik kandan alinan kan 6meklerinde sekilli elemanlarin morfolojik olarak
incelenmesi birgok hastaliklarin tamsinda son derece dnemlidir.
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Aywraglar
1. Gimsa boyas1
2. May Griinwald
Yontem

Antikoagiilansiz alinan kan lamn sag u¢ kismna kiigiik bir damla halinde damlatilir.
Lam sol elin iki parmag ile tutulurken ikinci bir lam sag el ile tutulur, 30 derece a1
yapacak sekilde bu damlamn 6n kismuinda lama dokundurulur, biraz geriye cekilir. Kan bu
lamn kenari boyunca yayilir. Bundan sonra ikinci lam 6ne dogru itilirken kan birinci lama
yayilmug olur. Yaymalar oda sicakliginda bir kag dakika kurutulmaya birakilir ve sonra
May Griinwald-Gimsa kangik boyama teknigi ie boyamr. Gimsa’da oldugu gibi dnceden
ana cozeltiden gimsa hazirlamr. Havada kurutulmug lamin st yizii yukan gelecek
bigimde boya kabinin {izerine dizilir. Uzerine 5 ml May Griinwald boyas: dokiilerek 3-5
dakika beklenir. Lamun bir ucundan (diger taraftan boya akacak bigimde) aym miktar saf
su konur, 1 dakika beklenir. Saf su dékiliir, yikanmadan izerine dnceden hazirlanan
Gimsa boyas: konarak 20 dakika bekletilir. Boya dékiilir saf su ile yikamr. Havada
kurutulur ve mikroskopta incelenir.

3.5.1.6. Hematolojik Parametrelerde Referans Degerlerin Belirlenmesi

TIBDAM’da tretimi ve balanm yapilan saghkh 60 anag M. musculus dort grupta
(Grup L, II, II ve IV) incelendi. Bu gruplardan deneysel c¢alisma dncesinde kuyruktan
kan alindi. Bu bireylerden alinan kanin bir kismu ile TIBDAM’da periferik yayma igin
direk lam tzerine alindi, diger kism ile diger hematolojik analizleri ¢alhigmak igin kan
EDTA’h tipe alindi ve buzkabi igerisinde laboratuvara getirildi. Biyokimya
laboratuvaninda WBC, RBC, Hb, Het, MCV ve MCH diizeylerine galigildi ve periferik
yaymalarin boyalar yapildi.

3.5.1.6.1. Referans Degerler
Referans bireyler olarak segilen saghkh M. musculus tam kaminda WBC, RBC, Hb,
Het, MCV ve MCH diizeylerine ait deferler bir ¢ok istatiksel analizlere tabii tutulmus,
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normal dagihm egrileri ¢izilmigtir Bu gekilde referans degerlerin belirlenmesine
ahgimighr.

3.5.2. Biyokimyasal Analizler
3.5.2.1.Eritrositte Antioksidan Sistemler, LDH Aktivitesi ve MDA
Diizeylerinin incelenmesi.

3.5.2.1.1. Hemolizat Hazirlama

Laboratuvara getirilen fare kanlan santrifij tiiplerine aktanlmg, santrifiijde
1000rpm'de 15-20 dakika siire ile santrifiij edilip plazmalan aynimigtir.

Eritrosit pelletleri iizerine 3-4x hacim soguk serum fizyolojik eklenmis ve tiipler alt
ist edilerek dikkatle kangtinlmig ve tekrar santriflij edilip sGpernatant atilmugtir.
Siipernatant aspire edilirken eritrosit pelletleri tist kisminda tabaka olugturan I6kosit-
trombosit igerigi de uzaklagtinlmigtir. Iglem en az G¢ kez (tamamen berrak siipernatant
oluguna dek) tekrarlanmug ve analiz gegidine gore hemolizat hazirlanmgtir %,

3.5.2.1.2. Glukoz 6-fosfat Dehidrogenaz Aktivite Tayini
G6PDH'n glukoz-6-fosfattan 6-fosfoglukonat olusturmasi sirasinda indirgenen
NADP'nin 340 nm'deki artan absorbansmn 6lgiilmesine dayamr®’.
Ayrraglar
1. 1 M Tris Tampon (pH 8.0)
Tris baz 530g
TrisHCI  884g
Saf su ile 100 ml'ye tamamilanir.
2.0.1 M MgClL,
MgCl, 095g
Saf su ile 100 ml'ye tamamlamr.
3. 2 mM G6P, Na (Giinlik hazirlarur)
G6P 0.0169 g
Saf su ile 10 mi'ye tamamlanir.
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4. 6 mM NADP (Giinlitk hazirlamr)

NADP 0.0153 g
Saf su ile 10 ml'ye tamamlamr

5. % 0.02 Digitonin

Digitonin 002g
Saf su ile 100 ml'ye tamamlamr.

6. 5 mM Na-P tamponunun (pH 7.0) hazirlanmasi

A- Stok tampon : 0.05 M Na-P tamponu
N8H2P04.2H20 3.12 g

Na,HPO, 426g
Saf su ile 1000 ml'ye tamamlanir.
B-Seyreltik Tampon: 5 mM Na-P tamponu
Stok tampon 100 ml
Na,, EDTA 392 mg
NADP 15.3 mg
B-Merkaptoetanol  0.07 ml
Bir miktar saf su konduktan sonra pH' kontrol edilir ve 1000 ml'ye saf su ile
tamamlamr.
Yéntem

1 hacim eritrosit pelleti Gizerine 1 hacim fosfat tamponu ve 2 hacim digitonin
konularak hemolizat hazirlanir. Hazirlanan hemolizatta hemoglobin ve enzim aktivite
tayini yapihir. G6PDH tayini i¢in iki tiip alnir ve Cizelge 5°de belirtilen iglemler uygulanir.

Cizelge S. Eritrositte GGPDH aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlams1

Kér (ml) Numune (ml)
NADP, 2Mm 0.3 0.3
G6P, 6 mM 0.3 0.3
Tris tampon, 1 M pH 8.0. 0.3 0.3
MgCl, 0.3 0.3
Saf su 1.80 1.75
37°C'de 10 dak. Inkiibe edilir
Hemolizat | - ] 0.05
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Hazrlanan 6rnek tiiplerindeki tepkime 37°C'de lem gk yolu olan kuvars
kiivetlerde 10 dak. siireyle spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda izlenir. 0., 5. ve
10. dakikalardaki absorbanslar olgiilir ve dogrusal artiy gosteren zaman sirecindeki
optik dansite (OD) degerlerinden yararlamlarak agagidaki formil yardimyla G6PDH
enzim aktivitesi hesaplanir.

Hesaplama

G6PDH (U/ml= AOD x V(3.0 mi)
6.22 x Vi (0.05 ml)

AOD: Dakikadaki optik dansite degigimi
Vu: Hemolizat hacmi
V1. Toplam hacim
6.22 : 1pmol NADPH'n 1 cm'lik 151k yolunda verdigi optik dansite degeri
U/ml biriminden olgilen G6PDH aktivitesi daha sonra hemolizatta saptanan
hemoglobin degerine boliinerek enzim spesifik aktivite sonucu U/g Hb biriminden verilir.

G6PDH Spesifik Aktivitesi (U/g Hb)= G6PDH Degeri (U/ml)
Hb (g/mll)

3.5.2.1.3. Katalaz Aktivite Tayini
CAT, H,0O,'nin yikimm katalize eder. H;O,'nin CAT tarafinda yikim hizi, H;O,'nin
230 nm'de 111 absorbe etmesinden yararlamlarak spektrofotometrik olarak olgiilebilir 7.

Ayraglar
I. 1 M Tris-HCI, 5 mM Na; EDTA tamponu, pH 8.0
Tris- Baz 5358 g
Tris-HCI 8.787 g
Na; EDTA 0.1461 g
Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.
2. 1 M Fosfat tamponu, pH 7.0
K>HPO, 6.723 g
KH,PO, 8.344¢g
Saf su ile 100 mI’ye tamamlanir.
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3. 10 mM H;0,
%30'uk peroksit'den 10 ul ahmr ve 9.990 ul saf suya tamamlantr.
4. Stabilize edici ¢ozelti
B-merkaptoetanol 0.05 ml
%10’luk Na,, EDTA ile 10 ml'ye tamamlanir.
5. Etanol ( %95°lik )
Yontem
CAT aktivite tayini igin, eritrosit pelleti 1:20 oraminda stabilize edici gozelti ile
hemoliz edilir ve bu hemolizattan hemoglobin tayini yapilir. Bu gekilde hazirlanan
hemolizat daha sonra 1:100 oraminda saf su ile sulandirilir ve 1 ml'sine 20 pl saf etanol
gelecek sekilde ilave edilir, kangtinlir ve aktivite tayini yapilir. Deneye baslamadan énce,
giintik olarak hazirlanan 10 mM H;0, konsantrasyonunun dogru ayarlamp ayarlanmadig
fosfat tamponu ile kontrol edilir. Bunun igin fosfat tamponu 1:10 oramnda saf su ile
sulandirthir, 1mP’lik kiivete 900 pl konur ve havaya kargt 230 nm dalga boyunda okunarak
absorbans1 kaydedilir (OD;). Olgiilen fosfat tamponun igine hazrlanan 10 mM’hk
peroksitten konur ve havaya karyt aym dalga boyunda okunarak absorbansi kaydedilir
(ODy). Sonug OD,-0D;=0.071 oldugunda, hazrlanan peroksitin konsantrasyonu tam 10
mM’dir denilir ve deneye agafida gosterilen prosediirde baglanir.

Cizelge 6. Eritrositte CAT aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanigi

Kor () Numune ( ud )
1 M Tris HCI, 5 mM Na,, EDTA, pH 8.0 50 50
10 mM H0, - 900
Saf Su 930 30
_37°C’de 10 dakika inkiibe edilir |
Hemolizat [ 20 | 20

Olugan tepkime 1 cm 151k yolu kuvars kiivetlerde, 37°C'de 230 nm'de 0., 2.5., 5.
dakikalardaki absorbans degerleri olgillerek izlenir. Dogrusal artiy gOsteren zaman
arah@mndaki optik dansite (OD) degerleri kullanilarak CAT enzim aktivitesi olgiilir.
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Hesaplama

CAT Aktivitesi (O/ml) = AOD x V7 (1.0ml)
0.071 x Vg (0.02 ml)

AOD : Dakikadaki optik dansite degisimi
Vu: Hemolizat hacmi
Vr: Toplam hacim
0.071 : 10 mM H,0, yikim hizmm verdigi OD degeridir.
U/ml biriminden 6l¢iilen CAT aktivitesi hemolizatta saptanan hemoglobin degerine
boliinerek enzim spesifik aktivite sonucu (/g Hb biriminden verilir.

CAT Spesifik Aktivitesi ( x10* U/g Hb)y= _CAT Degeri (U/ml)
Hb (g/ml)

3.5.2.1.4. Siiperoksit Dismutaz AktiviteTayini

SOD, oksidatif enerji iiretimi strasinda olugan toksik siiperoksit radikallerinin (O2)
hidrojen peroksit ve molekiiller oksijene dismutasyonunu hizlandinr. Bu yontem, ksantin
ve ksantin oksidaz (XOD) kullamlarak olugturulan siperoksit radikallerinin, 2-[4-
iyodofenil]-3-[4-nitrofenol}-5-feniltetrazoliyum klorid (p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet:
INT) ile meydana getirdiZi kumizi renkli formazan boyasmin 505 nm dalga boyunda
verdigi optik dansitenin (OD) okunmasi esasma dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD,
siiperoksit radikallerini ortamdan uzaklagtirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe
eder. Sonugta olugan kirmizi rengin OD'si SOD yoklugunda olusan renge gore azalir. Bu
aradald farkin belirlenmesiyle SOD aktivitesi 6lgiliir *.
Ayrraglar
1. CAPS (3-(sikloheksilamino)- 1-propan siilfonik asit) Tamponu pH 10.2

50.00 mM CAPS 1.1065 g

0.94 mM EDTA 0.035 g
Doymus NaOH 11.1pl
Saf su ile 100 ml'ye tamamlamr.
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2. Substrat kangimm
0.05 mM Ksantin 0.00152 ¢

0.025 mM INT 0.00253 g

CAPS Tamponuyla 10 ml'ye tamamlamr.
3. 80 U/L Ksantin oksidaz

50 U Ksantin oksidaz ~ 3.04 pl

Saf su ile 1 ml'ye tamamlamr.
4. 0.01 M Fosfat tamponu pH 7.0

NaPO4 5491 mg

" NaH,PO, 3.58 mg

Saf su ile 100 ml'ye tamamlamr.
5. Standart (S6): 5.6 U/ml SOD igeren Ransod kitinin standartidir.
Standart Egrinin Cizimi

Lyofilize olarak hazirlannmg SOD standart: 10 ml bidistile su ile sulandirilr.
Standart egri ¢iziminde kullamlacak olan diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla
agagidaki tabloda verildigi sekilde hazirlamr. 2-8 °C'de saklandiginda 2 hafta siireyle
dayamkhdir.

Cizelge 7. SOD standart efri izimi igin tiiplerin hazirlamist

Kullamlacak Standart Soliisyonun 0.01 M Fosfat SOD Derigimi
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi (O/ml)
S5 6ml S6 5ml 2.8
S4 5ml S5 5 ml 1.4
S3 S5ml $4 S5ml 0.7
S2 , 3ml S3 6 ml 0.23

S1: Kor (fosfat tamponu)

Yontem

SOD aktivite tayini i¢in, eritrosit pelleti 1: 3 oramnda soguk su ile hemoliz edilir ve
bu hemolizatta hemoglobin tayini yapilir. Daha sonra, bu hemolizat 1:25 oraninda 0.01 M
fosfat tamponu ile sulandinhr ve aktivite tayini yapilir. Ayrraglar asagidaki gibi konur.
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Cizelge 8. SOD standart egri izimi igin kuvars kilvetlerinin hazirlanigt

Kaor (ul) Standart ()
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu - 25 -
Substrat Karisumt 850 850
Kiivetler iyice kangtinlir
Ksantin oksidaz { 25 | 25

Tekrar kangtinldiktan 30 saniye sonra ¢aligma koriiniin ve standartin 37°C'de, 505
nm dalga boyunda havaya karm baslangic absorbanslan (A;) okunur. Aym anda
kronometre ¢ahstinlarak 3 dakika sonra son absorbanslan (A;) tekrar okunur.
Hesaplama

Cahsma korii SOD igermedigi i¢in inhibisyona uframammg reaksiyon olarak kabul
edilir ve degeri %100 olarak alinr. Tim standartlar igin % inhibisyon degeri bunlara ait
¢aligma koriiyle oranlanarak 100'den ¢ikariimas: sonucu hesaplanir.

AA/dak. standart = Ay-A,/ 3 dakika

% inhibisyon standart = 100- AA/dak standart x 100
A ¢alisma koérii

Hesaplama yapildiktan sonra x yatay ecksenine SOD derisimlerinin (U/mi)
logaritmik doniigim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhisyon degeri
yazdinlarak standart egri elde edilir. Sekil 10'da SOD standart e@risi verilmisgtir.

-850

70 -

60 -

50 - 63.46
30.76 40 46.16

% Inhibisyon

347 ‘ 10 -

. I ( L 3 " L 1 1 $ L i
T [ —

-0.5 -0.25 0 0.25 0.5 0.75
log O/mL

+

Sekil 10, Stperoksit dismutaz standart egrisi
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Ornek Calismas:

Cizelge 9. Eritrositte SOD aktivite tayini igin kuvars kiivetlerinin hazirlanigi

Kor (ul) Numune (ul)
Hemolizat - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Kangimm ‘ 850 850
Kiivetler iyice kangturthr
Ksantin oksidaz { 25 l 25

Tekrar kangtinildiktan 30 saniye sonra 37°C'de, 505 nm dalga boyunda havaya
karg1 baslangi¢ absorbans (A;) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A;) tekrar okunur.
Hesaplama

AA/dak ornek = A,~A;/ 3 dakika

% inhibisyon 6rnek = 100- AA/dak 6rnek x 100
A caligma kori

Omnege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri standart egri
kuflanarak bulunur.

SOD Spesifik Aktivitesi (U/g Hb) = SOD Degeri (U/ml)
Hb (g/ml)

3.5.2.1.5. Glutatyon-S-Transferaz Aktivite Tayini
GST’nin S-2,4-dinitrofenil glutatyon olusturmas: sirasinda GSH ile konjuge olan
1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)’nin 340nm’de artan absorbansmn olgiimiine

dayamr”.

Ayrraclar

1. 20 mM GSH
GSH 0.00614 g
Saf suyla 1ml'ye tamamlanir.
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2.20 mM CDNB

CDNB 0.0040 g
Saf alkolde 1 ml'ye tamamlanir.
3. 0.2 M Na-P Tamponu (pH 6.5)
Na,PO, 231g
NaH,PO, 130g
EDTA, Na, 0.18g

Bir miktar saf suda eritilir, pH’1 ayarlanir ve saf su ile 500 ml’ye tamamlanir.
Yontem

Yukanda bahsedildigi gibi, hazirlanan eritrosit pelleti 1: 20 oramnda saf su ile
hemoliz edilir ve bu hemolizattan hemoglobin ve enzim aktivite tayini yapthr. GST
aktivite tayini igin iki tiip alur ve agafida belirtildigi gibi ayiraglar konur.

Cizelge 10. Eritrositte GST aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlamg

Kor (ub) Numune (pl)
Na-P Tamponu, pH 6.5 50 50
20 mM GSH 50 50
Hemolizat - 20
Saf su 450 380
30°C’de 10 dakika inkiibe edilir
20 mM CDNB ] - 1 50
konur ve reaksiyon baglatilir

Hesaplama

GST (U/ml= AOD x Vi (1.0ml)
10 x Vi (0.02 ml)

AOD : Dakikadaki optik dansite degisimi

Vu: Hemolizat hacmi

Vy: Toplam hacim

10: 1umol CDNB'nin 1 cm’lik 151k yolunda verdiBi optik dansite degeri

U/ml biriminden olgillen GST aktivitesi hemolizatta saptanan hemoglobin
degerine béliinerck enzim spesifik aktivitesi U/g Hb biriminden verilir.
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GST Spesifik Aktivitesi (/g Hb)= GST Degeri (U/ml)
Hb (g/ml)

3.5.2.1.6. Rediikte Glutatyon DiizeyininTayini

Hemen hemen eritrositlerin bitiin nonprotein silfidril gruplan, indirgenmis GSH
seklinde bulunur. 5,5'-ditiyo-bis [2-nitrobenzoyik asit] (DTNB), sulfidril bilesikleri
tarafindan rediikte edilmig bir disilfit bilegigidir. Olduk¢a san renkli anyon olugturur.
Omek ile DTNB'nin olusturdugu san renkli kompleksin renk giddeti ortamdaki GSH
konsantrasyonu ile dogru orantihidir; 412 nm'de spektrofotometrik olarak degerlendirilir .

Aymraglar

1. Coktiiriici Cozelti
Glasiyel metafosforik asit 1.67g
Disodyum EDTA 020g
NaCl 300g
Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.

2. 0.3 M Na,HPO,
Na,HPO, 4259g
Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.

3. %0.02 DTNB Cozeltisi
DTNB 20 mg

%!1'lik Sodyum sitrat ile 100 ml'ye tamamlanir.

Yontem:
200 pl tam kan tzerine 2 ml saf su ilave edilerek hemolizat hazsrlamr ve 200 pl'si

hemoglobin tayini i¢in kullaniir. GSH tayini i¢in iki tiip almr ve agafida belirtilen

ayiraclar konur.
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Cizelge 11. Eritrositte GSH diizeyininin tayini i¢in tiiplerin hazirlamgp

Kar (ml) Ornek (ml)

Hemolizat - 2
Saf su 2 -
Coktiriicii 3 3

5 dakika bekletilir, 6rnek filtre kagidindan siiziilir
Stiziintd 2 2
0.3 M Na,PO;4 8 8

412 nm'de kére karsi okunur (OD,). Tiiplere:

%0.02 DTNB | 1 | 1

ilave edilir ve 412 nm'de kore kargi okunur (OD;).
Hesaplama

Kanda GSH miktan pmol/g Hb biriminden hesaplanir.

€ _=(0D,-0D)x 11 x 5 x 100
1000 13600 2 2 Hb

C(umol/g Hb) = (OD»-0OD,) x 101
Hb (g/dl)

13600: GSH ile DTNB etkilegimi sirasinda olugan san rengin molar ekstinksiyonu
katsayis

Hb: Hemoglobin (g/dl)

1000: pmol'e donisiim katsayist

C: umol glutatyon

OD,: DTNB ilave edilmeden 6nce 412 nm dalga boyunda olgiilen optik dansite

OD;: DTNB ilave edildikten sonra 412 nm dalga boyunda 6lgiilen optik dansite

11/2 ve 5/2 : diliisyon katsayist

3.5.2.1.7. Laktik Dehidrogenaz Aktivite Tayini
LDH’in laktattan piriivati olugturmasi esnasinda oksitlenen NADH’in 340 nm'de
azalan absorbansimn 6lgiilmesine dayamr®’,
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Ayrmraclar

1. IM Tris-HCI, 5 mM Na, EDTA tamponu (pH 8.0)

Tris baz 5358¢g

Tris-HCI 8.787¢g

Na, EDTA 0.1461 g

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.
2. 2mM NADH

NADH 0.0028 g

Saf suyla 2 ml’ye tamamlanir.
3. 10 mM Sodyum piriivat

Sodyum pirtivat 0011g

Saf suyla 10 ml’ye tamalanr.
Yontem

Eritrosit pelleti 1:20 oramnda saf su ile sulandinlir. Bu sekilde hazirlanan
hemolizatta hemoglobin ve enzim aktivite tayini yapilir. LDH aktivite tayini i¢in iki tiip
ahmir ve agagida belirtildigi gibi ayiraglar konur.

Cizelge 12. Eritrositte LDH aktivite tayini icin kuvars kitvetlerinin hazsrianigt

Kor (ul) Numune ()
1 M Tris-HCI 100 100
2 mM NADH 100 100
Hemolizat 20 20
Su 780 680
37°C'de 10 dakika inkiibe edilir
10 mM Sodyum Pirivat | - 1 100

37°C'de 340 nm'de kore kars1 okunan 6rnefin absorbans diigiigiine dayanir.

Hesaplama

LDH Aktivitesi ((/ml) = AOD_x Vg (1.0 ml)

6.22 x Vi (0.02 mi)

AOD : Dakikadaki optik dansite degigimi
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Vu: Hemolizat hacmi
Vr: Toplam hacim
6.22: 1pmol NADH'nin 1 cm'lik 151k yolunda verdigi optik dansite degeri

LDH Spesifik Aktivitesi (U/g Hb)= LDH Degeri ((/mi)
Hb (g/ml)

3.5.2.1.8. Malondialdehit Diizeyinin Tayini
Aerobik gartlarda pH 3.4'de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile ornegin 90-95°C'de
inkiibasyonu sonucu olugan lipit peroksidayonun sekonder triinii olan MDA'mn TBA ile
| pembe renkli kompleks olugturma esasina dayamr. Olugan renk siddeti ortamdaki MDA
konsantrasyonu ile dogru orantihdir; 532 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir'®.
Ayiraclar
1. %8.1'lk SDS
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 81g
Saf su ile 100 ml'ye tamamlamr.
2. %20k Asetik Asit (HAc)
Asetik asit 20 ml
Saf su ile 100 ml'ye tamamlamr.
3. %0.8'lik Tiyobarbitiirik asit (TBA)
Tiyobarbitiirik asit 08g
Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir,
Doymus NaOH ile pH: 3.5'e ayarlamr.
4. n-Butanol/Piridin (nBuw/Pri) Cozeltisi (14/1)

n-Butanol 14 ml
Piridin 1ml
5. Stok Standart

1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk= 0.99 g/ml)

59



Standart Egri Cizimi
Stok standarttan 6.6 pl alimp 100 ml'ye saf su ile tamamlanarak giinliik standart
hazirlamir. 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/m! konsantrasyonunda ¢aliyma standartlari

hazirlamr. Ayiraglar tiiplere agagida belirtildigi sekilde ilave edilir.

Cizelge 13. MDA standart egri ¢izimi igin tiplerin hazirlanisi

Tiip No. 0 1 2 3 4 5 6

Konsantrasyon(nmol/ml) 0 100 80 60 40 20 10
Standart (ml) - 0.1 01 | o1 [ o1 |01 ] 01
%8.1 SDS (ml) 0.2 0.2 02 ] 02 | 02 ] 02| 02
%20 HAc (ml) 15 15 15 ] 15 | 15| 15 | L5
%0.8 TBA (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Saf su (ml) 0.8 0.7 07 | 07 1 07 | 0.7 | 07

95 °C'de 30 dakika inkiibe edilir, sogutulur

Saf su (ml) 1.0 1.0 10 ] 1.0 ] 10 ] 10 | 1.0
nBw/Pri (ml) 5.0 5.0 50 | 50 | 50 | 50 | 5.0

n-butanol/pridin ilavesinden sonra vorteks edilir. Daha sonra 4000 rpm'de 10
dakika santrifiij edilir, Gsteki organik kistm alimp 532 nm'de absorbans okunur. Standart
egri grafigi ¢izilir. Sekil 11'de MDA standart egrisi verilmigtir.

e2s

02

c.1s

oD {§32nm)

0.1

8.5

20 40 L4 90 100
Konsantrasyen {(nmolimi)

Sekil 11. Malondialdehit standart egrisi
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Yontem

Ornek ¢ahigmas: igin yukanda bahsedildii gibi hazirlanan belirli hacimde eritrosit
pelleti almir ve bu pellette hemoglobin tayini yapildiga gibi MDA tayini de yapilr.
Eritrosit pelletinde MDA tayini i¢in agsafida ¢izelge'de belirtildigi gibi tiiplere aywaglar

konur.

Cizelge 14. Eritrositie MDA dilzeyinin tayini i¢in tiplerin hazirlangt

Kor (ml) Std (ml) Ornek (ml)
Std (60 nmol/ml) - 0.1 -
Eritrosit pelleti - - 0.1
SDS 0.2 0.2 0.2
HAc 15 1.5 1.5
TBA 1.5 1.5 1.5
Saf su 0.8 0.7 0.7
95 °C'de 30 dakika inkiibe edilir, sogutulur
Saf su 1.0 1.0 1.0
nBu/Pi 5.0 5.0 5.0

Cozeltiler vortekslenir. Daha sonra 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilir, Gstteki
organik kisim ahnarak 532 nm'de absorbans okunur. Sonug standart egrisinden veya
giinliik standarttan degerlendirilir.

Hesaplama

MDA (nmol/g Hb) = MDA Degeri (nmol/ml)
Hb (g/ml)

3.5.2.1.9. Hemoglobin DiizeyininTayini :

Hemolizat potasyum siyaniir ve potasyum ferrisiyaniir ile muamele edildiginde,

ferrisiyaniir hemoglobindeki demiri oksitler ve hemoglobini methemoglobine gcevirir.

Siyaniir ise 540 nm’de absorbsiyon piki veren stabil siyanomethemoglobine donsgtiiriir.

Siyanomethemoglobin metoduyla biitiin methemoglobin tirevleri olgiilir*.
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Standart Egri Cizimi
Cozeltiler tiiplere agagidaki sekilde konur.

Cizelge 15. Hemoglobin standart eri izimi i¢in tiiplerin hazirlams:

Tiip no 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (g/dl) 0.2 0.4 0.8 1.2 1.8 2.0
Standart (ul) - 100 100 100 100 100
Drabkin (ml) 5 5 5 5 5 5

15 dakika oda 1sisinda bekletilir. Spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda optik

dansite okunarak standart egri ¢izilir.

Ornek Calismas:
Cozeltiler tiiplere agagidaki sekilde konulur.

Cizelge 16. Hemolizatta hemoglobin tayini i¢in tiiplerin hazirlanis1

Kor 5rnek
Hemolizat (pl) - 100
Drabkin (ml) 5 5

15 dakika oda 1sisinda bekletilir ve spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda

optik dansite okunarak standart egriden deZerlendirilir.

3.5.2.1.10. Eritrosit GGPDH, CAT, SOD,GST ve LDH Aktiviteleri, GSH ve
MDA Diizeyleri ile Ilgili Referans Degerlerin Belirlenmesi
3.5.2.1.10.1. Referans Degerler
TIBDAM’da iiretimi ve bakimu yapilan saghklh 60 anag¢ M. musculus dort grupta
incelendi. Bu gruplardan (Grup L, II, IIT IV) deney oncesi kan kuyruktan alindi ve
EDTA’h tiipe aktanidi, buzkab: igerisinde laboratuvara getirildi ve eritrosit antioksidan
sistemlere, LDH aktivitesine ve MDA diizeylerine bakildi.
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3.5.2.1.10.2. Analitik Varyasyon

10 saglikh fare bireyinden 0.5 ml kan EDTA’h tiipe alindi, her bir deney igin
hemolizat hazirland: ve drneklerde G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri, GSH
ve MDA diizeyleri ile ilgili analizler aym giin icerisinde 10 kez ¢ahgildi. Bu gekildeki
¢aliyma sonucu intra-assay varyasyonu (CV,) vermektedir.

3.5.2.1.10.3. Intra-individual ve Inter-individual Varyasyon

Saghkl 15 M. musculus fareden (Grup II) her aymn 15’inde aym zaman (sabah,
9.00-11.00) arahifinda kan alindi. Bu gekilde alinan kanlarda G6PDH, CAT, SOD, GST
ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA diizeyleri ile ilgili calisma sonuglan mtra-individual
varyasyonu (CVy) vermektedir. Intra-individual (CV;) ve inter-individual varyasyonlar
(CVg) varyans analizi (ANOVA) ile hesaplanmugtir.

3.5.2.2, Karaciger ve Meme Dokularinda Antioksidan Sistemler, LDH
Aktivitesi ve MDA Diizeylerinin Incelenmesi.

3.5.2.2.1. Homojenat Hazirlama

Fare karacigeri ve total meme dokulan ¢ikanhr ¢ikanlmaz buza konulmusgtur.
Kurutma kagidi ile kurutulmug, tartilmig ve agirhklan kaydedilmigtir. 1 g doku 5 hacim
(hacim/agirhik) soguk %1.15 KCI ile bir buz kabi iginde homojenizatorde (Heidolph
50110 R2R0O) 15-20 dakika homojenize edilmigtir. Homojenat daha sonra +4 C'de
14000xrpm’de 30 dakika santrifiij edilmis ve iistteki siipernatant’da enzim aktiviteleri,
GSH, MDA ve protein diizeyleri saptannmgtir '*'.

3.5.2.2.2. Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Aktivite Tayini
Karaciger ve meme dokularindan homojenat hazirlamir ve siipernatant enzim
aktivite tayininde kullamlir. Enzim aktivite tayini 3.5.2.1.2.’de agiklanmugtir.
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Hesaplama

G6PDH (U/ml) = AOD x Vg (3.0 ml)
6.22 x Vg (0.01 ml)

AOD : Dakikadaki optik dansite degigimi
Vyu: Siipernatant hacmi
Vr: Toplam hacim
6.22 : 1umol NADPH'nin 1 cm'lik 151k yolunda verdigi optik dansite degeri
U/ml biriminden 6lgillen G6PDH spesifik aktivitesi U/mg protein, aynica U/g doku
birimlerinden verilmigtir.

G6PDH Spesifik Aktivitesi (U/mg proteinyj= G6PDH Degeri (U/ml)
protein (mg/mll)

G6PDH Spesifik Aktivitesi (/g doku)=G6PDH Degeri (U/ml) x homojenat (hacim/agirhk)
doku agirhigs (g)

3.5.2.2.3. Katalaz Aktivite Tayini

Karaciger ve meme dokulanindan hazirlanan siipernatant 1:50 oramnda sulandirilir,
her 1 ml'sine 20 ul gelecek sekilde %95k etanol koyulur ve enzim aktivite tayini yapilr.
Enzim aktivite tayini 3.5.2.1.3.’de agiklanmgtir.

Hesaplama
CAT Aktivitesi (U/ml)= AOD x V(1 ml)
0.071 x Vi (0.02 ml)

AOD : Optik dansite deSigimi
Vyu: Stipernatant hacmi
Vr: Toplam hacim
0.071 : 10 mM H,0, ykim hizinin verdigi OD degeri
U/ml biriminden dlgiilen CAT spesifik aktivitesi U/mg protein, ayrica U/g doku
birimlerinden verilmigtir.



CAT Spesifik Aktivitesi ((/mg protein)= CAT Degeri ((J/mi)

protein (mg/ml)
CAT Spesifik Aktivitesi (U/g doku)= CAT Degeri (U/ml) x homojenat hacmi (hacim/agirlik)
doku agirlif (g)

3.5.2.2.4, Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini
SOD aktivite tayini igin, karaciger ve meme dokularindan hazirlanan siipernatant
%30 ile %60 arasinda % inhibisyon aralif olacak sekilde 0.01 M fosfat tamponu 1:65
oranmnda sulandirilir ve aktivite tayini yapilir. SOD tayini 3.5.2.1.4.’de anlatdmgtir.,
Hesaplama
AA/dak. standart = A-A; / 3 dakika

% inhibisyon standart = 100 - AA/dak standart x 100
A calisma kori
Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine kargilik gelen SOD degeri standart egri
kullanarak bulunur. U/m! biriminden élgiilen SOD spesifik akfivitesi U/mg protein, ayrica
U/g doku birimlerinden verilmigtir.

SOD Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = SOD Degeri (U/mi)
protein (mg/ml)

SOD Spesifik Aktivitesi (U/g doku)= SOD Degeri (U/ml) x homojenat hacmi (hacim/agirhik)

doku agirlig: (g)

3.5.2.2.5. Glutatyon-S-Transferaz Aktivite Tayini

Karaciger ve meme dokulanndan hazirlanan sipernatantlar 1:50 oramnda
sulandirilir, bu sekilde hazirlanan diliisyonlarda enzim aktivite tayini yapilir. GST aktivite
tayini 3.5.2.1.5.”de anlatilmustir.
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Hesaplama

GST (U/ml)= AOD x V7 (1.0 ml)
10 x Vg (0.02 ml)

AOD : Dakikadaki optik dansite degigimi

Vu: Stipernatant hacmi

Vr: Toplam hacim

10 : 1uymol CDNB'nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi O.D degeri

U/ml biriminden dligilen GST spesifik aktivitesi U/mg protein, aynica U/g doku
birimlerinden verilmigtir.

GST Spesifik Aktivitesi (0/mg protein)= GST Degeri (U/ml)
protein (mg/ml)

GST Spesifik Aktivitesi (U/g doku)= GST Degeri (U/ml) x homojenat hacmi (hacim/agirlik)
doku aguhig: (g)

3.5.2.2.6. Rediikte Glutatyon Diizeyinin Tayini

Karaciger ve meme dokulanindan hazirlanan siipernatant direk sulandirilmadan
kullanihir. GSH diizeyi tayini 3.5.2.1.6.”da agtklanmugtir.
Hesaplama

Dokuda GSH miktan pmol/mg protein, aynca umol/g doku birimlerinden
verilmigtir. (Hemolizattan farkh olarak sipernatant sulandinlmadan kullamidigindan 11/2
gibi diliisyon katsayis: yoktur.)

C = (OD-OD) x 5
1000 13600 2

C(pmol/mg protein) = (OD,-OD,)/13600 x 5/2 x 1000
protein (mg/ml)
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C(umol/g doku) = (OD»-0OD,)/13600 x 5/2 x homojenat hacmi (hacim/agsrlik) x 1000
doku agihi (g)

13600: GSH ile DTNB etkilesimi sirasinda olugan sar rengin molar ekstinksiyonu
katsayisi

1000: umol'e doniigiim katsayist

C: umol glutatyon

OD;: DTNB ilave edilmeden 6nce 412 nm dalga boyunda 6l¢iilen optik dansite
OD,: DTNB ilave edildikten sonra 412 nm dalga boyunda 6l¢iilen optik dansite

5/2 : dilisyon katsayist

3.5.2.2.7. Laktik Dehidrogenaz Aktivite Tayini

Karacifer ve meme dokulanindan hazirlanan siipernatantlar 1:50 oraminda
sulandinilir, Bu gekilde hazirlanan diliisyonlarda enzim aktivite tayini yapilir. LDH aktivite
tayini 3.5.2.1.7.’de agiklanmugtsr.

LDH Aktivitesi (O/ml) = AOD x Vg (1.0 ml)
622 x Vg(0.02 ml)

AOD : Dakikadaki optik dansite deZigimi

Vyu: Siipernatant hacmi

VT: Toplam hacim

6.22: 1pmol NADH'in 1 cmlik 151k yolunda verdigi optik dansite degeri

U/ml biriminden 6lgiilen LDH spesifik aktivitesi U/mg protein, aynica U/g doku
birimlerinden verilmistir.

LDH Spesifik Aktivitesi (U/mg proteiny= LDH Degeri (U/mi)
protein (mg/ml)

LDH Spesifik Aktivitesi (U/g doku)= LDH Degeri (U/ml) x homojenat (hacim/agirhk)
doku agirhih (g)
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3.5.2.2.8. Malondialdehit Diizeyinin Tayini

Karaciger ve meme dokularindan hazirlanan siipernatantlar direk sulandinimadan
kullantlir. MDA diizeyi tayini 3.5.2.1.8.’de anlatilmugtir.
Hesaplama

nmol/ml biriminden olgilen MDA diizeyi hem nmol/mg protein hem de nmol/g
doku birimlerinden verilmigtir.

MDA Diizeyi (nmol/mg proteiny= MDA Degeri (nmol/ml)
protein (mg/mi)

MDA Diizeyi (nmol/g doku)= MDA Degeri (nmol/ml) x homojenat (hacim/agirlik)
doku agirhi (g)

3.5.2.2.9. Protein Diizeyinin Tayini
Bu metotta proteinlerin icerdigi tirozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik-
fosfomolibdik asit ile verdifi renk reaksiyonunun 750 nm’deki absorbans olgiimiine
dayamr 102
Ayriraglar
1. A Cozeltisi:
%2 Na,CO; 2g
0.1 N NaOH ile 100 ml’ye tamamlanir.
2. B Cozeltisi
a) By Cozeltisi:
%]1 CuS0,.5H,0 lg
Saf suyla 100 ml'ye tamamlanr.
b) B, Cozeltisi
%2 Na-K tartarat 2g
Saf suyla 100 ml'ye tamamlanir.
3. C Cozeltisi (Giinliik hazirlamr)
50 ml A+1 ml B (0.5 ml B;+ 0.5 ml B;) kanigtirilir.
4. D Cozeltisi (Ginliik hazirlanir)
Folin Cioacalteu 1: 1.5 oraninda saf su ile sulandirilir.
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Standart Egri Cizimi

Stok standart i¢in 0.3 g/dl bovin albumin hazirlamr. Hazirlanan stok standarttan 5
ml almip 100 ml’ye serum fizyolojik ile tamalandiginda 150 pg’lik konsantrasyon elde
edilir. Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 ug/mi’lik konsantrasyonlar elde
edilerek 750 nm’de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere gore konsantrasyon-
absorbans egrisi ¢izilir ve her numune olgiimiinde standart egri tekrarlamir. Sekil 12'de
protein standart efrisi verilmigtir.

Cizelge 17. Protein standart efri gizimi igin tiiplerin hazirlamg:

Tiip no Kor 1 2 3 4 5

Konsantrasyon (ug/ml) 0 30 60 920 120 150

Standart bovin albumin (ml) - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Serum fizyolojik (ml) 0.3 - - - - -

C ¢ozeltisi (ml) 3 3 3 3 3
15 dakika oda 1s1sinda bekletilir

D ¢ozeltisi (ml) 03 | 03 | 03 | 03 0.3 0.3

Oda sisinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm'de kore kargt okunur.

02
0,18 +
0,16 +
0,14 +
0,12+
01+
068 +
0,06 +
0,04 4
0,02 +

Optlk Dansite

L E3
T T

!
J

0 30 60 90 120 150
Konsantrasyon {g/mi)

Sekil 12. Protein standart eSrisi.
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Ornek Calismasi

Karaciger ve meme dokularindan hazirlanan siipernatantta protein tayini igin,
siipernatant 1:50 oraninda serum fizyolojik ile sulandinilir ve protein tayini yapilir. Bunun
icin G¢ tip almr ve ¢ozeltiler agagidaki gekilde konulur.

Cizelge 18. Doku drneginde protein tayini icin tiplerin hazirlams:

Kér (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Serum fizyolojik 0.3 - -
Standart - 0.3 -
Siipernatant - - 0.3
C cozeltisi 3 3 3
Oda 1sisinda 15 dakika bekletilir
D ¢ozeltisi | 0.3 | 0.3 | 0.3

Oda 1sisinda 30 dakika bekletilir, absorbans 750 nm'de okunur.
Hesaplama

Ornegin  absorbans: standartmn absorbans: ile karglastinlarak veya dogrudan
standart egriden degerlendirilir ve diliisyon katsaysi ile garpilarak sonug verilir.

3.5.2.2.10. Karaciger ve Meme Dokularinda G6PDH, CAT, SOD, GST ve
LDH Aktiviteleri, GSH ve MDA Diizeyleri ile ilgili Referans
Degerlerin Belirlenmesi
2.1.10.1. Referans Degerler
TIBDAM’da iiretimi ve bakimu yapilan saglikli 30 anag A musculus fare (Grup I
ve III) referans bireyler olarak segildi. TIBDAM’da kesilen farelerden gikanlan karaciger
ve meme dokular1 buzkab: igerisinde laboratuvara getirildi. Her iki doku 6rneginde enzim
aktiviteleri, GSH ve MDA diizeyleri ¢aligildi.
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3.5.3. Istatiksel Analiz

Caliymamizda elde edilen tim verilerin istatiksel analizlerinde SPSS (Version 6.0
ve 8.0) istatistik programlan ve SAS istatistik programlan (Version 6.12)’dan
yararlamimugtir.
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4. BULGULAR

Caliymamizda, TIBDAM'da iretimi ve bakimu yapilan albino anag M Musculus
fareler kullamimgtir. Kontrol grubu 30, pestisitli grup 30 olmak iizere toplam 60 fareden
yararlamlmagtir. Caligma kapsamina 4 grup katilmigtir. Bunlar;

GrupI: Ug ay siireyle normal yem uygulanan grup
Grup I: Ug ay siireyle pestisitli yem uygulanan grup
Grup III: Alt1 ay stireyle normal yem uygulanan grup
Grup IV: Alt1 ay siireyle pestisitli yem uygulanan grup

Bir fare ginde yaklagik 3-5 g pellet yemi tiikketmektedir. Caligmammzda kontrol
grubu (Grup I ve III) hayvanlann viicut afirhg ortalamasi 31.4+4.2 g’dir (n (Grup
I+I): 30, X+SD). Vicut agirh@ ortalamasi 31.4 g olan hayvanlar, bir giinde ortalama 4
g yem tiikettiginden 100 g viicut agirhgmna diigen yem miktan 12.7 g'dir. 100 g viicut
agirhfna giinde 12.7 g yem miktan digtiginden dolayr hayvanlar, 90 ginde (ii¢ ay)
aldiklani yem miktan 1143 g yem ve 180 giinde (altr ay) 2286 g yemdir. Kisaca, 12.7 g
yem/100 g vicut agrhgy/gin , 1143 g yem/100 g viicut agirhiy/ 90 giin ve 2286 g
yem/100 g viicut agirhgy/ 180 giin gosterilebilir.

Cahgmamzda pestisitli gruplarda (Grup II ve IV) yer alan hayvanlann vicut
agrhi@ ortalamas1 32.9+3.7 g'dir (n (Grup I+IV): 30, XSD). Viicut agirhg ortalama
32.9 g olan hayvanlara giinde 1 mg endosulfan uygulanmugtir. Bu durumda, 100 g viicut
agirhginda endosulfan dozu 3.03 mg'dir. Bu doz farelere 50 g standart pellet yemi icinde
verilmigtir. Fareler 50 g yemi yaklagtk 13 ginde tiketmektedir. Bu durumda 3.03 mg
endosulfan 100 g viicut agirhgma yaklagik 13 giinde uygulanmugtir. Bir giinde uygulanan
doz, 100 g vicut agiwhfinda 0.24 mg’dir. Kisaca, 0.24 mg endosulfan/100 g viicut
agirhg/glin/fare seklinde gosterilebilir. Buna gore bir fare diizenli sekilde yemini almas:
durumunda yaklagik fi¢ ayda 21.6 mg endosulfan/100g viicut agirh/90 giin ve alti ayda
43.2 mg endosulfan/100 g viicut afirligy/180 giin endosulfan dozu almug olacakti. Fakat
calismamizda pestisitli gruplarda (Grup II ve IV) igtahsizhk veya diger sebeplerden dolay:
yemin az yenmesinden dolay: alinan doz miktan almasi gereken dozdan biraz daha diisik
oldugu saptanmus olup, fareler Grup II'de ortalama Q¢ ayda 19.75 mg endosuifan/100 g
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viicut aguh@ ve Grup IV'te alti ayda 34.95 mg endosulfan/100 g viicut agirhgs
dozlannda endosulfan almiglardir.

4.1. Viicut Agarhiklan ile figili Bulgular
Ug ve alt1 ay siirelerle pestisit ve normal yem uygulanan her bir farenin viicut

agirliklan her ayin birinde ol¢ilmiig ve viicut agirliklanmn degisimi  Cizelge 19 ve 20°de

verilmigtir.

Clzelge 19, Dort grupta incelenen farelerin cegitli zaman periyodundaki witcut aguriddanmn (g)
istatiksel sonuclan (ortalama (X), standart sapma (SD) ve varyasyon katsayis1 (%.C.V.))

Zaman (ay)
Baglanfne (0) 1. 2. 3. 4, 5. 6
Grup I
(:15) X 31.1 31.6 322 32.6
Sb 4.0 4.0 3.6 3.6
%C.V. 13.1 12.8 10.7 11.3
Grup II
(m:15) X 32.6 33.1 333 33.1
SD 4.5 4.5 4.5 4.8
%C.V. 13.7 13.8 13.5 14.7
Grup HI
(n:15) X 31.8 32.1 324 33.0 33.2 338 34.0
SD 4.4 4.4 4.5 44 4.6 4.4 4.6
%C.V. 13.9 13.8 13.9 13.4 13.9 13.0 13.7
Grup IV
(n:15) X 33.1 33.2 33.6 334 33.1 33.1 32.8
SD 3.0 3.1 2.9 3.0 28 | 26 3.0
%C.V. 9.3 9.4 8.6 9.1 8.4 7.8 9.2

Cizelge 20. Viicut agirhiklanmn gruplar aras1 kargilagtinimas: (Mann-Whitney-U test) ile elde edilen p

degerleri
p degerleri
Gruplar Po(agtange) | P1(tay) P22y P3Gsy) | Pagey) | Pscay) | Psiay
* -1 0.161 0.152 0.537 0.768
* M-IV 0.584 0.770 0.660 0.967 0.835 | 0.505 0.337
*I-IV 0.389 0.769 0.585 0.801
*I-m 0.056 0.217 0.217 0.305
p<0.05 diizeyi anlamlh olarak kabul edilmigtir.

*Viicut agrhklanmn gruplar arasinda baslanfic aymmda ve diger
gostermedigi saptanmgtir,
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4.2. Karaciger Agirhklan ile ilgili Bulgular

Ug ve alti ay siireyle pestisit uygulanan hayvanlar siire sonunda kontrol
gruplantyla birlikte kesilmiy ve karacigerleri gikartilnugtir. Karaciger agirhkian tartilarak
agirhklan kaydedilmigtir. Cizelge 21'de her bir grupta yer alan hayvanlann karaciger
agirhklannm istatiksel sonuglan verilmigtir.

Cizelge 21. Dort grubun karaciper agirliklaring ait istatiksel sonuglar (ortalama (X), standart sapma
(SD), varyasyon katsayis1 (%C.V.) ve gruplar aras1 kargilagiirma (Mann-Whitney-U testi) ile elde edilen
p degerleri)

Karaciger Agirliklan (g)
Gruplar n X+SD %C.V. p degerleri
I 15 0.6210.206" 33.1 P12 : 0.000*
I 15 1.144+0.296* 25.8 p24: 0.756
i1} 15 0.864+0.210° 243 psa : 0.001%
v 15 1.179:0.270* 22.9 P15 : 0.840

p<0.05 diizeyi anlamh olarak kabul edilmistir.

*Us ay siireyle pestisit uygulanan grup (Grup II) ile ii¢ ay sireyle normal yem uygulanan grup (Grup )
kargilastinidiginda, Grup II’nin karaciger afirhinda istatiksel olarak anlamh artiglar saptanmigtir. Alta
ay stireyle pestisit uygulanan grup (Grup IV) ile alts ay stireyle normal yem uygulanan grup (Grup III)
karsilagtinidiginda, Grup IV’in karacifer afirhfinda anlamh artiglar saptanmistir.

4.3. Hepato/Somato indeks ile ilgili Bulgular

Pestisit uygulanan gruplarda karaciger agrhigimn artmas: (Cizelge 21) nedeniyle
hepato/somato indeks ¢aligmalan yapilmistir. Karacifer agiwhgimn viicut agirhgt oranmna
hepato/somato indeks denilmektedir. Cizelge 22°de dort grupta incelenen farelerin
hepato/somato indekslerin istatikse! sonuglan verilmigtir.
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Cizelge 22. Hepato/Somato ifidekslerift istatiksel somuglari (ortalamia (X), standart sapmia (SD),
varyasyon katsayis1 (%C.V.) ve gruplar arasm karglagtirma (Mann-Whitney-U testi) ile elde edilen p
degerleri)

Hepato/Somato indeksleri
Gruplar n X+SD % C.V. p degerleri
I 15 0.018+0.007" 38.8 p1.2: 0.000*
I 15 0.034+0.010° 29.4 Pz4: 0.983
m 15 0.025+0.008° 32.0 Pas: 0.009%
v 15 0.035+0.010* 28.5 Pi3: 0.055

P<0.05 diizeyi anlamh olarak kabul edilmigtir.

*Ug ay siireyle pestisit uygulanan grup (Grup II) ile éi¢ ay normal yem uygulanan grup (Grup I)
karsilagtinidifinda, Grup II’'in hepato/somato indekslerinde anlami artiglar saptanmgtir. Ait1 ay siireyle
pestisit uygulanan grap (Grop IV) ile alt ay normal yem uygulanan grup (Grup IIT) karsdastriddiginda,
Grup [II'in hepato/somato indekslerinde anlamhi artiglar saptanmugtir.

4.4. Total Meme Agirhiklan ile flgili Bulgular

Pestisit ve normal yem uygulanan gruplardaki hayvanlar servikal dislokasyon
teknigi ile oldirillerek memeleri tek tek gikartilmgtir. Bu hayvanlanin herbirinde total
meme afirhiklan ol¢lilmis ve afirhklan kaydedilmigtir. Cizelge 23°de her bir grupta yer
alan hayvanlann total meme agirhklannm istatiksel sonuglan verilmistir.

Cizelge 23. Total meme aprhkiarimn istatiksel sonuglari (ortalama (X), standart sapma (SD),
varyasyon katsayisi (%C.V.) ve gruplar arasi kargilagtiriia (Mann-Whitney-U testi) ile elde edileit p
degerleri)

Total Meme Agirhiklan (g)

Gruplar n X+=SD %C.V. p degerleri
*1 15 0.211+0.057" 27.0 pi2: 0.054
*10 15 0.172+0.052° 30.2 pz4: 0.093
* 1 15 0.204+0 062° 303 Paa: 0.950
* IV 15 0.20340.045 22.1 P13 : 0.936

p<0.05 diizeyi anlamh olarak kabul edilmigtir.

*Pestisitli ve normal yem uygulanan gruplar arasinda total meme agirhiklannin anlamh farkhhbklar
gostermedifi Maun-Whitney-U testi ile saptanmgtir.
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4.5. Karaciger ve Meme Dokular: ile ilgili Histopatolojik Bulgular
4.5.1. Isik Mikroskopik Diizeyde
4.5.1.1. Karaciger Dokularinin Histopatolojik incelenmesi
4.5.1.1.1. Ug ve Alti Ay Siireyle Normal Yem Uygulanan Gruplar
Bu gruplarda (Grup I ve III) normal gorinimbii olgular ve baz non-spesifik
degisiklikler gozlenen olgulara rastlanmugtir. Bu gruba ait normal karaciger olgusu Sekil
13'te gosterilmigtir.

Sekil 13. Normal yem uygulanan gruplard: karaciger histopatolojisi

4.5.1.1.2. Ug Ay Siireyle Pestisitli Yem Uygulanan Grup

Hemen hemen tiim olgularda (Grup II) nonspesifik reaktif hepatit ve 4 olguda
kolanjit izlenmistir. Bu olgularda izlenen morfolojik bulgulara ek olarak portal alanlarda
yogun mikst tipte iltihabi hiicre infiltrasyonu, safra kanalikiilleri igerisinde safra golciikleri
gorulmistiir. Portal alanlarda izlenen iltihap hiicrelerinin yer yer safra duktus epitellerine
ilerledigi dikkati gekmistir. Parakimde belirgin inflamatuar degisiklikler (confluent nekroz
dejenerasyon) farkedilmis olup bu olgularda ayrica intrasitoplazmik ~ glikojen
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partikiillerinde kabalagma ve glikojen kaybi gozlenmistir. Bu gruba ait olgu Sekil 14’te
gosterilmistir.

Sekil 14. Ug ay siireyle pestisit uygulanan gruplanin karacigier histopatolojisi. Olgulann karaciger
dokusunda fokal nekroz (FN). Hematoksilen-eosin x200

4.5.1.1.3. Altx Ay Siireyle Pestisitli Yem Uygulanan Grup

Hemen hemen tim olgularda (Grup IV) nonspesifik reaktif hepatit seklinde
yorumlanabilecek degisiklikler goriilmistiir. Bu olgularda portal alanlarda mononiikleer
hiicrelerin hakim oldugu mikst tipte iltihabi hiicre infiltrasyonu, parakimde tek hiicre
nekrozlar, asidofil cisimcikler, hafif-orta derecede rejenerasyon bulgulan, santirlobiiler
kolestozis dikkati gekmigtir. Bu gruba ait olgu Sekil 15'de gosterilmistir.
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Sekil 15. Alt1 ay siireyle pestisit uygulanan gruplann karaciger histopatolojisi. Olgularin karaciger
dokusunda tek hiicre nekrozu (Nek) ve hepatosit niikleuslarinda vezikiiler goriiniim (N).
Hematoksilen-eosin x200

4.5.1.2. Meme Dokulanmn Histopatolojik incelenmesi

4.5.1.2.1. Ug ve Al Ay Siireyle Normal Yem Uygulanan Gruplar

Bu gruplarda (Grup I ve IIT) normal goriinimlii olgulara rastlanmistir. Bu gruba ait
normal meme olgusu $ekil 16 'da gosterilmistir.

s Y & e%d
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4.5.1.2.2. Ug ve Al Ay Siireyle Pestisitli Yem Uygulanan Gruplar

Hemen hemen tiim olgularin (Grup 11 ve IV) meme dokusu stromasinda daginmik
lenfoplazmositer iltihabi hiicre infiltrasyonu dikkati gekmistir. Bu gruba ait olgu Sekil
17'de verilmigtir.

Sekil 17. Ug ve alt ay siireyle pestisit uygulanan gruplarda meme histopatolojisi. Lenfosit infiltrasyon
(L). Hematoksilen-cosin x200

4.5.2. Elektron Mikroskobik Diizeyde

4.5.2.1. Karaciger Dokularinin Histopatolojik incelenmesi

4.5.2.1.1. Ug ve Al Ay siireyle Normal Yem Uygulanan Gruplar

Gruplarda (Grup I ve III) hepatositlerin normal ince yapilart korunmug olup
mitokondriumlari  dogal gériinimdedir. Seyrek intrasitoplazmik yag vakuolleri
meveuttur. Endoplazmik retikulum normal gériinimdedir. By gruba ait normal karaciger
olgusu Sekil 18'de gosterilmistir.
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Sekil 18. Normal yem uygulanan gruplara ait karaciger doku drneginin ince yap diizeyinde goriniinmii.
Polimorfniiveli 1okosit (p), Yag vakuolii (v). uramil-asetat/kursun sitrat x6000

4.5.2.1.2. Ug Ay Siireyle Pestisitli Yem Uygulanan Grup

Olgularn (Grup 1) elektron mikroskopik incelenmesinde, hepatositlerde
sitoplazmik membranlarin intakt oldugu gorildi. Hicrelerde sisme izlenirken gesith
caplarda lipit vakuolleri dikkati gekti. Mitokondrial hasar izlenmedi. Bazt
mitokondriumlarda kiigiik amorf madde birikimi mevcuttu. Endoplazmik retikulumda
artis, baz1 hepatositlerde safra pigmenti ile uyumlu madde izlendi. Bu bulgular ciddi
hepatosit zedelenmesini temsil etmektedir. Yagl dejenerasyon, sisme ve mitokondrial
kiigitk amorf materyaller hafifi siddette bir zedelenmenin mevcudiyetini temsil etmektedir.
Bu gruba ait normal karaciger olgusu Sekil 19' da gosterilmistir.
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Sekil 19. Us ay siireyle pestisit uygulanan gruba ait karaciger doku 6rneginin ince yap: diizeyinde
goriiniimii. Lipit vakuolii (v), Endoplazmik retikulum (¢), Mitokondrium (m).
uramil-asetat/kurgun sitrat 6000

4.5.2.1.3. Alt1 Ay Siireyle Pestisitli Yem Uygulanan Grup

Olgularin  (Grup IV) elektron mikroskopik incelenmesinde, siniizoidlerde
polimorfniiveli 16kositler, hepatosit membraminda diizensizlik, hepatositte sisme ve yag
vakuolleri  izlenmigtir. ~ Glikojen partikiilleri  azalmgtir. Bazi  hepatositlerde
mitokondriumlarda sisme ve yapisal bozukluklar izlenmektedir. Hepatositlerin bazilan ¢ift
niikleus igermektedir. Baz: hepatositler nekrotiktir. Bu gruba ait normal karaciger olgusu
Sekil 20'de gosterilmigtir.
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'»gr “ ?5,4“.
Sekil 20. Alu ay siireyle pestisit uygulanan gruba ait Karaciger doku 6rneginin ince yapt diizeyinde

gorinamil. Glikojen partikillii (g), Nukleus (n), polimorfniiveli 1okosit (p).
uramil-asetat/kursun-sitrat x8800

Sonug olarak, elektron mikroskopik diizeyde normal yem uygulanan gruplarda
(Grup 1 ve T siniizoidlerde seyrek polimorfniiveli lokositler (PMNL) izlenmistir.
izlenen az sayda yag vakuolleri beslenmeye bagh olabilir. Seyrek PMNL’lerin
meveudiyeti non-spesifik olarak degerlendirilmistir. Hepatositlerde ileri dejenerasyon
bulgusu bu olgularda izlenmemektedir. Alti ay pestisit uygulanan gruptaki (Grup IV)
endoplazmik retikulum hiperplazisi, ii¢ ay pestisit uygulanan gruba (Grup ID) kiyasla
belirgin degil fakat alt1 ay pestisit uygulanan grupta, hepatosit dejenérasyonu daha ileri
oldugu gozlenmistir.
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4.5.2.2. Meme Dokularin Histopatolojik Incelenmesi

Meme dokularinin 15tk mikroskopik diizeyde 6zellikle pestisit uygulanan gruplarda
agir patolojik goriinim ¢ikmamasi sebebiyle elektron mikroskopik dizeyde incelenmesi
yapilmamugtir.

4.6. Hematolojik Parametrelerde Referans Degerlerin Belirlenmesi

Caliymamizda, anag M. musculus tam kaninda WBC, RBC, Hb, Hct, MCV ve
MCH diizeyleri ile ilgili referans degerleri belirlemek igin dért grubun (Grup L, IT, T ve
1V) toplamindan olusan 60 bireyin baglangic kanlanindan olgiilen hematolojik veriler
degerlendirmeye alinmustir. Cizelge 24°de her bir grubun hematolojik verilerinin istatiksel
analiz sonuglan gosterilmigtir. Referans degerlerinin belirlenmesi i¢in dért grubun
baslangi¢ kanlarmdan olgiilen her bir hematolojik parametrenin toplam verileri alinms ve
istatiksel analizleri yapimustir. Cizelge 25’de hematolojik verilerde referans degerlerin
belirlenmesi ile ilgili istatiksel analiz sonuglari gosterilmigtir. Bunun yamsira, dlgilen her
bir parametre degerinin normal dagihm gosterip gostermedigini test etmek igin Shapiro-
Wilkens istatiksel test uygulanmugtr. Bu teste gore, p degerinin 0.05’den biyik
oldugunda normal dagilim gosterdigi kabul edilmektedir. Normal dagiim egrileri
degerlerin -logaritmasim almadan yada -logaritmasim alarak ¢izilebilmektedir. Sekil 21‘de
her bir hematolojik verinin normal dagilim egrisi goriilmektedir.

Cizelge 24. Dort grubun deney oncesi (Baslangig) alinan kanlardaki hematolojik verilerin istatiksel
sonuglari (ortalama (X) ve standart sapma (SD), varyasyon katsayist (%C.V.))

WBC RBC Hb Het MCV MCH

(x10L) | (x1071) | (g/dl) (%) @ (pg)

Grup1 X+SD | 6.0+1.1 | 7.300.90 | 11.0+1.1 | 34.7+4.3 | 47.5+£1.8 | 15.1+0.5
% C.V. 18.3 12.3 10.0 12.3 37 33

Grup II X+SD | 6.3+1.1 | 7.2241.13 | 11.1£1.5 | 34.9+4.6 | 48.1£1.1 | 15.3£0.5
%C.V. 17.4 15.6 13.5 131 22 32

GrupIll X4SD | 6.2+1.2 | 7.78+0.73 | 11.740.7 | 35.942.3 | 46.2+1.8 | 15.130.7
%C.V. 193 9.3 5.9 6.4 3.8 4.6

Grup IV X+SD | 6.2+1.4 | 7.46:0.70 | 11.4+0.6 | 352422 [ 47.2+2.2 [ 15.2+0.8
%C.V. 22.5 9.3 52 6.2 4.6 §2

Her bir grup 15 denekten olusmaktadir.
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Cizelge 25. Hematolojik verilerde referans degerlerin belirlenmesi icin yapilan istatiksel analiz
sonuglar

n X SD | SE |Medyan| min-max | range [%95 giivenirlilik araligs
WBC(x10*/mm”) | 60 | 620 [1.21[0.15] 6.00 | 4096 | 56 3.78-8.62
RBC (x10%mm®) | 60 | 741 [ 091011 ] 738 [5.17-9.16 ] 3.99 5.59-9.23
Hb (g/dl) 60 | 11.31 | 1.12 [ 0.14 | 11.45 | 82-142 | 6.0 9.07-13.55
Het (%) 60 | 3544 | 3.88 | 0.50 | 35.60 | 25.7-48.4 | 22.7 27.68-43.20
MCV (fl) 60 | 47.33 | 1.97 [ 0.25 | 47.45 | 43.0-52.3 | 9.30 43.39-51.27
MCH (pg) 60 | 1522| 0.68 | 0.08 | 1530 | 13.4-168 | 3.4 13.86-16.58

4,005,006,007,008,009,00

4,505,506,507,508,509,50
WBC (x10°’mm?®) RBC (x10°mm?)
(@ (b
g s

Std. Dev = 3,89
Mean = 35,4
N = 60,00

Std. Dev = 1,12

26,(80,034,(88,012,046,0

28,082,(86,040,044,048,0

Het (%)
©
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Std. Dev = 1,98 Std. Dev = ,68

MCV ()

©

Sekil 21. Hematolojik verilerinde normal dagilim egrileri. WBC (a), RBC (b), Het (c), Hb (d), MCV (e)
ve MCH (f) degerlerinin -logaritmasim almaya gerek olmaksizin normal dagilm gosterdigi
(p>0.05) Shapiro-Wilkens test ile saptanmigtir.

4.6.1. Hematolojik Verileri ile ilgili Deneysel Bulgular

Farelerden deney oncesi kanlar kuyruktan, deney sonrasi kalpten alinmigtir. Dort
grupta incelenen farelerin deney sonrasi kanlardaki hematolojik verilerin istatiksel
sonuglari Cizelge 26 ve 27°de gosterilmistir. Cizelge 25°de gosterildigi gibi, dort grubun
(60 fare bireyi) deney oncesi alinan kanlarda olgiilen hematolojik verilerinden tek bir
kontrol grubu olusturulmus, aym zamanda deneysel gruplarin her biri ile
kargilagtinlmigtir. Bu sekilde olugturulan kontrol grubu ile pestisitli gruplar arasindaki
hematolojik verilerindeki degisimler Sekil 22°de gosterilmistir. Bunun yamsira, ti¢ ve alfi
ay siirelerle pestisit uygulanan farelerin periferik yaymalarinda normal yem uygulanan
gruplara kiyasla lenfosit ve notrofil saylarnda artiy oldugu saptanmustir. Pestisit
uygulanan gruplarda eritrosit morfolojisi normal goriinimde izlenmistir. Pestisit ve

normal yem uygulanan farelerde kan hiicreleri Sekil 23 ve 24’te gosterilmistir.
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Clzelge 26. Dort grubun deney sonrast alinan kanlarda hematolojik verilerin istatiksel sonuglari (ortalama
(X) ve standart sapma (SD), varyasyon katsayist (%C.V.))

WBC RBC Hb Het MCV MCH

x10°L) | (x10%1) | (g/dD (%) (ti)] (pg)

Grapl  XaSD | 6012 [ 7.00:1.16 | 10.5x18 | 33.845.7 482+1.1 | 14.9+04
%C.N. 200 16.5 17.1 16.8 27 2.6

Grapll  XaSD | 185429 | 48609 | 5711 | 153439 31.1£39 | 11811
%C.V. 15.6 18.5 19.2 254 12.5 9.3

Grup Il X+SD 53207 | 7.87:003 | 118408 | 35.743.6 | 454%20 | 15.0+11
%C.V. 132 11.8 6.7 10.0 44 13

GrupIV_ X2SD | 85+18 | 6.63£120 | 94422 | 262485 387485 | 14.0+14
%C.V. 21.1 18.0 23.4 324 21.9 10.0

Her bir grup 15 denekten olugmaktadir.

Ciizelge 27. Dort grubun deney ncesi ve sonrasi her bir hematolojik verinin grup iginde karsilastinimast
(Wilcoxon test) ile elde edilen p degerleri

WBC RBC Hb Het MCV MCH

Gruplar Pos) Pos) Pos) Pos) Pos) Pos)
1 0.691 0.670 0.551 0.820 0.053 0.393

1 0.001* 0.001" 0.001" 0.001" 0.001" 0.001"
11§ 0.053 0.820 0.798 0.910 0.256 0.798

v 0.003* 0.023" 0.004" 0.004" 0.017" 0.008"

0<0.05 diizeyi anlaml1 olarak kabul edilmistir.

* Pestisitli gruplarin deney sonrasinda baslangica kiyasla, WBC diizeylerinde anlamli artig gosterdigi

*m;:ﬂann deney sonrasinda baslangica kiyasla, RBC, Hb, Het, MCV ve MCH diizeylerinde
anlaml diigasler gosterdifi saptanmugtir.

Deney oncesi ve sonrast hematolojik verilerin gruplar arasi kargilagtinlmasinda
Mann-Whitney-U testi kullanlmugtir.

Deney oncesinde WBC, RBC, Hb, Het, MCV ve MCH diizeylerinin gruplar
arasinda anlamlt farklilik gostermedigi (p>0.05) saptanmistir. Deney sonrasinda her bir
parametre igin gruplar kargilagtinldiginda;

Ug ay pestisitli yem uygulanan grupta (Grup 1), ii¢ ay normal yem uygulanan
gruba (Grup I) kiyasla RBC, Hb, Het, MCV ve MCH diizeylerinde anlamh diisus, WBC
diizeylerinde anlamh artis saptanmigtir. Alt1 ay pestisitli yem uygulanan grupta (Grup IV),
altr ay normal yem uygulanan gruba (Grup 1) kiyasla RBC, Hb ve Het diizeylerinde
anlamh diisiigler saptamrken MCV  ve MCH diizeylerinde anlamh degisimler
gozlenmemistir. Bunun yanisira WBC diizeylerinde anlamh artiglar saptanmustir. Ug aylik
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pestisit uygulanan grupta (Grup II), alt1 ay yem uygulanan gruba kiyasla RBC, Hb, Het,
MCV ve MCH diizeylerinde anlamh derecede azalma ve WBC diizeyinde anlamh
derecede artis saptanmustir. Kontrol gruplan (Grup 1 ve IID birbirleri ile
kargilagtinldiginda WBC, RBC, Hb, Het, MCV ve MCH diizeylerinde anlamh farklihiklar
gostermedigi (p>0.05) saptanmugtir.

lDKcmmlgubu W Ug aylik pestisitli grup 8 Alts aylik pestisitli grup l

WBC RBC Hb Hct mMcv MCH

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ii¢ ayhk donemde 1243 g yem, alti aylik donemde 2245 g yem
uygulanmighr.

Ug ayhk pestisitli grupta (Grup 1) her bir hayvana ortalama 19. 75 mg endosulfan/100 g viicut
agarhg/90 giin doz uygulanmishr.

Aln ayhk pestisitli gruba (Grup V) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g vilcut
agirh@/180 giin doz uygulanmigtir.

Sekil 22. Kontrol ve pestisitli gruplarda hematolojik verilerin degigimi.
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Sekil 23. Normal yem uygulanan farelerin kan hilcreleri. Lenfosit (I), eritrosit (e), monosu (m),
ndtrofil (n). Gimsa x100

Sekil 24, Pestisit uygulanan farclerin kan hiicreleri, Monosit (m), eritrosit (¢). Gimsa x100

\
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4.7. Eritrosit GGPDH, CAT, SOD, GST ve LDH Aktiviteleri, GSH ve MDA

Diizeyleri ile ilgili Referans Degerlerinin Belirlenmesi

Dért grubun toplamindan olusan 60 fare bireyin baslangi¢ kanlart EDTA’ tiiplere
konuldu. Eritrosit G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktivitele, GSH ve MDA
diizeyleri igin referans degerler belirlemek igin istatiksel aligmalar yapildi ve sonuglar
Cizelge 28°de verilmistir.

Olgiilen parametre degerlerinin normal dagilima uygun olup olmadigim test etmek

igin Shapiro-Wilks test (normality test) kullamlmigtir. Degerlerin normal dagilim

gostermesi icin, test somucu elde edilen p degerinin 0.05°den biiyiik  olmasi
gerekmektedir. Normal dagilim egrileri, degerlerin -logaritmasi alinmadan ve -logaritmasi
almarak cizilebilmektedir. Sekil 25°de eritrosit G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH
aktiviteleri, GSH ve MDA diizeylerinin normal dagihm egrileri verilmigtir.

Cizelge 28. Eritrosit GGPDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktivitel

eri, GSH ve MDA diizeyleri ilgili

referans deperlerinin belirl i icin yap iksel sonuglar

n X SD SE edyan| range | min-max (%95 giivenirlilik araligt
G6PDH | 60 1931 492 | 063 | 18.0 | 20.1 | 104305 9.47-29.15
CAT 60 231 1.04 | 013 | 230 | 340 0.84.2 0.23-4.39
SOD 60 | 1620.80 | 409.4 | 52.85 | 1520 | 1500 | 1000-2500 802.0-2439.6
GST 60 | 8054.31 |1403.65| 181.21 | 8255 | 5300 [5000-10300| 5247.12-10861.52
LDH 60 | 27760 | 4453 | 575 | 285 | 203 187-390 188.6-366.6
GSH 60 4.17 088 | 011 | 395 | 330 3.0-63 2.41-593
MDA 60 | 680.70 |217.49 | 28.08 | 710 | 670 | 350-1020 245.72-1115.68

G6PDH, CAT, SOD, GST

Hb birimleri olarak verilmistir,
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Sekil 25, Eritrosit GGPDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktivitclerinin, GSH ve MDA diizeylerinin normal
dagilim egrileri. G6PDH (a), CAT (b), SOD (c), GST(d) ve LDH (e) aktivitelerinin, GSH (f) ve
MDA (g) diizeylerinin degerlerinin -logaritmasi alinarak normal dagitim gsterdigi (p>0.05)
Shapiro-Wilkens analizi ile saptanmigtsr.

4.7.1. Eritrosit G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH Aktivitelerinin, GSH ve
MDA Diizeylerinin Intra-inter Individual Varyasyonlar ile ilgili
Bulgular
Grup I ve III arasinda her bir parametre yoniinden anlamh farkhiliklar olmadigs
(p>0.05) Mann-Whitney-U testi ile saptanmgtir. Kontrol gruplarinda (Grup I ve IIT) her
bir parametrenin aylar iginde gosterdikleri varyasyonlarin aragtinlmasinda, uzun sire
takip edilen Grup III degerlendirilmeye alinmgtir.

4.7.1.1. Analitik Varyasyonlar

EDTA’ tiipe alnan 0.5 m! kan aym zaman arah@inda G6PDH, CAT, SOD, GST
ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA diizeylerinin ¢ahigilmas igin aynld: (intra-assay). Intra
assay analizlerinden elde edilen %C.V., analitik varyasyonun %CVa'sm vermektedir.
Cizelge 29°da intra-assay analiz sonuglani verilmistir.
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Cizelge 29, Eritrosit GGPDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktivitelerinin, GSH ve MDA diizeylerinin aym
Ornekie ve aym zamanda yapilan dlgim (intra-assay) somuglan

G6PDH | CAT soD | GST | LDH | GSH MDA
(U/g Hb) | (x10°U/g Hb)| (O/g Hb) | (U/g Hb) | (U/g Hb) | (umol/g Hb)| (amol/g Hb) |
X[ 2017 342 | 18579 [ 5792.5 | 2843 4.9 1021.3
SD| 024 0.48 1149 | 5292 | 60 0.2 48.6
%CV. | 1.19 14.1 618 | 913 | 211 412 4.75

4.7.1.2, Intra-inter Individual Varyasyonlar

15 bireyin kuyruktan ve her ay belirli zaman arahginda alinan 7 kan 6rneginde
eritrosit G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA diizeyleri
calisildr. Intra ve inter individiual varyasyonlar varyans analizi (ANOVA) ile saptanmgtir.
Cizelge 30°da 15 saglikh bireyin varyasyonlan gosterilmigtir. 15 bireyin intra-individual
varyasyonlarinda elde edilen %C.V., %CVr’y1 vermektedir. Sekil 26, 27, 28, 29, 30, 31
ve 32'de G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktivitelerinin, GSH ve MDA diizeylerinin
aylar iginde (intra-individual) gosterdikleri varyasyonlar verilmigtir.
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Sekil 26. Kontrol bireylerinde (Grup II) baglangic (0)., 1., 2., 3., 4., 5. ve 6. aylarda 6lgiillen G6PDH
aktivitesinin (X; ortalama) her bireyin kendi iginde (Intra-individual) gésterdikleri varyasyonlar

ERITROSIT CAT AKTIVITES! (U/g Hb)
o8 Bububad
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KG2-1 KG2-3 KG25 KG2-7 KG2-9 KG2-11 KG2-13 KG2-16
Fareler

Sekil 27. Kontrol bireylerinde (Grup II) baglangic (0)., 1., 2, 3., 4., 5. ve 6. aylarda Olgiilen CAT
aktivitesinin (X ortalama) her bireyin kendi icinde (Intra-individnal) gosterdikleri varyasyonlar
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ERITROSIT SOD AKTIVIES (0ig Hb)

KG2-9 KG2-11 KG2-13
Fareler

KG2-15

Sekil 28. Kontrol bireylerinde (Grup III) baslangic (0)., 1., 2., 3, 4., 5. ve 6. aylarda 6lgilen SOD
aktivitesinin (X; ortalama) her bireyin kendi i¢inde (Intra-individual) gdsterdikieri varyasyonlar

ERTROSIT GST AKTIVITES] (0/g Hb)
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KG2-11 KG2-13 KG2-15

Sekil 29, Kontrol bireylerinde (Grup IIT) baglangic (0)., 1., 2., 3., 4., 5. ve 6. aylarda dl¢iilen GST
aktivitesinin (X; ortalama) her bireyin kendi iginde (Intra-individual) gosterdikleri varyasyonlar
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Sekil 30. 15 kontrol bireyde (Grop II) baglangic (0)., 1., 2., 3., 4., 5. ve 6. aylarda Olgiilen LDH
aktivitesinin (X; ortalama) her bireyin kendi icinde (Imra-mdmdual) gﬁsterdlklen varyasyonlar
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ERITROSIT GSH DUZEYL (umol/g Hb)

KG21 KG2-3 KG2-8 KG2-7 KG2-9 KG2-11 KG2-13 KG2-16
Fareler

Sekil 31. Kontrol bireylerinde (Grup II) baglanfic (0)., 1., 2., 3., 4., 5. ve 6. aylarda &lgiilen GSH
diizeyinin (X; ortalama) her bireyin kendi i¢inde (Intra-individual) gésterdikleri varyasyonlar
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ERITROSIT MDA DUZEY! (amol/g Hb)
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Sekil 32, Kontrol bireylerinde (Grup I} baglangc (0)., 1., 2., 3., 4., 5. ve 6. aylarda olgitlen MDA
diizeyinin (X; ortalama) her bireyin kendi iginde (Intra-individual) gosterdikleri vatyasyonlar

4.7.2. Eritrosit G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH Aktiviteleri, GSH ve MDA

Diizeyleri ile Tigili Deneysel Bulgular

Pestisitli yem uygulanan gruplarda ve aym siirelerde normal yem uygulanan
gruplarda deney oncesi (baslanfic) ve uygulama siiresince kanlar her ayin ilk giiniinde
kuyruktan ainnmmgtir. Deney sonrast ise kalpten ahnmigtir. Bu sekilde hayvanlardan alinan
kanlarda G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH enzim aktivitelerinde, GSH ve MDA
seviyelerindeki degisimler Cizelge 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37 ve 38°de gosterilmigtir.
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Cizelge 31. Grup I'de (kontrol grabu) antioksidan sistemlerin, LDH aktivitesinin ve MDA diizeyinin
%@magmmmmm(mmm,mdmm(smvemm
(%C.V.)

Zaman (ay)
Baslangic (0) 1. 2. 3.
G6PDH
(O/g Hb) X 17.9 20.9 18.2 19.9
SD 5.0 7.1 5.5 45
%C.V. 27.9 33.9 30.2 22.6
CAT
(x10"0/g Hb) X 2.3 2.1 24 2.5
SD 1.0 0.9 0.8 0.9
%C.V. 434 428 33.3 36.0
SOD
(U/g Hb) X 1669.3 1587.8 1631.6 1661.6
SD 428.9 353.6 445.6 3592
%C.V. 25.6 22 273 21.6
GST
(U/g Hb) X 8135.0 7662.0 8361.3 7808.6
SD 1359.8 1654.1 1173.8 2009.4
%C.V. 16.7 21.5 14.0 25.7
LDH
(U/g Hb) X 262.6 268.2 265.0 257.2
SD 43.0 74.9 449 50.0
%C.V. 16.3 27.9 16.9 19.4
GSH
(umol/gHb) X 42 3.4 44 4.0
SD 0.9 1.8 0.9 1.3
%C.V. 21.4 52,9 20.4 32.5
MDA
(nmol/gHb) X 660.7 646.6 695.2 500.6
SD 243.4 238.6 218.8 242.9
%C.V. 36.8 36.9 31.4 48.5

Grup I; 15 denekten olugmaktadur.
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Cizelge 32. Grup I'in (kontrol grubu) grup iginde her bir parametrenin baglangig ay (0) ile diger aylarn
karsilaghinimas (Wilcoxon test) ife elde edilen p degerleri

p degerleri

Po1 Po2 Po-3
*G6PDH (U/g Hb) 0.105 0.932 0.293
Beat (x10°0/g Hb) 0.395 0.408 0.589
°*SOD (U/g Hb) 0.158 0.861 0.650
4GST (U/g Hb) 0.096 0.191 0.570
°LDH (U/g Hb) 0.820 0.701 0.901
'GSH (umol/g Hb) 0.088 0.114 0.443
SMDA (nmol/g Hb) 0.054 0.802 0.053

p<0.05 diizeyi anlamh olarak kabul edilmigtir.
Po.: baglangig ay (0) ile 1. ay arasinda p degeri
Po-2: baslangx¢ ay (0) ile 2. ay arasinda p degeri
Po-s: baglan@ic ay (0) ile 3. ay arasmda p degeri

abedets GGPDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktivitelerinin, GSH ve MDA diizeylerinin baglangig ay ile
1., 2. ve 3. ay’lar arasinda anlamh farkliliklar géstermedigi Wilcoxon test ile saptannugtir,
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Cizelge 33, Grup I'de antioksidan sistemlerin, LDH aktivitesinin v¢ MDA diizeyinin aylara gore
degisimlerinin istatiksel sonuglan (ortalama (X), standart sapma (SD) ve varyasyon katsayisi (%C.V.))

Zaman (ay)
Baglangic (0) 1. 2. 3.
G6PDH
(U/g Hb) X 21.5 11.5 34.6 48.4
SD 47 2.7 47 6.5
%C.V. 21.8 23.4 13.5 13.4
CAT
(x10*0/gHb) X 2.3 1.9 1.5 0.8
SD 1.2 0.8 0.7 0.3
%C.V. 52.1 42.1 46.6 37.5
SOD
(U/g Hb) X 1691.4 2236.3 3449.5 5796.6
SD 443.5 355.8 612.8 1289 .4
%C.V. 26.2 15.9 17.7 222
GST
(Urg Hb) X 8085.0 14769.3 11360.6 5896.0
SD 1556.7 3499.9 2877.3 1497.1
%C.V. 192 23.3 25.3 253
LDH
(U/gHb) X 285.0 538.5 812.0 868.0
SD 43.9 90.9 96.7 101.4
%C.V. 15.4 16.8 11.9 11.6
GSH
(umol/gHb) X 3.9 2.1 1.7 1.1
SD 07 1.0 0.8 0.5
%C.V. 17.9 476 47.0 45.4
MDA
(amol/gHb) X 671.7 1195.1 1392.6 1877.0
SD 206.6 356.8 354.0 532.8
%C.V. 30.7 29.8 25.4 28.3
Grup II; 15 denckten olugmaktadir.
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Cizelge 34. Grup I'in grup iginde her bir parametrenin baglangng ay (0) ile difer aylarm
karsitaghiridimass (Wilcoxon test) ile elde edilen p degerleri

p degerleri

Po-1 Po-2 Po3
*G6PDH (U/g Hb) 0.001 0.001 0.001
*CAT (x10°0/g Hb) 0.001 0.001 0.001
°SOD (U/g Hb) 0.001 0.001 0.001
°GST (U/g Hb) 0.001 0.011 0.005
°LDH (U/g Hb) 0.001 0.001 0.001
*GSH (umol/g Hb) 0.001 0.001 0.001
£MDA (nmol/g Hb) 0.001 0.001 0.001

p<0.05 dilzeyi anlamh olarak kabul edilmigtir.

Po.: baslangi ay (0) ile 1. ay arasinda p degeri
Po-2: baglandic ay (0) ile 2. ayarasmdapdegex:x
Po3: baglangse ay (0) ile 3. ay arasinda p degeri

¢ Bagslanfica kiyasla, G6PDH aktivitesi 1. ay’da anlamh diigds, 2. ve 3. ay’da anlamh artig gosterdii

Wilcoxon test ile saptanmuster,

 Baglangica kiyasla, CAT aktivitesi 1., 2. ve 3. ay‘da anlamh diigiigler gosterdigi Wilcoxon test ile

saptanmgtir.

¢ Baslangica kiyasla, SOD aktivitesi 1., 2. ve 3. ay‘da anlamh artiglar gdsterdigi Wilcoxon test ile

saptannuster.

4 Baglanfica kiyasla, GST aktivitesi 1. ve 2. ay’da anlaml arti§ ve 3.ay’da anlamh dilgiig gosterdigi
Wilcoxon testi ile saptanmugtir

° Baglan$ica kiyasla, LDH aktivitesi 1., 2. ve 3. ay‘da anlamh artiglar g8sterdigi Wilcoxon test ile

saptannustir.
? Baglangica kiyasla, GSH diizeyi 1., 2. ve 3. ay*da anlamh disiisler gosterdigi Wilcoxon test ile

saptanmugtar.
& Baglangca kayasla, MDA diizeyi 1., 2. ve 3. ay‘da anlamh artiglar gdsterdii Wilcoxon test ile

saptanoustir.
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Cizelge 35. Grup IIT'te (kontrol grubu) antioksidan sistemlerin, LDH aktivitesinin ve MDA diizeyinin
gﬁﬁm&@msmmm(mm,mm(smwmm

Zaman (ay)
Baglanfic (0) | 1. 2. 3. 4, 5. 6.
G6PDH
(Ufg Hb) X 19.3 188 | 189 | 176 | 187 | 164 18.8
SD 4.6 5.4 5.3 35 43 34 33
%C.V. 23.8 287 | 280 | 198 | 29 | 207 17.5
CAT
(x10*0/gHb) X 22 2.3 23 22 2.6 23 25
SD 1.0 1.1 0.9 0.8 0.9 0.1 0.8
%C.V. 454 478 | 391 | 363 | 346 | 434 32.0
SOD
(U/g Hb) X 1555.8 1641.6 | 1614.3 | 1563.3 | 1730.6 | 1621.3 | 1666.6
SD 364.0 3938 | 4850 | 4325 | 4349 | 3986 | 3426
%C.V. 233 239 | 300 | 276 | 251 | 245 20.5
GST
(U/g Hb) X | 77018 | 8202.0 | 77793 | 8190.0 | 7859.8 | 7869.3 | 8200.0
SD| 14045 1553.1 | 1785.2 | 1557.6 | 1718.6 | 1573.5 | 1576.0
%C.V. 18.2 189 | 229 | 190 | 2138 19.9 19.2
LDH
(U/g Hb) X 278.6 300.0 | 2803 | 2842 | 2786 | 2762 | 306.3
SD 45.6 690 | 521 | 448 | 537 | 597 55.2
%C.V. 16.3 230 | 185 | 192 | 192 | 216 18.0
GSH
(umol/gHb) X 43 40 4.0 44 38 43 45
SD 0.8 17 1.5 0.8 14 0.7 1.1
%C.V. 18.6 425 | 375 | 181 | 368 | 162 24.4
MDA
(nmol/gHb) X 681.4 6953 | 674.1 | 683.0 | 676.4 | 682.6 | 759.4
SD 217.9 2309 | 2293 | 231.1 | 2142 | 219.0 | 285.7
%C.V. 31.9 332 | 340 | 338 | 316 | 320 37.6
Grup II; 15 denekten olugmaktadr.

102




Cizelge 36. Grup Ill'in (kontrol grubu) grup icinde her bir parametrenin baglangic ay (0) ile diger

aylanin kargilastiritmasi (Wilcoxon test) ile elde edilen p degerleri

p degerleri
Po-1 Po-2 Po-3 Po4 Po-s Pos
*G6PDH (U/g Hb) 0.776 0820 | 0410 | 0732 | 0235 | 0.734
°CAT (x10°U/gHb) | 0.776 0753 | 0875 | 0735 | 0318 | 0826
°SOD (U/g Hb) 0.293 0433 | 0.887 | 0240 | 0397 | 0253
%GST (U/g Hb) 0.118 0551 | 0321 | 0513 | 0495 | 0.096
°LDH (0/g Hb) 0.079 0315 | 0.182 | 0561 | 0535 | 0.087
'GSH (umol/g Hb) 0.690 0432 | 0330 | 0095 | 0.197 | 0.123
SMDA. (nmol/g Hb) 0.826 0421 | 0593 | 0417 | 0557 | 0.176

P<0.05 diizeyi anlamh olarak kabul edilmigtir.

Por: baglan@c ay (0) ile 1. ay arasinda p deferi
Po2: baglan@ic ay (0) ile 2. ay arasinda p degeri
Po-3: baglangsc ay (0) ile 3. ay arasinda p deperi
Po: baslan@i; ay (0) ile 4. ay arasinda p degeri
Pos: baglangic ay (0) ile 5. ay arasinda p deferi
Pos: baglangic ay (0) ile 6. ay arasinda p deferi

sbodsl s GGPDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA diizeylerinin baslangig ay ile 1.,

2,3, 4., 5.ve6. ay’lar arasinda anlamh farkhiliklar gdstermedii Wilcoxon test ile saptanmgtir,
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Cizelge 37. Grup IV'te antioksidan sistemlerin, LDH aktivitesinin ve MDA diizeyinin aylara gore
degisimlerinin istatikse! sonuslar: (ortalama (X), standart sapma (SD) ve varyasyon katsayist (%C.V.))

Zaman (ay)
Baglangic (0) 1. 2. 3. 4. 5. 6.
G6PDH
(U/g Hb) X 18.4 12.0 30.0 46 4 39.1 383 28.8
SD 49 3.0 35 5.7 6.0 7.2 6.0
%C.V. 26.6 25.0 11.6 12.2 15.3 18.7 20.8
CAT
(x10°0/gHb) X 2.3 1.6 1.3 1.1 1.7 2.1 4.0
SD 0.9 0.6 0.7 0.6 0.8 0.8 1.1
%C.V. 39.1 375 53.8 54.5 47.0 38.0 27.5
SOD
(U/g Hb) X 1566.6 2569.0 { 34000 | 6318.6 ] 5118.0 | 3717.3 | 3063.6
SD 421.3 571.7 7135 | 11749 | 985.2 1091.3 923.3
%C.V. 26.8 22.2 20.9 18.5 19.2 29.3 30.1
GST
(U/g Hb) X 8295.4 18423.6 | 14354.0 | 6322.4 | 11604.6 | 28146.3 | 35993.6
SD 1361.7 3736.7 | 22247 | 1203.3 | 3024.5 | 6382.9 | 7805.5
%C.V. 16.4 20.2 15.4 19.0 26.0 22.6 21.6
LDH
(U/g Hb) X 284.1 560.5 855.2 952.5 | 842.6 711.0 497.6
SD 46.3 74.9 113.7 128.2 | 160.4 187.9 115.7
%C.V. 16.2 13.3 13.2 13.4 19.0 26.4 23.2
GSH
(umol/gHb) X 4.1 35 2.8 23 32 43 4.1
SD 0.9 0.9 1.1 0.8 0.9 1.0 1.0
%C.V. 21.9 25.7 39.2 34.7 28.1 232 | 243
MDA
(nmol/gHb) X 708.8 1164.6 | 13432 | 1669.6 | 1509.6 | 1409.6 | 1166.0
SD 220.2 294.7 341.6 533.9 | 4333 487.8 475.2
%C.V. 31.0 25.3 254 31.9 28.7 34.6 40.7
Grup IV; 15 denckten olugsmaktadhr.
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Cizelge 38. Grup IV'in grup icinde her bir parametrenin baglangig ay (0) ile difer aylann
karsilagtinimas: (Wilcoxon test) ile elde edilen p degerleri

p deferleri

Po1 Po-2 Po-3 Po4 Pos Po-s

*G6PDH (U/g Hb) 0.005 0.001 0.001 0.001 0.001 0.002

SCAT (x10"0/gHb) | 0.001 0.001 | 0001 | 0025 | 0306 | 0.001

*SOD (U/g Hb) 0.001 0001 | 0001 | 0001 | 0.001 | 0.001
IGST (Ulg Hb) 0.001 0001 | 0001 | 0004 | 0001 | 0.001
“LDH (U/g Hb) 0.001 0001 | 0001 | 0001 | 0001 | 0.001

'GSH (umol/g Hb) 0026 | 0001 | 0001 | 0006 | 0712 | 0.937

MDA (nmol/g Hb) 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.002

p<0.05 diizeyi anlamh olarak kabul edilmigtir.

Po1: baglangic ay (0) ile 1. ay arasinda p degeri
Po-2: baslangiic ay (0) ile 2. ay arasinda p deferi
Po: baglangic ay (0) ile 3. ay arasinda p deferi
Po: baglang ay (0) ile 4. ay arasinda p deperi
Po-s: baglangig ay (0) ile 5. ay arasinda p defieri
Pos: baslanic ay (0) ile 6. ay arasinda p degeri

® Baslan@ica kayasla, G6PDH aktivitesi 1. ay’da anlamh digtis ve 2., 3., 4., 5., ve 6.ay’larda anlamh
artig gOsterdifii Wilcoxon test ile saptannustir.
® Baglangica kayasla, CAT aktivitesi 1., 2., 3 ve 4. ay*da anlamh dilsil gosterdigi, 5. ay’da deigim
gostermedii ve 6. ay’da artig gOsterdii Wilooxon test ile saptanmagtir,
° Baglangca kyasla, SOD aktivitesi 1., 2., 3., 4., 5. ve 6. ay‘da anlamh artislar gbsterdigi Wilcoxon test
ile saptanmgtir,
¢ Baglanfica kayasla, GST aktivitesi 1. ve 2. ay’da anlamh artig, 3.ay’da anlamh digis ve 4., 5. ve
6.ay’da anlamh art§ gbsterdii Wilcoxon testi ile saptanmigtir.
° Baglan@ica kiyasla, LDH aktivitesi 1., 2., 4., 5. ve 6. ay‘da anlamh artiglar gdsterdigi Wilcoxon test ile

saptannughir.

f Baslanpica kayasla, GSH diizeyi 1., 2., 3. ve 4. ay‘da anlamh disiigler gosterdigi, 5. ve 6. ay’da
degismedigi Wilcoxon test ile saptanmmgtir.

8 Baslangica kiyasla, MDA diizeyi 1., 2., 3., 4., 5. ve 6. ay‘da anlamh artislar gsterdigi Wilcoxon test
ile saptanmgtir.
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Deney 6ncesi olgiilen G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri ile GSH ve
MDA diizeylerinin gruplar arasinda (Grup I, I, Il ve IV) anlamh farkhhklar
gostermedigi varyans analizi ile (ANOVA) saptanmugtir (p>0.05). Asagida eritrosit
G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktivitelerinin, GSH ve MDA diizeylerinin Grup I-II
ve Grup HI-1V arasinda kargilagtinimas: (Mann-Whitney-U test) verilmigtir. Buna gére;

Ug ay stireyle pestisitli yem uygulanan grupta (Grup II), d¢ ay siireyle normal
yem (Grup I) uygulanan gruba kiyasla birinci ayda SOD, GST ve LDH aktivitelerinde ve
MDA diizeylerinde anlamh artiy, GGPDH aktivitesinde ve GSH diizeyinde anlamh diigiis
saptanmugtir (p<0.0S). Bu ayda CAT aktivitesinde anlamh farkhhklar saptanmamistir
(p>0.05). Ikinci ayda her iki grup arasinda G6PDH, SOD, GST ve LDH aktivitelerinde,
ve MDA dizeylerinde anlamh artiglar gozlenirken CAT ve GSH diizeylerinde anlamli
digiigler gdzlenmistir (p<0.05). Usiincii ayda Grup I'de G6PDH, SOD, LDH ve MDA
duzeylerinde anlamh artiglar fakat CAT, GST ve GSH diizeylerinde anlamh diigiigler
oldugu saptanmigtir (p<0.05).

Alt1 ay siireyle pestisitli yem uygulanan grupta (Grup IV), alt: ay normal yem yem
uygulanan gruba (Grup IIT) kiyasla birinci ayda SOD, GST, LDH ve MDA diizeylerinde
anlamh artiglar, GGPDH diizeyinde anlamh diigiigler saptanmugtir (p<0.05). Bu ayda GSH
diizeylerinde anlamh degisiklik saptanmamgtir (p>0.05). Ikinci ayda Grup IV'de
G6PDH, SOD, GST, LDH ve MDA diizeylerinde anlamh artiglar gozlenirken, CAT
diizeylerinde anlamh diigisler gézlenmigtir (p<0.05). Bu ayda her iki grup arasinda
G6PDH, CAT, SOD, GST, LDH ve MDA diizeylerinde anlamh farkliliklar (p<0.05)
gosterirken, GSH diizeylerinde anlamh farkhliklar gériilmemigtir (p>0.05). Ugiincii ve
dordiinci aylarda Grup IV'te G6PDH, SOD, LDH ve MDA diizeylerinde anlamh artiglar
saptamirken CAT, GST ve GSH diizeylerinde anlamh diigiigler saptanmgtir (p<0.05).
GSH diizeyinde dordiincii, besinci ve altinci aylarda anlamh degisiklikler g6zlenmemigtir
(p>0.05). CAT diizeyi besinci ayda degigmezken (p>0.05), altinc1 ayda anlamh derecede
artmmgtir (p<0.05). Besinci ve altinci aylarda G6PDH, SOD, GST, LDH ve MDA
diizeylerinde anlamh artiglar saptanmigtir (p<0.05).

Grup I-Il ve Grup HDI-IV’in her bir parametre yoniinden grafiksel olarak
kargilagtinlmas1 Sekil 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 ve 46’da
gosterilmigtir.
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[ Ocrpt BGrupl |

ERTROSIT G6PDH AKTIVITES! (U/g Hb)
8

AYLAR

Baglangig ay (0)
Grup I'de hayvanlara yaklagik 1143 g/100 g vidcut agirligi/90 giin normal pellet yemi uygulannugstir.
Grup Il'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g vicut agirhig/90 gin endosulfan dozu uygulanmstr.

Sekil 33, Grup I ve Il'de eritrosit G6PDH enzim aktivitesinin aylara gdre degisimi

ERITROSIT GEPDH AKTIVITES (Urg Hb)

Baglangig ay (0)
Grup HI'de hayvanlara 2286 g/100 g vilcut agirhgi/180 giln normal pellet yemi uygulanmgtir.
Grup IV'de hayvanlara ortalama 34.95 mg/100 g vilcut agirhi$h/180 giin endosulfan dozu uygulanmstir.

Sekil 34. Grup I1I ve IV'te eritrosit GGPDH aktivitesinin aylara gore degisimi
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ERITROST CAT AKTIVATES! (0/g Hb)

Baglangig ay (0)
Grup I'de hayvanlara yaklagtk 1143 g/100 g viicut agirhii/90 giin normal pellet yemi uygulanmgtir.
Grup Il'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g viicut agirligi/90 gin endosulfan dozu uygulanmigiy.

Sekil 35. Grup I ve IT'de eritrosit CAT aktivitesinin aylara gore degisimi

[ dernpm BGrup IV ]

wh
ki
SN

ERITROSIT CAT AKTIVITES! (U/g Hb)
]

Baglange (0)
Grup 1II'de hayvanlara 2286 g/100 g vicut agirli$i/180 giin normal pellet yemi uygulanmstir.
Grup IV'de hayvanlara orialama 34.95 mg/100 g vicut agirligi/180 gin endosulfan dozy uygulanmgtir.

Sekil 36. Grup IIT ve IV'de eritrosit CAT aktivitesinin aylara gore deffisimi
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l ﬁGrupl iGmle l

ERITROSIT 80D ARTIVITESI(U/gHb)

Baglangig ay (0)
Grup I'de hayvanlara yaklagtk 1143 g/100 g vileut agirh/90 gin normal pellet yemi uygulanmsirr.
Grup 1l'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g vicut agirli/90 giin endosulfan dozu uygulanmigsar.

Sekil 37. Grup I ve II'de eritrosit SOD aktivitesinin aylara gore degisimi

} O Grup Hi @Grpiv |

ERITROSIT S8OD AKTIVITESE (U/g Hb)

Baglangig ay (0)
Grup Hl'ie hayvaniara 2286 g/100 g viicut agirligi/180 gin normal pellet yeni wygulanmigny.
Grup IV'te hayvanlara ortalama 34.95 mg/100 g vilcut agirlig/180 giin endosulfan dozu uygulanmstir.

Sekil 38, Grup III ve I'V'ie eritrosit SOD aktivitesinin aylara gére degisimi
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| OGrupl BGrapH |

ERITROST GST AKTIVITESE (Vg Hb)

Baglangig ay (0)
Grup I'de hayvanlara yaklagk 1143 g/100 g vilcut agirhgr/90 giin normal pellet yemi uygulanmstrr.
Grup 1I'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g viicut agirh$1/90 giin endosulfan dozu uygulanmigtir.

Sekil 39. Grup I ve I'de eritrosit GST aktivitesinin aylara gore degisimi

| DGrpm BGrupIv |

:

g

g

ERITROSIT GST AKTIVITES! (/g Hb)
85

Bagslangi¢ ay (0)
Grup 11l'de hayvanlara 2286 g/100 g viicut agirhi$y/180 giin normal pellet yemi uygulanmsor.
Grup IV'de hayvanlara ortalama 34.95 mg/100 g viicut agligh/180 giin endosulfan dozu uygulanmigiyr.

Sekil 40. Grup III ve IV'de eritrosit GST aktivitesinin aylara gére degisimi
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I DOGrupl RGrapIT §

ERITROSIT LDH AKTIVITES! (U/g Hb)

Baglangg ay (0)
Grup I'de hayvanlara yaklasgik 1143 g/100 g vilcut agirhig1/90 giin normal pellet yemi uygulanmigtiy.
Grup II'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g viicut agirlig/90 giin endosulfan dozu uygulanmistir.

Sekil 41. Grup I ve I'de eritrosit LDH aktivitesinin aylara gore degigimi

[[OGrpm BGrpIv |

ERITROSIT LDH AKTIVITES! (U/g Hb)

Baglangi¢ ay (0)
Grup IIl'te hayvanlara 2286 g/100 g vilcut agirli$1/180 giin normal pellet yemi uygulanmigtr.
Grup IV'te hayvanlara ortalama 34.95 mg/100 g vilcut agirhi$/180 giin endosulfan dozu uygulanmistir.

Sekil 42. Grup III ve IV'te eritrosit LDH aktivitesinin aylara gore deBisimi

111



| BGrupl BGrapH |

ERITROSIT GSH DUZEY! (umellig Hb)

Baglangig ay (0)
Grup I'de hayvanlara yaklasik 1143 g/100 g vitcut agirh$1/90 giin normal pellet yemi uygulanmgster.
Grup Il'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g viicut agirli/90 giin endosulfan dozu uygulanmigstir.

Sekil 43. Grup I ve I'de GSH diizeyinin aylara gdre degigimi

[ QGrop I @GrapIV [

8
s
&

ERITROSIT GSH DUZE Y1 (umol/g Hb)

Baslangig ay (0)
Grup 1Il'te hayvanlara 2286 g/100 g viicut agirhii/180 giin normal pellet yemi uygulanmgtr.
Grup IV'te hayvanlara ortalama 34.95 mg/100 g vilcut agirh/180 giin endosulfan dozu uygulanmstiy.

Sekil 44. Grup III ve IV'te eritrosit GSH diizeyinin aylara gore degisimi
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| _Ocre:  @crpnm |

1600 2000

600

ERITROSIT MDA DUZEY1 (n moll/g Hb)
1000

AYLAR

Bagslangig ay (0)
Grup I'de hayvanlara yaklagik 1143 g/100 g viicut agrh$/90 gitn normal pellet yemi uygulanmigtr.
Grup Il'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g vilcut agirh/90 giin endosulfan dozu uygulanmigtrr.

Sekil 45, Grup I ve IT'de eritrosit MDA diizeyinin aylara gore depisimi

ERITROSIT MDA (nmolfg Hb)

Baglangg ay (0)
Grup lll'te hayvanlara 2286 g/100 g vilcut agirligi/180 giin normal pellet yemi uygulanmgtir.
Grup IV'te hayvanlara ortalama 34.95 mg/100 g vicut agirligi/180 giin endosulfan dozu uygulanmgtir.

Sekil 46. Grup III ve IV'te eritrosit MDA diizeyinin aylara gore degisimi
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Ug ay siireyle pestisit uygulanan grup (Grup II) ile alt: ay siireyle pestisit
uygulanan grup (Grup IV) arasinda eritrosit G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH
aktivitelerinin, GSH ve MDA diizeylerinin aylara gére kargilagtirilmasinda Mann-
Whitney-U testi kullamtmugtir.

Grup IV’e kiyasla Grup II’de, G6PDH aktivitesinin ikinci ayda, GST aktivitesinin
ise birinci ve ikinci ayinda anlamli derecede arttifi, GSH diizeyinin ise birinci, ikinci ve
tigiinci aylarda anlamh derecede diigtiigii oldugu saptanmstir,

Grup II-IV arasinda her bir parametrenin grafiksel olarak kargilagtinlmasi Sekil
47, 48, 49, 50, 51, 52 ve 53°de gosterilmistir.

| —o—GrupHl ——Grup IV |

ERITROSITGEPDH AKTIVITES! (/g Hb)
cadnBRE8REES

AYLAR

Baglangag ay (0)
Grup II'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g viicut agirlig/90 giin endosulfan dozu uygulanmistir
Grup IV'te hayvanlara ortalama 34.95 mg/100 g vilcut agirli/180 giin endosulfan dozu uygulanmustir.

Sekil 47. Grup II ve IV’te eritrosit GOPDH aktivitesinin aylara gore degisimi
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| —— Grup I —8— Grup IV |

ERIROSIT CAT AKTIVITES! (/g Hb)

Baglang¢ ay (0)
Grup Il'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g viicut agirligh/90 giin endosulfan dozu uygul shr
Grup IV'te hayvanlara ortalama 34.95 mg/100 g viicut agirlig1/180 giin endosulfan dozu uygul Shr.

Sekil 48. Grup II ve IV’te eritrosit CAT aktivitesinin aylara gore degisimi

ERITROSIT SOD AKTIVITES! (U/g Hb)
gagggee
. 88 g

AYLAR

Baglangi¢ ay (0)
Grup Il'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g viicut agirligh/90 giin endosulfan dozu uygulanmt;ur
Grup 1IV'te hayvanlara ortalama 34.95 mg/100 g viicut agirligi/180 giin endosulfan dozu uygul. shr.

Sekil 49. Grup II ve IV'te eritrosit SOD aktivitesinin aylara gore deBisimi
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| —e—cmpnu —8—Grup IV

ERITROSIT GST AKTIVITES! (/g Hb)
-
JEERREEES

Baglangig ay (0)

Grup II'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g viicut agirhg1/90 giin endosulfan dozu uygul.

Grup IV'te hayvanlara ortalama 34.95 mg/100 g vilcut agirligi/180 giin endosulfan dozu uyg

Sekil 30. Grup II ve IV'te eritrosit GST aktivitesinin aylara gore degisimi

—e—Grupll —8—Grup IV ;

-

-E882888388¢8

ERITROST LDH AKTIVITES! ({)/g Hb)

Baglangi¢ ay (0)

Grup II'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g viicut agirli$1/90 giin endosulfan dozu uygul

Grup IV'te hayvanlara ortalama 34.95 mg/100 g viicut agirli$i/180 giin endosulfan dozu uygul.

Sekil 51. Grup II ve IV'te eritrosit LDH aktivitesinin aylara gore degisimi
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[ —e—GrupHl —8— Grup IV ]

shnbBubdat

ERITROSIT GSHDUZEY1 (umol/g Hb)
2
C.)

Baglangg ay (0)
Grup Il'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g viicut agirligi/90 giin endosulfan dozu uygulanmstir
Grup IV'te hayvanlara ortalama 34.95 mg/100 g viicut agirligi/180 giin endosulfan dozu uygulanmigtr.

Sekil 52. Grup I ve IV’te eritrosit GSH diizeyinin aylara gore degisimi

[ —6—Grup Il —8—Grup IV |

~ 2000
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[}

Baglangi¢ ay (0)
Grup II'de hayvanlara ortalama 19.75 mg/100 g viicut agirh/90 giin endosulfan dozu uygul, St
Grup 1V'te hayvanlara ortalama 34.95 mg/100 g viicut agirhgi/180 giin endosulfan dozu uygul, shr.

Sekil 53. Grup II ve IVte eritrosit MDA dilzeyinin aylara gore degisimi
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4.8. Karaciger ve Meme Dokularinda Olgiilen Parametrelerde Referans
Degerlerin Belirlenmesi
4.8.1. Karaciger Dokusunda G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH Aktiviteleri,
GSH ve MDA Diizeyleri ile ilgili Referans Degerlerin Belirlenmesi
(mg protein olarak)

Referans bireyler TIBDAM’dan saglikh fare bireylerinden secildi. iki grubun
(Grup I ve II) toplamindan olusan 30 bireyin karaciger dokusunda G6PDH, CAT, SOD,
GST ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA diizeyleri igin referans degerler belirlemek igin
istatiksel galiymalar yapildi ve sonuglar Cizelge 39°da verilmigtir.

Olgiilen parametre degerlerinin normal dagihma uygun olup olmadigini test etmek
igin Shapiro-Wilks test (normality test) kullanitmstir. Bu teste gore, degerlerin normal
dagilim gostermesi igin p degerinin 0.05’den biiyiik olmas: gerekmektedir. Normal
dagiim egrileri, degerlerin -logaritmasi alinmadan ve -logaritmasi alnarak gizilmigtir.
Karaciger dokusunda G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA
diizeyleri ilgili normal dagilim egrileri Sekil 54’te verilmistir.

Cizelge 39. Karaciger dokularinda G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA
diizeyleri ile ilgili (mg protein olarak) referans degerlerin belirlenmesi igin yapilan istatiksel analiz
sonuglan

n X SD SE | Medyan | range min-max | %95givenirlilik aralig

G6PDH | 30 | 0.0346 | 0.0104 | 0.0019 [ 0.0340 | 0.036 | 0.019-0.055 0.0138-0.0554

CAT 30 126520 71.17 | 12.99 | 272.50 249 145-394 122.86-407.54

SOD 30 | 4370 | 1.380 | 0.252 | 4.650 438 2.8-7.6 1.61-7.13

GST 30 | 6840.7 | 1603.0 | 297.6 | 7070.0 | 6000 3000-9000 3634.7-10046.7

LDH 30 | 2347 | 0.782 | 0.143 | 2.400 238 1.0-3.8 0.783-3.911

GSH 30 ) 0.0116 | 0.0033 | 0.0006 [ 0.0110 | 0.012 | 0.006-0.018 0.0050-0.0182

MDA 30 | 2670 | 0.872 | 0.159 2.600 S5 1.04.1 0.926-4.414

G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri U/mg protein, GSH diizeyi pmol/mg protein ve MDA
diizeyi nmol/mg protein birimleri olarak verilmigtir.
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it Dev = 57
Mean =27
N=3000

MDA (nmol/mg protein)
®

Sekil 54. Karaciger antioksidan sistemler, LDH aktivitesi ve MDA diizeyinin (mg protein)
normal dagilim egrileri. G6PDH (a), CAT (b), SOD (c), GST (d) ve LDH (e)
aktivitelerinin, GSH (f) ve MDA (g) dilzeylerinin degerlerinin -logaritmasini
almaksizin normal dagilim gosterdigi (p>0.05) Shapiro-Wilkens analizi
ile saptanmugtir.

4.8.2. Karaciger Dokusunda G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH Aktiviteleri,
GSH ve MDA Diizeyleri ile ligili Referans Degerlerin Belirlenmesi
(g karaciger olarak)

Referans bireyler TIBDAM’dan saghkli fare bireylerinden segildi. iki grubun
(Grup I ve III) toplamindan olusan 30 bireyin karacigerinde G6PDH, CAT, SOD, GST
ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA diizeyleri ile ilgili referans degerleri belirlemek iin
istatiksel gahgmalar yapildi ve sonuglar Cizelge 40°ta verilmistir.

Olgiilen parametre degerlerinin normal dagilima uygun olup olmadigini test etmek
i¢in Shapiro-Wilks test (normality test) kullanlmugtir. Bu teste gore, degerlerin normal
dagilim gostermesi igin p degerinin 0.05’den bityik olmasi gerekmektedir. Normal
dagihm egrileri, degerlerin -logaritmasi alinmadan ve -logaritmas1  alinarak
cizilebilmektedir. Karaciger dokusunda G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri,
GSH ve MDA diizeyleri ilgili normal dagilim egrileri Sekil 55°de verilmistir.
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Cizelge 40. Karaciger dokularinda G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA
diizeyleri ile ilgili (g karaciger olarak) referans degerlerin belirlenmesi icin yapilan istatiksel analiz

sonuglan
n X SD SE |Medyan | range min-max %95 giivenirlilik aralig:

G6PDH 30 | 0224 | 0.080 |0.013| 0235 {0.260| 0.110-0.370 0.096-0.392

CAT 30 | 44836 | 1767.6 {32271 4415 | 6943 | 1557-8500 4483.6-8018.8

SOD 30 | 11849 | 476.2 | 86.9 1245 | 1789 511-2300 232.5-2137.3

GST 30 | 164548.3 |52342.2|9556.3| 158750 [215500 66500-282000 59863.9-269232.7

LDH 30 | 2783 1326 | 242 | 26.15 |52.70| 10.50-63.20 13.1-543.5

GSH 30 | 199 | 0727 {0.133) 200 [2430| 075318 0.53-3.44

MDA ey 3122 1461 | 266 | 3695 | 555 | 12.80-68.30 79.87-664.59

G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri U/g karaciger, GSH diizeyi umol/g karaciger ve MDA
diizeyi nmol/g karaciger birimleri olarak verilmistir.
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Sekil 55. Karaciger antioksidan sistemler, LDH aktivitesi ve MDA diizeylerinin (g karaciger)
normal dagilim egrileri. GGPDH (a), CAT (b), SOD (c), GST (d) ve LDH (e)
aktivitelerinin, GSH (f) ve MDA (g) diizeylerinin -logaritmasint alinmakstzin
normal dagilim gosterdigi (p>0.05) Shapiro-Wilkens analizi ile saptanmugtir.



4.8.3. Meme Dokusunda G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH Aktiviteleri,

(mg protein olarak)

GSH ve MDA Diizeyleri ile ilgili Referans Degerlerin Belirlenmesi

Referans bireyler TIBDAM’dan saglikh fare bireylerinden secildi. ki grubun
(Grup I ve III) toplamindan olusan 30 bireyin meme dokusunda G6PDH, CAT, SOD,
GST ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA diizeyleri icin referans degerler belirlemek igin
istatiksel galiymalar yapildi ve sonuglar Cizelge 41°de verilmigtir.

Olgiilen parametre degerlerinin normal dagilima uygun olup olmadigim test etmek
igin Shapiro-Wilks test (normality test) kullandmugtir. Bu teste gore, degerlerin normal
dagihm gostermesi igin p degerinin 0.05°den biyik olmas: gerekmektedir. Normal
dagilim egrileri, degerlerin -logaritmasi alinmadan ve -logaritmasi alinarak gizilmistir.
Meme dokusunda G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteled, GSH ve MDA
duizeyleri ilgili normal dagiim egrileri Sekil 56°da verilmistir.

Cizelge 41. Meme dokusunda G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA dizeyleri
ile ilgili referans degerlerin belirlenmesi igin yapilan istatiksel analiz sonuglan

n X SD SE | Medyan | range | min-max (%95 giivenirlilik araligy

G6PDH [30| 0.0105 | 0.0037 [0.0069 | 0.0105 | 0.013 0.004-0.017 0.0031-0.0179
CAT (30 23223 | 5753 | 1.050 | 22.600 | 17.9 | 14.932.8 11.717-34.729
SOD 30| 4350 | 1.650 | 0301 | 4300 | 5.9 1.8-7.7 1.05-7.65

GST |30} 285.10 | 63.52 | 11.60 | 287.50 | 238 | 180418 158.06-412.1
LDH |30} 4.647 | 1.246 | 0.228 | 4.800 | 3.7 2.5-6.2 2.155-7.139
GSH |30 0.0065 |0.0037 {0.0006| 0.0070 [0.012 [0.001-0.013 0-0.0139
MDA (30| 4477 | 1.551 | 0.283 | 4.400 | 52 1.8-7.0 1.375-7.579

G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri U/mg protein, GSH diizeyi pmol/mg protein ve MDA
diizeyi nmol/mg protein birimleri olarak verilmigtir.
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Sekil 56. Meme antioksidan sistemler, LDH aktivitesi ve MDA diizeyinin normal dagihm egrileri.
G6PDH (a), SOD (©) ve GST (d) aktivitelerinin, MDA diizeylerinin (g) degerlerinin
-logaritmas: alinmaksizin normal dagilim gosterdigi (p>0.05) fakat CAT (b) ve LDH ()
aktivitelerinin, GSH diizeyinin (f) degerlerinin -logaritmas: alinarak normal dagilim
gosterdigi (p>0.05) Shapiro-Wilkens analizi ile saptanmistir.

4.8.4. Karaciger ve Meme Dokularinda G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH
Aktiviteleri, GSH ve MDA Diizeyleri ile Tigili Deneysel Bulgular

Pestisit ve normal yem uygulanan gruplarda yer alan her bir hayvanin karaciger ve
memeleri dokulari gikartilarak %1 15 KCI ile homojenize edilmistir. Bu gekilde
hazirlanan her iki doku homojenatlari 14000 g'de santrifiij edildikten sonra siipernatant'ta
antioksidan sistemler, LDH ve MDA diizeylerine bakilmigtir. Cizelge 42, 43, 44, 45, 46
ve 47°de karaciger ve total meme stipernatantlarinda G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH
enzim aktiviteleri, GSH ve MDA diizeylerindeki degisimler verilmigtir.

125




Cizelge 42. Ug ve alt1 ay siirelerle pestisit ve normal yem uygulanan gruplann karacigerinde antioksidan
sistemler, LDH aktivitesi ve MDA diizeyleri (mg protein olarak)

G6PDH | CAT SOD GST LDH GSH MDA
Umg | (Umg | (Umg | (U/mg | (/g |(umol/mg (nmol/mg
protein) | protein) | protein) | protein) protein) | protein | protein)
Grup I X| 0.038 267.5 4.8 6673.3 23 0.012 2.6
(n:15) SD| 0.011 5.7 12 1699.2 0.8 0.004 0.9
%C.V.| 289 28.2 25.0 254 34.7 333 34.6
Grup I X| 0128 192.5 212 §134533 94 0.027 13.8
(n:15) SD| 0.027 157 3.6 31244 1.6 0.008 24
%C. V.| 210 39.3 16.9 234 17.0 29.6 17.3
Grup I X[ 0.032 262.8 4.6 7008.2 23 0.011 27
(n:15) SD| 0.009 68.8 1.5 1541.2 0.7 0.003 0.8
%C.V.| 281 26.1 32.6 21.9 304 272 29.6
Grup IV X| 0.077 675.2 12.1 | 276315 4.6 0.057 6.3
(n:15) SD| 0.025 102.3 25 5609.2 1.0 0.015 1.5
SC V.| 324 15.1 20.6 20.3 21.7 26.3 23.8

Cizelge 43. Gruplarin karaciger dokularinda her bir parametre ydniinden kargilagtirilmast (Mann-
Whitney-U test) ile elde edilen p degerleri

Gruplar G6PDH | CAT SOoD GST LDH GSH MDA
(Umg | (Umg | (Umg | (Ufmg | (O/mg | (umolimg | (amol/mg

protein) | protein) | protein) | protein) protein) protein) protein)
[-IT p | 0.000* | 0.010* | 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
OV p | 0.000* | 0.000% 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
I-Iv p | 0.000* | 0.000* | 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
I-II1 p 0.125 0.868 0.547 0.619 0.819 0.338 0.589
Pp<0.05 diizeyi anlaml: olarak kabul edilmistir,

*Ug ay siireyle pestisitli yem uygulanan grupta (Grup II), iig ay siireyle normal yem uygulanan gruba (Grup T)
kiyasla G6PDH, SOD, GST ve LDH aktivitelerinde, MDA ve GSH diizeylerinde anlamlt artiglar CAT
aktivitesinde anlamh disiisler saptannustir. Altx ay siireyle pestisitli yem uygulanan grupta (Grup 1V), altr ay
normal yem uygulanan gruba (Grup III) kiyasla G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktivitelerinde, GSH ve MDA
diizeylerinde anlamh artiglar saptannustir. Ug ve alti ay siireyle pestisitli yem uygulanan gruplar (Grup 1I ve
Grup IV) birbirleri ile karsilagtiriidipinda, Grup II'de G6PDH, SOD, GST ve LDH ve MDA diizeylerinin anlamlt
derecede artti1, CAT ve GSH diizeylerinde ise anlamli derecede azalmalar oldugu saptanmustir.
Grup I ve Il'in toplamindan olugan 30 fare bireyi kontrol grubunu
olusturmaktadir. Kontrol grubun, iig ay siireyle pestisit uygulanan grubun (Grup II) ve
alt1 ay sireyle pestisit uygulanan grubun (Grup IV) karaciger dokusunda (mg protein
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olarak) G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktivitelerinin, GSH ve MDA diizeylerinin
degisimi Sekil 57, 58, 59, 60, 61, 62 ve 63’te gosterilmigtir.

KARACIGER G6PDH
AKTIVITESI (/mg protein)

Kontrol grubu

Ug ayhik pestisitli grup Altz ayhikpestisitli grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ii¢ aylik donemde 1243 g yem, alti ayhik donemde 2245 g yem

uygulanmigtr.

Ue ayhik pestisitli grupta (Grup II) her bir hay ortal 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirhi/90 giin doz uygulanmistir.

Al aylik pestisitli gruba (Grup IV) her bir hayvana ortal 34.95 mg endosulfan/100 g viicut

agirhg/180 gin doz uygulanmistir.

Sekil 57. Karaciger G6PDH aktivitesinin kontrol grubunda, iig ve alti aylik pestisitli gruplarda degisimi
(mg protein olarak)

(Urmg protein)

KARACIGER CAT AKTIVITESI

Kontrol grubu Ug ayhk pestisitli grup Altiayhkpestisitli grup
Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ii¢ aylik donemde 1243 g yem, alti aylik donemde 2245 g yem
uygulanmigtir.

Ug ayhk pestisitli grupta (Grup 1I) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirlig1/90 giin doz uygulanmusnr.

Al aylik pestisitli gruba (Grup 1V) her bir hayvana ortal 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agirh/180 giin doz uygulanmistir.

Sekil 58. Karaciger CAT aktivitesinin kontrol grubunda, ii¢ ve alts aylik pestisitli gruplarda degisimi
(mg protein olarak)
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KARACIGER SOD AKTIVITEST
(U/mg protein)

=

Kontrol grubu U¢ ayhik pestisitli grup Alt1 ayhkpestisitli grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama iig aylik donemde 1243 g yem, alti aylik donemde 2245 g yem
uygulanmigtr.

Ug ayhk pestisitli grupta (Grup II) her bir hayvana ortal 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agrlig/90 giin doz uygulanmigtr.

Aln ayhk pestisitli gruba (Grup IV) her bir hayvana ortal 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agirhi/180 giin doz uygulanmistir.

Sekil 59. Karaciger SOD aktivitesinin kontrol grubunda, ii¢ ve altt aylik pestisitli gruplarda degisimi

(mg protein olarak)
¥
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Alts ayhkpestisitli
grup

Kontrol grubu ¢ ayhk pestisitli grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ig aylik donemde 1243 g yem, alti ayhk donemde 2245 g yem
uygulanmigir.

Ue aylik pestisitli grupta (Grup 1I) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g vilcut
agirhigr/90 giin doz uygulanmuistr.

Al ayhk pestisitli gruba (Grup 1V) her bir hay ortal 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agirligy/180 giin doz uygulanmigtir.

Sekil 60. Karaciger GST aktivitesinin kontrol grubunda, iig ve alt1 aylik pestisitli gruplarda degigimi
(mg protein olarak)
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KARACIGER LDH AKTIVITESH
(U/mg protein)

S =N WA

Kontrol grubu Ug ayhik pestisithi grup Alts ayhkpestisithi grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ilg aylik donemde 1243 g yem, alti aylik donemde 2245 g yem
uygulanmigtir.

Ug ayhk pestisitli grupta (Grup II) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g vicut
agirh1/90 giin doz uygulanmigtir.
At ayhk pestisitli gruba (Grup IV) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agirh@/180 giin doz uygulanmstir.

Sekil 61. Karaciger LDH aktivitesinin kontrol grubunda, ii¢ ve alti aylik pestisitli gruplarda degisimi
(mg protein olarak)

§ &

(umol/mg protein)
e
H

e
S

KARACIGER GSH DUZEY1

Kontrol grubu Ug ayhk pestisithi grup Alts ayhkpestisithi grap

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ii¢ ayhk donemde 1243 g yem, alt aylik donemde 2245 g yem
uygulanmigtir.

U ayhk pestisitli grupta (Grup II) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirhi/90 giin doz uygulanmigir.

Alt ayhk pestisitli gruba (Grup 1V) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g vicut
agirh /180 giin doz uygulanmugar.

Sekil 62. Karaciger GSH diizeyinin kontrol grubunda, ii¢ ve alt: aylik pestisitli gruplarda degisimi
(mg protein olarak)
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(nmol/mg protein)

KARACIGER MDA DUZEY]

Kontrol grubu Ug ayhik Ppestisitli grup Altx aylikpestisitli grup
Kontrol grupta her bir hayvana ortalama iig aylik donemde 1243 g yem, alti aylik dénemde 2245 g vem
uygulanmigtr.
U ayhk pestisitli grupta (Grup 1II) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirhi$1/90 giin doz uygulanmigtir.
Aln ayhk pestisitli gruba (Grup 1V) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agrh/180 giin doz uygulanmistr.

Sekil 63. Karaciger MDA diizeyinin kontrol grubunda, ii ve alti aylik pestisitli gruplarda degisimi
(mg protein olarak)

Cizelge 44. Ug ve alt1 ay siirelerle pestisit ve normal yem uygulanan gruplann karacigerinde antioksidan
sistemler, LDH aktivitesi ve MDA diizeyleri (g karaciger)

G6PDH CAT SOD GST LDH GSH MDA

Urg Urg Urg (Urg Ulg | (umol/g | (nmol/g

karaciger) | karaciger) karaciger) | karaciger) | karaciger) karaciger) | karaciger)

Grup I Xt 0923 4439.0 | 1256.0 [1526133| 275 1.9 375
(n:15) SD| 0.08 1582.8 492.9 | 62986.5 14.7 0.7 153
s %C V. 34.7 35.6 39.2 412 33:5 36.8 40.8
Grup I X| 347 23445 | 3698.6 [393250.0( 3807 4.1 171
(n:15) SD 1.90 12433 | 2043.7 [2243343] 1760 1.6 1123
%C.V.| 548 53.0 552 57.0 46.2 40.8 354

Grup IIT X| 026 45282 | 1113.8 |1595233| 281 2.0 36.9
(n:15) SD| 0.06 1990.5 464.7 | 43268.6 12.1 0.7 14.3
N 230 439 41.7 215 43.0 35 389

Grup IV X| 083 86133 | 1923.7 |6247773| 1362 T 1259
(n:15) SD| 058 2139.1 831.0 |270383.5| 533 1.8 18.5
%C .V. 69.8 24.8 45.8 432 39.1 321 14.5
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Cizelge 45. Gruplarm karaciger dokularinda her bir parametre yoniinden kargilaghniimas: (g karaciger)
(Mann-Whitney) ile elde edilen p degerleri

G6PDH CAT SoD GST LDH GSH MDA
Gruplar (Urg (Ulg (Urg (Urg (Ulg (umol/g | (nmol/g
karaciger) | karaciger) | karaciger) karaciger) | karaciger) | karaciger) karaciger)

I p} 0.000* 0.010% 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* | 0.000*

O-I  p| 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* | 0.000*

O-IV_p| 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* | 0.000*

-  p} 0237 0.764 0.437 0.513 0.618 0.267 0.623

p<0.05 diizeyi anlaml olarak kabul edilmistir.
*Ug ay sireyle pestisitli yem uygulanan grupta (Grup II), tig ay normal yem uygulanan gruba (Grup Ty kayasla
G6PDH, SOD, GST ve LDH aktivitelerinde, MDA ve GSH diizeylerinde anlamh artig, CAT aktivitesinde
anlamli digis gosterdidi saptanmustir. Alts ay siireyle pestisit uygulanan grupta (Grup IV), alt: ay normat yem
uygulanan gruba (Grup TII) kayasla G6PDH, CAT, SOD, GST, LDH, GSH ve MDA diizeylerinde anlamh artislar
saptannugtir. Ug ve alti ay pestisitli yem uygulanan gruplar (Grup I ve Grup IV) birbiri ile karsilagtinldiginda,
Grup I'de G6PDH, SOD, GST, LDH ve MDA diizeylerinin anlaml: derecede arttigs, CAT ve GSH ditzeylerinde
ise anlamlt derecede azalmalar oldugu saptanmigtir.

Grup I ve II'in toplamindan olusan 30 fare bireyi kontrol grubunu
olusturmaktadir. Kontrol grubun, iig ay siireyle pestisit uygulanan grubun (Grup II) ve
alti ay siireyle pestisit uygulanan grubun (Grup 1V) karaciger dokusunda (g karaciger
olarak) G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktivitelerinin, GSH ve MDA diizeylerinin
degisimi Sekil 64, 65, 66, 67, 68, 69 ve 70°de gosterilmigtir.
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KARACIGER G6PDH

AKTIVITESI (/g karaciger)

g .

L

Kentrol grubu Ug ayhik pestisith grup Al ayhkpestisitli grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ii¢ aylik dénemde 1243 gyem, alti ayhk donemde 2245 g yem
uygulanmigtir.

U aylik pestisitli grupta (Grup II) her bir hayvana ortal 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirhi/90 giin doz uygulanmigtir.
Alt ayhk pestisitl gruba (Grup 1V) her bir hayvana ortal 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agirligi/180 giin doz uygulanmistir.

Sekil 64. Karaciger G6PDH akiivitesinin kontrol grubunda, ti¢ ve alt1 aylik pestisitli gruplarda degisimi

(g karaciger olarak)
J'J'/
9000 -
E 8000
&
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Hg 5000-
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J
Ezé 3000
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3 2000-
g 1000
o

Kontrol grubu U¢ ayhk pestisitli grup Alta ayhkpestisith grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ii¢ aylik donemde 1243 g yem, aln aylik donemde 2245 g yem
uygulanmigtir.

Uc ayhk pestisitli grupta (Grup 1I) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirhg/90 giin doz uygulanmustir.
Al aylk pestisitli gruba (Grup 1V) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agrhig/180 giin doz uygulanmistir.

Sekil 65. Karaciger CAT aktivitesininkontrol grubunda, ti¢ ve alt aylik pestisitli gruplarda degisimi
(g karaciger olarak)
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KARACIGER SOD AKTIVITESt
(U/g karaciger)

Kontrol grubu Ug ayhk pestisitli grup Al ayhkpestisitli grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama iig aylik dénemde 1243 g yem, alti ayhk donemde 2245 g yem
uygulanmigtir.

Ue avhk pestisitli grupta (Grup II) her bir hayvana ortal 19.75 mg endosulfan/100 g vilcut
agirligi/90 giin doz uygulanmugtir.
Al ayhk pestisitli gruba (Grup 1V) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agirh/180 giin doz uygulanmistir.

Sekil 66. Karaciger SOD aktivitesinin kontrol grubunda, ii¢ ve alit aylik pestisitli gruplarda degisimi
(g karaciger olarak)

KARACIGER GST AKTIVITESH
(/g karaciger)

Kontrol grubu U¢ ayhk pestisitli grup Altr ayhkpestisithi grap

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ii¢ aylik d de 1243 g yem, alti aylik donemde 2245 g yem
uygulannugirr.

Ue ayhk pestisitli grupta (Grup 1I) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirligi/90 giin doz uygulanmistr.
Al ayhk pestisitli gruba (Grup 1V) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agirlig/180 giin doz uygulanmigtir.

Sekil 67. Karaciger GST aktivitesinin kontrol grubunda, iig ve alt: aylik pestisitli gruplarda degigimi
(g karaciger olarak)
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KARACIGER LDH AKTIVITESE
(g karaciger)

Kontrol grubu Ug ayhik pestisitli grup Al ayhkpestisitli grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama iig aylik donemde 1243 g yem, alti aylik donemde 2245 gyem
uygulanmistir.

Ue aylik pestisitli grupta (Grup 1I) her bir h 1y ortale 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirlig/90 giin doz uygulanmistyr.
Aln ayhk pestisitli gruba (Grup IV) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agirhg1/180 giin doz uygulanmignr.

Sekil 68. Karaciger LDH aktivitesinin kontrol grubunda, iig ve alt1 aylik pestisitli gruplarda degigimi
(g karaciger olarak)

(umol/g karaciger)

KARACIGER GSH DUZEY1

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama iig aylik donemde 1243 g yem, alti aylik donemde 2245 gyem
uygulanmigtir.

Ug ayhk pestisitli grupta (Grup 1) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirhig1/90 giin doz uygulanmistir.

Aln ayhk pestisitli gruba (Grup IV) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g vicut
agirli$i/180 giin doz uygulanmuistr.

Sekil 69. Karaciger GSH diizeyinin kontrol grubunda, ii¢ ve alt1 aylik pestisitli gruplarda degisimi
(g karaciger olarak)
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KARACIGER MDA DUZEYT
(nmol/g karaciger)

Kontrol grubu ¢ ayhk pestisitli grup Altx ayhkpestisitli grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama iig aylik donemde 1243 g yem, alt aylik donemde 2245 g yem
uygulanmigtr.

Ue ayhk pestisitli grupta (Grup II) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g vicut
agirhigi/90 giin doz uygulanmustr.
Al ayhk pestisitli gruba (Grup 1Y) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g vilcut
agirlig1/180 giin doz uygulanmignr.

Sekil 70. Karaciger MDA diizeyinin kontrol grubunda, ii¢ ve alt: aylik pestisitli gruplarda degisimi
(g karaciger olarak)

Cizelge 46. Ug ve alti ay siirelerle pestisit ve normal yem uygulanan gruplarin meme dokularinda
antioksidan sistemler, LDH aktivitesi ve MDA diizeyleri (mg protein olarak)

G6PDH CAT SOD GST LDH GSH MDA

(Urg Urg Urg Urg Ulg | (umolig | (nmolg

protein) | protein) | protein) protein) | protein) | protein) protein)
Grup I X| 0.010 225 4.6 288.0 4.6 0.007 4.8
(n:15) SD| 0.003 55 1.8 67.5 12 0.004 ]
%C.V.| 300 244 39.1 23.4 26.0 571 i s
Grup IT X] 0.013 243 254 386.0 6.9 0.008 84
(n:15) SD| 0.004 6.9 1.6 1114 1.8 0.003 L7
%C V. 30.7 28.3 30.7 28.8 26.0 37.5 20.2
Grup IIT X| 0011 23.8 4.0 282.1 4.5 0.006 4.0
(n:15) SD| 0.004 6.0 13 614 1.0 0.003 14
%C.V.| 363 252 325 217 222 50.0 35.0
Grup IV X| 0015 30.1 4.7 397.8 6.0 0.010 6.0
(n:15) SD| 0.003 5.1 15 102.6 13 0.003 1.5
%C.V.| 200 16.9 31.9 257 21.6 30.0 25.0
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Cizelge 47. Gruplarin meme dokularinda her bir parametre yoniinden kargilagtiriimas: (Mann-Whitney-
U test) ile elde edilen p degerleri

Gruplar G6PDH | CAT SOD GST LDH GSH MDA
(U/mg | (U/mg (Umg | (U/mg (U/mg | (umol/mg (nmol/mg
protein) | protein) protein) | protein) protein) | protein) protein)
I-II pl 0.124 0.419 0.407 0.017* 0.002* 0.371 0.000*
-1 p| 0.026* 0.010* 0.271 0.002* 0.019* 0.002* 0.012*
II-1v pl 0.096 0.013* 0.361 0.693 0.237 0.252 0.001*
I-II pi 0349 0.590 0.407 0.934 0.852 0.603 0.158
p<0.05 diizeyi anlaml olarak kabul edilmistir.

*Ug ay siireyle pestisitli yem uygulanan grupta (Grup II), iig ay siireyle normal yem uygulanan gruba (Grup I)
layasla LDH aktivitesinde ve MDA diizeylerinde anlamli derecede artiglar saptanmistir. Alti ay siireyle
pestisitli yem uygulanan grupta (Grup IV), altr ay siireyle normal yem uygulanan gruba (Grup Iy kiyasla
G6PDH, CAT, GST ve LDH aktivitelerinde, GSH ve MDA ditzeylerinde anlamis artilar saptanmigtir. Grup 11
ile Grup IV kargilastirildiginda Grup II'ye kayasia Grup IV’de, CAT aktivitesinde anlamli artig ve MDA
diizeyinde anlamb diigiis saptanmugtir,

Grup I ve Il'in toplammndan olusan 30 fare bireyi kontrol grubunu
olusturmaktadir. Kontrol grubun, Gg ay siireyle pestisit uygulanan grubun (Grup 1II) ve
alt1 ay siireyle pestisit uygulanan grubun (Grup IV) meme dokusunda (mg protein olarak)
G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktivitelerinin, GSH ve MDA diizeylerinin degigimi
Sekil 71, 72, 73, 74, 75, 76 ve 77°de gosterilmigtir.
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0,008
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0,004 i
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(Ulmg protein)

MEME G6PDH AKTIVITESE

Kontrol grubu U¢ ayhk pestisitli grup Altx ayhkpestisitli grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ii¢ ayhik donemde 1243 g yem, alti aylik donemde 2245 gyem
uygulanmigtir.

Ug ayiik pestisitli grupta (Grup II) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirli$i/90 giin doz uygulanmignr.
Al ayhk pestisitli gruba (Grup IV) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agirhi/180 giin doz uygulanmigtir.

Sekil 7. Meme G6PDH aktivitesinin kontrol grubunda, ii¢ ve altt aylik pestisitli gruplarda degisimi
(mg protein olarak)

d

(U/mg protein)
a

MEME CAT AKTIVITESH

Alt ayhkpestisitli grap

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ii¢ ayhk donemde 1243 g yem, alt aylik donemde 2245 g yem
uygulanmigirr.

Ue ayhk pestisitli grupta (Grup II) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirlig1/90 giin doz uygulanmisnr.
Al ayhk pestisitli gruba (Grup IV) her bir hayvana ortal. 34.95 mg endosulfan/100 g vileut
agirhigi/180 gin doz uygulanmusnr.

Kontrol grubu U¢ ayhk pestisitli grup

Sekil 72. Meme CAT aktivitesinin kontrol grubunda, ii¢ ve alt: ayhik pestisitli gruplarda degisimi
(mg protein olarak)
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MEME SOD AKTIVITESt
(U/mg protein)

Kontrol grubu e aylik pestisitli grup Altx aylikpestisitli grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ii¢ ayhik donemde 1243 g yem, alti ayhk donemde 2245 g yem
uygulanmigstir.

U aylik pestisitli grupta (Grup II) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirhgi/90 giin doz uygulanmustir.
Aln ayhk pestisitli gruba (Grup IV) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g vilcut
agirhgi/180 giin doz uygulanmigtr.

Sekil 73. Meme SOD aktivitesinin kontrol grubunda, ii¢ ve alts aylik pestisitli gruplarda degisimi
(mg protein olarak)

n

160
100

(U/mg protein)

MEME GST AKTIVITESI

Kontrol grubu U¢ ayhk pestisitli grup Alt ayhkpestisitli grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama dg aylik donemde 1243 g yem, alti aylik donemde 2245 gyem
uygulanmistr.

Ug aylik pestisitli grupta (Grup II) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirligi/90 giin doz uygulanmignr.

Alt ayhk pestisitlh gruba (Grup 1V) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agirhgy/180 giin doz uygulanmistir.

Sekil 74. Meme GST aktivitesinin kontrol grubunda, ii¢ ve alt1 ayhik pestisitli gruplarda degisimi
(mg protein olarak)
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MEME LDH AKTIVITEST
(Uimg protein)
-

Kontrol grubu U ayhik pestisitli grup Alts ayhkpestisitli grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ii¢ ayhk donemde 1243 g yem, alti aylik donemde 2245 g yem
uygulanmigtir.

U¢ aylik pestisitli grupta (Grup II) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirh$/90 giin doz uygulanmistir.
Aln ayhk pestisitli gruba (Grup 1V) her bir hayvana ortalama 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agirhgi/180 giin doz uygulannugtir.

Sekil 75. Meme LDH aktivitesinin kontrol grubunda, ii¢ ve alti aylik pestisitli gruplarda degigimi
(mg protein olarak)

0,009
0,008:
0,007
0,

0,005
0,004
0,003
0,002:
0,001

(umol/mg protein)

MEME GSH DUZEY1

Kontrol grubu U¢ ayhk pestisitli grup Alts ayhkpestisitli grup

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama ii¢ aylik dénemde 1243 g yem, altt aylik donemde 2245 g yem
uygulannushr.

Ug aylik pestisitli grupta (Grup II) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirlig/90 giin doz uygulanmisitr.
Al ayhk pestisitli gruba (Grup IV) her bir hayvana ortalc 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agirh@1/180 giin doz uygulanmisar.

Sekil 76. Meme GSH diizeyinin kontrol grubunda, ii¢ ve alt1 aylik pestisitli gruplarda degigimi
(mg protein olarak)
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MEME MDA DUZEY
(nmol/mg protein)

S =N W s

Kontrol grubu U aylik pestisitli grup Al ayhkpestisitli grap

Kontrol grupta her bir hayvana ortalama iig aylik donemde 1243 gyem, alti aylik donemde 2245 g yem
uygulanmugtr.

Ue aylik pestisitli grupta (Grup 1I) her bir hayvana ortalama 19.75 mg endosulfan/100 g viicut
agirhii/90 giin doz uygulanmigtr.
Al ayhik pestisitli gruba (Grup IV) her bir hayvana ortal 34.95 mg endosulfan/100 g viicut
agirh/180 giin doz uygulanmigtir.

Sekil 77. Meme MDA diizeyinin kontrol grubunda, ui¢ ve alt1 aylik pestisitli gruplarda degigimi
(mg protein olarak)
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5. TARTISMA

Artan nifusun besin ihtiyacimn kargilanabilmesi igin ahinacak tedbirlerden en
Onemilisi, birim alanda alinan #riin miktanmn artinlmasidir. Bunun igin  gesithi
uygulamalann yaminda, verimin kalitesini disiiren zararhilara karsi bir takim kimyasal
maddeler (pestisitler) gelistirilmigtir. Ancak kimyasal savasta kullamlan bu pestisitlerin
gerek dretilmesi, gerekse kullamimast sirasinda bilgisizlik veya dikkatsizlik ya da bagka
nedenlerden dolay: hava, toprak ve su kirlenmesi gergeklesmektedir'™®.

Pestisitlerin gelisi giizel kullanthg1 herhangi bir toksik maddenin kullamihist gibi
potansiyel bir tehlike yaratmaktadir. Zira inorganik, sentetik-organik ve diger ozelliklerde
imal edilen pestisitlerin hepsi de dogaya yabanct karakterde maddelerdir”. Pestisitlerin
uzun yillar ve bol kullanigi, bir takim olumsuz sonuglar dogurmaktadir. Bunlardan en
onemlisi pestisitlerin canhlarda ¢egitli gekil ve derecelerde zehirlenmeler meydana
getirmesidir.  Bitkilerde bazi  bozukluklar, driinde kalite diagmesi, topraktaki
mikroorganizmalarin zarar gérmesi, asalak ve aver boceklerin 6lmesi, bal anlarnin ve
aym gekilde tabiattaki hayvanlarin zehirlenmesi de 6nemli olmakla birlikte, bunlar bizzat
insanlarin pestisitlerden zarar gormesi yaninda bir bakima ikinci planda tutulmaktadir.
Organik-sentetik pestisitlerin  kullanigindan sonra insanlarda gorilen zehirlenme
olaylarimn artti bir gergelctir'®.

Pestisitler insan viicuduna deri, solunum veya sindirim orgam yolu ile gecerek
karacigerde Cyt P50 bagmmh monooksijenaz sistemi ile metabolize edilmektedir'™.
Pestisitlerin hepatik mikrozomlarda lipit peroksidasyonunu stimiile ederek, Cyt Psso ve
"hem" miktanmn azalmasina, glukoz 6-fosfataz ve pirofosfataz enzim aktivitelerinin
onemli derecede azalmasina ve UDP-glukuronil transferaz enziminin stimiilasyonuna
neden oldugu gosterilmistir’.

Endosulfan organik klorlu pestisitlerin siklodien grubunda yer alan pestisittir.
Uriin korunmasinda yaygmn olarak kullamldigindan 6nemli gevresel kirlilik olarak 6nem
kazanmaktadir. Cesitli literatiirdeki bilgilere gore endosulfanmn maj6r hedefi boceklerde,

insanlarda ve g¢esitli hayvanlarda sinir sistemidir (nérotoksik etki). Endosulfamn
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respiratuar enzimlerini, porfirin metabolizmas: enzimlerini ve ince bagirsak enzimlerini
etkiledii bildirilmigtir’".

Biyolojik sistemlerde ROT'lar oksijenin suya rediiksiyonu ile sorekli
iretilmektedir. (O, OH v.b.). Bunlar niikleer materyalin (DNA) dejenerasyonuna,
poliansatiire yag asitlerin peroksidasyonuna, methemoglobinin olugumuna ve hiicresel
rediiktanlarin oksidasyonuna neden olmaktadir. Normalde hiicrelerde ROT tretimi diigik
olup hiicre igerisinde G6PDH, GR, GPX, CAT, GSH, SOD ve GST gibi antioksidan
sistemlerle yok edilerek oksidatif hasarn onlenmesi saglanmaktadir. Bununla birlikte,
ROT miktarlan yaslanma, enfeksiyon, radyasyon, ateroskleroz gibi gesitli patofizyolojik
durumlarda artmaktadir®.

Fare, insan genetiksel bozukluklanmin c¢ahigilmasinda genetik model olarak
kullanilmaktadir. Calismamizda fare, fizyolojik iglevleri insana olduk¢a yakin hayvan tiirti
olmast ve insan G6PDH, CAT, GPX, GR, Cu-ZnSOD ve GST enzimlerinin gen dizisi ile

- _47,48,49,56,57,64,73,74

homoloji gostermesinden dolayt tercih edilmistir . Bugiin Cukurova
yoresinde toksisite delilleri, yaygin kullanimi ve kullaniima kriterleri en fazla pestisit olan
endosulfanin (6, 7, 8, 9, 10, 10-hexachloro-1,5, 5a,6,9,9a-hexahydro-6,9-methano-2,4,3-
benzodioxathiepin-3-oxide) farede olusturacak biyolojik etkilerin (toksisite), insanda da
gorilebilecegi dastnilmigtar.

Bu nedenle, birinci agamada; endosulfanin M. musculus viicut, karaciger, meme
agirliklanna etkileri, ikinci agamada; hematolojik verilerine etkileri, ii¢linci agamada;
eritrosit, karaciger ve meme dokusu antioksidan sistemlerine, LDH ve GST aktivitelerine
etkileri incelendi. Yamsira, hematolojik parametrelerde, eritrosit, karaciger ve meme
dokularinda antioksidan sistemler, LDH aktivitesi, MDA diizeyleri igin referans degerleri
belirlenmis olup, eritrosit antioksidan sistemlerinin, LDH aktivitesinin ve MDA
diizeylerinin bireyin kendi iginde (intra-individual varyasyon) ve bireyler arasinda (inter-
individual varyasyon) varyasyonlar gosterip gostermedigini incelendi. Hematolojik ve
biyokimyasal verilerimizi dogrulamak i¢in, karaciger ve meme dokularinda endosulfanin
yarattif1 histopatolojik degisimleri 15tk ve elektron mikroskopik diizeyinde inceledik.
Caligmamizda, endosulfanin fareye sik araliklarla tekrarlanan (0.24 mg/100 g viicut
agihgy/gin/fare) dozlar seklinde, kisa (19.75 mg/100 g viicut agurh§/90 gun/fare) ve
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uzun (34.95 mg/100 g viicut agirhg/180 giin/fare) siirelerle uygulanmasi ile olusan akut
toksisite deneyi tercih edildi.

Aragtrmamizin  birinci  asamasinda endosulfanin  ana¢ M.musculus vicut,
karacier ve meme agirliklanina etkisi olup olmadig aragtinlmistir. Bu amacla her dort
grubun deney oncesi ve deney suresince her ay belirli zamanlarda viicut a@irhklan
olglilmiis olup, Gi¢ ve alti ay siirelerle endosulfan uygulamasmn viicut agrhgm
etkilemedigi (p>0.05) saptanmistir (Cizelge 19). Singh et al."” 7.5 ve 10 mgrkg viicut
agirhg 7.5 ve 10 mg/kg viicut agirhg endosulfan dozunu (subkronik doz) 15 ve 30 giin
sureyle siganlara uygulandiklaninda wvicut ve testis agichklarninin  degismedigini
gostermiglerdir. Ladics et al.'® metilkarbamat pestisitini erkek sicanlara oral, deri ve
solunum yollartyla uyguladiklaninda doza bagh olarak timus agirhginda azalmalara neden
oldugunu gostermislerdir. Diger yandan, endosulfan uygulanan gruplarda karaciger
agirhg oldukga artmustir (Cizelge 21). Ozellikle siire ve dozun yiiksek oldugu grupta
(Grup 1V) karaciger agirhgy (%136.4) oldukga artmistir. Bu olgulanin hepatosit
sitoplazmasinda yag-su orammn artmasina bagh olarak karacifer agrhgmn arttig
disanilmistar. Organik klorlu insektisitlerin nekrozlu hiicre igerisinde yag icerigini ve
karaciger agirh@m arttirmasindan kaynaklanabilecek bir karaciger hasarina neden oldugu
bildirilmisti””. Hepato/somato indeks, ksenobiyotiklerin toksikolojik  etkisini
gostermektedir. Cahiymamizda endosulfan uygulanan gruplann karaciger agirhklarinda
anlamh artiglar saptanmasi nedeniyle buna bagh olarak hepato/somato indeksin ne kadar
degistigi arastnlmstir. Endosulfan uygulanan gruplarda (Grup II ve IV) hepato/somato
indeks kontrollerinden (Grup I ve IIT) olduk¢a artmugtir (p<0.05) (Cizelge 22). Ozellikle
Grup II’in karaciger histopatolojik incelenmesinde agir tahribat bulgularina rastlamimugtir
(Sekil 14, 29). Bunun yamsira, Grup II'de Hepato/somato indeks Grup IV'e kiyasla daha
gok artmugtir. Acaba karacifer harabiyetinin hepato/somato indeksi arttirabilecegi
dugiiniilebilir mi ? Gill et al.'” tath su bahgim (Barbus conchonius) 2, 3 ve 4 hafta 6.72
mg endosulfana maruz biraktiklaninda hepato/somato indeks'in oldukg¢a arttigim
gostermislerdir. Hasegawa et al'” folpet, propineb, kaptan, fosmet ve daminozit gibi
pestisitlerin karsinojenik olup olmadigi aragtirmak i¢in, s6z konusu pestisitleri erkek
F344 tiri siganlara uygulandiklarinda, sadece kaptan ve propineb etkisinde (baslangica

kiyasla), viicut agirhgnin degismedigi, karaciger agirhginda artma ve hepato/somato
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indekslerinde anlamh artiglar oldugu, karacigerde neoplastik lezyon sayisinda artig oldugu
bu nedenle so6z konusu pestisitlerin kanserojenik olabilecegini bildiriimiglerdir.
Orneklemelerden ve ¢alismamizdan elde edilen verilerden hareket ederek, pestisitlerin
toksikolojik ve karsinojenik etkisini dlgmede viicut agirhginin yeterli kriter olmadigs, esas
kriterin karaciger agirligi ve hepato/somato indeks olabilecegi diigtinilmigtr.

Cabigmalanmizin ikinci asamasinda endosulfanin hematolojik verilere etkisi
aragtindlmugtir. Bu amagla oncelikle ana¢ M. musculus'ta WBC, RBC, Hb, Hct, MCV ve
MCH diizeyleri ile ilgili referans degerlerin belirlenmesine ¢aligilmugtir. Anag M. musculus
tam kaminda WBC, RBC, Hb, Hct, MCV ve MCH diizeyleri ile ilgili referans degerlerin
belirlenmesi, ileri toksikolojik gahigmalara basamak olugturacag: diiginiilerek yapilmugtir.
Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda ana¢ M.musculus'a ait hemotolojik parametrelerle
ilgili temel bir veriye rastlanmamustir. Bu nedenle, sonuglanimiz anag M.musculus'da
hemotolojik parametrelerle ilgili referans degerlerin ilk kez belirlenmesi bakimindan
onemlidir. Referans degerlerin belirlenmesinde dért grubun (Grup 1, II, HI ve IV) deney
oncesi verilerin toplamu ahinmug, tim istatistiksel analizleri yapilmig ve %95 giivenirlik
araligindaki (GA) normal dagilim egrileri ¢izilmigtir (Cizelge 25, Sekil 21).

Buna gore ¢alismamizda, 60 ana¢ M.musculus tam kamnda ortalama (£SD);
WBC: 6.141.2 x10%/ mm’, RBC: 7.41+£0.91 x10%mm’, Hb: 11.3+1.1 g/dl, Het: %
35.4+3.8, MCV: 47.5+2.4 fl ve MCH: 15.2+0.6 pg olarak saptanmustir. Bunun yamsira,
hematolojik parametrelerin timiiniin -logaritmasi alinmaksizin normal dagihim gésterdigi
saptanmugtir.

Bu referans degerler ilgili fare tiirleri olan literatiir verileri ile agagidaki sekilde
kargilagtirilabilir.

C3H/Jax tart (E.D.) farelerin tam kaninda ortalama (+SD); WBC: 7.34+0.80
x10°/mm’, RBC: 8.79+0.24 x10° /mm®, Hb: 12.2+0.4 g/dl, Het: % 39.5+0.7 ve MCV:
47.5+1.8 fl, A/lJax tiri (E.D.) farelerin tam kaminda ortalama (£SD); WBC: 8.71£1.37
x10°/mm’, RBC: 9.42+0.28 x10%mm’, Hb: 12.9+0.2 g/dl, Het: % 42.5+0.4 ve MCV:
45.1£1.4 1, C57BL/6Jax tiri (E.D.) farelerin tam kamnda ortalama (+SD); WBC:
11.43+1.01 x10°/mm’, RBC: 9.66+0.09 x10%mm’, Hb: 13.3+0.2 g/dl, Het: % 44.0+0.1
ve MCV: 45.5+0.6 fl'dir”.
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Calismamizda anag M. musculus WBC, RBC, Hb, Hct dizeyleri i¢in belirlenen
referans degerlerin s6z konusu literatiirlerde bahsedilen fare tiirlerindeki referans
degerlerden daha dugiik oldugu sadece MCV diizeyinin C3H/Jax tiirii faredekine benzer
dizeylerde oldugu gorilmistir. Omeklemelerden ve ¢alismamizdan elde edilen
verilerden hareket ederek, hematolojik verilerin tirlere gore farkhlik gésterdigi
sOylenebilir.

Dimetoat, metilparation, DDT, a, B ve x-HCH, malation, paration ve PCB’ler
gibi pestisitlerin immiinotoksik ve hematopoietik etkisi oldugu Dbildirilmistir'®*°.
Literatiir tarama c¢ahsmalaninda endosulfanin immiinotoksik etkisinin oldugu fakat
hematopoietik etkisi olduguna dair bilgilere ya da dogrudan WBC, RBC, Hb, Hct, MCV
ve MCH diizeylerine etkisi ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Cahsmanuzda tg ve alt1
ay sirelerde endosulfan uygulamasinda hematolojik parametrelerde énemli farkhiliklar
kaydedilmigtir. Sekil 22 incelendiginde endosulfan ii¢ ay siirede WBC diizeyini arttirdig,
RBC, Hb, Het, MCV, MCH duzeyini distrdiga, lenfosit ve notrofil sayilarim arttirdign
fakat alt1 aylik sirede bir adaptasyon oldugu ve neredeyse normal olgulara erigebildigi
gozlenmigtir. Gupta et al.''' nuvakron (0.8 mg/kg) ve furadan (0.25 mg/kg) gibi
pestisitleri farelere intraperitonal uygulandiklaninda Hb, RBC ve Hct diizeylerinde,
eritrosit sedimentasyon oraninda ve platelet sayisinda diisiis, WBC diizeyinde artis,
nétrofil ve bazofil oranlarinda artiy oldugunu gostermislerdir. Lembowicz et al.'?
organik klorlu pestisitlerin (DDT, o, ve ¥ HCH) konsantrasyonuna bagh olarak fare
eritrositlerinde Heinz body cisimciklerinde ve lenfosit saysminda artma oldugunu
gostermiglerdir. Lox et al."™ 1750 mg/ml dozunda diazinon ve malationu siganlara oral
uygulandiklarinda protrombin ve tromboplastin zamanimn, fibrinojen, koagiilasyon
faktorlerinin (Faktor I, V, VII, ve X), hematokrit ve platelet sayisin etkilendigini

11 Llorfenvinfos ve fosklor gibi pestisitlerin

gostermislerdir. Gromysz-Kalkowska et al.
baliklarda (Japanese quail) RBC sayisim diigiirdiigii, Iokosit sisteminde nétrofilik
I6kositoz ve bazofil sayisinda Onemli bir artiga neden oldugunu gostermislerdir.
Orneklemelerden ve deneysel sonuglarmuzdan hareket ederek, endosulfanin
hematopoietik bir etkisinin olabilecegi diigiintlebilir.

Calismalanmizin  G¢iincii agamasinda endosulfamn yarattigi oksidatif stresde

eritrosit i¢i antioksidan sistemlerin, LDH aktivitesinin ve MDA diizeylerinin degisip
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degismedigi aragtnlmugtir. Bu amagla oOncelikle anag M.musculus eritrositlerinde
G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA diizeylen ile ilgili
referans degerlerin belirlenmesine calisilmugtir. Ana¢ M. musculus eritrositinde G6PDH,
CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA diizeyleri ile ilgili referans
degerlerin belirlenmesi, ileri toksikolojik galiymalara basamak olusturacag: diisinilerek
yapilmigtir. Simdiye kadar yapilan c¢ahigmalarda ana¢ M.musculus'a ait antioksidan
sistemler, LDH akivitesi ve MDA diizeyleri ile ilgili referans degerlere rastlanmamustir.
Bu nedenle, bu ¢ahsma ana¢ M. musculus’da G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH
aktiviteleri, GSH ve MDA dizeyleri ile ilgili referans degerlerin ilk kez belirlenmesi
bakimindan énemlidir. Referans degerlerin belirlenmesinde doért grubun (Grup I, II, III ve
IV) deney oncesi verilerin toplamu ahinmug, tiim istatistiksel analizlen yapilmig ve %95
GA’daki normal dagilim egrileri ¢izilmigtir (Cizelge 28, Sekil 25).

Buna gore cahymamzda, 60 anag M.musculus eritrositinde (U/g Hb olarak)
ortalama (+SD); G6PDH: 19.3+4.9, CAT: 2.3x1.0, SOD: 1620.8£409.4, GST:
8054.3£1403.6, LDH: 277.6+44.5, GSH: 4.1+0.8 pmol/g Hb ve MDA: 680.7+217.4
nmol/g Hb olarak saptanmugtir. Bu referans degerler 60 anag M.musculus birevinde
-logaritmas: alinarak normal dagilim gosterdigi saptanmgtir.

Bu referans degerler, fare tirlerine ait olan literatiir degerleri ile agsagidaki sekilde
kargilagtirilabilir.

Schimizue et al.'" erkek BALB/c tiirii fare eritrositinde G6PDH aktivitesini 14
Ulg Hb, Belge ve ark.*’ 6-10 haftalik erkek M. nmusculus eritrositinde 32.4+7.7 U/g Hb
olarak bulduklarint bildirmiglerdir.

Literatiir tarama ¢aligmamizda, gesitli fare tiirlerinde eritrosit CAT, SOD, GST ve
LDH aktiviteleri, GSH ve MDA diizeyi ile ilgili literatiir degerlerine rastlamimamustir.

Endosulfanin ana¢ M.musculus eritrosit antioksidan sistemlerine, LDH
aktivitesine ve MDA diizeylerine etkilerinin aylara gore tek tek incelendigi ile ilgtli bir
caligmaya rastlanmamugtir. Burada endosulfamin kisa ve uzun dénemdeki etkileri aylik
olarak tek tek tartigtlmustir.

Kisa donem (19.75 mg/100 g wvicut agulgr/90 gin/fare) endosuifan
uygulamasindan sonraki birinci ayda, GSH'm azalmas: endosulfanin pentoz fosfat yolu

aktivitesini etkilemesi ya da y-glutamil sentaz enzimi lizerine repressor etkiyi yaparak
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GSH diizeyinde azalmalara neden oldugu diginilmektedir. GSH, canlilan
ksenobiyotikiere kars: koruyan en 6nemli endojen maddelerden biridir. Bu bilesik, serbest
sulfidril grubu igermesi nedeniyle, nikleofilik bilesiktir ve redikleyici Ozellik
gostermektedir. Bu nedenle, GSH canhlarda reaktif bilegiklerin detoksifikasyonu
mutajenezis, karsinojenezis ve doku nekrozu gibi kimyasal lezyonlarin dnlenmesinde son
derece onemlidir'™®. Orneklerde GSH'n azalim GST enziminin bir substrati oldugu icin
toksikolojik oneme sahiptir. Aym kan Orneklerinde GST ve SOD aktiviteleri artmugtir.
Sitozolik GST reaktif elektrofilik bilegiklerle konjugasyonu sagladigindan, eritrositlerdeki
varlign ya da rolatif miktarlann gesitli ksenobiyotiklere karst cevap verildigini
gostermektedir. SOD aktivitesinin artigt intraseliiler O»'in yiksek oranda olugtugunu
diisiindirmektedir. Bununla birlikte GPX enzimi katalitik siklis siresince rediikte GSH
kullanmaktadir. Ortamda reditkte GSH'n yeterince sentezlenemesinden dolayr okside
GSSG arttig1 daginiilmektedir. Rediikte GSH aym zamanda GST enziminin de bir
substratidir''®. Bilindigi gibi, GGPDH enzimi yiiksek miktarda NADPH olusturmaktadir.
Endosulfanin sebep oldugu oksidatif stres siiresince G6PDH enziminin sentezledigi
NADPH'lar reditkte glutatyon olusmasina katkida bulunmaktadir. NADPH
methemoglobinin oksihemoglobine rediksiyonunda ve CAT aktivitesinin yapimnda
gerekli bir nitkleotittir™. CAT aktivitesindeki diisiig siiperoksit radikallerinin artmasiyla
ilgili olabilecegi gibi G6PDH aktivitesinin dugisi ile de ilgili olabilir. Nitekim son
¢aligmalarda CAT enziminin tetramerik yapida oldugu ve her bir monomerinin bir 1
molekill NADPH bagladigr gosterilmistir®. Aym donemlerde LDH aktivitesi ve MDA
dizeyinde anlamh artiglar saptanmugtir. Eritrosit LDH aktivitesinin yiikselmesi glikolitik
aktivitenin artmasiyla ilgili olabilir. Bunun yamsira, Grup II'in karaciger histopatolojik
incelemelerinde elde edilen bulgularda rastlanan hiicre zedenlenmesi ile eritrosit LDH
aktivitesinin artipt arasinda acaba pozitif bir korelasyon varmu dir ? Ksenobiyotiklerin
maruziyetiyle karacigerde olugan hiicre zedelenmesine bagh hipoksik ortamda hiicrenin
ilk zarara ugradift yer aerobik solunumdur. Bunun sonucunda mitokondride oksidatif
fosforilasyon engellenmekte ve ATP olusumu yavaglamaktadir. Hiicresel ATP azlig
adenozin monofosfat artimu ile birlikte olmaktadir. Fosfofruktokinaz enzimi uyariimakta,
anaerobik glikoliz artmakta ve buna bagh olarak eritrosit LDH aktivitesi artmaktadu™

Calismamizda endosulfan uygulanan gruplann karaciger 19tk ve elektron mikroskopik

147



diizeydeki histopatolojik incelenmesinde intrasitoplazmik glikojen partikiillerinde
kabalasma ve glikojen kaybina rastlanmistir. Endosulfanin glikojen seviyesinde azalmaya
neden oldufu benzer sekilde bir gok caligmada gosterilmistir'’’. Ozellikle kanserde
glikolitik aktivitenin arttigr dolaystyla cesitli kanser tiplerinde LDH izoenzim diizeyinin
degistigini ve kas tipi LDH'm arttig: bildirimigtir’>. Paraquat ve CuSOy gibi pestisitlerin
eritrosit LDH aktivitesini arttirdig bildirilmistir''*. MDA kanserojen bir madde olup lipit
peroksidasyonunun gostergesidir. Lipit peroksidasyonu, gesitli ksenobiyotiklerin
uygulanmasiyla ROT iretimi ve antioksidan kaynaklann kullanimdaki dengeye bagh
olarak gelismekte ve basta hiicre membram olmak iizere gesitli hiicresel yapilara zarar
vermektedir 4.

Ikinci ayda, redikte GSH azhginda G6PDH enziminin endosulfan toksistesine
fizyolojik bir cevap olarak arttig1 dugiiniilmektedir. G6PDH enzimi, Christian ve Warburg
tarafindan ilk defa tarif edildigi 1932 yilindan beri tizerinde en ¢ok caligilan aragtirma
konularindan biri olmustur. Hiicresel G6PDH aktivitesinin modulasyonunda oksidatif
stres, besinler, bityiime faktorleri ve hormonlar 6nemli rol oynamaktadir®.

Ucgtincii_ayda, GSH'n iyice azalmas: sitozolik GST aktivitesinin inhibisyonuna
neden olmaktadir. G6PDH aktivitesi ise GSH'In tekrar tekrar rejenerasyonu igin
maksimum diizeyde indiiklenmistir.

Su andaki ¢aligmarmzda, 19.75 mg/100 g vicut aguhigy/90 gin endosulfan
dozunda GST aktivitesinin indiklendigi fakat Gg¢linct ayda GSH azhigindan GST'nin
inhibisyona ugradigt saptanmigtir. Bunun yamswra, G6PDH aktivitesinin ikinci ayda
indiklenmeye bagladig1 ve tigiincii ayda maksimum indiiksiyon gosterdigi saptanmustir.

Uzun donem (34.95 mg/100 g wvicut agirhg/180 giin/fare) endosulfan
uygulanmasinda GST ve GSH diizeylerinde artiglar ve G6PDH, SOD, LDH
aktivitelerinde ve MDA diizeylerinde normale yaklasan hafif digisler goézlenmigtir.
Besinci ayda itibaren CAT aktivitesi artmugtir. Hiicre igerisinde siiperoksit radikallerin bir
anlamda azalmaya baglamasindan kaynaklanabilecek nedenlerden otira CAT
aktivitesinde normale yaklagabilecek artiglar oldugu disinilmigtiir. Altinc ayda CAT ve
GST diizeylerinde artiglar devam etmis ve GSH diizeyi ise normale yaklasmustir. Bu
donemde organizmanin uzun sireli ve yilksek dozdaki endosulfan toksisitesine

adaptasyon gosterdigi gozlenmigtir. Bunun yamsira altinci aym sonunda G6PDH, CAT,
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SOD, GST, LDH aktivitelerin ve MDA dizeylerinin baslangi¢ diizeylerinin ¢ok tstiinde
olmasi, pestisitlerin maruziyeti ile olugan ROT'larin stres genlerin ekspresyonunu
artirarak stres enzimlerini tiretmesinden kaynaklandigm dissiindirmektedir’™.

Uzun donemdeki ¢aligmamiz, akut dozlardaki endosulfanin eritrosit GST enzimini
maksimum diizeyde indiikledigi ve glutatyonu yavag yavas arttirdigini gostermigtir.

Sitozolik konjugasyon aktivitesinin {iglincii aydaki inhibisyonu ve altinct ayda ki
indiksiyonu siire ve doza bagh degisiminden kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.

Endosulfanin degisik doz ve siirelerinde cesitli antioksidan ve enzim sistemlerinin
cevabi ¢esitli literatiirlerle kargilagtinldiginda, ¢alismamzda elde edilen verilere benzer
sonuglar oldugu gozlenmigtir. 12.5 mg/kg vicut agirligs dozunda endosulfan 4 giin sigana
oral verildiginde eritrosit Na-K ATPaz ve Mg ATPaz'in inhibe oldugu, GR aktivitesinde
azalma ve G6PDH aktivitesinde artma oldugu bildirilmistir’’. Bir ¢ahsmada siilfiir ieren
fenitrothin ve endosulfan gibi pestisitlerin GSH sistemine etkileri incelendiginde,
pestisitlerle muameleden 6 saat sonra GST aktivitesi 2-kat indiiklendigi GSH seviyesinde
maksimum artigin 24 saat sonra oldugu bildirilmistir'”’. Endosulfanin subletal dozda balik
(Premoult Field Crab) karacigerinde GST aktivitesini itk 48. saatte arttig:i 144. saatte
maksimum dizeye ¢iktit ve 192. saatte yavas yavas azaldigi, GSH diizeyinin ise 96.
saatte artig gosterdigi 144. saatten itibaren azalmaya basladigs gosterilmigtir'>'. Siganlara
40 mg/kg endosulfan, subakut (tek doz, 40 mg/kg) ve akut (7 hafta boyunca, 40 mg/kg
tekran) dozlannda kan glukoz, askorbik asit, kan ve karaciger glutatyon diizeylerini
anlamh derecede arttirdigt fakat beyin heksokinaz aktivitesinde degisim olmadig,
ozellikle akut dozlarda plazma sodyum ve potasyumunu etkilemedigi, Ca diizeyini
disiirdiigi gosterilmigtir™.

Demir eksikligine bagh anemilerde GR ve CAT aktivitesinin diisik oldugu
bildirilmigtir'”. Calismamizda kisa donem (19.75 mg/100 g viicut aZirh@/90 gin/fare)
endosulfan toksisitesinde anemi (+++) ve lokositoz (+++) tablosu ile CAT enzim
dusoklagi saptanmugtir. Katalaz demir igeren porfirin oldugu igin demir eksikligine bagh
olarak CAT aktivitesinin diistiigi diigiiniilmektedir. Pestisitler oral yolla uygulandiginda
demir emilimini etkilemesi olasidir. Bu durumda CAT aktivitesinin diismesi
beklenecektir. Ancak anag¢ M. musculus’da serum demir ve ferritin diizeylerine bakildig

taktirde bu yorum agiklanabilir.
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Cahsmamuzin diger bir agamasinda, eritrosit antioksidan sistemlerin, LDH
aktivitesinin ve MDA diizeylerinin bireyin kendi iginde (intra-individual) ve bireyler
arasindaki (inter-individual) varyasyonlar gosterip gostermedigi toksikolojik galigmalara
basamak olusturacag: disiniilerek arastinlmugtir. Herhangi bir parametre degerlerinin
populasyon referans aralig: olarak kullanilabilmesi i¢in intra-individual varyasyonun inter
individual varyasyondan biiyiik olmasi, indeks individuality’nin 1.4’den biiyiik olmas: ve
0.6’dan kiigitk olmamas: gerekmektedir'”, Cahsmamizda bu bilgilerden hareket ederek
eritrosit parametrelerde toksikolojik amagh intra-inter individual ve analitik varyasyonlar,
indeks individuality degerlerinin belirlenmesine ¢ahgildi. Ana¢ M. musculus’ta indeks
individuality G6PDH, CAT, SOD, GST, LDH, GSH ve MDA duzeyleri i¢in sirasiyla
3.05, 0.78, 0.52, 0.95, 1.45, 2.08 ve 028 olarak bulunmustur. Ozellikle G6PDH
enziminde ve GSH intra-individual varyasyonlar ve indeks individuality ¢ok yiksek, SOD
enziminde ve MDA diizeyinde indeks individuality ¢ok dusik olarak bulunmustur.
Bundan dolayi, G6PDH, CAT, GST, LDH ve GSH toksikolojik bir deger olabilir. Bunun
yamsira LDH, GSH diizeylerinde intra-individual varyasyonlarn inter-individual
varyasyonlardan biiyiik oldugu gozlenmigtir. Intra-individual varyasyonlarda gozlenen
farkhhklarin nedeni stres, fiziksel aktivite, aglik, enfeksiyon ve genetik farkhliklar
(varyant) oldugu diisiinilebilinir. Bu fare bireylerine varyant analizinin yapilmas: gerektigi
diiginiilmiigtiir. Stresin ve anestezinin eritrosit enzimlerine etkisi oldugu bildirilmigtir*’,
Bu c¢aligmada G6PDH, LDH, GSH ve MDA diizeylerinde analitik goal ve analitik
varyasyonun intra-individual varyasyonun yanisindan daha az oldugu gosterilmistir. Intra
ve inter individual varyasyonlar anag M. musculus’ta, GOPDH, CAT, SOD, GST, LDH,
GSH ve MDA diizeylerinin heterojenite gosterdigi distintilebilir.

Caligmalanmizin Giglinci agamasmn diger kisminda endosulfanin  yarattig:
oksidatif stresde karaciger dokusunda antioksidan sistemlerin, LDH aktivitesinin ve
MDA diizeylerinin degisip degismedigi aragtmlmugtir. Bu amagla oOncelikle anag
M.musculus fare karacigerinde G6PDH, CAT, SOD, GST, LDH, GSH ve MDA
diizeyleri ile ilgili referans degerlerin belirlenmesine ¢aligimugtir. Anag M. musculus
karaciger dokusunda G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA
diizeylen ile ilgili referans degerlerin belirlenmesi, ileri toksikolojik ¢aligmalara basamak

olusturacafim diigiinerek yapilmugtir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda anag
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M.musculus'a ait G6PDH, SOD ve LDH aktivitesi, GSH ve MDA diizeyleri ile ilgili
temel bir veriye rastlanmamustir. Bu nedenle, bu ¢alisma M. musculus’da GGPDH, SOD
ve LDH aktiviteleri, GSH ve MDA diizeyleri ile ilgili referans degerlerin hem U/mg
protein ve hemde U/g karaciger olarak ilk kez belirlenmesi bakimmndan 6nemlidir.
Referans degerlerin belirlenmesinde iki grubun (Grup I ve III) verilerinin toplamu
alinmig, tim istatistiksel analizleri yapilmig ve %95 GA’daki normal dagibm egrileri

¢izilmistir. Karaciger dokusunda yapilan analiz sonuglan her iki birimde (mg protein ve g
karaciger) verilmigtir.

30 anag M. musculus karaciger dokusunda (U/mg protein olarak) ortalama (£SD);
G6PDH: 0.034+0.010, CAT: 265.2£71.1, SOD: 4.3+1.3 GST: 6840.7+1603.0, LDH:
2.3%0.7, GSH: 0.011+0.003 pmol/mg protein ve MDA: 2.6+0.8 nmol/mg protein olarak
saptanmustir (Cizelge 39). Yamsira, karaciger dokusunda olgiilen parametrelerin (mg
protein) degerleri -logaritmasi alinmaksizin normal dagilim gosterdigi saptanmugtir
(Sekil 25).

30 ana¢ M.musculus karacifer dokusunda (U/g karacier olarak) ortalama
(£SD); G6PDH: 0.244+0.074 CAT: 4483.6+1767.6, SOD: 1184.9+4762, GST:
164548.3+52342.2, LDH: 27.83£13.26, GSH: 1.99+0.727 umol/g karaciger ve MDA:
37.22+£14.61 nmol/g karaciger olarak saptanmustir (Cizelge 40). Aynca, karaciger
dokusunda Olgiilen parametrelerden (g karaciger) hepsinin -logaritmas: alinmaksizin
normal dagilim gosterdigi saptanmugtir (Sekil 55).

Karaciger dokusunda elde edilen referans degerler, ilgili literatiir degerleri ile
agagidaki sekilde kargilagtinlabilir.

Van Caneghem et al.'” erkek C57B! tiirii fare karacigerinde G6PDH aktivitesini
0.0072+0.0.006 U/mg protein, Belge ve ark.*® 6-10 haftalik erkek M. musculus tiirii fare
karacigerinde 0.036+0.017 U/mg protein ve 1.756+0.814 U/g karaciger olarak
bulduklarini bildirmiglerdir.

Van Caneghem et al.'” erkek C57B1 tiirii fare karacigerinde CAT aktivitesini
0.366+0.080 U/mg protein, Jones et al.*? disi M. musculus fare karacigerinde CAT
aktivitesini 76000 U/g karaciger olarak bulduklanim bildirmislerdir .

Manno et al.*' 15 haftalik erkek BALB/c fare karacigerinde SOD aktivitesini
14.34%2.62 U/mg protein, Van Caneghem et al."” erkek C57B/ tiirii fare karacigerinde
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SOD aktivitesini 4.3120.39 U/mg protein, Dahn et al.®® yash erkek CD/ tirii fare
karacigerinde Cu-ZnSOD aktivitesini 15.25+1.10 U/mg protein ve MnSOD aktivitesini
7.46+0.65 U/mg protein, Belge ve ark* 4 aylk erkek M.musculus fare karacigerinde
SOD aktivitesini 553.7+214.2 U/g karaciger olarak bulduklarimi bildirmiglerdir.

Prohaska et al.¥ disi M.musculus karacigerinde GST 0.50+0.06 U/mg protein,
Unsal ve ark.'”® koyun karacigerinde GST aktivitesini 2550 U/mg protein, Sharma et
al.'”’ 7-8 haftahk disi CDJ turi fare karacigerinde GST aktivitesini 85.71%0.85 Ulg
karaciger olarak bulduklanni bildirmislerdir.

Hazelton et al.™® erkek C57BL/6J tiri fare karacigerinde GSH diizeyint
5.47+0.27 umol/g karacifer, Sharma et al 127 7.8 haftalik disi CDI tura fare
karacigerinde GSH diizeyini 6.2420.67 pmol/g karaciger, Belge ve ark.” 4 aylik erkek
M.musculus fare karacigerinde GSH diizeyini 0.946+ 0.228 U/ g karaciger olarak
bulmuglardir.

Literatiir tarama ¢aligmammzda, gesitli fare tiirlerinin karacigerinde LDH aktivitesi
ve MDA diizeyi ile ilgili literatiir degerlerine rastlanilmamugtir.

Pestisitlerin biyotransformasyona ugradigt baghca yer karacigerdir. Bu nedenle
pestisitlerin aktivasyonu ile olusan bir ¢ok aktif metabolitler burada hepatotoksik
maddelere déniistiirmektedir. Bu toksik etkiler kanserojenik veya nonkanserojenik tipte
olabilmektedir. Endosulfanin cesitli hayvan karaciger dokularinda antioksidan sistemlere,
LDH ve MDA diizeylerine etkileri ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanmanustir. Calismamizda
karaciger dokusunda her iki birimde (mg protein ve g karacier) verilen analiz
sonuglarindan elde edilen bulgular benzer oldugu go6zlenmistir. Sekil 33-46
incelendiginde, kisa donem endosulfan toksisitesinde karaciger dokusunda G6PDH,
SOD, GST, LDH aktivitelerinin, GSH ve MDA diizeylerinin arttifi, CAT aktivitesinin
diigtigii saptanmustir. Uzun donem toksisitesinde adaptasyona bagh olarak G6PDH,
SOD, GST, LDH, GSH ve MDA diizeyleri normal degerlerin biraz istiinde kalirken,
CAT aktivitesi normal degerlerin ¢ok dstine ¢ikmugtir. Kisa donem endosulfan
toksisitesinde organizmanin oldukg¢a fazla bir oksidatif stres altinda kaldig: ve bu esnada
stres genlerinin aktive oldugu, ortamda fazla miktarda olugan ROT'lant yok etmek igin
stres antioksidan enzimlerin harekete gectigi diigiiniilmektedir. Cizelge 37°de goruldaga

gibi pestisitli gruplarin karacigerinde deney sonrasi antioksidan enzim dizeyleri onceki
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mevcudiyetlerinin ¢ok dstinde oldugu dikkat c¢ekicidir. Karaciger dokusunda
endosulfamin biyokimyasal olarak kisa ve uzun donemde etkilerin, eritrosit G6PDH,
CAT, SOD, GST, LDH aktivitelerinde, GSH ve MDA diizeylerinde elde edilen etkilere
benzer oldugu saptanmugtir.

Ksenobiyotiklerin etkisinde canht antioksidan sistemin cevabi gesitlilik
gostermektedir. Farkli ¢aligmalarda sunulan ksenobiyotiklerin etkisindeki antioksidan
sistemin cevabi ile endosulfan ksenobiyotiginin etkisinde antioksidan sistemin cevabi
karsilagtnimak istenmistir. Van Caneghem et al.™® fenilhidrazini fareye enjekte
ettiklerinde karaciger ve eritrosit enzim sistemlerinin iki safhada davramg gosterdiklerini
bildirmiglerdir. Ilk sathada hepatik glutatyonun ve pentoz fosfat santi aktivitesinin
dugmesinden dolayr karacier G6PDH aktivitesi distigi, eritrositlerde ise hemoglobin
oksidayonu ile eritrosit GGPDH enzim aktivitesi diigtaging, ikinci sathada; indirek olarak
GST ve G6PDH enzim aktivitesinin arttigim ve hiicre populasyonu yenilenerek normale
gectigini gostermiglerdir. Cahigmamizda da, kisa dénem endosulfan uygulanmasinda
eritrosit ve karaciger G6PDH enzim aktivitesi dugmekte, uzun donem endosulfan
uygulanmasinda eritrosit ve karaciger G6PDH enzim aktivitesi yikselmekte ve karaciger
histopatolojik incelenmesinde hiicre populasyonunda agir tahribat bulgulann yamsira
hafif-orta derecede rejenerasyona bulgulanna rastlanmgtir. Kedilere 1 ve 2 mg/kg viicut
agirh@ dozunda lindan uygulandiktan sonraki 30 dak., 1. saat, 2. saat, 4. saat ve 8.
saat'de kan glukoz ve GSH diizeyi ol¢iilmiis ve lindan'in hipoglisemiye neden oldugu,
kan GSH' ilk 30 dakikada digiirirken karaciger GSH"Y 4. saatte digtrdigi
bildirilmistir'”. Oysa bizim cahgmamiz, buna goére uzun sireli gabigma oldugundan
endosulfan kan ve karaciger GSH'im ayn1 zamanda (birinci ayda) digirmektedir. Fenolik
antioksidan olan butilhidroksisiyanit asit (BHA) disi ve erkek fareye uygulandiginda
karacigerde GSH'n 1.6 kat artti31 ve GST'nin 2 kat inditklendigi bildirilmistir™’. Kirli
suyun yarattig1 oksidatif stresde (Nile Tilapia) balk ertrositinde CAT, GPX ve GSH
diizeylerinde azalma, SOD ve G6PDH diizeylerinde artma oldugu; karacigerlerinde ise
SOD ve CAT diizeylerinde artma, G6PDH, GPX ve GSH dizeylerinde azalma oldugu
bildirilmistir®®. Calismamizda endosulfanin eritrosit ve karaciger G6PDH, CAT, SOD,
GST ve LDH aktivitelerine, GSH ve MDA diizeylerine etkilerinin paralel oldugu
saptanmustir. Farelere 3 mg/kg aflatoksin (AFB,) intraperitonal uygulandiginda karaciger
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G6PDH enziminin inditklendigi gosterilmigtir™. Cahsmanuzda da, eritrosit G6PDH'n
Gglncii ayda maksimum indiiksiyon gosterdigi, Gzellikle sire ve dozun yiksek oldugu
grubun (Grup IV) karacigerinde GO6PDH'n maksimum derecede indiiklendigi
saptanmustir. Balik (Channa Puntatus) ovaryumlaninin endosulfan ve malationla (subletal
dozlarda) muamelesinde, oositlerin I ve III asamalarmn kayboldugu ve 3-B-
hidroksisteroit dehidrogenaz ve G6PDH aktivitesinin thibisyona ugradiklarim, malationun
doza bagh olarak beyin AchE aktivitesini inhibe ettigi, endosulfanin ise AchE

131

aktivitesinde énemli bir degisiklige neden olmadig gosterimistir . Caligmamzda, kisa
donem endosulfan uygulanmasinda eritrosit ve karacigerde CAT aktivitesinin distigi ve
MDA diizeyinde artma meydana geldigi ve lindan'a zit olarak kisa dénem endosulfan
uygulanmastyla karaciger de agir harabiyet olustugu saptanmustir. Bu da, karacigerde
reversible harabiyet olugmasi antioksidan mekanizmalarin oksidatif hasara kargi gegici bir
siire yetersiz kaldiklarim isaret etmektedir. Farelere intraperitonel olarak 10 mg/kg viicut
agirhgt dozunda Aroklor 1254 (PCB'ler) pestisit kangimi enjekte edildiginde vicut
agirhgmin degismedigi, karaciger agirhigimn arttign ve GST aktivitesinin 4.2 kat
indiiklendigi bildirilmistir™%. Calismamizda, endosulfamn uygulanmaya bagladig ilk
birinci ayda eritrosit GST aktivitesinin indiksiyon gosterdigi fakat d¢linci ayda
ortamdaki GSH azliinda inhibisyona ugradigi ve o6zellikle sire ve doz arttinldiginda
(Grup IV) GST aktivitesinin maksimum indiiksiyon gosterdigi saptanmustir.
Omeklemelerden goriildiiga gibi, ksenobiyotiklerin etkisinde ROT iiretiminde ve bu
retime bagl olarak antioksidan enzim aktivitelerinde sirekli bir artigtan s6z etmek veya
enzim inhibisyonu olabilecegi konusunda fikir yiiritmek zordur. Canlt ksenobiyotiklere
kars1 antioksidan mekanizmalanni uygun derecelerde ¢aligtirarak kendisini savunma
yolunu segmekte veya ksenobiyotigin bilesimine bagh olarak antioksidan mekanizmalarin
caligmasi, enzim sentezinin engellenmesi ya da enzim yapisimn degistirilmesi seklinde
baskilanmaktadir.

Cahgmamizin tgiincii agsamasimn  diger bir kisminda endosulfanin  meme
dokusunda yarattif1 oksidatif stresde antioksidan sistemlerin, LDH ve MDA diizeylerinin
degisip degismedigi arastinlmugtir. Bu amagla oncelikle anag M.musculus fare meme
dokularinda G6PDH, CAT, SOD, GST, LDH, GSH ve MDA diizeyleri ile ilgili referans
degerlerin belirlenmesine cahsilmigtir. Ana¢ M.musculus meme dokusunda G6PDH,
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CAT, SOD, GST, LDH, GSH ve MDA dizeyleri ile ilgili referans degerlerin
belirlenmesi, ileri toksikolojik galismalara basamak olugturacag: disinilerek yapilmugtir.
Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda anag M musculus'a ait antioksidan sistemler, LDH ve
MDA diizeyleri ile ilgili referans degerlere rastlanmanmustir. Bu nedenle, bu ¢aligma ana¢
M.musculus meme dokusunda G6PDH, CAT, SOD, GST, LDH, GSH ve MDA
diizeyleri ile ilgili referans degerlerin U/mg protein olarak ilk kez belirlenmesi bakimindan
onemtlidir.

Referans degerléﬁn belirlenmesinde iki grubun (Grup 1 ve III) verilerin toplamu
alinnug, tGm istatistiksel analizleri yapilmig ve %95 GA’daki normal dagilm egrileri
¢izilmigtir (Cizelge 44, Sekil 56). Buna gére ¢aligmanuzda, 30 ana¢ M.musculus meme
dokusunda ortalama (£SD); G6PDH: 0.0100.003, CAT: 23.245.7, SOD: 4.3+1.6,
GST: 285.1+63.5, LDH: 4.6+1.2, GSH: 0.006+0.003 ve MDA: 4.4+1.5 olarak
bulunmustur. Bu veriler ilgili literatir verileri ile agsagidaki sekilde kargilagtinlabilir.

Hilf et al.”® ana¢ BALB/c tiri fare meme dokusunda G6PDH aktivitesini
0.13420.010 U/mg protein, Rzymowka et al.>* insan normal meme dokusunda G6PDH
aktivitesini 17.8 U/g meme dokusu olarak bulduklanim bildirmiglerdir.

Rzymowka et al.>* insan normal meme dokusunda CAT aktivitesini 2.4 (/g
meme dokusu olarak bulduklarim bildirmiglerdir.

Hilf et al” anag BALB/c tirii fare meme dokusunda LDH aktivitesini
0.859+0.014 U/mg protein’’, Rzymowka et al.”* insan normal meme dokusunda LDH
aktivitesini 97.4 U/g meme dokusu olarak bulduklarim bildirmiglerdir.

Perry et al.® insan normal meme dokusunda GSH diizeyini 0.0072+0.0013
umol/mg protein ve 0.136+0.019 pmol/g meme dokusu olarak bulduklarim
bildirmiglerdir.

Literatiir tarama ¢ahgmamizda, ¢esitli canli tirlerinin meme dokularinda SOD ve
GST aktiviteleri ve MDA diizeyi ile ilgili literatiir degerlerine rastlamlmamugtir.

Cahigmamizda meme dokusunda elde edilen veriler, s6z konusu literatiir verileri
kargilagtinldiginda anag M. musculus GSH diizeyinin insaninkine yakin oldugu, diger
verilerin ise canh tiirleri arasinda farkhiik gosterdigi sOylenebilir.

Sayisiz kimyasal kontaminantlar (pestisitler, halojenli hidrokarbonlar, solventler

ve diger eser elementler v.b.) ve karsinojenler insan siitiinde ve adipoz dokusunda
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mevcuttur. Bu kontaminantlar birgok epidemiyolojik ¢aligmalarda meme kanseri i¢in risk
faktorii teskil ettigi bildirilmistir®. Organik klorlu pestisitler, diger cevresel ve diyetsel
Ostrojenler kadinlarda meme kanser insidasinda artiga ve erkeklerde sperm
konsantrasyonunun diigmesine neden oldugu bildirilmistir™. Endosulfanin hayvan (fare,
sican, domuz v.s.) meme dokularinda antioksidan sistemlere, LDH aktivitesine ve MDA
duzeylerine etkileri ile ilgili bir ¢aliymaya rastlanmamugtir. Caligmamuzda, kisa donem
endosulfan uygulamast GST, LDH, ve MDA diizeylerini arttirdidi ve G6PDH, CAT,
SOD ve GSH diizeylerini degistirmedii goézlenmigtir. Uzun dénem endosulfan
uygulamasi ise, GG6PDH, CAT, GST, LDH, GSH ve MDA diizeylerinde arttirdig: fakat
SOD duzeyini degistirmedigi gozlenmemistir. Endosulfan uygulanan meme dokularinin
histopatolojik incelemesinde “sitroma hiicre infiltrasyonu®* bulgulara rastlanmigtir
(Sekil 7). Gerek biyokimyasal gerekse histopatolojik bulgulardan hareket ederek, diisik
Ostrojenik aktiviteye sahip olan endosulfanin, meme dokusunda hasar olusturabilmesi icin
¢ok daha uzun bir zaman periyodunun gerekebilecegi soylenebilir.

Endosulfan toksik etkisinin fare bireyleri arasinda hematolojik, biyokimyasal ve
histopatolojik incelemelerde farklilik gosterdigi saptanmustir. Bunun nedeninin "biyolojik
varyasyon"la ilgili toksisite degisikligi, genetik, beslenme ve patolojik nedenlere bagh
oldugu distnilmektedir. Cinkii bu nedenlerin ¢ogu biyotransformasyona etki eden
faktorlerdeki mekanizmalara dayanmaktadir. Genel olarak, mikrozomal enzimlerle
metabolik aktivasyon sonucu daha toksik olan ilag ve kimyasal maddeler disilerde daha
etkili olmaktadir. Bununda cinsiyet hormonu ile ilgili oldugu gosterilmistir’. M. musculus
bireyleri arasindaki endosulfan toksisite farkhliklan, bireylerin karaciger ya da meme
dokularinda reziidi analizlerinin yapilmasiyla da a¢i@a ¢ikacag: diguniilmektedir.

Caliymamizda elde ettigimiz verilere gore, endosulfamn yarattig oksidatif stresde
antioksidan enzim diizeylerinin eritrosit ve karaciger dokularinda paralel olarak degisim
gosterdigi, buna kargihk meme dokusu verilerinde ise farklilik g6sterdigi saptanmugtir.

Sonug olarak, ¢aliymamzda endosulfanin non-karsinojenik etkileri goriilmis olup
kisa donemde doku diizeyinde olugan hasarin reversible oldu3u ve organizmanmn uzun

donem toksisitesine uyum sagladifi gézlenmistir.
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6. SONUCLAR

. Endosulfanm viicut ve meme agirhgina etkisi olmadigy, kisa (90 giin) ve uzun (180
giin) dénemlerde karaciger agihginda ve hepato/somato indekslerde artiga neden
oldugu saptanmugtir.

. Ana¢ M.musculus tam kan WBC, RBC, Hb, Hct, MCV ve MCH duazeylerine ait
referans degerler ilk olarak bu gahigmada belirlenmistir Buna gore ¢aligmamizda, 60
anag M.musculus tam kamnda ortalama (xSD); WBC: 6.1+1.2 x10 mm’, RBC:
7.41x0.91 x10%mm’, Hb: 11.321.1 g/dl, Het: % 35.423.8, MCV: 47.5+2.4 fl ve
MCH: 15.240.6 pg olarak saptanmugtir. Bunun yamsira, hematolojik parametre
degerlerinin -logaritmas: alinmaksizin normal dagilim gosterdigi saptanmustir.

. Endosulfanin kisa dénemde tam kan RBC, Hb, Hct, MCV ve MCH diizeylerinde
azalmaya, WBC diizeyinde artiga neden oldugu saptanmistir. Uzun donemde ise RBC,
Hb, Het, MCV ve MCH diizeylerindeki artig ile normal degerlere yaklastigi, WBC
diizeyindeki azalig ile normal degeriere yaklastigi saptanmugtir.

. Anag¢ M. musculus eritrosit GGPDH, CAT, SOD, GST ve LDH aktivitelerine, GSH ve
MDA dizeylerine ait referans degerler ilk olarak bu ¢aliymada belirlenmistir. Buna
gore caliymamzda, 60 anag M.musculus eritrositinde (U/g Hb olarak) ortalama
(#SD); GO6PDH: 19.3+49, CAT: 23+£1.0, SOD: 1620.8+4094, GST:
8054.3+£1403.6, LDH: 277.6+44.5, GSH: 4.1£0.8 pmol/g Hb ve MDA: 680.7+217 .4
nmol/g Hb olarak saptanmustir. Bu referans degerler 60 anag M.musculus
bireyinde -logaritmasi alinarak normal dagilim gésterdigi saptanmugtir.

. Endosulfanin kisa doénemdeki eritrosit G6PDH, CAT, SOD, GST ve LDH
aktivitelerine, GSH ve MDA diizeylerine toksik etkisi aylara gére degerlendirilmigtir.
Endosulfan uygulamasinin birinci ayinda GSH, CAT ve G6PDH dizeylerinde disus,
SOD, GST, LDH ve MDA diizeylerinde artis saptanmustir. lkinci ayda G6PDH
aktivitesi GSH1 tekrar rejenere etmek i¢in artmugtir. Bunun yamsira bu ayda SOD,
LDH ve MDA diizeylerinde artis, GSH, CAT ve GST diizeylerinde diisiis meydana
gelmigtir. Ugtineii ayda ise GSH azlina paralel olarak GST enziminin inhibisyonu ve
G6PDH''n maksimum indiiksiyon gosterdigi, SOD, LDH ve MDA dizeylerinde
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maksimum artigin oldugu dikkati ¢cekmigtir. Uzun dénemde ise CAT, GSH ve GST
diizeylerinde artiy meydana gelmistir. G6PDH, SOD, LDH, MDA diizeylerinde ise
normale yaklagak sekilde digiigler gozlenmistir. Bu donemin sonunda GST enzimi
maksimum diizeyde induklenmigtir.

. Eritrosit antioksidan sistemlerin, LDH aktivitesinin ve MDA diizeylerinin bireyin
kendi iginde (intra-individual) ve bireyler arasindaki (inter-individual) varyasyonlar
gosterip gostermedigi toksikolojik galigmalara basamak olugturacagi diginiilerek
aragtinlougtir,. Anag¢ M. musculus’ta indeks individuality G6PDH, CAT, SOD, GST,
LDH, GSH ve MDA diizeyleri i¢in swrastyla 3.05, 0.78, 0.52, 0.95, 1.45, 2.08 ve 0.28
olarak bulunmustur. Ozellikle G6PDH enziminde intra-individual varyasyonlar ve
indeks individuality ¢ok yiiksek fakat SOD ve MDA diizeylerinde indeks individuality
disiik olarak bulunmugtur. Bunun yanisira LDH, GSH dizeylerinde intra individual
varyasyonlar inter individual varyasyonda buytk oldugu goézlenmigtir. Bu ¢aligmada
G6PDH, LDH, GSH ve MDA diizeylerinde analitik goal ve analitik varyasyonun
intra-individual varyasyonun yarisindan daha az oldugu gosterilmistir.

. Karaciger G6PDH, CAT, SOD, GST, LDH, GSH ve MDA diizeylerine ait referans
degerler ilk olarak bu ¢aligmada belirlenmistir. Karaciger dokusunda yapilan analiz
sonuglani, mg protein ve g karaciger birimlerinden verilmigtir. Buna gore;
a) 30 anag M.musculus karaciger dokusunda (U/mg protein olarak) ortalama (SD);
G6PDH: 0.034+0.010, CAT: 265.2+71.1, SOD: 4.3%1.3 GST: 6840.7+1603.0,
LDH: 2.3+0.7, GSH: 0.011£0.003 pmol/mg protein ve MDA: 2.6+0.8 nmol/mg
protein olarak saptanmugtir. Yamsira, karaciger dokusunda olgiilen parametrelerin
(mg protein) degerleri -logaritmast ahnmaksizin normal dagilim gosterdigi
saptanmuigtir.

b) 30 anag M.musculus karaciger dokusunda (U/g karaciger olarak) ortalama (+SD),
GO6PDH: 0.244+0.074 CAT: 4483.6£1767.6, SOD: 1184.9+4762, GST:
164548.3£52342.2, LDH: 27.83+13.26, GSH: 1.99+0.727 umol/g karaciger ve
MDA: 37.22+14.61 nmol/g karacifer olarak saptanmustir. Aynca, karaciger
dokusunda olgiilen parametrelerden (g karaciger) hepsinin -logaritmas: alinmaksizin

normal dagilim gosterdigi saptanmustir.
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8. Karacigerde biyokimyasal olarak kisa ve uzun donemde, eritrosit G6PDH, CAT,
SOD, GST, LDH, GSH ve MDA diizeylerinin verilerine paralel veriler elde edilmigtir.
Karacigerde biyokimyasal olarak kisa ve uzun donemde, eritrosit G6PDH, CAT,
SOD, GST, LDH, GSH ve MDA diizeylerinin verilerine paralel veriler elde edilmigtir.

9. Meme dokusunda G6PDH, CAT, SOD, GST, LDH, GSH ve MDA diizeylerine ait
referans degerler ilk olarak bu galigmada belirlenmigtir. Buna gore ¢ahsmamizda, 30
ana¢ M.musculus meme dokusunda ortalama (£SD); G6PDH: 0.010+0.003, CAT:
23.2+£5.7, SOD: 4.3+£1.6, GST: 285.1+63.5, LDH: 4.6+1.2, GSH: 0.006£0.003 ve
MDA: 4.4+1.5 olarak bulunmustur.

10. Meme dokusunda biyokimyasal olarak kisa ve uzun dénemde karaciger ve eritrosit
G6PDH, CAT, SOD, GST, LDH, GSH ve MDA dizeylerininde elde edilen verilere
zit olarak biyokimyasal etkilerin hafif diizeyde oldugu saptanmugtir. Kisa dénemde
GST duzeylerinde artiy, uzun donemde ise sadece CAT diizeyinde disiise
rastlanmgtir.

11. Karaciger dokulanmn 15tk ve elektron mikroskopik dizydeki histopatolojik
incelenmesinde kisa donemde ¢ok afir tahribat bulgulanna rastlanmug fakat uzun
donemde agir tahribat bulgulanin yamsira hafif-orta derecede rejenerasyon bulgulan
saptanmuigtir,. Meme dokularmin gk mikroskopik diizeydeki histopatolojik
incelenmesinde kisa ve uzun dénemde sadece meme sitromasinda hiicre infiltrasyon
bulgulant saptanmugtir. O yiizden meme dokulann elektron mikroskopik diizeyde
incelenmesi yapilmamugtir.

12. Endosulfamin hematolojik, biyokimyasal ve histopatolojik etkilerini incelemelerden
elde edilen verilere gore kisa donem akut toksisitesinde canlida agir tablo meydana
gelirken uzun akut toksisitesinde canlinin toksisiteye uyum sagladigi gézlenmigtir

13. Pestisit etkilerinin aragtinimasinda biyokimyasal marker olarak GSH sisteminin ve

G6PDH enziminin kullanilabilecegi kanisina varimgtir.

159



10.

11.

12.

7. KAYNAKLAR

Vural N. Toksikoloji. Ankara: A.U. Basimevi, 1984.
MacMahon B. Pesticide residues and breast cancer. J Natl Cancer Inst, 1994: 86:572-573.

Toros S, Maden S. Tarimsal Savas Yontem ve llaglar. Ankara: A.U. Ziraat Fakiiltesi
Yayinlari, 1985.

Wolff MS, Toniolo PG, Lee EW, Rivera M, Dubin N. Blood levels of organochlorine
residues and risk of breast cancer. J Natl Cancer Inst, 1993; 85: 648-652.

Falck F, Ricci A, Wolff MS, Godbold J, Deckers P. Pesticide and polychiorinated biphenyl
residues in human breast lipids and their relation to breast cancer. Arch Environ Health, 1992,
47: 143-146.

Hunter DJ, Kelsey KT Pestricide residues and breast cancer: the harvest of a silent spring.
J Natl Cancer Inst, 1993; 85: 598-599,

Kitchin KT. An enzymatic approach to biotransformation. Meth Find Expt! Clin Pharmacol,
1984; 6: 303-310.

Chandra M, Chandra N, Agrawal R, Kumar A, Ghatak A, Pandey VC. The free radical
system in ischemic heart disease. Int J Cardiol, 1994; 43: 121-125.

Magqvi SM, Vaishnavi C. Bioaccumulative potential and toxicity of endosulfan insecticide to
non-target animals. Comp Biochem Physiol, 1993; 105: 347-361.

Berkson N. Tarim llaglan1 ve Cevre. Tarim flaglarimn Kullamimas: Semineri. ODTU
Gaziantep Kampiisi, 1976; 1: 1-17.

Djordjevic MV, Hoffmann D, Fann J, Prokopczyk B, Citron ML, Stellman SD. Assessment
of chlorinated pesticides and polychlorinated biphenyl in adipose breast tissue
using a fluid supercritical extraction method. Carcinogenesis, 1994; 15: 2581-2585.

Krieger N, Wolff MS, Hiatt RA, Rivera M, Vogelman J, Orentreich N. Breast cancer and
serum organochlorines: a prospective study among white, black, and Asian women. J Nat/
Cancer Inst, 1994; 86: 589-599.

160



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Kolayanova F, Tarkowski S. Toxicology of Pesticide. Copenhagen: 1981: 41-123.

Safe SH. Enviromental and dietary estrogens and human health: is there a problem. Environ
Health Perspect, 1995; 103: 346-351.

Anonymous E. Report of the secretary's Commision on pesticides and Their Relationship to
Enviromental Health. U.S. Depart Health, London, 1969: 17-31.

Miles JR, Harris CR. Insecticide residues in a stream and a controlled drainage system in.
agriculture areas of southwestern ontario. Pest monitor J, 1971; 289-294.

Chisholm D, Macphee AW. Persistence and effects of some pesticides in soil. Econ J Ent,
1972; 65: 1010-1013.

Claborn HV, Mann HD, Ivey MC, Radeleff RD and Weodard GT. Extraction of toxaphene
and strobane in the milk of dairy cows. J Agr Food Chem, 1973; 11: 286-289.

Tiirkiyenin Cevre Sorunlan, Tirkiyenin Cevre Sorunlar Vakfi Yayim. Ankara, 1991.

Pearce N, Reif JS. Epidemiological studies of cancer in agriculture workers. Am J Int Med,
1990; 18:133-148.

Blair A, Malker H, Cantor KP, Burmeister L, Wiklund K. Cancer among farmers. Scand J
Environ Health, 1985; 11: 397-407.

Ito N, Hasegawa R, Imaida K, Kurata Y, Hagiwara A, Shirai T. Effect of ingestion of 20
pesticides in combination at acceptable daily intake levels on rat liver carcinogenesis. Food
Chem Toxicol, 1995; 33: 159-163.

Peluso M, Merlo F, Munnia A, Bolognesi C, Puntoni R, Parodi S. (32)P-postlabeling
detection of DNA adducts in pheripheral white blood cells of greenhouse floriculturist from
western Liguria, Italy. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 1996; 5: 361-369.

Lodovici M, Aiolli S, Monserrat C, Dolara P, Medica A, Di-Simplicio P. Effect of a mixture
of common used pesticides on DNA levels of 8-hydroxy-2-deoxyguanosine and xenobiotic
metabolizing enzymes in rat liver. J Environ Pathol Toxicol Oncol, 1994; 13: 163-168.

Krzystyniak K, Tryphonas H, Fournier M. Approachesto the evaluation of chemical-induced
immunotoxicity. Environ Health Perspect, 1995; 103: 17-22.

Pluth J M, Nicklas J A, O’neill J P, Albertini R J. Increased frequency of specific genomic
deletions resulting from in vitro malathion exposure. Cancer Res, 1996, 56: 2393-2399.

161



27.

28.

29.

30.

3L

32

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Hall K. The Biochemistry and Uses of Pesticide. 2. Ed, London: Academic Press, 1993.
57-79.

Norman C. EPA sets new policy on pesticide cancer risks. Science, 1988; 242: 366-367.

Barlas NE. The effects of commercial and microorganism-degraded solutions of endosulfan
and carbaryl on albino mice. Tr J of Zoology, 1994, 18: 221-226.

Ely TS, MacFarlane JW, Galen WP, Hine CH. Convulsion in thiodan workers: a
preliminary report. J Occup Med, 1967; 9: 35-37.

Kiran R, Varma MN. Age related toxic effect of endosulfan on certain enzymes of rat
erythrocytes. Ind J Exp Biol, 1990; 694-696.

Gupta PK, Murphy RC, Chandra SV. Toxicity of endosulfan and manganese chloride:
cunulative toxicity rating. Toxic Lett, 1981; 7: 221-228.

Cavdar C, Sifil A, Camsan T. Reaktif oksijen partikiilleri ve antioksidan savunma. 7iirk
Nefroloji Diyaliz ve Transplatasyon Der, 1997, 3-4: 92-95.

McCord JM. Iron free radicals and oxidative injury. Semin Hematol, 1998; 5-12.

Thomas CE, morehouse LA, Aust SD. Ferritin and superoxide-dependent lipid peroxidation.
J Biol Chem, 1985, 260: 3275-3280.

Liang HCL, Shertzer HG, Nebert DW. "Oxidative stress® response in liver of an untreated
newborn mouse having a 1.2-centimorgan deletion on chromosome 7. Biochem Biophys Res
Commun, 1992; 182: 1160-1164.

Klaunig JE, Xu Y, Bachowski S, Ketcham CA, Isenberg JS, Kolaja KL, Baker TK,
Walborg EF, Stevenson DE. Oxidative stress in nongenotoxic carcinogenesis. Toxicol Lett,
1995; 82-83: 683-691.

Colak O, Alatag O, Celik M, inal M. Hipertiroidizm olgularinda serum lipid peroksit ve
vitamin E diizeyleri. Optimal Tip Der, 1994; 7: 61-63.

Belge E, Oruc E, Yiiregir GT, Uner N, Doran F ve Varinli S. Mus musculus ve Oreochromis
niloticus'da karaciper dokusunda antioksidan sistemler ve farkhiliklani. Erciyes Universitesi Tip
Der, 1998; 20: 239-243.

Sumboennanenda A, Malasit P, Tanphaichitr V. Renal tubular function in p-thalassemia.
Pediatr Nephrol, 1998; 12:280-283.

162



41.

42.

43.

43.

46.

47.

48.

49.

50.

52.

Manno M, Bertazzon A, Burlina A, Galzigna L. Interaction of low doses of ionizing
radiation and carbon tetrachloride on liver superoxide dismutase and glutathione peroxidase in
mice. Enzyme, 1985, 34: 107-112.

Prohaska JR, Sunde RA. Comparison of liver glutathione peroxidase activity and mRNA in
female and male mice and rats. Comp Biochem Physiol, 1993; 105: 111-116.

Kletzien RF, Harris PKW, Foellmi LA. Glucose-6-phosphate dehydrogenase: a
"housekeeping” enzyme subject to tissue-specific regulation by hormones, nutrients, and
oxidant stress. Fased J, 1994; 8: 174-181.

Kahraman E. Ameliyatiarda kullanilan anestezik maddelerin eritrosit ve l6kosit G6PD
enaktivitesine etkisi. Uzmanlik Tezi, Cukurova ﬁ'niversitesi, Adana, 1992.

Belge E. Anestezik maddelerin fare karaciger G6PD enzim aktivitesine etkisi. Master Tezi,
Cukurova Universitesi, Adana, 1994.

Kratzer P, Chapman V. X chromosome reactivation in oocytes of Mus caroli. Proc Nat! Acad
Sei, 1981; 78: 3093-3097.

Rang K, Ginsberg L. Isolation and sequence of a rat glucose-6-phosphate dehydrogenase
prometer. Biochim Biophys Acta, 1994; 1217 90-92.

Toniolo D, Philips M, Lettieri T, Martini G. The CpG island in the 5’region of the G6PD
gene of man and mouse. Gene, 1991; 102: 197-203.

Martin-De Leon P, Wolf S, Persico G. Localization of glucose-6-phosphate dehydrogenase in
mouse and man by in situ hybridization : Evidence for a single locus and transposition of
homologous x-linked genes. Cytogenet Cell Genet, 1985; 39: 87-92.

Hilf R, Rector W, Abraham S. A glucose-6-phosphate dehydrogenase isoenzyme
characteristic of preneoplastic and neoplastic mouse mammary tissue. J Nat! Cancer Inst, 1973,
50: 1395-1398.

Hilf R, Ickowicz R, Bartley JC, Abraham S. Multiple molecular forms of glucose-6-
phosphate dehydrogenase in normal, preneoplastic, and neoplastic mamary tissues of mice.
Cancer Res, 1975; 35: 2109-2116.

Hilf R, Rector WD, Orlando RA. Multiple molecular forms of lactate dehydrogenase and
glucose-6-phosphate dehydrogenase in normal and abnormal human breast tissues. Cancer,
1976; 37: 1825-1830.

163



54.

55.

56.

37.

58.

59.

61.

62.

63.

64.

65.

Nevaldine BH, Hyde CM, Le HR. Mammary glucose-6-phosphate dehydrogenase. Arch
Biochem Biophys, 1974; 165: 398-406.

Rzymowska J. Enzyme activities in human breast tumours. Acta Biochimica Polonica, 1992
39: 290-293.

Miller D, Baehner R. Blood disease of infancy and childhood 6% Ed., London: CV Mosby,
1990. 506- 542.

Lopez-Barea J, Lee C. Mouse liver glutathione reductase. Fur J Biochem, 1979; 98: 487-
499,

Chambers I, Framton J, Goldfarb P, Affara N, McBain W, Harrison PR. The structure of
the mouse glutathione peroxidase gene: the selenocystein in the active site is encoded by the
‘termination’ codon, TGA. FMBO J, 1986; 5: 1221-1227.

Maiorino M, Chus FF, Ursini F, Davies KJ, Doroshow j, Estwothy S. Phospholipid
hydroperoxide glutathione peroxidaseis the 18-kD selenoprotein expressed in human tumor celt
lines. J Biochem, 1991; 266: 7728- 7732.

Yoshimura S, Watanabe K, Suemizu Onozawa T, Mizoguchi J, Tsuda K, Hatta H,
Moriuchi T. Tissue specific expression of the plasma glutathione peroxidase gene in rat
kidney. J Biochem, 1991; 109: 918- 923.

Avissar N, Whitin JC, Allen ZP, Wagner DD, Liegey P, Cohen JH. Plasma selenium-
dependent glutathione peroxidase. J Biochem, 1989; 264: 15850~ 15855.

Chu F, Esworthy SR, Doroshow HJ, Doan K, Liu X. Expression of plasma glutathione
peroxidase in human liver in addition to kidney, heart, lung, and breast in humans and rodents.
Blood, 1992; 79: 3233- 3238.

Jones GL, Masters CJ. On the comparative characteristics of mammalian catalases. Comp
Biochem Physiol, 1976; 55: 511-518.

Baird MB, Massie HR, Birnbaum LS. Presence of a high-molecular-weight form of catalase
in enzyme purified from mouse liver. J Biochem, 1977; 163: 449-453.

Schister NJ, Singh SM. A quantitative genetic analysis of tissue-specific catalase activity in
Mus musculus. Biochemical Genetics, 1991; 29: 65-85.

Bainy ACD, Saito E, Carvatho PSM, Junqueria VBC. Oxidative stress in gill, erythrocytes,
liver and kidney of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) from a polluted site. Aquatic Toxicol,
1996; 34: 151-162.

164



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Scott EM, Harrington JM. Comparative studies of catalase and superoxide dismutase activity
within salmon fish erythrocytes. Comp Biochem Physiol, 1990; 95: 91-93.

Oberley LW, Buettner GR. Role of superoxide dismutase in cancer: a review. Cancer Res,
1979; 39: 1141-1149.

Danh HC, Benedetti MS, Dostert P, Differential changes in superoxide dismutase activity in
brain and liver of old rats and mice. J Neurochem, 1983; 40: 1003-1007.

Imre S, Juhasz E. The effect of oxidative stress on inbred mice of different ages. Mech Ageing
Develop, 1987 38: 259-266.

Etiobhio BOI, Oraedu ACI, Ugochukwu EN. A comparative study of superoxide dismutase in
various animal species. Comp Biochem Physiol, 1999; 95: 521-523.

Karnaukhova TB, Korobova LN, Reikh EM. Supcroxide dismutase activity as an index of
the toxic action of pesticides. Bio/ Nauki, 1990; 5: 146-149.

Lemaire P, Matthews A, Forlin L, Livingstone DR. Stimulation of oxyradical of production
of hepatic microsomes of flounder (Platichthys flesus) and perch (Perca fluviatilis) by model
and pollutant xenobiotics. Arch Environ Contam Toxicol, 1994:26:191-200.

Delebar J, Nicole A, D*auriol L, Jacop Y, Meunier-Rotial M, Galibert F, Sinet P, Jerome
H. Cloning and sequencing of a rat CnZn superoxide dismutase ¢DNA. Eur J Biochem, 1987,
166: 181-187.

Malins DC, Ostrander GK. Molecular, Biochemical and Cellular. In: George GS Ed. Aguatic
Toxicology, Florida: CRC Press, 1994: 37-85.

Clark AG. The comparative enzymology of the glutathione-S-transferases from non-vertebrate
organisms. Comp Biochem Physiol, 1989; 3: 419-446.

Hussey AJ, Hayes JD. Human mii-class glutathione-S-transferases present in liver, skeletal
muscle and testicular tissue. Biochim Biophys Acta, 1993; 1203: 131-141.

Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D. The Metabolic and Molecular Bases of Inherited
Disease. Inc New York: McGraw Hill Press, 1995: 4-45

Stohs SJ, Al-Turk WA, Heinicke RJ. Glutathione-S-transferase activity in liver, lung and
intestinal mucose of aging female mice. Gen Pharmacol, 1982; 13: 519-522.

165



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

89,

90,

91.

Kelley MK, Engqvist-goldstein A, Montal JA, Wheatley JB, Schmidt DE, Kauvar LM.
Variability of glutathione-S-transferase isoenzyme patterns in matched normat and cancer
human breast tissue. J Biochem, 1994; 304: 843-848.

Brittain T, Tottle B. Glutathione in the red blood cells of embriyonic mice. Comp Biochem
Physiol, 1986; 83: 843-846.

J1 LL, Katz A, Fu R, Griffiths M, Spencer M. Blood glutathione status during exercise: effect
of carbonhydrate supplementation. J App! Physiol, 1993; 74: 788-792.

Stohs SJ, Lawson T, Al-Turk WA, Changes in glutathione and glutathione metabolizing
enzymes in erythrocytes and lymphocytes of mice as a function of age. Gen Pharmacol, 1984;
15: 267-270.

Perry RR, Mazetta J, Levin M, Barranco SC. Glutathione levels and variability in breast
tumors and normal tissue. Cancer, 1993; 72: 783-787.

Murray KM, Granner DK, Mayes PA, Rodwel VW. Harper’s Biochemistry. 24" Ed.,
Stamford: Appleton and Lange Company, 1996: 176-779.

Pretsch W, Merkle S, Favor J, Werner T. A mutation affecting the lactate dehydrogenase
locus Ldh-1 in the mouse. II. mechanism of the LDH-A deficiency associated with hemolytic
anemia.Genetics, 1993; 135: 161-170.

Alberts B, Bray D, Lewis J, Raff M, Roberts K, Whatson DJ. Moleculiar Biology of The
Cell. 30" Ed., New York: Garland Publish, 1994: 1266-1290.

Safe SH. Veterinary physiology and pharmagology. Environ Health Perspect, 1995;103: 346-
351

Sote AM, Chung KL, Sonnenschein C. The pesticide endosulfan, toxaphene, and dieldrin have
estrogenic effects on human estrogen-sensitive cells. Environ Health Perspect, 1994; 102: 380-
383.

Mussalo- Rauhamaa H, Hasanen E, Pyysalo H, Antervo K, Kauppila R, Pantzar P,
Occurrence of beta-hexachlorocyclohexane in breast cancer patients. Cancer, 1990; 66: 2124~
2128.

Westin JB, Richter E. The israeli breast-cancer anomaly. Ann N Y Acad Sci, 1996; 609: 269-
279.

Foster HL,, Small JD, Fox JG. The Mouse in Biomedical Research. London: Academic Press
Inc., 1982: 294- 325.

166



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104,

105.

Schalm OW. Vetenary Hematoloji. 2 Ed.,Philadelphia: Lea and Febiger Company, 1965: 396-
398.

Bancroft JD, Stevens A. Theory and Pratice of Histological Techniques. Edinburg:
Churchill Livingstone, 1977: 1-15.

Kaya M. Elektron mikroskobi teknikleri. C. U Tip Fak Der, 1984; 11-17.
Tanyer G. Hematoloji ve Laboratuvar. Ankara: Ayyildiz matbaa, 1985: 109-148.

Hutton J. Genetic regulation of glucose-6-phosphate dehydrogenase activity in the inbred
mouse. Biochem Genet, 1971; 5: 315-331.

Beutler E. Red Cell Metabolism. 2*. Ed., Grune and Stratton Company, New York,
1975: 261-265.

Fridovich I Superoxide Radical: An endogenous toxicant. Ann Rev Pharmacol Toxicol, 1983,
23: 239-257.

Manrervik B, Guthenberg C. Glutathione-S-transferase (human placenta). Meth Enzymol,
1981; 77: 231-235.

Okawa H, Ohishi N, Tagi K. Assay for lipid peroxides in animal tissues by thiobarbituric acid
reaction. Anal Biochem, 1979; 95: 351-358.

Fukuda H, Iritoni N. Diurnal variations of lipogenic enzyme mRNA quantities in rat liver.
Biochim Biophys Acta, 1991; 1086: 261-264.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with the folin
phenol reagent. J Biol Chem, 1951; 193: 265- 275.

Kansu A. Bécek Oldiiriicii llaglarin Insanlara Etkileri. Ankara: San Matbaasi, 1971.

Lemaire P, Matthews A, Forlin L, Livingstone DR. Stimulation of oxyradical production of
hepatic microsomes of flounder (platichys flesus) and perch (perca fluviatilis) by model and
pollutant xenobiotics. 4rch Environ Contam Toxicol, 1994; 26: 191- 200.

Singh SK, Pandey RS. Toxicity of endosulfan on kidney of male rats in relation to drug 106.

metabolizing enzymes and microsomal lipid peroxidation. /ndian J Exp Biol, 1989; 27:
725-728.

167



106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

Ladics GS, Smith C, Heaps K, Loveless SE. Evaluation of the humoral immune response of
CD rats following a 2 week exposura to the pesticide carbaryl by the oral, dermal, or inhalation
routes. J Toxicol Environ Health, 1994; 42: 143- 156.

Gilt TS, Pande J, Tewart H. Effects of endosulfan on the blood and organ chemistry of
f reshwater fish. Ecotoxicol Enviromental Saf, 1991; 21:80-91.

Hasegawa R, Cabral R, Hoshiya T, Hakoi K, Ogiso T, Boony Aphiphat P, Shirai T, Iio
N. Carcinogenic potential of some pesticides in a medum-term muiti-organ bioassay in rats.
Int J Cancer, 1993; 54: 489- 493.

Institoris L, Siroki O, Desi I Immunotoxicity study of repeated small doses of dimethoate and
methylparathion administered to rats over three generations. Hum Exp Toxicol, 1995; 14:
879-883.

Gallicchio VS, Casale GP, Wats T. Inhibition of human bone marrow-derived stem cell colony
formation (CFU-E, BFU-E, and CFU-GM) following in vitro exposure to organophosphates.
FExp Hematol, 1987; 15: 1099- 102.

Gupta M, Bagchi G, Bandyopadhyay S, Sasmal D, Chatterjee T, Dey SN. Hematological
changes produced in mice by nuvacron or furadan. Toxicology, 1982; 25: 255- 260.

Lembowicz K, Starska E, Gorski T, Ludwicki JK. The effect of organic chlorine compounds
and their metabolites present in human milk on newborn mice. Toxicol Lett, 1991; 57:
215-226.

Lox CD. Effects of acute pesticide poisoning on blood clotting in the rat. Ecotoxicol Environ
Saf, 1983; 7: 451- 454.

Gromysz-Kalkowska K, Szubartowska E, Kaczanowska E. Peripheral blood in the Japanese
quail (Coturnix coturnicx japonica) in acute poisoning by different insecticides. Comp Biochem
Physiol, 1985; 81: 209-212.

Schimizu Y, Kawarada S, Suzuki M. Interstrain differences in red cell enzyme activities in
mice and rats. Comp Biochem Physiol, 1991; 100: 687-690.

Chasseaud LF. The role of gutathione and glatathione-S-transferases in the metabolism of
chemical carcinogens and other electrofilic agents. Adv Cancer Res, 1979; 29: 175-274.

Dere E, Yanikoghu A. The effect of endosulfan on glycogen levels in liver and in muscle of.
male mice (Swiss Albino). Doga: Turk Biyol Der, 1988; 18: 9.3-100.

168



118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129

130.

Szabo L, Matkovich B, Barabas K, Oroszlan GY. Effects of various thiols on paraquat
toxicity. Comp Biochem Physiol, 1986; 83: 149-153.

Cerutti PA. Oxy-radical and cancer. Lancet, 1994; 344: 862-863.

Blat A, Almar MM, Romero FJ. The effect of two sulphur-containing pesticides, fenitrothion
and endosulfan, on glutathione (GSH) content and on glutathione-S-tranferase and gamma-
gltamyltranspeptidase activities in midgut gland of the American red crayfish Procambarus.
Drug Metabol Drug Interact, 1988; 6: 383-394.

Yadwad VB. Effect of endosulfan on glutathione-S-transferase and glutathione content of the
premoult field crab, Paratelphusa hydrodromus. Bull Environ Contam Toxicol, 1989; 43:
597-602.

Garg A, Kunwar K, Das N, Gupta PK. Endosulfan intoxication: Blood glucose, electrolytes,
Ca levels, ascorbic acid and glutathione in rats.Toxicol Lett, 1980; 5: 119-123.

Costagliola C, Romano L, Sorice P, Di-Benedetto A. Anemia and chronic renal failure: the
possible role of the oxidative state of glutathione. Nephron, 1989; 52: 11-14.

Yiiregir GT, Aksoy K, Arpaci A, Unliikurt I, Tuli A. Studies on red cell glucose-6-
phosphate dehydrogenase: evaluation of referance values. Ann Clin Biochem, 1994; 31: 50-55.

Caneghem PV. Influence of phenythydrazine on the antioxidant system of the erythrocytes and
the liver in mice. Biochem Pharmacol, 1984; 33: 717-720.

Unsal I, Ogiis H. Koyun karacigeri glutatyon-S-transferaz izozimlerinin saflagtiriimast. Tirk
Biyokimya Der, 1991; 16: 11-19.

Sharma R, Ahmad H, Singhal SS, Saxena M, Srivastava SK, Awasthi YC. Comparative
studies on the effect of butylated hydroxyanisole on glutathione and glutathione-S-transferase
in the tissues of male and female CD-1 mice. Comp Biochem Physiol, 1993; 105: 31-37.

Hazelton GA, Lang CA. Glutathione contents of tissues in the aging mouse. J Biochem, 1980;
188: 25-30.

Agrawal D, Khanna RN, Anand M, Gupta GSD, Ray PK. Lindane-induced changes in
glucose and glutathione levels in cats. Toxicol Lett, 1987, 38: 77-82.

Ankrah N, Wei R. Effect of a single subtoxic dose aflatoxin B; (AFB,) on glucose 6-phosphate
dehydrogenase in mouse liver. Biochem Pharmacol, 1987, 36: 1181-1182.

169



131. Inbaraj RM, Haider S. Effect of malathione and endosulfan on brain acetylcholinesterase and
ovarian steroidogenesis of Channa punctatus (Bloch). Ecotoxicol Environ Safety, 1988; 16:
123-128.

132. Makary M, Kim HL, Safe S, Womack J, Ivie GW. Constitutive and aroclor 1254-induced
hepatic glutathione-S-transferase, peroxidase and reductase activities in genetically inbred
mice. Comp Biochem Physiol, 1988; 91: 425-429.

170



OZGECMIS

1967 yilinda Adana’da dogdum. IIk, orta ve lise 6grenimi Adana'da tamamladim.
1989 yiinda Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimi'nden "Biyolog"
invamyla mezum oldum.

1992 wiinda Cukurova Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisi, Biyokimya
Anabilim Dal'nda Prof. Dr. Giines T.YUREGIR damsmanhginda basladigim "Anestezik
Maddelerin Fare Eritrosit ve Karaciger G6PDH Enzim Aktivitesine Etkisi" konulu
yitksek lisans ¢aligmami 1994 yilinda tamamladim. Aym yi Cukurova Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitisii, Biyokimya Anabilim Dal'nda Prof Dr. Giines T.YUREGIR
damsmanhginda doktora 6grenimine bagladim. 1992 yihndan beri Cukurova Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Anabilim Dali'nda aragtirma gorevlisi olarak gorev
yapmaktayim. Evliyim.

Kgmrm
?3 Kﬁiﬂl N
171



