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OZET

POLIKLORLU BIFENILLER VE VITAMIN E’NIN TM3 LEYDIiG
HUCRELERI UZERINE ETKILERI

Bu ¢alismada poliklorlu bifenillerin TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki sitotoksititesinin
ve bir antioksidan olan Vitamin E’nin bu hasardan hiicreyi koruyucu etkisinin hiicre
canliligi, lipid peroksidasyonu, hidroksil radikali, antioksidan enzimler (sliperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz) ve steroidogenik
enzimlerdeki (3B-Hidroksisteroid dehidrogenaz ve 17B-Hidroksisteroid dehidrogenaz)
oksidatif hasar belirlenerek arastirilmasi amaglanmistir.

Poliklorlu bifeniller 1930’lu yillarda endiistriyel kullanim amaciyla iiretilmeye
baslanan, bir fenil molekiiliine degisik sayidaki (1 ile 10 arasinda) klor iyonlarinin farkl
konfigiirasyonlarda (orto, meta, para) baglanmasiyla meydana gelen aromatik klorlu
bilesiklerdir. Lipofilik 6zellikleri ve kimyasal kararliliklar1 nedeniyle besin zincirinde
birikerek cevresel kontaminasyona neden olduklari ve insan sagligini tehdit etmeye
basladiklar1 anlasildiktan sonra f{iretimleri diinyanin bircok iilkesinde yasaklanmus,
bazilarinda da kullanimi smirlandirilmistir. Ancak, birgok iilkede poliklorlu bifenil
iceren endiistriyel techizat ve sanayi tirlinleri hala kullanilmaktadir.

Poliklorlu bifenillerin sebep oldugu serbest radikallerin canliya verdigi her tiirlii zararda
esas oldugu tespit edilmistir. Bu zarardan korunabilmesi igin yeterli miktarda
antioksidan bu maddelere maruz kalan canlilar tarafindan tiiketildiginde zararin aza
indirilmesi saglanabilmektedir. Bu nedenle serbest radikal reaksiyonlarinin olusmasin
onleyen bir zincir kiran antioksidan olan Vitamin E hiicreyi oksidatif hasardan
korumaktadir.

Leydig hiicreleri 6, 12 ve 24 saat siireyle bazal ve LH uyarimhi kosullarda farkli
dozlarda (10™*® M’dan 10° M’a) PCB’ye (Aroclor 1242 ve Aroclor 1260) ve bu dozlara
ilave olarak antioksidant olarak vitamin E (50uM)’ye maruz birakilmistir. Uygulamalar
sonunda Leydig hiicrelerinde steroidogenic enzimler (33-HSD ve 17p-HSD), lipid
peroksidasyonu, hidroksil radikali ve enzimatik antioksidanlar (SOD, CAT, GPx ve
GST) olgiilmiistiir. Sonuglar steroidogenic enzimler ve enzimatik antioksidanlarin doz
ve zamana bagl olarak azaldigini, lipid peroksidasyonu ve hidroksil radicalinin ise doz
ve zamana bagli olarak arttigin1 gostermistir. Bu bulgular PCB’lerin Leydig
hiicrelerinde testosteron biyosentezini steroidogenik enzimleri ve antioksidan enzimleri
inhibe ederek dogrudan etkiledigini ve hiicrede hidroksil radikali ve lipid peroksidasyon
miktarin arttirarak oksidatif hasari tesvik ettigini gostermektedir. Ayrica vitamin E’nin
Aroclor 1242 (A1242) ve Aroclor 1260 (A1260)’la olusturulan toksisiteye karsi
tyilestirici etkisi oldugu ortaya konulmustur.



SUMMARY

EFFECTS OF POLYCHLORINATED BIPHENYLS AND VITAMINE E IN TM3
LEYDIG CELLS

In this study, polychlorinated biphenyls-induced cytotoxicity and the protective effect of
Vitamine E which is an antioxidant supplementation from this damage on TM3 Leydig
cells were purposed to research by determination of cell viability, lipid peroxidation,
hydroxyl radical, oxidatif damage of antioxidant enzymes (superoxide dismutase,
catalase, glutathione peroxidase, glutathione S-transferase) and steroidogenic enzymes
(3B-hydroxysteroid dehydrogenase and 17p-hydroxysteroid dehydrogenase).

Polychlorinated biphenyls are aromatic chlorinated compounds, which were begun to be
manufactured in 1930s for industrial purposes, are formed as a result of chlorine ions in
different numbers (ranging between 1 and 10) attached to a phenyl molecule at different
configurations (ortho-, meta, para). Their production have been prohibited completely in
many countries and also, its use has been restricted in some countries across the world
after it was found that they cause environmental contamination when they are deposited
in food chain due to their lipophilic features and chemical stability and they began to
threaten human health. However, industrial equipment and industrial products
containing polychlorinated biphenyl are still in the use in many countries.

It was determined that free radicals caused by polychlorinated biphenyls are essential in
every type of damage in an organism. Such damage in an organism, which has been
made expose to these matters, may be minimized if the organism eats an antioxidant
matter in sufficient amount to protect itself against this damage. Therefore, Vitamin E,
which is a chain breaking antioxidant to prevent radical reactions from occurring,
protects the cell against oxidative damages.

Leydig cells were made expose to PCB (Aroclor 1242 and Aroclor 1260) for 6, 12 and
24 hours under basal and LH-stimulated conditions at different doses (ranging between
10™*® M and 10°® M) and, in addition to these doses, to vitamin E (50uM) as antioxidant.
After these applications, steroidogenic enzymes (3p-HSD and 17p-HSD), lipid
peroxidation, hydroxyl radical and enzymatic antioxidants (SOD, CAT, GPx and GST)
in Leydig cells were measured. The results indicated that steroidogenic enzymes and
enzymatic antioxidants decreased depending on dose and time while lipid peroxidation
and hydroxyl radical increased depending on dose and time. These findings indicate that
PCBs directly affect testosterone biosynthesis in Leydig cells by inhibiting
steroidogenic enzymes and antioxidant enzymes and encourage oxidative damage by
increasing hydroxyl radical and lipid peroxidation amount. Furthermore, it was
evidenced that vitamin E has a healing effect on toxicity caused by Aroclor 1242
(A1242) and Aroclor 1260 (A1260).

Xi



1. GIRIS

Poliklorlu bifeniller (PCB) sentetik klorlu organik bilesikler smifina aittirler. Bu
bilesikler devamli ¢evresel kirletici ve potansiyel olarak iiremeyle alakali toksik
maddedir (Lloyd ve dig., 1976). Ilk defa 1881 yilinda sentezlenen poliklorlu bifeniller
1930’1u yillarda endiistriyel amach iiretilmeye baslanmistir (Hutzinger ve dig., 1974;
De Voogt ve Brinkman, 1989; Jones ve dig. 1992; ATSDR, 1997; Hansen, 1999).
Aroklor 1242 ve Aroklor 1260 endiistriyel amagcla iiretilen ticari PCB karigimlaridir
(Quensen 11 ve dig., 1990; Hansen, 1999). Aroklor 1242 % 42 oraninda klor igerirken,
Aroklor 1260 % 60 oraninda klor igerir (Quensen Il ve dig., 1990; Hansen, 1999;
ATSDR, 2000). Bu yagda ¢oziinebilen bilesikler kimyasal ve fiziksel yap1 bakimidan
oldukga stabildirler ve besin zincirinde birikebilirler (Kimbrough, 1995).

PCB’lerin immiin sistemi baskilayici, endokrin bozucu (Apostoli ve dig., 2003),
norotoksik (Rogan ve Gladen, 1992), kanserojenik (Oakley ve dig., 1996), teratojenik
etkilerinin (Ahlborg ve dig., 1994) oldugu ve davranis bozukluguna sebep oldugu
(Shain ve dig., 1986) saptanmistir. PCB’lerin endokrin bozucu etkileri ise erkek iireme
sistemini  etkileyerek {ireme kapasitesinin diismesine, testikular spermatozoa
konsantrasyonunun azalmasina, testisin ve yardimci lireme organlarimin agirliginin
azalmasina, Leydig hiicrelerinde testosteron sentezinin ve steroidogenik enzimlerin
aktivitelerinin azalmasina neden olmaktadir (Sridhar ve dig., 2004; Murugesan ve dig.,
2005a, b; Murugesan ve dig., 2007a; Murugesan ve dig., 2008). PCB, testiste spermin
olusturulmas1 ve iiremenin basaristyla direkt iligkisi olan ve testosteron iiretiminden
sorumlu Leydig hiicresi lizerine etkileri ile ilgili bugiine kadar yapilmig in vitro
caligmalar ¢ok azdir (Johansson, 1989; Kovacevic ve dig., 1995; Andric ve dig., 2000a,
b; Murugesan ve dig., 2007b; Murugesan ve dig., 2008). Aroklor adi altinda piyasaya
sunulan poliklorlu bifenillerden igerdigi klor orani bakimindan farkli biyolojik
aktiviteye sahip oldugu disiiniilen Aroklor 1242 ile testiste yapilmis in vivo birkag
calisma bulunmasina ragmen (Kim ve dig., 2001; Ahmad ve dig., 2003), Aroklor 1260
ile testiste yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir. Aroklor 1242 ve Aroklor 1260 ile testis



Leydig hiicreleri iizerine yapilmis tek tek veya karsilastirmali in vitro galisma
bulunmamaktadir ve bu ¢alisma ile Leydig hiicrelerindeki etkileri in vitro olarak ilk defa

arastirilmistir.

Serbest radikallerin yarattig1 oksidatif stresin dnlenmesi ve etkisinin en aza indirilmesi
icin yeterli miktarda antioksidan tiiketilmelidir (Coskun, 2005). Vitamin E insan ve
hayvanlarin ¢ogalmasi i¢in gerekli bir diyet faktérii ve tiim memeliler i¢in bir
antioksidandir (Murugesan ve dig.,2007b). /n vivo ve in vitro ¢alismalar gostermistir ki
serbest radikal reaksiyonlarinin olusmasini 6nleyen bir zincir kiran antioksidan olan
Vitamin E Leydig hiicrelerinde oksidant indiikleyen lipit peroksidasyonunu onleyerek
hiicreyi oksidatif hasardan korumaktadir ve hiicrelerin testosteron iiretme yetenegi
tizerine anlaml koruyucu etkisi vardir (Senthil kumar ve dig., 2004; Murugesan ve dig.,

2007b, Murugesan ve dig., 2008).

Bu c¢alismada, poliklorlu bifeniller ve vitamin E’nin TM3 Leydig hiicreleri {izerine
etkileri incelenmistir. Tezin “Genel Kisimlar” boliimiinde Leydig hiicreleri, poliklorlu

bifeniller, oksidatif hasar ve vitamin E ayrintili olarak anlatilmistir.

Tezin “Malzeme ve YoOntem” boliimiinde laboratuvarda uygulanan islemler ayrintili
sekilde anlatilmistir. Yapilan bu islemler sonucunda elde edilen veriler tezin “Bulgular”

boliimde belirtilmistir.

Tezin “Tartisma ve Sonug” boliimiinde ise, elde edilen veriler degerlendirilmis ve bu

veriler mevcut literatiir bilgisi ile yorumlanarak sonuca varilmigtir.

Bu ¢alisma, iki poliklorlu bifenil olan Aroklor 1242 ve Aroklor 1260°1n tek baslarina ve
vitamin E ile birlikte testis TM3 Leydig hiicreleri iizerine etkileri hiicre canliliginin,
lipid peroksidasyonunun, reaktif oksijen tiirii olarak hidroksil radikalinin, enzimatik
antioksidanlarin ve steroidogenik enzimlerin saptanarak oksidatif hasarin ve bu olusan

hasara kars1 vitamin E’nin koruyucu roliiniin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla yapilmstir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. TESTIiSIN GENEL YAPISI

Memelilerde esey organlar1 olan testisler, seminifer tiibiiller ve interstisiyal alandan
meydana gelmektedir. Seminifer tiibiillerde ¢esitli evrelerdeki germ hiicreleri ve Sertoli
hiicreleri bulunurken, interstisiyal alanda Leydig hiicreleri, kan damarlar1 ve lenfatik
damarlar bulunmaktadir. Seminifer tiibiiller, sperm {iretimi ve spermlerin bosaltict
kanallara tasinmasindan sorumluyken, interstisiyal alanda bulunan Leydig hiicreleri
tireme hormonlariin {retiminden sorumludur (Abrahamsohn ve dig., 2003;
Kierszenbaum, 2006).

Seminifer tiibiiller, baslica Sertoli hiicreleri ve onlarin arasinda bulunan spermatogenik
siklusun farkli evrelerindeki farklilasmis germ hiicrelerinden meydana gelmektedir.
Sertoli hiicreleri birbirleriyle ve peritubuler miyoid hiicrelerle, sik1 baglantilar sayesinde
kan-testis bariyerini olustururlar (Denef, 1998; Jegou, 1992). Primer spermatositler,
spermatogenez sirasinda kan-testis bariyerini asarak seminifer tiibiil limenine dogru

ilerlerler (Limoges, 1998).

Interstisiyal alan seminifer tiibiiller arasinda kalan bosluklardir. Bu alanda Leydig
hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar, miyoid hiicreler, lenfositler, plazma hiicreleri,
testikiiler parankima sinirleri, kan ve lenf damarlar1 bulunur. Leydig hiicreleri, testikiiler
androjenlerin  6zellikle testosteronun {iretimi ve salinimindan sorumludur. Bu
hormonlarin salinmasi, ergin erkeklerde sperm iiretimi (spermatogenez) ve ikincil esey

karakterinin slirdiiriilmesi i¢in 6nemlidir (Limoges, 1998).

Testiste hiicrelerarast iletisim, komsu hiicrelerin ya ekstraseliiler alana saldiklar
parakrin faktorlerle ya da hiicrelerarasi baglantilar yoluyla oldugu bilinmektedir (Perez

Armendariz ve dig., 1994; Saez, 1994; Varanda ve De Carvalho, 1994; Peluso ve dig.,



1996). Hiicrelerarasi iletisim; steriodogenez, spermatogenez ve sperm maturasyonu i¢in

onemli bir 6n kosuldur (Miller ve dig., 1983; Saez, 1994).

2.2. LEYDIG HUCRESI

Leydig hiicresi diger bir adiyla interstisiyal hiicre ilk defa Franz Leydig tarafindan 1850
yilinda tanimlanmistir. Kesfedildikten yaklasik 50 yil sonrasina kadar fonksiyonu
bilinmemesine ragmen, Bouin ve Ancel tarafindan 1903 yilinda erkege 6zgii 6zellikleri
veren faktorlerin Leydig hiicresinden kokenlendigi, ayrica sperm fiiretimi ve sekonder
esey karaterlerinin olusumunu tesvik ettigi ortaya konulmustur (Bremner 1981;
Christensen, 2007).

Leydig hiicresinin bir hormonu olan testosteron 1935 yilinda izole edilmistir. 1960’larin
sonu ve 1970’lerin basinda, hipotalamus-hipofiz-testis eksenindeki baslica hormonal
etkilesimler ve Leydig hiicrelerinde stereoidlerin temel biyosentez ve metabolik yollar

aci8a ¢ikarilmistir (Saez, 1994).

Testiste androjen iiretiminin biiyiik kismi1 Leydig hiicrelerinde yapilmaktadir. Testiste
en cok salinan androjen testosterondur (Hall, 1994). Testosteron, Leydig hiicrelerinin
sitoplazmalarinda bulunan lipit damlaciklarindaki kolesterolden sentezlenir ve bu olaya
steroidogenez denir. Leydig hiicrelerinde steroidogenez; Luteinizan hormonun (LH)
reseptoriine baglanarak, adenozin trifosfat (ATP)’tan cAMP sentezini uyarmasi ile
baslar. Kolesteroliin, sitoplazmadan mitokondriye tasinmasinda gerekli olan Protein
Kinaz A (PKA)’y1 cAMP aktiflestirir (Haider, 2004). Kolesteroliin mitokondirinin dig
zarindan i¢ zarinda, P450scc enzim sisteminin bulundugu yere tasinmasinda iki tastyict
protein vardir: 1- Steroidogenik Akut Diizenleyici Protein (StAR), 2- Periferal-Tip
Benzodiazepine Reseptor (PBR) (Stocco ve Clark, 1996). P450scc kolesterolii
pregnenolona ¢evirir ve pregnenolon hemen testosteronun sentezinin meydana gelecegi
diiz yiizli endoplazmik retikuluma (DER) tasinir. DER pregnenolonun testosterona
cevrilmesinde gerekli olan bir¢ok hidroksisteroid dehidrogenaz (HSD) enzimlerini igerir
(Haider, 2004). HSD, Leydig hiicrelerinde steroidogenez icin gerekli olan
enzimlerdendir (Habert ve dig., 2001) ve o6zellikle 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz ve



17B-hidroksisteroid dehidrogenaz testosteron iiretiminde gerekli olan anahtar enzimdir
(Haider ve dig., 1986) (Sekil 2.2.1).

Testisten salinan diger iki androjen; androstenedion ve dihidroepiandrosteron olup bu
iki hormon testosteron ile karsilagtirildiginda daha az derecede androjeniteye sahiptir
(Hall, 1994). Androjenlerin {iiretiminin disinda Leydig hiicreleri testosteronu, Sa-
dihidrotestosterona (50-DHT) ve disi esey hormonu olan dstradiole cevirebilir (Hall,

1994).

/
y Kolesterol
Esterleri

StAR,PBR
]

V Kolesterol

MITOKONDRI

Testosteron DUZ YUZLU
ENDOPLAZMIK
RETIKULUM

Testosteron

Sekil 2.2.1. Leydig hiicrelerinde steroidogenez. LH, Luteinizan Hormon; P450scc, P450 yan
zincir kiran enzim sistemi; StAR, Steroidogenik Akut Diizenleyici Protein; PBR, Periferal-Tip
Benzodiazepine Reseptor; 3p-HSD, 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz; 17p-HSD, 17p-
hidroksisteroid dehidrogenaz (Rommerts, 2004).



2.3. POLIKLORLU BIiFENILLER (PCB)

Poliklorlu bifeniller (PCB) 1930’Iu yillardan 1970’li yillarin ortalarina kadar yaygin
olarak kullanilan endiistriyel bilesiklerdir (ATSDR, 1997; De Voogt ve Brinkman,
1989; Hutzinger ve dig., 1974; Hansen, 1999). Kimyasal ve fiziksel olarak stabil
olmalari, yaniciliklarinin ve elektrik iletkenliklerinin diisiik olmasi istenen 6zellikleridir
(WHO, 1993; Hansen, 1999). Bu o&zellikleri nedeniyle en ¢ok kapali sistem olarak
tasarlanmis kapasitorlerde ve trafolarda, akiskan olarak hidrolik pompa ve vakum
pompalarinda, mobilyalar, i¢ dekorasyon ve bina insaatlarinda, plastiklestirici olarak
boyalar ve matbaa miirekkebinde, pestisit katkisi, yapistiricilar, astarlar, kesme yaglar,
hidrolik yaglar, immersiyon yaglari, karbonsuz kopya kagidi ve elektrik izolasyon
stvilarinin yapiminda yanmay1 ve enerji kaybim1 dnlemek amaciyla kullanilir (WHO,
1993; Safe, 1994; Eisler ve Belisle, 1996; De Vos ve dig., 2003; Seyran ve Erisir,
2008).

Poliklorlu bifeniller, bilinen tiim kimyasal maddeler arasinda dogada en kalici
olanlandir. Lipofilik 6zellikleri ve kimyasal kararliliklari nedeniyle besin zincirinde
birikerek ¢evresel kontaminasyona neden olduklar1 ve insan sagligini tehdit ettikleri
anlasilmistir (Lilienthal ve dig., 2000). 1960’1 yillarin sonunda poliklorlu bifenillerin
yaygin olarak ¢evresel kontaminasyona sebep olduklar1 bulunmasina ragmen, Amerika,
Japonya ve Bati1 Avrupa’da 1970’1 yillarin sonlarina kadar ve diger bazi lilkelerde ise
1990 yilina kadar iiretilmeye devam edilmistir (Hansen, 1999). Poliklorlu bifenil igeren
endiistriyel techizat ve sanayi tirlinleri hala kullanilmaktadir (Carpenter, 1998; Hansen,
1999; Sandal ve dig., 2008). Birgok iilke poliklorlu bifenil karisimlari iiretmesine
ragmen, en ¢ok bilinenleri Aroclor (Amerika), Kanechlor (Japonya) ve Clophen

(Almanya) dir (Hansen, 1999). Bu iiriinlerden bazilar1 tablo 2.3.1 de listelenmistir.

Genellikle poliklorlu bifeniller klorlanma yiizdelerine gore piyasaya siiriilmektedir. Bu
maddelerde poliklorlu bifenil bilesikleri belli oranda bir karisim halinde bulunmaktadir.
Bu karigimlardan bilinenlerden biri Monsanto sirketinin iirettigi Aroklor serileridir. Bu
serilerde dort rakamli bir kod kullanilmaktadir. Bu kodlarda bastaki iki rakam karbon
atom sayisini, son iki rakam ise karigimdaki klorlanma yiizdesini ifade eder. Aroklor

1242 ve Aroklor 1260°taki bastaki 12 rakami karisimin 12 karbonlu bifenil halkasindan



olustugunu gostermektedir ve sondaki 42 ve 60 karigimlarda %42 ve %60 oraninda klor
bulundugunu gostermektedir (Carpenter, 1998). Daha sonra, Uluslararasi Temel ve
Uygulamali Kimya Birligi (International Union of Pure and Applied Chemistry veya
IUPAC) tarafindan non-orto, mono-orto ve di-orto yapilarina gore bir numaralandirma
sistemi gelistirilmistir (Skerfving ve dig., 1994). Aroklor serilerinde hangi PCB’nin ne

oranda bulundugu tezin ekler boliimiinde tablo 7.1°de listelenmistir.

Tablo 2.3.1: Baz ticari PCB karisimlarinin 6zellikleri (Hansen, 1999).

Aroclor Clophen Kanechlor Kilor (%) Klor (Avg. no) Molekiiler Agirhg:

1221 21 1.15 194
1232 200 32 2 223
1016 40 3 257
1242 A30 300 42 3 257.5
1248 A40 400 48 4 292
1254 A50 500 54 5 326
1260 A60 600 60 6.3 366
1262 62 6.8 388
1268 68 8.7 453.5

2.3.1. Genel Ozellikleri

Poliklorlu bifeniller, bir fenil molekiiliine degisik sayidaki (1 ile 10 arasinda) klor
iyonlarinin farkli konfigiirasyonlarda (orto, meta ve para) baglanmasiyla meydana gelen
aromatik bilesiklerdir (Sekil 2.3.1.1) (Carpenter, 1998; Hansen, 1999; Apostoli ve dig.,
2003). Klor iyonlarinin baglanma yeri ve sayilar1 nedeniyle, teorik olarak 209 farkl
poliklorlu bifenil bileseni tiretilebilir (Safe, 1994; Hansen, 1999). Poliklorlu bifenillerin
kimyasal formiilii CioH(10-nCly olarak yazilabilir. Poliklorlu bifenillerin bu farkli
olusturulan bilesiklerine konjener denir ve yapilarindaki klor atomu sayisina gore
homolog adi verilerek gruplandirilir. Tablo 2.3.1.1 de poliklorlu bifenil homolog
gruplart ve onlarin karakteristik 6zellikleri verilmektedir (Ballschmiter ve dig., 1992;
Hansen, 1999).
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Sekil 2.3.1.1: Poliklorlu bifenillerin genel yapisi ve klor baglanma pozisyonlar1 (Hansen, 1999).

Tablo 2.3.1.1: Poliklorlu bifenil homolog gruplarinin 6zellikleri (Ballschmiter ve dig., 1992).

0 154.2 0 1
1 188.7 10 3
2 223.1 32 12
3 257.6 41 24
4 292.0 49 42
5 326.4 54 46
6 360.9 59 42
7 395.3 63 24
8 429.8 66 12
9 464.2 69 3
10 498.7 71 1

Poliklorlu bifenillerin sudaki ¢oziiniirliikleri azdir, yag ve organik c¢oziiciilerde
¢Oziiniirler, 1s1ya son derece dayaniklidirlar ve buhar basinglar1 diisiiktiir (Sawyer ve
dig., 1994; Hansen, 1999; Gouin ve dig., 2002; Yeo ve dig., 2004). Oksidasyon, asit,
baz ve diger kimyasal bilesiklere dayanikli bilesiklerdir (WHO, 1993). Elektrigi ¢ok iyi
yalitirlar ve kimyasal olarak son derece inerttirler (WHO,1993; Hansen, 1999). Cesitli

Aroklor karigimlarinin bazi fiziksel 6zellikleri tablo 2.3.1.2.de verilmistir.




Tablo 2.3.1.2: Baz1 Aroklor karisimlarinin fiziksel 6zellikleri (Hutzinger ve dig., 1974)

Suda
Yogunluk Akiskanhk Buharlasma
Aroklor  Hal cozuniirlugii
(20°C) (99°C) (6 saat 100°C)
(ng/L 25°C)

1221 Yag 1.18 30-31 % 1-1.5
1232 Yag 1.27 31-32 % 1-1.5
1016 Yag 1.37 420
1242 Yag 1.38 34-35 % 0-0.4 240
1248 Yag 1.44 36-37 % 0-0.3 52
1254 | Viskoz 1.54 44-48 % 0-0.2 12
1260 | Recine 1.62 72-78 % 0-0.1 3

2.3.2. PCPB’lerin Etkileri

Poliklorlu bifeniller besin zincirine girerek, insanlar da dahil olmak {izere yeryiiziindeki
her canliya tasinabilmektedir (Carpenter ve dig., 1998). 1968 yilinda Japonya’da ve
1978 yilinda Tayland’da meydana gelen zchirlenme vakalarindan sonra poliklorlu
bifenillerin ¢evrede ve insandaki dagilimi, birikimi ve toksik etkileri arastirilmaya
baglanmistir (Carpenter, 1998; Hsu ve dig., 1985). Canlilar PCB’lere solunum yoluyla,
kontamine olmus sular ve besinlerin viicuda alinmasiyla, mesleki olarak ve uzun siire
kontamine olmus suda yiiziilmesiyle maruz kalirlar (Carpenter, 1998; Seyran ve Erisir,
2008).

Cevrede ¢ok kalict olan PCB’ler yiiksek toksisiteye sahiptirler. Diisiik yogunluklarda
bile hayvanlarda endokrin bozucu o6zellik gosterebilmektedirler (Apostoli ve dig.,
2003). Ayrica, immiin sistemi baskilayici, norotoksik (Rogan ve Gladen, 1992),
kanserojenik (Oakley ve dig., 1996), teratojenik etkilerinin (Ahlborg ve dig., 1994)
oldugu ve davranis bozukluguna sebep oldugu (Shain ve dig., 1986) saptanmistir. Bu
maddelerin endokrin bozucu olmasi, erkek {iireme sitemini etkileyerek {ireme
kapasitesinin diismesi, testikular spermatozoa konsantrasyonunun azalmasi, testisin ve

yardimc1 lireme organlarinin agirliginin azalmasina, Leydig hiicrelerinde testosteron
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sentezinin ve steroidogenik enzimlerin aktivitelerinin azalmasina neden olmaktadir
(Sridhar ve dig., 2004; Murugesan ve dig., 2005a; Murugesan ve dig., 2005b;
Murugesan ve dig., 2008).

Poliklorlu bifenillerde, bifenil halkasi tizerinde bulunan klor iyonu sayis1 bu maddelerin
biyolojik etki derecelerini belirler. Bu nedenle, farkli Aroklor karigimlart birbirinden
farkli biyolojik aktivite gosterebilmektedir (Carpenter, 1998; Seyran ve Erisir, 2008).
Diisiik sayida klor atomu bulunduran poliklorlu bifeniller 6strojenik aktivite gosterirken
(Arcaro ve Gierthy, 2001), yiiksek sayida klor atomu bulunduranlar anti-Gstrojenik
aktivite gosterir (Safe, 2002). Ostrojenik ve antidstrojenik PCB konjenerleri ve/ya da
konjenerlerin metabolitleri 6strojen reseptoriine (Connor ve dig., 1997; Machala ve dig.,
2004; Pillon ve dig., 2005; Yoon ve dig., 2001, Petit ve dig., 1997; Layton ve dig.,
2002) ve steroid baglayict globuline (Kato ve dig., 1982) dogrudan baglanabilir.
PCB’lerdeki bifenil halkasinin ikinci ve altinca pozisyonlarma klor atomlarinin
baglanmasiyla uzaysal konfigurasyon degismekte ve bilesigin aldig1 sekil non-planar
(diizeysel olmayan) olarak adlandirilmaktadir (Carpenter, 1998). Bu non-planar
yapidaki bilesenlerin 178 0Ostrodiole benzedigi ve bu nedenle Ostrojenik aktivite
gosterdikleri ileri stirlilmistiir (Fischer ve dig., 1998). PCB’ler Ostrojenik etkileriyle
meme kanseri hiicre soyunda genin promotdr bdlgesine Ostrojen reseptoriiniin
baglanmasini ve gen anlatimini tegvik eder, ayn1 zamanda hiicre biiylimesini diizenler
(Nesaretnam ve dig., 1996). PCB’ler ayn1 zamanda disi gonatta 4strodioliin saliniminin

arttirilmasinda rol alabilir (Ptak ve dig., 2005).

Yapisal olarak dioksine (TCDD) benzeyen PCB’ler planar (diizeysel) bir yapiya
sahiptirler ve etkilerini sitoplazmik Aril Hidrokarbon (AH) reseptoriine baglanarak
gosterirler (Safe ve Wormke, 2003; Machala ve dig., 2004; Hirabayashi ve Inoue,
2009). AH reseptorii agonisti bilesiklerin meme kanseri hiicrelerinde sitokrom P450
1A1 (CYPIA1l) ve 1B1 (CYPIBI1)’i tesvik ettikleri ve bu yolla Ostrojen yikimin
arttirarak hiicre i¢i hormon seviyesini azaltarak anti-Ostrojenik etkiye yol actiklar

gosterilmistir (Spink ve dig., 1990).

Ozellikle son 50 yilda erkek iireme sisteminin baslica sorunu olan sperm sayismin

giderek azalmasi ve bununda kaynagmin ¢evresel olabilecegi fikri one siiriilmektedir
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(Sharpe ve Shakkebaek, 1993). Gelisme donemindeki erkeklerde PCB’ye maruz
birakilmast kriptorsizm, testis kanseri ve kisirlik gibi patolojik durumlara neden
olmaktadir (Schrader ve Cooke, 2003). PCB konjenerlerine dogum sonrasinda maruz
birakilan siganlarda diisiik ciftlesme sikligi, farelerde azalmis testis spermatozoa
konsantrasyonu gibi durumlar bulunmustur. PCB’ler gonadal steroidogenezi (Grabic ve
dig., 2006; Gregoraszczuk ve dig., 2005; Mlynarczuk ve Kotwica, 2005), adrenal
steroidogenezi (Li ve dig., 2004), gonadotropin diizeylerini (Desaulniers ve dig., 1999;

Lorenzen ve dig., 1999) ve gonadal hormonlar1 (Johansson, 1989) degistirebilir.
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2.4. OKSIDATIF HASAR

Di1s yoriingesinde en az bir ¢iftlenmemis elektron iceren, ndtr veya iyonize tiim atom
yada molekiillere “serbest radikal” denir. Cok reaktif olan bu radikaller, organizmada
karsilasabilecekleri; lipit, niikleik asit ve aminoasitlerle etkilesirler ve hiicrede hasara
neden olurlar. Yiiksek karbonlu yag asitleri, radikal reaksiyonlara en fazla girenlerdir
(Dokmeci, 2000). Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak igin hiicreler
bunlar1 notralize eden antioksidanlar iiretmektedir. Serbest radikallerin olusum hiz1 ve
bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmasi
beklenir. Boylece hiicre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu
denge serbest radikaller lehine bozulursa, yani yapimdan daha yavas ndtralize
edilirlerse, hiicrede serbest radikaller artar. Serbest radikallerin hiicrede artis1 ve hiicre
fonksiyonlar1 {izerinde yaptiklar1 olumsuz etkiye (oksidatif hasara) ‘oksidatif stres’
denir. Zararli maddeler olan toksinler, viicuda genellikle solunan hava, tiiketilen
besinler ve su yoluyla alinir. Ayrica viicuttaki bazi normal metabolik siire¢lerin yan

iriinii olarak da toksinler olusabilir (Russell ve dig., 2006) (Sekil 2.4.1).

Kompleks |, I
Akonidaz
Gpx4

WIS

Lipid  Lipid-OOH

H,O,—— OH

O~ 0, =~ H,O

2 SoD
2GSH
NADPH + H# A
[ \TrxR2 Gpx1| -
IDH,,/ \ XR2p | GPXT| Protein-SH
\ / \ / X
TH \ J Trx2 " GSSG | ( Ter2 Trx2

NADP+ | Grx2

\Protein-S-SG /

2H,0

Sekil 2.4.1. Serbest radikallerin olusum mekanizmasi

Lipit peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan ve membranda bulunan
yiiksek karbonlu doymamis yag asitlerinin olusturdugu fosfolipitlerin, serbest oksijen
radikalleri araciligi ile oksitlenip, peroksit tlirevlerine doniismesini igeren ve lipitler

izerinde etkilerinin en iyi tamimlandigi kimyasal bir olaydir (Kayaalp, 1998).
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Superoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil radikali lipit
peroksidasyonunu baslatan radikallerdir. Lipit peroksidasyon reaksiyonlar1 genel olarak
iki ¢esittir. Non-enzimatik lipit peroksidasyonu, herhangi bir radikalin polianstiire yag
asidindeki metilen karbonundan hidrojen atomunun uzaklastirilmasi reaksiyonlarini
kapsar. Enzimatik lipit peroksidasyonu ise, siklooksijenaz ve lipooksijenaz
reaksiyonlart sonucunda olusan hidroperoksid ve endoperoksidler, enzimatik reaksiyon
tirlinleridir. Membranin lipit/protein orani, fosfolipit miktari, yag asitlerinin bilesimi,
yag asitlerinin doymamislik derecesi ve membranin akigskanligi membrandaki lipit
peroksidasyonunu etkileyen faktorlerdendir ve bunun sonucunda, membran transport
sistemleri bozulur, hiicre i¢i ve disi iyon dengeleri bozulur, hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu artar ve buna bagl olarak proteazlar aktive olur, hiicre i¢i organellerde
olusan lipit peroksidasyonu litik enzimlerin salgilanmasina bagli hasarlar gelisir (Inan

ve Giil, 2002).

Serbest radikallerin olusturdugu zararli etkileri onlemek igin hiicre iginde gesitli
antioksidan enzimler ve enzimatik olmayan antioksidan maddeler iiretilir. Bu sisteme
antioksidan savunma sistemi denir. Antioksidan savunma sistemine ait sliperoksit
dismutaz (SOD) enzimi ilk kez 1968 yilinda Fridrovich ve Mccord tarafindan
tanimlanmistir. SOD enzimi siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniiglimiinii katalizler ve bdylece lipit peroksidasyonunu inhibe eder
(Murugesan ve dig., 2008). Diger bir antioksidan enzim olan katalaz enzimi dort adet
hem grubu iceren bir hemoproteindir ve peroksizomlarda bulunur. Katalaz enzimi
hidrojen peroksidi molekiiler oksijen ve suya parcalar (Murugesan ve dig., 2008). Baska
bir antioksidan olan glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi aktif bolgesinde dort selenyum
atomu igeren sitozolik bir enzimdir. Rediikte glutatyon (GSH) varliginda hisrojen
peroksit ve lipit peroksitlerin indirgenmesinde rol oynar (Delibas ve Ozcankaya, 1995;
Simsek, 1999). Bir diger enzim olan glutatyon-S-transferaz (GST) enzimi basta
aragidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak {izere lipit peroksitlerine karsi
selenyum bagimsiz GPx aktivitesi goOstererek bir savunma mekanizmasi olusturur.
Glutatyonda sisteine ait —SH gruplarina baglanarak yabanci maddelerin elekrofilik

bolgelerini notralize ederler ve suda ¢oziinmesini saglarlar (Simsek, 1999).
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2.5. VITAMIN E

Vitaminler, viicutta metabolik olaylarin normal bir sekilde islemesi ve saglikli durumun
siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan organik maddelerdir (Iinan ve Giil, 2002). insanlar dahil
biitlin hayvanlar i¢in temel bir madde olarak kabul edilen, bitkisel kaynakli E vitamini,
tokoferoller ve tokotrienoller (tokoller) olarak bilinen, yagda eriyen bilesigin genel
adidir (McDowell, 1989; Nevberne ve Corner, 1989; Rice ve Kendy, 1988). E vitamin
dogal antioksidan ve kisirligi oOnleyici rolii nedeniyle beslenmede 6nemli bir role
sahiptir (Kessopoulou ve dig., 1995; Chow, 2001). E vitamini ile ilgili alismalar 1920’li
yillarda baslamstir. ilk olarak Evans ve Bishop tarafindan 1922 yilinda kesfedilmistir.
Aktif tokoferoliin izolasyonu, karakterizasyonu ve sentezi 1938 yilinda Karrel ve

digerleri tarafindan gergeklestirilmistir.

Glniimiizde, dogada vitamin E’nin sekiz formu bulunmaktadir. Bunlarin dordi
tokoferol (a, B, y, 8) diger dordii ise tokotrienol (a, B, y, 8) olarak iki gruba ayrilir
(McDowell, 1989; Nevberne ve Corner, 1989; Putnam ve Comben, 1987; Levin ve
Clouatre, 2009). En aktif antioksidant etki gosterenler tokoferoller sirasi ile a, B, y, &
tokoferollerdir (Kosowski ve Clouatre, 2009; Simone ve Palozza, 2009). Kroman (2
metil-6 kroman) tiirevleri olan tokoferoller benzen ile piran halkasindan olusmustur
(Aras ve dig., 1976). 6-kromanol halkas1 ve buna bagh ii¢ii asimetrik, 16 karbonlu bir
isoprenoid yan zincirden olusur (D6ékmeci, 2000). o tokoferoliin molekiiler yapisi sekil

2.5.1°de gosterilmektedir.

o-tokoferol

HO

radikal lipofilik kuyruk
temizlevici

Sekil 2.5.1. Vitamin E’nin molekiiler yapisi.
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Tokoferoller, bitkisel ve hayvansal besinlerde oldukg¢a fazla bulunurlar. Bunlar arasinda
yesil yaprakli sebzeler, yagli tohumlar ve bunlarin yaglari, tahillar, kuru baklagiller, et,

yumurta ve balik sayilabilir (Zielinski, 2009; Harinantenaina, 2009).

Tokoferollerin, biyolojik sistemlerde potansiyel bir antioksidan olarak rol oynadig
bilinir. Tokoferoller bu etkilerini, hiicrelerdeki doymamis yag asitlerinin lipit
peroksidasyonunu Onleyerek ve membranin biitiinliiglinii saglayarak gerceklestirirler
(Siddons ve Mills,1981; Ulrey, 1981; Putnam ve Comben, 1987; Rice ve Kendy, 1988;
McDowell, 1989; Nevberne ve Corner, 1989; Simone ve Palozza, 2009). Oksidasyon
sirasinda olusan serbest radikaller daha sonra peroksidasyon ile mitokondriyal,
mikrozomal ve hiicre membranindaki fosfolipitlerden olan doymamis yag asitlerini
okside eder (Nevberne ve Corner, 1989). Sonuc¢ta bu membranlarin yapisini ve
metabolizmasini bozan peroksit ve hiperoksitler olusur. Tokoferollerin fenol halkasi
tizerindeki hidroksil grubu, bir proton vermek suretiyle peroksit ve hiperoksik
radikallerini doyurur ve bdylece peroksit radikallerinin aktivitelerini azaltir (Rice ve

Kendy, 1988; Nevberne ve Corner, 1989;).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu ¢alismada, Poliklorlu bifeniller (Aroklor 1242 ve Aroklor 1260) ve Vitamin E farkl
siirelerde ve dozlarda TM3 Leydig hiicre soyuna uygulanmistir. Aroklor 1242 (A1242)
ve Aroklor 1260 (A1260)’1n belirlenen bes farkli dozu tek basina ve Vitamin E ile
birlikte bazal ve LH uyarimli kosullarda uygulanarak hiicre canliligi, steroidogenik
enzimler, enzimatik antioksidanlar, lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen tiirleri

spektrofotometrik olarak gosterilmesiyle arastirilmistir.

3. 1. KULLANILAN HUCRE SOYU VE HUCRE KULTURU

Deneylerimizde kullanilan TM3 hiicre soyu 11-13 giinliik farelerin Leydig
hiicrelerinden elde edilmis tiimorik olmayan bir hiicre soyudur. Laboratuvarimiza
ATCC (American Type Culture Collection): The Global Bioresource Center’dan
getirilmis olup in vitro kosullarda haftada iki-li¢ kez diizenli pasajlar1 yapilarak
yetistirilmektedir. Hiicreler % 5 Horse Serum, % 2,5 Fetal Bovine Serum, 2.5 mM L-
Glutamine, 0.5 mM Sodium Pyruvate, 1.2 g/L Sodium Bicarbonate, 15 mM HEPES ve
PSA (Penisilin-Streptomisin-Amfoterin) ilave edilmis 50:50 DMEM/F12 kiiltiir
medyumunda, % 5 CO; ve % 95 hava igeren nemli ortamda, 37°C’de inkiibe edilerek

yetistirilmektedir.

3.2. HUCRELERIN PASAJ ISLEMI

Deneylerimizde kullamilan hiicreler, yetistirildikleri kiiltiir kaplar1 icinde yeterli
yogunluga eristiklerinde haftada iki-iic defa diizenli pasajlar1 yapilmaktadir. Bu amacla,
hiicreler tripsinle 37°C’de 5 dakika muamele edildikten sonra pipetaj yapilarak toplanir
ve santrifij tiipiine aktarilir. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra,
siipernatant atilir. Dipte bulunan hiicre ¢okeltisi lizerine uygun kiiltiir medyumu ilave

edilerek, her deney icin gerekli sayida hiicre kiiltiir kaplarina ekilir.



17

3.3. POLIKLORLU BIFENILLER (A1242 VE A1260) VE VITAMIN E
KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI

Poliklorlu bifenillerin TM3 Leydig hiicre soyu lizerine uygulanan dozlari, canlilarin
poliklorlu bifenillere maruz kaldiklar1 dozlar1 ele alinarak saptanmustir. Aroklor1242
(A1242) ve Aroklor 1260 (A1260) % 0,08 DMSO igeren medyum igerisinde uygun
dozlarda hazirlanmistir. A1242 ve A1260’m belirlenen bes farkli dozu 6M (10° M
A1242 ve A1260), 8M (10° M A1242 ve A1260), 10M (10™° M A1242 ve A1260),
12M (10 M A1242 ve A1260), 16M (10™° M A1242 ve A1260) olusturulmus ve
kontrol gruplarma % 0,08 DMSO igeren medyum verildi (Tablo 3.3.1).

Deneylerde Vitamin E’nin en aktif ve en fazla bulunan formu olan a-tocopherol
kullanilmistir (Kosowski ve Clouatre, 2009; Simone ve Palozza, 2009). Uygulanacak
doz seviyesi in vitro ortamdaki antioksidan doz olan 50uM olarak belirlenmistir (Takacs
ve dig., 2001). Hazirlanan stok soliisyonlar +4°C’de saklanmistir. (Tablo 3.3.1).

Hazirlanan A1242, A1260, A1242 + Vitamin E ve A1260 + Vitamin E soliisyonlar
0.2um milipor filtre ile steril edilerek, hem bazal ve hem de Liiteinizan Hormon (LH)
uyarimi yapildigi kosullarda TM3 Leydig hiicrelerine 6, 12 ve 24 saat uygulanmistir.
LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigr kosullar1 saglayabilmek icin hiicreler deney

sirasinda serum free medyumla inkiibe edildi.
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Tablo 3.3.1. Kontrol, A1242, A1260 ve Vitamin E uygulanan deney gruplari.

Aroklor (1242 ve 1260) Aroklor (1242 ve 1260)+Vitamin E
Kontrol % 0,08 % 0,08 Kontrol 50uM V:tamm E | 50pM V::tamln E
Grubu I | DMSO igeren | DMSO igeren | Grubu Il | 0

(KD medyum medyum (K1) .A) 0,08 DMSO A) 0,08 DMSO
iceren medyum | iceren medyum
50uM Vitamin E | 50uM Vitamin E
10"°M A1242 | 10° M A1260 6t +
+ + 10 M A1242 | 10°M A1260
16M 14 0.08 DMSO | % 0,08 bmso | OM*VE + +
iceren medyum | igeren medyum % 0,08 DMSO % 0,08 DMSO
iceren medyum iceren medyum
50uM Vitamin E | 50uM Vitamin E
1012M A1242 | 10°12M A1260 o +
+ + 10"°M A1242 | 1072M A1260
12M 194 0.08 DMSO | % 0,08 Dmso | 2MHVE + +
iceren medyum | iceren medyum % 0,08 DMSO % 0,08 DMSO
igeren medyum iceren medyum
50uM Vitamin E | 50uM Vitamin E
101 A1242 | 10°M A1242 o +
+ + 10°M A1242 | 10°M A1242
10M 194 0,08 DMSO | % 0,08 Dmso | LOM*VE + +
iceren medyum | iceren medyum % 0,08 DMSO % 0,08 DMSO
iceren medyum igeren medyum
50uM Vitamin E | 50uM Vitamin E
108 M A1242 | 10° M A1260 + +
+ + 108 M A1242 | 10° M A1260
8M 1 940,08 DMsO | % 0,08 Dmso | EMFVE ' '
iceren medyum | igeren medyum % 0,08 DMSO % 0,08 DMSO
igeren medyum igeren medyum
50uM Vitamin E | 50uM Vitamin E
10°M A1242 | 10°M A1260 + +
+ + 10°M A1242 | 10°M A1260
6M 1 960,08 DMso | % 0,08 bmso | SMHVE + +

iceren medyum

iceren medyum

% 0,08 DMSO
iceren medyum

% 0,08 DMSO
iceren medyum
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3.4. HUCRE COGALMA HIZI

3.4.1. MTT Hiicre Canhlik Testi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda
kapladiklar1 zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirilmistir.
Trypan blue boyasi ile boyanan hiicreler, Thoma lam1 yardimiyla 3 kez sayilarak MTT
hiicre canlilik testi i¢in 96 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu basina 5000 hiicre olacak
sekilde serum igermeyen medyumda hazirlanmis A1242, A1260, A1242+Vitamin E ve
A1260+Vitamin E’nin hazirlanmis bes farkli dozu bazal ve LH uyarimi yapildigi
kosullarda 6, 12 ve 24 saat 37°C CO:2 inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Deney
stirelerinin tamamlanmasiyla, her bir kuyucuga 10 yl MTT I soliisyonu eklenmistir ve
kiiltir kaplar1 MTT boyasinin suda ¢oziinmeyen formazan kristalleri haline
dondstirilebilmesi i¢in 4 saat 37°C’de CO2 inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Canli
hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristallerinin ¢6ziilmesi igin her bir kuyucuga
100 pl MTT 1I soliisyonu (SDS) eklenmis ve bir gece boyunca CO; inkiibatoriinde
birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerin optik yogunluklari ELISA cihazinda 540 nm
dalga boyunda okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre
canlilig1 % 100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 yilizde olarak

ifade edilmistir. Bu test 3 kez tekrar edilmistir (Mossman, 1983).

3.5. BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Deneysel uygulamalar sonunda 6 kuyulu kiltir kaplarma ekilen hiicreler (1x10°)
kaldirilarak, Tris-HCI tamponuna (pH:7,2) alindi. Daha sonra ultrasonikator ile sonike
edilerek hiicrelerin membranlarmin pargalanmasi saglanmig ve elde edilen hiicre
siispansiyonu 14000 g’de Niive marka sogutmali santrifiijde santrifiij edilerek
stipernatant alindi. Alinan siipernatantlar, lipit peroksidasyonunun, total protein
miktarinin, hidroksil radikalinin, antioksidan enzimler olan siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz (GST) ve steroidogenezde
gorevli olan 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz (3B-HSD) ve 17B- hidroksisteroid

dehidrogenaz (17B-HSD) enzimlerinin 6l¢iilmesi igin kullanildu.
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3.5.1. Membran Lipit Peroksidasyonun Tayini

Lipid peroksidasyonunun miktar1 Devasagayam ve Tarachand (1987)’in yOnteminde
oldugu gibi 6rnekteki malondialdehit igerigine gore Olgiilmistiir. Deneyin prensibi
poliansatiire yag asidlerinin peroksidasyonu ile olusan son iiriinlerden biri olan
malondealdehit (MDA)’in sicak ortamda Tiyobarbiitirik asit (TBA) ile olusturdugu
bilesigin pembe-kirmiz1 renginin 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

Olclilmesi esasina dayanir.

3.5.1.1. Kullanilan Cozeltiler

-% 10 Triklorasetik asit (TCA): 0.25 N HCl i¢inde hazirlanir.

-% 0.375 Tiyobarbiitirik asit (TBA): 0.25 N HCl i¢inde hazirlanir.
-0.25 N Hidroklorik asit

Deney Karisim:
1 ml 0,15 M Tris-HCI tamponu (pH 7,4)
0,3 ml 10 mM KH,PO4

3.5.1.2.Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,2 ml —
Tris Tamponu — 0,2 ml
Deney karisimi 1,3 ml 1,3 ml
TCA 1ml 1ml
TBA 1,5ml 1,5 ml

Ornek ve kor tiiplerine deney karisimi konup 37°C calkalayici su banyosunda 20 dk
inkiibe edildi. Daha sonra reaksiyon TCA eklenerek durduruldu. Tiipler iyice
calkalanarak TBA eklendi ve 20 dk kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra
sogutulan tiipler 10 dakika 2000 g’de santrifiij edilip, siipernatantin absorbansi 532

nm’de kore karsi okundu.
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3.5.1.3.Hesaplama

6
Vtoplam X A(jrnek x 10

Viirnek X €

TBARS (nmol/ml) =

TBARS i¢in molar ekstinksiyon katsayist: € = 1.56x10°M 'cm’!
Vioplam (Toplam hacim): 4 ml
Vimek (Kullanilan 6rnek hacmi): 0.2 ml

Asmei: Ornek absorbansi

3.5.2. Hidroksil Radikalinin Tayini

Hidroksil radikali iiretimi Puntarulo ve Cederbaum (1988)’un yontemine gore yapildi.
Bu yontem demir komplekslerinin varliginda iiretilen hidroksil radikalinin NADPH ve
DMSO varliginda formaldehit olusturulmast ve olusan formaldehitin TCA ile

reaksiyona girerek 570 nm dalga boyunda absorbans vermesi esasina dayanir.

3.5.5.1. Kullanilan Cozeltiler

1 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7)

0,1 M MgCl,

10 mM Sodyum azid

4 mM DMSO

4 mM NADPH

% 10 Triklorasetik asit (TCA): 0.25 N HCl i¢inde hazirlanir.

3.5.5.2. Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

ORNEK(ml) KOR(ml)

Hiicre Ekstresi 1 mi —

Tris Tamponu — 1ml
Sodyum Fosfat Tamponu 0,2 ml 0,2 ml
MgCl; 0,1 ml 0,1 ml
Sodyum azid 0,1 ml 0,1 mi
DMSO 0,1 ml 0,1 ml
NADPH 0,1 ml 0,1 ml

TCA 0,3ml 0,3ml
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Omek ve kor tiiplerine sodyum fosfat tamponu, MgCls, sodyum azid, DMSO ve
NADPH ve hiicre siispansiyonu konduktan sonra tiipler hafifce ¢alkaland1 ve 10 dk
37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra sonra reaksiyon TCA eklenerek durduruldu ve tiipler
30 dk kaynayan su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiipler sogutularak
570 nm dalga boyunda kore karsi okunur.

3.5.5.3. Hesaplama

Asmek X df
Dakikada  olusan  umol - o

Hidroksil radikali €mM

emm= 6,22 M'cm’!
Asmei: Ornek absorbanst

df: Sulandirma katsayisi

3.5.3. Total Protein Tayini

Total protein tayini Lowry ve dig., 1953 yontemine gore yapildi. Deneyin prensibi
fosfomolibdotungstik asit ¢ozeltisinin (Folin-Ciocalteau belirteci) tirozin bakiyeleri ile
reaksiyona girerek mavi bir renk olusturma esasina dayanir. Bu mavi renk 660 nm dalga

boyunda absorbans verir.

3.5.3.1.Kullanilan Cozeltiler

A Reaktifi: 0,1 N NaOH iginde % 2 (w/v) Na,COg3

B Reaktifi: %1 (w/v) Na-K Tartarat iginde % 5 (w/v) CuSO4.5H20

C Reaktifi: 50 ml A reaktifine 1 ml B reaktifi eklenerek C belirteci hazirlanir. Bu
bilesik taze hazirlanir.

D Reaktifi: Folin belirteci 1:2 oraninda sulandirilarak hazirlanir. Bu belirte¢ taze olarak

hazirlanir ve 1siktan korunur.
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3.5.3.2.Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,1 ml —
Tris Tamponu — 0,1 ml
C Reaktifi 1ml 1ml
D Reaktifi 0,1 ml 0,1 ml

Ornek ve kor tiiplerine C Reaktifi konup 10 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Daha
sonra karanlikta karistmin homojen olarak karismasi saglanarak D reaktifi eklendi.
Tiipler oda 1s1s1 ve karanlikta 30 dk inkiibe edildi. Bu siire sonunda absorbanslar 660

nm’de spektrofotometrede kore karst okundu.

3.5.3.3.Hesaplama
Total protein miktarin1 belirlemek igin Sigir Serum Albiimini (BSA) Standart grafik

kullanilarak okunan absorbaslara denk diisen protein miktar1 hesaplanmaistir.

3.5.4. Siiperoksit dismutaz (SOD) Tayini

Superoksit dismutaz enzimi gosterilmesi i¢in Marklund ve Marklund (1974)’un yontemi
kullanildi. Deneyin prensibi pyrogalloliin otooksidasyonunun SOD enzimi tarafindan

inhibe edilmesi esasina dayanir.

3.5.4.1. Kullanilan Cozeltiler
0,05 M Tris Tamponu (pH 8,5)
20 mM Pyrogallol

3.5.4.2. Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandu.

ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,05 mi —
Tris Tamponu 1,4 ml 1,45 ml

Pyrogallol 0,05 ml 0,05 ml
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Omek ve kor tiiplerindeki absorbans degisimi ¢ozeltiler konduktan sonra 3

dakika boyunca 30 saniye araliklarla 420 nm’de spektrofotometrede okunur.

3.5.4.3. Hesaplama
Koriin absorbans degisimi: AA
Ornegin absorbans degisimi: AB
Ason - Alilk _ Bson - Bii

ANA= —— _
Tson - Tilk Tson - Tilk

(AA — AB) x 100

SOD’un %50 inhibisyon miktar1 =
AA x 50

3.5.5. Katalaz Tayini

Katalaz gdsterilmesi i¢in Sinha (1972)’nin yontemi kullanildi. Katalaz enzimi hiicre igin
¢ok zararli olan hidrojen peroksidi (H20) su ve molekiiler oksijene doniistiiriir. Deney
prensibi H,O,’nin dikromat/asetik asit belirteci ile olusturdugu koyu mavi-mor
cokeltinin kaynatilarak agik yesil renge doniistiiriilmesi esasina dayanir. Bu acgik yesil

renk 570 nm dalga boyunda absorbans verir.

3.5.5.1. Kullanilan Cozeltiler

0,01 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7)

2 M H,0;

Dikromat/asetik asit belirteci: 5 gr potasyum dikromat 100 ml ultrasaf suda ¢6ziiliir. Bu

karigima yavasca 300 ml glasiyal asetik asit eklenir.
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3.5.5.2. Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

ORNEK(ml) KOR(ml)

Hiicre Ekstresi 0,1 ml —
Tris Tamponu — 0,1 ml
Sodyum Fosfat Tamponu 0,5 ml 0,5 ml
H20: 0,4 ml 0,4 ml

Dikromat/Asetik asit
0,2ml 0,2 ml
Belirteci

Ornek ve kor tiiplerine sodyum fosfat tamponu, H,O, ve hiicre siispansiyonu konduktan
sonra tiipler hafifce calkalandi. Daha sonra dikromat/asetik asit belirteci eklenir ve
tiipler 10 dk kaynayan su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiipler
sogutularak 570 nm dalga boyunda kore karsi okunur.

3.5.5.3. Hesaplama
Aérnekx df

Tuketilen H,0,= P

H,0; i¢in molar ekstinksiyon katsayist: gmm= 1.88x10*M ‘cm'
Asmek: Ornek absorbansi

df: Sulandirma katsayisi

3.5.6. Glutatyon peroksidaz (GPx) Tayini

Glutatyon peroksidaz gosterilmesi i¢in Hafeman ve digerlerinin (1974) yontemi
kullanildi. Bu deney prensibi GPx enzimi tarafindan tiiketilen glutatyonun 5,5'-Dithio-
bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) belirteci ile 412 nm dalga boyunda olgiilebilir bir

bilesik olusturma esasina dayanir.

3.5.6.1. Kullanilan Cozeltiler

0,4 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7) (0,4 mM EDTA igerir)
2 mM Rediikte glutatyon

10 mM Sodyum azid

1,25 mM H,0,
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DTNB belirteci: 40 mg DTNB 100 ml %1 sodyum sitrat iginde ¢oziiliir. Bu belirtec
1siktan korunur.

% 10 Triklorasetik asit (TCA): 0.25 N HCl i¢inde hazirlanir.

0,4 M Sodyum fosfat soliisyonu (Na;HPOy)

3.5.6.2. Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

Deney Karisimi ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,15 mli —
Tris Tamponu — 0,15 ml
Sodyum Fosfat Tamponu 0,5 ml 0,5 ml
Rediikte glutatyon 0,5ml 0,5mi
Sodyum azid 0,25 mli 0,25 ml
Ultrasaf su 0,6 ml 0,6 ml

Ornek ve kér tiiplerine deney karisimi konduktan sonra tiipler 5 dakika 37°C’de inkiibe
edilir. Daha sonra 0,5 ml H,O; eklenir ve 3 dk 37°C’de inkiibe edilir. Bunun ardindan 1
ml TCA eklenerek 1500 g’de 5 dk santrifiij edilir. Siipernatanttan 0,2 ml alinir ve buna
0,2 ml Sodyum fosfat soliisyonu ve 0,1 ml DTNB eklenerek 412 nm dalga boyunda

kore karst okunur.

3.5.6.3. Hesaplama A X df

Tuketilen glutatyon=
Emm

DTNB igin molar ekstinksiyon katsayist: mm= 13600 M 'cm’’
Asmei: Ornek absorbanst

df: Sulandirma katsayisi
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3.5.7. Glutatyon-S-Transferaz (GST) Tayini

Glutatyon-S-transferaz (GST) gosterilmesi i¢in Habig ve digerlerinin (1974) yontemi
kullanildi. GST enzimi glutatyon ve 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) varliginda
Glutatyon-DNB konjugati olusturur. Deney prensibi olusan bu Glutatyon-DNB
konjugatinin 340 nm dalga boyunda absorbans vermesi esasina dayanir. Artan

absorbsiyon orant GST enzimi aktivitesi ile dogrudan iligkilidir.

3.5.7.1. Kullanilan Cozeltiler

0,1 M Potasyum Fosfat Tamponu (pH 6,5)

0,1 M CDNB

0,2 M Rediikte Glutatyon

Deney Karisimi: 9,8 ml Potasyum Fosfat Tamponu
0,1 ml Rediikte Glutatyon
0,1 ml CDNB

Bu hazirlanan karisim 50 tiip i¢indir.

3.5.7.2. Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,02 mi —
Tris Tamponu — 0,02 ml
Deney Karisimi 0,18 mi 0,18 ml

Ornek ve kor tiiplerindeki absorbans degisimi ¢ozeltiler konduktan sonra 5 dakika

boyunca 60 saniye araliklarla 340 nm’de spektrofotometrede okunur.

3.5.7.3. Hesaplama

Dakikadaki absorbans degisimi: AA
€nm: 5,3

Venzim (Ml): 0,02 ml

V (Toplam hacim): 0,2 ml

df: Sulandirma katsayisi
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Ason - Ailk
AA = —m
Tson - Tilk
‘g .. . (AAﬁme —AA )XV(mI)de
GST spesifik aktivitesi = K blank

€mM X Venzim (ml)

3.5.8. 3p-Hidroksi Steroid Dehidrogenaz (3p-HSD) Tayini

3B-Hidroksisteroid dehidrogenaz enzim aktivitesi Bergmeyer (1974)’in yontemine gore
yapildi. Deney prensibi 3-HSD enziminin androsteron ve NAD™’1 Sa-Androstone-
3,17-dion ve NADH’ye doniistiirmesiyle, olusan NADH’nin 340 nm dalga boyunda

absorbans verme esasina dayanir.

3.5.8.1. Kullanilan Cozeltiler

0,1 M Pirofosfat Tamponu (pH 8,5)

0,5 uM NAD

0,1 uM Dehidroisoandrosteron (DHAD)

3.5.8.2. Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,2ml —
Tris Tamponu — 0,2ml
Pirofosfat Tamponu 0,6 ml 0,6 ml
NAD 0,2 ml 0,2 ml
DHAD 0,1 ml 0,1 ml

Ornek ve kor tiiplerindeki absorbans degisimi cozeltiler konduktan sonra 5 dakika

boyunca 20 saniye araliklarla 340 nm’de spektrofotometrede okunur.
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3.5.8.3. Hesaplama
Dakikadaki absorbans degisimi: AA
emM: 6,22
Venzim (ml): 0,2 ml
V (Toplam hacim): 1,1 ml
df: Sulandirma katsayisi
Ason - Ailk

AA= ———
Tson - Tilk

(AAémek - A'A\blank) XV (ml) X df

3B-HSD aktivitesi =
€mM X Venzim (ml)

3.5.9. 17p-Hidroksi Steroid Dehidrogenaz (17p-HSD) Tayini

178- Hidroksisteroid dehidrogenaz enzim aktivitesi Bergmeyer (1974)’in yOntemine

gore yapildi. Deney prensibi 173-HSD enziminin 1,4-Androstero-3,17-dion ve

NADPH’yi testosteron ve NADP’ ye doniistiirmesiyle, olusan NADP’nin 340 nm dalga

boyunda absorbans verme esasina dayanir.

3.5.9.1. Kullanilan Cozeltiler

0,1 M Pirofosfat Tamponu (pH 8,5)
0,5 uM NADPH

0,8 uM 1,4-androstero-3,17-dione

3.5.9.2. Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandu.

ORNEK(ml)
Hiicre Ekstresi 0,2ml
Tris Tamponu —
Pirofosfat Tamponu 0,6 ml
NADPH 0,2 ml

1,4-androstero-3,17-dione 0,1 ml

KOR(ml)

0,2ml
0,6 mi
0,2ml
0,1 ml
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Omek ve kor tiiplerindeki absorbans degisimi ¢ozeltiler konduktan sonra 5 dakika

boyunca 20 saniye araliklarla 340 nm’de spektrofotometrede okunur.

3.5.9.3. Hesaplama
Dakikadaki absorbans degisimi: AA
€mm: 6,22
Venzim (M1): 0,2 ml
V (Toplam hacim): 1,1 ml
df: Sulandirma katsayisi
Ason - Ailk

M= ——
Tson - Tilk

(AAGmek - DAplank) X V (ml) x df
17B-HSD aktivitesi =

€mM X Venzim (ml)

3. 6. ISTATISTIK ANALIiZ

Deney gruplarinda, uygulanan doz ve zamana bagl olarak, hiicre canlilik testi, TBARS
miktari, total protein miktari, hidroksil radikali miktari, SOD enzimi aktivitesi, katalaz
enzimi aktivitesi, GPx enzimi aktivitesi, GST enzimi aktivitesi, 3p-HSD enzim
aktivitesi ve 17B-HSD enzim aktivitesi saptandi. Daha sonra ¢oklu karsilagtirmalarda
Kruskal Wallis testi uygulands. ikili karsilastirmalarda Mann-Whithey U ve Wilcoxon
testi uygulanarak istatistiksel analizler hesaplandi. Sonuglarin degerlendirilmesinde

p<0.01 ve p<0.05 anlamllik seviyesi temel alindi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, 6strojenik ve anti-Ostrojenik aktiveteleri oldugu diisiiniilen farkli klor
igerigine sahip iki farkli poliklorlu bifenil olan Aroklor 1242 ve Aroklor 1260’1 bes
farkli dozu tek baslarina ve Vitamin E ile birlikte testis TM3 Leydig hiicreleri {izerine
etkileri LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda 6., 12. ve 24. Saatlerde hiicre
canliligi, oksidatif hasar1 ve steroidogenezi bakimindan arastirildi. Bu amacla bu
dozlarin tek baslarina ve vitamin E ile birlikteki dozlarimin TM3 hiicrelerinin
cogalmasina etkisi, MTT hiicre canlilik testi ile spektrofotometrik olarak ortaya
cikarilmigtir. Yine ayni gruplarda lipit peroksidasyonunu gosteren TBARS reaktiflerinin
ve hidroksil radikalinin gosterilmesiyle de hiicrelerdeki oksidatif hasar belirlenmistir.
Bu oksidatif hasara kars1 hiicre i¢i antioksidan sisteme ait enzimlerin degisimleri ve
ayrica testosteron sentezinde dnemli roller alan iki enzim 33-HSD ve 17B3-HSD enzim

aktiviteleri belirlenmistir.

4.1. HUCRE COGALMA HIZI BULGULARI

4.1.1. MTT Bulgular

Kontrol ve deney gruplarinda 6, 12 ve 24 saat siirenin sonunda TM3 Leydig
hiicrelerinde olusan hiicre canliligindaki degisim Multiskan Spektrum (Thermo) marka

mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik olarak dl¢iildii.

Aroklor 1242 ve Aroklor 1260°1n bes farkli dozu tek baslarina ve Vitamin E ile birlikte
testis TM3 Leydig hiicreleri iizerine etkileri LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi
kosullarda 6, 12 ve 24 saatlerde hiicre canliligina nasil bir etkisi oldugu MTT testi
yapilarak spektrofotometrik olarak tespit edildi.
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Aroklor 1242 ve Aroklor 1242 + Vitamin E uygulanan TM3 Leydig hiicrelerinin 6, 12
ve 24 saat sonunda LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda kontrol ve deney

gruplarindaki % canlilik oranlar1 sekil 4.1.1.1. ve sekil 4.1.1.2.”de verilmistir.

6, 12 ve 24 saat sonunda LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda kontrol
gruplart ve Aroklor 1242’nin bes farkli dozu % canlilik bakimindan karsilastirildiginda
8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma géstermistir (p<0,01) (Sekil 4.1.1.1). 6 saat
sonunda kontrol gruplart ile vitamin E ilave edilmis Aroklor 1242’nin bes farkli dozu %
canlilik orani karsilastirildiginda,16M+VE, 12M+VE, 10M+VE ve 8M+VE dozlarinda
anlamli bir fark bulunmazken, 6M+VE uygulanan dozlarda anlamli bir azalma
goriilmistir (p<0,01) (Sekil 4.1.1.2). 12 ve 24 saat sonunda 16M+VE, 12M+VE,
10M+VE dozlarinda anlamli bir fark bulunmazken, 8M+VE ve 6M+VE uygulanan
dozlarda anlamli bir azalma goriilmiistiir (p<0,01) (Sekil 4.1.1.2).

Aroklor 1242’nin bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1242 dozlar1 % canlilik bakimindan karsilastirildiginda, 12 ve 24 saat sonunda

vitamin E ilave edilmis dozlarda anlamli bir artis gozlenmistir (p<0.01).
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Hiicre Canliigi A1242
120
100 E KONTROL
- *
§80 T H1eM
X~ M12M
=60 i
5, H10M
x40 . E8M
20 — L6eM
0 |
6 SAAT 6 SAAT LH 12 SAAT 12 SAATLH 24 SAAT 24 SAAT LH
UYARIMLI UYARIMLI UYARIMLI

Sekil 4.1.1.1: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi
kosullarda TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki % canlilik oranina (doz ve zamana bagl) etkileri
(16M: 10™°M; 12M: 10™2M; 10M: 10™°M; 8M: 10°M; 6M: 10°M, *:p<0,01)

Hiicre Canliigi A1242

120
100 _—  HKONTROL+VE
§ 80 I H16M+VE
S s0  M12M+VE
= . H10M+VE
:\? 50  M8M+VE
0 . U6M+VE

6 SAAT 6 SAATLH 12 SAAT 12SAATLH 24 SAAT 24 SAATLH
UYARIMLI UYARIMLI UYARIMLI

Sekil 4.1.1.2: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadigi kosullarda TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki % canlilik oranina (doz ve zamana
bagli) etkileri (16M+VE: 10°M + Vitamin E; 12M+VE: 10"°M + Vitamin E; 10M+VE: 10"°M
+ Vitamin E; 8M+VE: 10®M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *:p<0,01)
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Aroklor 1260 ve Aroklor 1260 + Vitamin E uygulanan TM3 Leydig hiicrelerinin 6, 12
ve 24 saat sonunda LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda kontrol ve deney

gruplarindaki % canlilik oranlari sekil 4.1.1.3. ve sekil 4.1.1.4.’de verilmistir.

6 ve 24 saat sonunda LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda kontrol gruplari
ve Aroklor 1260’1n bes farkli dozu % canlilik bakimindan karsilastirildiginda 8M ve
6M dozlarinda anlamli bir azalma gosterirken, 12 saat sonunda Aroklor 1260’1 bes
farkli dozu kontrole gore karsilastirildiginda sadece 6M uygulanan dozda anlamli bir
azalma goriilmiistiir (p<0,01) (Sekil 4.1.1.3). 6 saat sonunda kontrol gruplari ile vitamin
E ilave edilmis Aroklor 1242’nin bes farkli dozu % canlilik orani karsilastirildiginda,
LH uyarimi yapilmadigi ve yapildigi kosullarda 8M+VE ve 6M+VE uygulanan
dozlarda anlamli bir azalma goriilmiistir (p<0,01) (Sekil 4.1.1.4). 12 saat sonunda LH
uyarimi yapilmadigi ve yapildigi kosullarda 16M+VE, 12M+VE, 10M+VE dozlarinda
anlamli bir fark bulunmazken, 8M+VE ve 6M+VE uygulanan dozlarda anlamli bir
azalma gorilmistir (p<0,01) (Sekil 4.1.1.4). 24 saat sonunda ise, LH uyarim
yapilmadigr ve yapildigi kosullarda 10M+VE, 8M+VE ve 6M+VE uygulanan dozlarda
anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,01) (Sekil 4.1.1.4).

Aroklor 1242’nin bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1242 dozlar1 % canlilik bakimindan karsilastirildiginda, 6 saat uygulanmis
dozlarda anlamli bir fark gézlenmezken, 12 ve 24 saat sonunda vitamin E ilave edilmis

dozlarda anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.01).
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Hiicre Canliligi A1260
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Sekil 4.1.1.3: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi
kosullarda TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki % canlilik oranina (doz ve zamana bagl) etkileri
(16M: 10"°M; 12M: 10™2M; 10M: 10™°M; 8M: 10°M; 6M: 10°M; *:p<0,01)

Hiicre Canliigi A1260
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Sekil 4.1.1.4: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) ve Vitamin E’nin LH uyarim yapildigi ve
yapilmadigi kosullarda TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki % canlilik oranina (doz ve zamana
bagh) etkileri (16M+VE: 10™°M + Vitamin E; 12M+VE: 10*?M + Vitamin E; 10M+VE: 10"°M
+ Vitamin E; 8M+VE: 10°M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *:p<0,01)
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4.2. OKSIDATIF HASAR BULGULARI

4.2.1. Lipit Peroksidasyonu

TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadig1 kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroclor 1242 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak hesaplanan TBARS degerleri sekil 4.2.1.1°de verilmistir. Bunun yan1 sira
Aroklor 1242 ve vitamin E’nin birlikte uygulandig1 gruplar sekil 4.2.1.2°de verilmistir.
6, 12 ve 24 saat sonunda kontrol grubu ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozu LH uyarim1
yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda TBARS degerleri bakimindan karsilastirildiginda,
uygulanan tiim dozlarda kontrol gruplarina gore anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.05).
Kontrol gruplar ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozuna vitamin E ilave edilerek
olusturulan dozlar1 LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda TBARS degerleri
bakimindan karsilastirildiginda, 12M, 10M, 8M ve 6M dozlarinda kontrol gruplarina
gore anlamli bir artig goriilmistiir (p<0.05). Aroklor 1242°nin bes farkli dozu ile bu
dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan Aroklor 1242 dozlar1 TBARS degerleri
bakimindan karsilagtirildiginda, vitamin E ilave edilmis dozlarda anlamli bir anlamli bir

fark gozlenmemistir.

Aroklor 1242’nin bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1242 dozlart TBARS degerleri bakimindan karsilastirildiginda, vitamin E ilave

edilmis dozlarda anlamli bir azalma gdzlenmistir (p<0.05).
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Lipit Peroksidasyonu (A1242)
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Sekil 4.2.1.1: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi
kosullarda TM3 Leydig hiicreleri iizerindeki lipit peroksidasyonuna (doz ve zamana bagli)

etkileri (16M: 10™°M; 12M: 10™*M; 10M: 10"°M; 8M: 10°M; 6M: 10°°M; *:p<0,05)

Lipit Peroksidasyonu (A1242)
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Sekil 4.2.1.2: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildig1 ve
yapilmadigi kosullarda TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki lipit peroksidasyonuna (doz ve zamana
bagh) etkileri (16M+VE: 10™°M + Vitamin E; 12M+VE: 10™?M + Vitamin E; 10M+VE: 10™°M

+ Vitamin E; 8M+VE: 10®M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *:p<0,05)
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TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroclor 1260 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak hesaplanan TBARS degerleri sekil 4.2.1.3’de verilmistir. Bunun yani sira
Aroklor 1260 ve vitamin E’nin birlikte uygulandigi gruplar sekil 4.2.1.4°de verilmistir.

6, 12 ve 24 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1260’ bes farkli dozunun tek
baslarma kullanildig1 dozlar LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigt kosullarda TBARS
degerleri bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarma goére Aroklor 1260’1n
uygulanan tiim dozlarinda anlamli bir artis gézlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplari ile
vitamin E ilave edilmis Aroklor 1260 dozlar karsilastirildiginda ise kontrol gruplarina

gore uygulanan tiim dozlarda anlamli bir artis goriilmektedir (p<0,05).

Aroklor 1260’ bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1260 dozlar1 TBARS degerleri bakimindan karsilastirildiginda, vitamin E ilave
edilmis dozlardan 6 saat uygulanmis dozlarda anlamli bir azalma gozlenirken (p<0.05),

12 ve 24 saat uygulanmis dozlarda anlamli bir fark gézlenmemistir.
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Lipit Peroksidasyonu A1260
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Sekil 4.2.1.3: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi
kosullarda TM3 Leydig hiicreleri iizerindeki lipit peroksidasyonuna (doz ve zamana bagli)

etkileri (16M: 10™°M; 12M: 10™2M; 10M: 10"°M; 8M: 10°M; 6M: 10°°M; *:p<0,05)
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Sekil 4.2.1.4: Poliklorlu bifenil (Aroklor 1260) ve Vitamin E’nin LH uyarim yapildigi ve
yapilmadig1 kosullarda TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki lipit peroksidasyonuna (doz ve zamana
baglh) etkileri (16M+VE: 10™°M + Vitamin E; 12M+VE: 10*M + Vitamin E; 10M+VE: 10"°M

+ Vitamin E; 8M+VE: 10®M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *:p<0,05).
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4.2.2. Total Protein Miktar:

TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroclor 1242 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak hesaplanan total protein miktar1 sekil 4.2.2.1°de verilmistir. Bunun yani sira
Aroklor 1242 ve vitamin E’nin birlikte uygulandig1 gruplardaki total protein miktari
sekil 4.2.2.2°de verilmistir. 6 ve 12 saat sonunda kontrol grubu ile Aroklor 1242’nin bes
farkli dozu LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigir kosullarda total protein miktari
bakimindan karsilastirildiginda, 10M, 8M ve 6M dozlarinda kontrol gruplarina gore
anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.05). 6 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor
1242°nin bes farkli dozuna vitamin E ilave edilerek olusturulan dozlart LH uyarimi
yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda total protein miktar1 bakimindan karsilastirildiginda,
kontrol gruplarina gére deney gruplarinda anlamli bir fark goriilmemistir. 12 saat
sonunda ise 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma meydana gelmistir (p<0.05). 6 ve
12 saat sonunda Aroklor 1242 nin bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek
olusturulan Aroklor 1242 dozlar total protein miktar1 bakimindan karsilastirildiginda,

vitamin E ilave edilmis dozlarda anlamli bir artis gozlenmistir (p<0.05).

24 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozunun tek baslarina
kullanildig1 dozlar LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda total protein miktari
bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gére 8M ve 6M dozlarinda anlamh
bir azalma gozlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplar ile vitamin E ilave edilmis Aroklor
1242 dozlan karsilastirildiginda ise kontrol gruplarina gére 8M ve 6M dozlarinda
anlamli bir azalma goriilmektedir (p<0,05). Aroklor 1242’nin bes farkli dozu ile bu
dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan Aroklor 1242 dozlar total protein miktari
bakimindan karsilagtirildiginda, vitamin E ilave edilmis dozlarda anlamli bir artig

gbzlenmistir (p<0.05).
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Total Protein Miktari A1242 (g protein/ml)
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Sekil 4.2.2.1: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi
kosullarda TM3 Leydig hiicreleri iizerindeki total protein miktarina (doz ve zamana bagli)
etkileri (16M: 10™°M; 12M: 10™*M; 10M: 10™°M; 8M: 10°*M; 6M: 10°M; *:p<0,05)

Total Protein Miktari A1242 (ug protein/ml)
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Sekil 4.2.2.2: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadigi kosullarda TM3 Leydig hiicreleri izerindeki total protein miktarina (doz ve zamana
bagh) etkileri (16M+VE: 10™°M + Vitamin E; 12M+VE: 10*M + Vitamin E; 10M+VE: 10"°M

+ Vitamin E; 8M+VE: 10°M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *:p<0,05)
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TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroklor 1260 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak hesaplanan total protein miktar1 sekil 4.2.2.3’de verilmistir. Bunun yani sira
Aroklor 1260 ve vitamin E’nin birlikte uygulandig1 gruplar sekil 4.2.2.4’de verilmistir.
6 ve 12 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1260’in bes farkli dozunun tek
baglarina kullanildigr dozlar LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda total
protein miktarlar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gére 6M
uygulanan dozda anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplari ile vitamin
E ilave edilmis Aroklor 1260 dozlar karsilastirildiginda ise kontrol gruplarina gore

uygulanan tiim dozlarda anlamli bir fark goriilmemektedir.

24 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1260’in bes farkli dozunun tek baslarina
kullanildigi dozlar LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda total protein
miktarlar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gére 8M ve 6M uygulanan
dozlarda anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplari ile vitamin E ilave
edilmis Aroklor 1260 dozlar karsilastirildiginda ise kontrol gruplarina gore 10M, 8M

ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma gozlenmistir.

Aroklor 1260’ bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1260 dozlar total protein miktari bakimidan karsilastirildiginda, vitamin E
ilave edilmis dozlardan 6 ve 12 saat uygulanmig dozlarda anlamli bir fark

gozlenmezken, 24 saat uygulanmis dozlarda anlamli bir artis meydana gelmistir

(p<0.05).
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Total Protein Miktari A1260 (ug protein/mi)
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Sekil 4.2.2.3: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi

kosullarda TM3 Leydig hiicreleri iizerindeki total protein miktarina (doz ve zamana bagli)
etkileri (16M: 10™°M; 12M: 10™2M; 10M: 10™°M; 8M: 10°M; 6M: 10°M; *:p<0,05)
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Sekil 4.2.2.4.: Poliklorlu bifenil (Aroklor 1260) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadigi kosullarda TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki total protein miktarina (doz ve zamana
bagh) etkileri (16M+VE: 10™°M + Vitamin E; 12M+VE: 10*?M + Vitamin E; 10M+VE: 10"°M

+ Vitamin E; 8M+VE: 10°M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *:p<0,05).
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4.2.3. Hidroksil Radikali

TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroclor 1242 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak hesaplanan hidroksil radikali degerleri sekil 4.2.3.1°de verilmistir. Bunun
yani sira Aroklor 1242 ve vitamin E’nin birlikte uygulandig1 gruplar sekil 4.2.3.2°de
verilmistir. 6 saat sonunda kontrol grubu ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozu LH
uyarimi  yapildigi  ve yapilmadigi kosullarda hidroksil radikali bakimindan
karsilastirildiginda, LH uyarimi yapilmadigr kosullarda 12M, 10M, 8M ve 6M
dozlarinda kontrol gruplarina gére anlamli bir artis gozlenirken, LH uyarimi yapilan
dozlarda 10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli olarak artmistir (p<0.05). Kontrol gruplari
ile Aroklor 1242’°nin bes farkli dozuna vitamin E ilave edilerek olusturulan dozlar1i LH
uyarimi  yapildigt ve yapilmadigi kosullarda hidroksil radikali bakimindan
karsilagtirildiginda, LH uyarimi yapilmadigr kosullarda 12M, 10M, 8M ve 6M
dozlarinda kontrol gruplarina gére anlamli bir artig goriiliirken, LH uyarimi yapildig:
kosullarda uygulanan tiim Aroklor 1242 + vitamin E dozlarinda kontrole gére anlaml
bir artis goriilmistiir (p<0.05). Aroklor 1242°nin bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin
E ilave edilerek olusturulan Aroklor 1242 dozlari hidroksil radikali bakimindan
karsilagtirildiginda, vitamin E ilave edilmis dozlarda anlamli bir azalma oldugu

gozlenmistir.

12 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozunun tek baslarina
kullanildigi dozlar LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda hidroksil radikali
bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarmna gére 10M, 8M ve 6M dozlarinda
anlaml bir artis gozlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplar ile vitamin E ilave edilmis
Aroklor 1242 dozlar1 karsilastirildiginda ise kontrol gruplarina gore 10M, 8M ve 6M
dozlarinda anlamli bir artis goriilmektedir (p<<0,05). Aroklor 1242°nin bes farkli dozu ile
bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan Aroklor 1242 dozlar1 hidroksil radikali
bakimindan karsilagtirildiginda, vitamin E ilave edilmis dozlarda anlamli bir azalma

oldugu gozlenmistir (p<0.05).

24 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozunun tek baslarina
kullanildig1 dozlar LH uyarimi yapildigr ve yapilmadigi kosullarda hidroksil radikali
bakimindan karsilastirildiginda, LH uyarimi yapilmadigi ve yapildigi kosullarda kontrol
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gruplarma gore 16M, 12M, 10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir artis gdzlenmistir
(p<0,05). Kontrol gruplari ile vitamin E ilave edilmis Aroklor 1242 dozlar
karsilastirildiginda ise LH uyarimi yapilmadigr ve yapildigi kosullarda kontrol
gruplarina gore 12M, 10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir artis gozlenmistir
(p<0,05). Aroklor 1242’nin bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek
olusturulan Aroklor 1242 dozlar1 hidroksil radikali bakimindan karsilagtirildiginda,

vitamin E ilave edilmis dozlarda anlamli bir azalma oldugu gozlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.2.3.1: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi
kosullarda oksidatif hasara bagli olarak TM3 Leydig hiicrelerinde olusan hidroksil radikali (doz
ve zamana bagh) etkileri (16M: 10"°M; 12M: 10“M; 10M: 10"°M; 8M: 10°M; 6M: 10°M;

*:p<0,05)
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Sekil 4.2.3.2: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadigi kosullarda oksidatif hasara bagli olarak TM3 Leydig hiicrelerinde olusan hidroksil
radikali miktar1 (doz ve zamana bagl) etkileri (16M+VE: 10™°M + Vitamin E; 12M+VE: 10°
M + Vitamin E; 10M+VE: 10"°M + Vitamin E; 8M+VE: 10°M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M

+ Vitamin E; *:p<0,05)
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TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroclor 1260 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak hesaplanan radikali degerleri sekil 4.2.3.3’de verilmistir. Bunun yani sira
Aroklor 1260 ve vitamin E’nin birlikte uygulandig1 gruplar sekil 4.2.3.4’de verilmistir.
6 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1260’ bes farkli dozunun tek baslarina
kullanildigi dozlar LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda hidroksil radikali
bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gére Aroklor 1260’ 10M, 8M ve
6M uygulanan dozlarinda anlamli bir artis gozlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplar1 ile
vitamin E ilave edilmis Aroklor 1260 dozlari karsilastirildiginda ise LH uyarimi
yapilmadigr kosullarda kontrol gruplarma gére 10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir
artis goriiliirken, LH uyarimi yapildigi kosullarda 12M, 10M, 8M ve 6M dozlarinda

kontrol gruplarina gore anlamli bir artis goriilmistiir (p<0,05).

12 saat sonunda kontrol gruplar1 ile Aroklor 1260’1n bes farkli dozunun tek baslarina
kullanildigi dozlar LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda hidroksil radikali
bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarma goére 10M, 8M ve 6M dozlarinda
anlaml bir artis gozlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplar ile vitamin E ilave edilmis
Aroklor 1260 dozlar1 karsilastirildiginda ise kontrol gruplarina gore 12M, 10M, 8M ve
6M dozlarinda anlamli bir artis goriilmektedir (p<0,05).

24 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1242°nin bes farkli dozunun tek baglarina
kullanildigi dozlar LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda hidroksil radikali
bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarma goére 12M, 10M, 8M ve 6M
dozlarinda anlamli bir artis gozlenmistir (p<<0,05). Kontrol gruplari ile vitamin E ilave
edilmis Aroklor 1260 dozlar karsilagtirildiginda ise LH uyarim1 yapilmadig: kosullarda
kontrol gruplarina gore 12M, 10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir artis gozlenirken,
LH uyarimi yapildig1 kosullarda 16M, 12M, 10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir
artis gozlenmistir (p<0,05).

Aroklor 1260’1in bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1260 dozlar1 6, 12 ve 24 saat sonunda LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi
kosullarda hidroksil radikali bakimindan karsilastirildiginda, vitamin E ilave edilmis

tiim dozlarda anlamli bir azalma oldugu gozlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.2.3.3: Poliklorlu bifenil (Aroklor 1260) LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda
oksidatif hasara bagli olarak TM3 Leydig hiicrelerinde olusan hidroksil radikali miktar1 (doz ve
zamana bagh) etkileri (16M: 10"°M; 12M: 10™*M; 10M: 10"°M; 8M: 10°M; 6M: 10°M;
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Sekil 4.2.3.4: Poliklorlu bifenil (Aroklor 1260) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadig1 kosullarda oksidatif hasara bagli olarak TM3 Leydig hiicrelerinde olusan hidroksil
radikali miktar1 (doz ve zamana bagl) etkileri (16M+VE: 10™°M + Vitamin E; 12M+VE: 10°
M + Vitamin E; 10M+VE: 10"°M + Vitamin E; 8M+VE: 10°M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M
+ Vitamin E; *:p<0,05).
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4.2.4. SOD Enzimi Aktivitesi

TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroclor 1242 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak hesaplanan SOD enzimi miktar1 sekil 4.2.4.1°de verilmistir. Bunun yani
sira Aroklor 1242 ve vitamin E’nin birlikte uygulandigi gruplardaki SOD enzimi
miktar1 sekil 4.2.4.2°de verilmistir. 6 ve 12 saat sonunda kontrol grubu ile Aroklor
1242’nin bes farkli dozu LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda SOD enzimi
miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, 12M, 10M, 8M ve 6M dozlarinda kontrol
gruplarina gore anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.05). 6 saat sonunda kontrol
gruplart ile Aroklor 1242°nin bes farkli dozuna vitamin E ilave edilerek olusturulan
dozlar1 LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda SOD enzimi miktari
bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gore 8M ve 6M dozlarinda anlaml
bir azalma gézlenmistir (p<0.05). 12 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1242’nin
bes farkli dozuna vitamin E ilave edilerek olusturulan dozlari LH uyarim1 yapildigi ve
yaptlmadigi kosullarda SOD enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol
gruplaria gore 10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.05).

24 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozunun tek baslarina
kullanildig1 dozlar LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda SOD enzimi miktar1
bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarma gore 10M, 8M ve 6M dozlarinda
anlaml bir azalma gozlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplar ile vitamin E ilave edilmis
Aroklor 1242 dozlar karsilastirildiginda ise kontrol gruplarina gére 10M, 8M ve 6M

dozlarinda anlamli bir azalma goriilmektedir (p<0,05).

Aroklor 1242’nin bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1242 dozlar1 SOD enzimi miktari bakimindan karsilagtirildiginda, vitamin E
ilave edilmis dozlardan LH uyarimi yapilmadigir kosullarda 6 ve 12 saat uygulanan
dozlarda anlamli bir artig gozlenirken, LH uyarimi yapildigi kosullarda 6, ve 24 saat

uygulanan dozlarda anlamli bir artis gozlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.2.4.1: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadig
kosullarda TM3 Leydig hiicreleri iizerindeki siiperoksit dismutaz enziminin aktivitesine (doz ve
zamana bagh) etkileri (16M: 10"°M; 12M: 10™*M; 10M: 10"°M; 8M: 10°M; 6M: 10°M;
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Sekil 4.2.4.2: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) ve Vitamin E’nin LH uyarim yapildig1 ve
yapilmadig1 kosullarda TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki siiperoksit dismutaz enziminin
aktivitesine (doz ve zamana bagh) etkileri (16M+VE: 10°M + Vitamin E; 12M+VE: 10°M +
Vitamin E; 10M+VE: 10°M + Vitamin E; 8M+VE: 10°M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M +
Vitamin E; *:p<0,05)
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TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroklor 1260 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak hesaplanan SOD enzimi miktar1 sekil 4.2.2.3’de verilmistir. Bunun yani
sira Aroklor 1260 ve vitamin E’nin birlikte uygulandigr gruplar sekil 4.2.2.4°de
verilmistir. 6 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1260°1in bes farkli dozunun tek
baslarma kullanildigi dozlar LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda SOD
enzimi miktarlar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gére 8M ve 6M
uygulanan dozlarda anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplari ile
vitamin E ilave edilmis Aroklor 1260 dozlar1 karsilastirildiginda ise LH uyarimi
yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda kontrol gruplarina gére 8M ve 6M uygulanan

dozlarda anlamli bir azalma bulunmustur (p<0,05).

12 ve 24 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1260’ bes farkli dozunun tek
baslarma kullanildigi dozlar LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda SOD
enzimi miktarlar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gére 10M, 8M ve
6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplar ile
vitamin E ilave edilmis Aroklor 1260 dozlar karsilastirildiginda ise kontrol gruplarina

gore 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma bulunmustur (p<0,05).

Aroklor 1260’1in bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1260 dozlart SOD enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, vitamin E
ilave edilmis dozlardan LH uyarimi yapilmadigi ve yapildig1 kosullarda 6, 12 ve 24 saat

uygulanmis tiim dozlarda anlamli bir artis gozlenmistir (p<<0.05).
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Sekil 4.2.4.3: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadig:
kosullarda TM3 Leydig hiicreleri iizerindeki siiperoksit dismutaz enziminin aktivitesine (doz ve
zamana bagh) etkileri (16M: 10"°M; 12M: 10™*M; 10M: 10"°M; 8M: 10°M; 6M: 10°M;
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:p<0,05)
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Sekil 4.2.4.4: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) ve Vitamin E’nin LH uyarim yapildig1 ve
yapilmadigi kosullarda TM3 Leydig hiicreleri iizerindeki siiperoksit dismutaz enziminin
aktivitesine (doz ve zamana bagl) etkileri (16M+VE: 107°M + Vitamin E; 12M+VE: 10°M +
Vitamin E; 10M+VE: 10"°M + Vitamin E; 8M+VE: 10°M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M +
Vitamin E; *:p<0,05)
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4.2 5. Katalaz Enzimi Aktivitesi

TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroclor 1242 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak tiiketilen H,O, miktarina bagl olarak hesaplanan katalaz enzimi miktari
sekil 4.2.5.1’de verilmistir. Bunun yani sira Aroklor 1242 ve vitamin E’nin birlikte
uygulandigr gruplardaki katalaz enzimi miktar1 sekil 4.2.5.2°de verilmistir. 6 ve 12 saat
sonunda kontrol grubu ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozu LH uyarmmi yapildig1 ve
yapilmadig1 kosullarda katalaz enzimi miktar1 bakimindan karsilagtirildiginda, 10M, 8M
ve 6M dozlarinda kontrol gruplarma gore anlamli bir azalma gdzlenmistir (p<0.05). 6
ve 12 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozuna vitamin E
ilave edilerek olusturulan dozlart LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda
katalaz enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gore 10M,

8M ve 6M dozlarinda anlaml1 bir azalma gézlenmistir (p<0.05).

24 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozunun tek baslarina
kullanildigi dozlar LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda Kkatalaz enzimi
miktart bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gore 8M ve 6M dozlarinda
anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplari ile vitamin E ilave edilmis
Aroklor 1242 dozlan karsilastirnldiginda ise LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi
kosullarda kontrol gruplarma goére 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma

goriilmektedir (p<0,05).

Aroklor 1242°nin bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1242 dozlar katalaz enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, vitamin E
ilave edilmis dozlardan LH uyarimi yapilmadigi kosullarda 12 ve 24 saat uygulanan
dozlarda anlamli bir azalma gozlenirken, LH uyarimi yapildig1 kosullarda 24 saat

uygulanan dozlarda anlamli bir artig gozlenmistir (p<<0.05).
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Sekil 4.2.5.1: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi
kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagh katalaz aktiviteleri (16M: 10™°M;
12M: 10™*M; 10M: 10™°M; 8M: 10°M; 6M: 10°M; *:p<0,05)
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Sekil 4.2.5.2: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadigi kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagl katalaz aktiviteleri
(16M+VE: 10™M + Vitamin E; 12M+VE: 10™*M + Vitamin E; 10M+VE: 10°M + Vitamin E;

8M+VE: 10®M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *:p<0,05)




55

TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroklor 1260 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak tiiketilen H,O, miktarina bagl olarak hesaplanan katalaz enzimi miktari
sekil 4.2.5.3’de verilmistir. Bunun yani1 sira Aroklor 1260 ve vitamin E’nin birlikte
uygulandig gruplar sekil 4.2.5.4°de verilmistir. 6 ve 12 saat sonunda kontrol gruplari ile
Aroklor 1260’ bes farkli dozu LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda katalaz
enzimi miktarlar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gore 10M, 8M ve
6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma goézlenmistir (p<0,05). 6 saat sonunda
kontrol gruplari ile vitamin E ilave edilmis Aroklor 1260 dozlar1 karsilagtirildiginda ise
kontrol gruplarina gére 6M uygulanan dozda anlamli bir azalma goézlenmistir (p<0,05).
12 saat sonunda kontrol gruplari ile vitamin E ilave edilmis Aroklor 1260 dozlari
karsilastirildiginda ise lkontrol gruplarma gére 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda

anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.05).

24 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1260’ bes farkli dozunun tek baslarina
kullanildigi dozlar LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda Kkatalaz enzimi
miktarlar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gére 8M ve 6M uygulanan
dozlarda anlamli bir azalma gézlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplari ile vitamin E ilave
edilmis Aroklor 1260 dozlarn karsilagtirldiginda ise LH uyarimi yapildigi ve
yaptlmadigi kosullarda kontrol gruplarina gére 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda

anlaml1 bir azalma gozlenmistir (p<0,05).

Aroklor 1260’1in bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1260 dozlar1 katalaz enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, vitamin E
ilave edilmis dozlardan 6, 12 ve 24 saat uygulanmis dozlarda anlamli bir fark

bulunmamastir.
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Sekil 4.2.5.3: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi
kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagh katalaz aktiviteleri (16M: 10™°M;

12M: 10™*M; 10M: 10™°M; 8M: 10°M; 6M: 10°M; *:p<0,05)
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Sekil 4.2.5.4: Poliklorlu bifenil (Aroklor 1260) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildig1 ve
yapilmadigi kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagl katalaz aktiviteleri
(16M+VE: 10™M + Vitamin E; 12M+VE: 10™*M + Vitamin E; 10M+VE: 10"°M + Vitamin E;

8M+VE: 10°M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *:p<0,05).
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4.2.6. GPx Enzimi Aktivitesi

TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroclor 1242 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak tiiketilen glutatyon miktarina bagh olarak hesaplanan glutatyon peroksidaz
(GPx) enzimi miktar1 sekil 4.2.6.1’de verilmistir. Bunun yan1 sira Aroklor 1242 ve
vitamin E’nin birlikte uygulandigi gruplardaki GPx enzimi miktar1 sekil 4.2.6.2°de
verilmistir. 6, 12 ve 24 saat sonunda kontrol grubu ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozu
LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda GPX enzimi miktar1 bakimindan
karsilagtirildiginda, 12M, 10M, 8M ve 6M dozlarinda kontrol gruplarina gére anlaml
bir azalma gozlenmistir (p<0.05). 6 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1242’nin
bes farkli dozuna vitamin E ilave edilerek olusturulan dozlar1 LH uyarimi yapildigi ve
yaptlmadigi kosullarda GPx enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol
gruplarina gore 10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.05).
12 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozuna vitamin E ilave
edilerek olusturulan dozlar1 LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda GPx enzimi
miktart bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina goére 10M, 8M ve 6M
dozlarinda anlamli bir azalma gézlenmistir (p<0.05). 24 saat sonunda kontrol gruplari
ile vitamin E ilave edilmis Aroklor 1242 dozlar karsilastirildiginda ise kontrol
gruplarma gore 12M, 10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma goriilmektedir
(p<0,05).

Aroklor 1242°nin bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1242 dozlar1 GPX enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, vitamin E
ilave edilmis dozlardan LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24 saat

uygulanan tiim dozlarda anlamli bir artis gozlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.2.6.1: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi
kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagli glutatyon peroksidaz aktiviteleri
(16M: 10™°M; 12M: 10™2M; 10M: 10"°M; 8M: 10°M; 6M: 10°M; *: p<0.05)
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Sekil 4.2.6.2: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadig1 kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagl glutatyon peroksidaz
aktiviteleri (16M+VE: 10™°M + Vitamin E; 12M+VE: 10™*M + Vitamin E; 10M+VE: 10°M +
Vitamin E; 8M+VE: 10®M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *: p<0.05)
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TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroklor 1260 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak tiiketilen glutatyon miktarina bagh olarak hesaplanan GPx enzimi miktari
sekil 4.2.6.3’de verilmistir. Bunun yani sira Aroklor 1260 ve vitamin E’nin birlikte
uygulandigr gruplar sekil 4.2.6.4’de verilmistir. 6, 12 ve 24 saat sonunda kontrol
gruplar1 ile Aroklor 1260’in bes farkli dozunun tek baslarina kullanildigr dozlar LH
uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda GPX enzimi miktarlar1 bakimindan
karsilastirildiginda, kontrol gruplarma goére 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda
anlamli bir azalma goézlenmistir (p<0,05). 6 saat sonunda kontrol gruplari ile vitamin E
ilave edilmis Aroklor 1260 dozlart karsilastirildiginda ise kontrol gruplarina gore 12M,
10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma gézlenmistir (p<0,05). 12 saat
sonunda kontrol gruplar1 ile vitamin E ilave edilmis Aroklor 1260 dozlar
karsilastirilldiginda ise, LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda kontrol
gruplarma gore 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma goézlenmistir
(p<0.05). 24 saat sonunda kontrol gruplari ile vitamin E ilave edilmis Aroklor 1260
dozlan karsilastirildiginda ise, LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda 12M,
10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma gézlenmistir (p<0.05).

Aroklor 1260’1n bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1260 dozlar1 GPX enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, 6, 12 ve 24
saat sonunda vitamin E ilave edilmis tiim dozlarda anlamli bir artis meydana gelmistir
(p<0.05).
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Sekil 4.2.6.3: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadig:
kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana baglh glutatyon peroksidaz aktiviteleri
(16M: 10*°M; 12M: 10*2M; 10M: 107°M; 8M: 10°M; 6M: 10°M; *: p<0.05)
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Sekil 4.2.6.4: Poliklorlu bifenil (Aroklor 1260) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadigi kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagl glutatyon peroksidaz
aktiviteleri (16M+VE: 10"®M + Vitamin E; 12M+VE: 10™M + Vitamin E; 10M+VE: 10™°M +
Vitamin E; 8M+VE: 10®M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *: p<0.05).
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4.2.7. GST Enzimi Aktivitesi

TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroclor 1242 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak dakikada olusan CDNB-GSH kompleksinin miktarina bagli olarak
hesaplanan glutatyon-S-transferaz (GST) enzimi miktar1 sekil 4.2.7.1°de verilmistir.
Bunun yani sira Aroklor 1242 ve vitamin E’nin birlikte uygulandig1 gruplardaki GPx
enzimi miktar1 sekil 4.2.7.2°de verilmistir. 6 saat sonunda kontrol grubu ile Aroklor
1242’nin bes farkli dozu LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda GST enzimi
miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gére 16M, 12M, 10M, 8M ve
6M dozlarinda anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.05). 6 saat sonunda kontrol
gruplart ile Aroklor 1242°nin bes farkli dozuna vitamin E ilave edilerek olusturulan
dozlar1 LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda GST enzimi miktar1 bakimindan
karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gére 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma

gozlenmistir (p<0.05).

12 saat sonunda kontrol grubu ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozu LH uyarimi
yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda GST enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda,
LH uyarmmi yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda kontrol gruplarina gore 10M, 8M ve
6M dozlarinda anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.05). 12 saat sonunda kontrol
gruplart ile Aroklor 1242°nin bes farkli dozuna vitamin E ilave edilerek olusturulan
dozlar1 LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda GST enzimi miktar1 bakimindan
karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gore 10M, 8M ve 6M dozlar1 anlamli olarak
azalmaktadir (p<0.05).

24 saat sonunda kontrol grubu ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozu LH uyarimi
yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda GST enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda,
kontrol gruplarina gore 12M, 10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma
gozlenmistir (p<0.05). 12 saat sonunda kontrol gruplari ile vitamin E ilave edilmis
Aroklor 1242 dozlar1 karsilastirildiginda ise kontrol gruplarina gore 10M, 8M ve 6M

dozlarinda anlamli bir azalma goériilmektedir (p<0,05).

Aroklor 1242’nin bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan

Aroklor 1242 dozlart GST enzimi miktart bakimindan karsilastirildiginda, vitamin E
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ilave edilmis dozlardan LH uyarimi yapilmadigi kosullarda 6 saat uygulanan dozlarda
anlamli bir artis meydana gelirken, LH uyarimi yapildigi kosullarda 6 ve 12 saat

uygulanan dozlarda anlaml bir artig gézlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.2.7.1: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi
kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagh glutatyon S-transferaz aktiviteleri
(16M: 10*°M; 12M: 10*2M; 10M: 10'°M; 8M: 10°M; 6M: 10°M; *: p<0.05)
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Sekil 4.2.7.2: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadig1 kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagli glutatyon S-transferaz
aktiviteleri (16M+VE: 10™*M + Vitamin E; 12M+VE: 10"*M + Vitamin E; 10M+VE: 10™°M +

Vitamin E; 8M+VE: 10®M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *: p<0.05)
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TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroklor 1260 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak dakikada olusan CDNB-GSH kompleksinin miktarina bagli olarak
hesaplanan glutatyon-S-transferaz (GST) enzimi miktar1 sekil 4.2.7.3°de verilmistir.
Bunun yani sira Aroklor 1260 ve vitamin E’nin birlikte uygulandigi gruplar sekil
4.2.7.4°de verilmistir. 6 saat sonunda kontrol gruplart ile Aroklor 1260’in bes farkli
dozu LH wuyartmi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda GST enzimi miktarlar
bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gore 6M uygulanan dozda anlamli
bir azalma gozlenmistir (p<0,05). 6 saat sonunda kontrol gruplar ile vitamin E ilave
edilmis Aroklor 1260 dozlar1 karsilastirildiginda ise kontrol gruplarina gére 8M ve 6M
uygulanan dozlarda anlamli bir azalma gézlenmistir (p<0,05). 12 ve 24 saat sonunda
kontrol gruplari ile vitamin E ilave edilmis Aroklor 1260 dozlar karsilastirildiginda ise,
LH uyarimi yapildigr ve yapilmadigi kosullarda kontrol gruplarmna gore 8M ve 6M

uygulanan dozlarda anlamli bir azalma goriilmiistiir (p<0.05).

Aroklor 1260’ bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1260 dozlart GST enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, vitamin E

ilave edilmis tiim dozlarda anlamli bir fark gézlenmemistir (p<0.05).
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Sekil 4.2.7.3: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi
kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagh glutatyon S-transferaz aktiviteleri
(16M: 10™°M; 12M: 10™2M; 10M: 10"°M; 8M: 10°°M; 6M: 10°M; *: p<0.05)
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Sekil 4.2.7.4: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadigi kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagh glutatyon S-transferaz
aktiviteleri (16M+VE: 10"*M + Vitamin E; 12M+VE: 10"*M + Vitamin E; 10M+VE: 10™°M +

Vitamin E; 8M+VE: 10®M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *: p<0.05)
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4.3. STEROIDOGENIK ENZiM BULGULARI

4.3.1. 3p-HSD Enzimi Aktivitesi

TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadig1 kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroklor 1242 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak —dakikada azalan NAD miktarina bagli olarak hesaplanan 3p-
Hidroksisteroid dehidrogenaz (3p-HSD) enzimi miktar1 sekil 4.3.1.1.’de verilmistir.
Bunun yani sira Aroklor 1242 ve vitamin E’nin birlikte uygulandig1 gruplardaki 3p3-
HSD enzimi miktar1 sekil 4.3.1.2.’de verilmistir. 6 saat sonunda kontrol grubu ile
Aroklor 1242’nin bes farkli dozu LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda 3[3-
HSD enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina goére 8M ve 6M
uygulanan dozlarda anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.05). 6 saat sonunda kontrol
gruplart ile Aroklor 1242°nin bes farkli dozuna vitamin E ilave edilerek olusturulan
dozlart LH uyarimi yapildigt ve yapilmadigi kosullarda 3B-HSD enzimi miktari
bakimindan karsilagtirildiginda, LH uyarimi yapilmadig: kosullarda kontrol gruplarina
gore 10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma gozlenirken, LH uyarimi yapildig:
kosullarda kontrol gruplarina gore tiim dozlarda anlamli bir azalma goézlenmistir

(p<0.05).

12 saat sonunda kontrol grubu ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozu LH uyarinu
yapildigit  ve yapilmadigt kosullarda 3B-HSD enzimi miktar1 bakimindan
karsilastirildiginda, LH uyarimi yapilmadigi kosullarda kontrol gruplarina gore 10M,
8M ve 6M dozlarinda anlaml bir azalma gozlenirken, LH uyarimi yapildig1 kosullarda
kontrol gruplarina gére 12M, 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma
gozlenmistir (p<0.05). 12 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1242’nin bes farkli
dozuna vitamin E ilave edilerek olusturulan dozlari LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadigi kosullarda 3f-HSD enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol
gruplarina gore 12M, 10M, 8M ve 6M dozlar1 anlamli olarak azalmaktadir (p<0.05).

24 saat sonunda kontrol grubu ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozu LH uyarimi
yapildigi  ve yapilmadigi kosullarda 3B-HSD enzimi miktar1 bakimindan
karsilagtirildiginda, LH uyarimi yapilmadigi kosullarda kontrol gruplarina gore 16M,
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10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma go6zlenirken, LH uyarimi yapildig:
kosullarda kontrol gruplarina gore 12M, 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlaml
bir azalma gozlenmistir (p<0.05). 24 saat sonunda kontrol gruplar ile vitamin E ilave
edilmis Aroklor 1242 dozlan karsilastirildiginda ise kontrol gruplarina gére 10M, 8M
ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma goriilmektedir (p<0,05).

Aroklor 1242’nin bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1242 dozlar1 3f-HSD enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, vitamin E

ilave edilmis tiim dozlarda anlamli bir artig gozlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.3.1.1: : Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) LH uyarinmu yapildig1 ve yapilmadig
kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagli 38-HSD aktiviteleri (16M: 10™°M;
12M: 10"*M; 10M: 10°M; 8M: 10°M; 6M: 10°M; *: p<0.05)
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Sekil 4.3.1.2: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadigi kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagh 38-HSD aktiviteleri
(16M+VE: 10"*M + Vitamin E; 12M+VE: 10™M + Vitamin E; 10M+VE: 10"°M + Vitamin E;
8M+VE: 10®M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *: p<0.05)
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TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroklor 1260 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak dakikada azalan NAD miktarina bagli olarak hesaplanan 3p-
Hidroksisteroid dehidrogenaz (3p-HSD) enzimi miktar1 sekil 4.3.1.3’de verilmistir.
Bunun yani sira Aroklor 1260 ve vitamin E’nin birlikte uygulandigir gruplar sekil
4.3.1.4de verilmistir. 6 saat sonunda kontrol gruplar1 ile Aroklor 1260’in bes farkli
dozu LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda 3B-HSD enzimi miktarlari
bakimindan karsilastirildiginda, LH uyarimi yapilmadigi kosullarda kontrol gruplarina
gore 12M, 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma gozlenirken, LH
uyarimi yapildigi kosullarda 12M, 10M 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma
gbzlenmistir (p<0,05). 6 saat sonunda kontrol gruplar ile vitamin E ilave edilmis
Aroklor 1260 dozlar karsilastirildiginda ise LH uyarimi yapilmadigi kosullarda kontrol
gruplarina gére 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma gozlenirken,
LH uyarimi yapildig1 kosullarda 12M, 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir

azalma gozlenmistir (p<0,05).

12 ve 24 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1260’ bes farkli dozu LH uyarimi
yapildigi ve yapilmadigi kosullarda 3B-HSD enzimi miktarlar1 bakimindan
karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gore tiim dozlar anlamli olarak azalmistir
(p<0.05). 12 saat sonunda kontrol gruplari ile vitamin E ilave edilmis Aroklor 1260
dozlar1 karsilastirildiginda ise ontrol gruplarina gore tim dozlarda anlamli bir azalma

gorilmistiir (p<0,05).

Aroklor 1260’1in bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1260 dozlar1 33-HSD enzimi miktar1 bakimindan karsilagtirildiginda, vitamin E
ilave edilmis dozlardan 6 ve 12 saat yapilan uygulamalarda anlamli bir artis meydana

gelirken, 24 saat yapilan uygulamalarda anlamli bir fark gézlenmemistir (p<0.05).
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Sekil 4.3.1.3: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi
kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagli 38-HSD aktiviteleri (16M: 10"°M;
12M: 10™M; 10M: 10™°M; 8M: 10®M; 6M: 10°°M:; *: p<0.05)
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Sekil 4.3.1.4: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadigi kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagli 38-HSD aktiviteleri
(16M+VE: 10™M + Vitamin E; 12M+VE: 10™*M + Vitamin E; 10M+VE: 10"°M + Vitamin E;
8M+VE: 10°M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *: p<0.05)
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4.3.2. 17p-HSD Enzimi Aktivitesi

TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroklor 1242 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak dakikada azalan NADPH miktarina bagli olarak hesaplanan 17p-
Hidroksisteroid dehidrogenaz (178-HSD) enzimi miktar1 sekil 4.3.2.1°de verilmistir.
Bunun yani sira Aroklor 1242 ve vitamin E’nin birlikte uygulandig1 gruplardaki 17p-
HSD enzimi miktar1 sekil 4.3.2.2’de verilmistir. 6 saat sonunda kontrol grubu ile
Aroklor 1242°nin bes farkli dozu LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadig kosullarda 17p3-
HSD enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina goére 8M ve 6M
uygulanan dozlarda anlamli bir azalma gézlenmistir (p<0.05). 6 saat sonunda kontrol
gruplart ile Aroklor 1242°nin bes farkli dozuna vitamin E ilave edilerek olusturulan
dozlar1 LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda 17B-HSD enzimi miktari
bakimindan karsilagtirildiginda, LH uyarimi yapilmadigi kosullarda kontrol gruplarina
gore 10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma gozlenirken, LH uyarimi yapildig:
kosullarda kontrol gruplarina goére tiim dozlarda anlamli bir azalma gozlenmistir

(p<0.05).

12 saat sonunda kontrol grubu ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozu LH uyarimi
yapildigi  ve yapilmadigr kosullarda 17B-HSD enzimi miktar1 bakimindan
karsilagtirildiginda, LH uyarimi yapilmadigi kosullarda kontrol gruplarma gore 10M,
8M ve 6M dozlarinda anlaml bir azalma gézlenirken, LH uyarimi yapildigi kosullarda
kontrol gruplarina gore 12M, 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma
gozlenmistir (p<0.05). 12 saat sonunda kontrol gruplar ile Aroklor 1242°nin bes farkl
dozuna vitamin E ilave edilerek olusturulan dozlart LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadigr kosullarda 17B8-HSD enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda,
kontrol gruplarina gore 12M, 10M, 8M ve 6M dozlar1 anlamli olarak azalmaktadir
(p<0.05).

24 saat sonunda kontrol grubu ile Aroklor 1242’nin bes farkli dozu LH uyarmmu
yapildigi  ve yapilmadigt kosullarda 17B-HSD enzimi miktar1 bakimindan
karsilastirildiginda, LH uyarimi yapilmadigi kosullarda kontrol gruplarina gore 16M,
10M, 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma go6zlenirken, LH uyarimi yapildig:
kosullarda kontrol gruplarina gére 12M, 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlaml
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bir azalma gozlenmistir (p<0.05). 24 saat sonunda kontrol gruplar ile vitamin E ilave
edilmis Aroklor 1242 dozlar karsilastirildiginda ise kontrol gruplarina gore 10M, 8M

ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma goriilmektedir (p<0,05).

Aroklor 1242°nin bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1242 dozlart 178-HSD enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, vitamin

E ilave edilmis tiim dozlarda anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.05).
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17B-HSD Aktivitesi A1242
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Sekil 4.3.2.1: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadig:
kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagli 178-HSD aktiviteleri (16M: 10™°M;
12M: 10"*M; 10M: 107°M; 8M: 10M; 6M: 10°M; *: p<0.05)
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Sekil 4.3.2.2: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1242) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadigi kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagli 173-HSD aktiviteleri
(16M+VE: 10™M + Vitamin E; 12M+VE: 10™*M + Vitamin E; 10M+VE: 10"°M + Vitamin E;
8M+VE: 10®°M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *: p<0.05)
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TM3 Leydig hiicrelerinin LH uyarim1 yapildig1 ve yapilmadig: kosullarda 6, 12 ve 24
saat sonunda kontrol ve Aroklor 1260 uygulanan gruplarda spektrofotometrik yontem
kullanilarak dakikada azalan NADPH miktarina bagli olarak hesaplanan 17p-
Hidroksisteroid dehidrogenaz (17p-HSD) enzimi miktar1 sekil 4.3.2.3’de verilmistir.
Bunun yani sira Aroklor 1260 ve vitamin E’nin birlikte uygulandigi gruplar sekil
4.3.2.4°de verilmistir. 6 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1260’in bes farkli
dozu LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi kosullarda 17B-HSD enzimi miktarlari
bakimindan karsilastirildiginda, LH uyarimi yapilmadigi kosullarda kontrol gruplarina
gore 12M, 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma gozlenirken, LH
uyarimi yapildigi kosullarda 12M, 10M 8M ve 6M dozlarinda anlamli bir azalma
gbzlenmistir (p<0,05). 6 saat sonunda kontrol gruplar ile vitamin E ilave edilmis
Aroklor 1260 dozlar karsilastirildiginda ise LH uyarimi yapilmadigi kosullarda kontrol
gruplarina goére 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir azalma gozlenirken,
LH uyarimi yapildig1 kosullarda 12M, 10M, 8M ve 6M uygulanan dozlarda anlamli bir

azalma g6zlenmistir (p<0,05).

12 ve 24 saat sonunda kontrol gruplari ile Aroklor 1260’ bes farkli dozu LH uyarimi
yapildigi ve yapilmadigi kosullarda 17B-HSD enzimi miktarlar1 bakimindan
karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gore tiim dozlar anlamli olarak azalmistir
(p<0.05). 12 saat sonunda kontrol gruplari ile vitamin E ilave edilmis Aroklor 1260
dozlar1 karsilastirildiginda ise ontrol gruplarina gore tiim dozlarda anlamli bir azalma

gorilmistiir (p<0,05).

Aroklor 1260’1in bes farkli dozu ile bu dozlara vitamin E ilave edilerek olusturulan
Aroklor 1260 dozlar1 17B-HSD enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, vitamin
E ilave edilmis dozlardan 6 ve 12 saat yapilan uygulamalarda anlamli bir artis meydana

gelirken, 24 saat yapilan uygulamalarda anlamli bir fark gézlenmemistir (p<0.05).
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Sekil 4.3.2.3: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigi
kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagli 178-HSD aktiviteleri (16M: 10™°M;

12M: 10™M; 10M: 10™°M; 8M: 10®M; 6M: 10°°M; *: p<0.05)
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Sekil 4.3.2.4: Poliklorlu bifenilin (Aroklor 1260) ve Vitamin E’nin LH uyarimi yapildigi ve
yapilmadig1 kosullarda TM3 Leydig hiicrelerindeki doz ve zamana bagli 178-HSD aktiviteleri
(16M+VE: 10"*M + Vitamin E; 12M+VE: 10™M + Vitamin E; 10M+VE: 10"°M + Vitamin E;

8M+VE: 10®M + Vitamin E; 6M+VE: 10°M + Vitamin E; *: p<0.05)
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5. TARTISMA VE SONUC

Poliklorlu bifeniller (PCB), 1930’lu yillarda endiistriyel kullanim amaciyla iiretilmeye
baslanan organik klorlu bilesiklerdir (Seyran ve Erisir, 2008). Poliklorlu bifeniller,
bilinen tiim kimyasal maddeler arasinda dogada en kalici olanlaridir. Lipofilik
ozellikleri ve kimyasal kararliliklari nedeniyle besin zincirinde birikerek cevresel
kontaminasyona neden olduklar1 ve insan sagligini tehdit ettikleri anlasildiktan sonra
PCB’ler ile yapilan ¢alismalar artmistir (Lione, 1988; Silberhorn ve dig., 1990; Safe,
1994; Ganey ve dig., 1993; Nishida ve dig., 1997; Mayes ve dig., 1998; Lilienthal ve
dig., 2000, Schilderman ve dig., 2000; Bonefeld-Jorgensen ve dig., 2001; Kakela ve
dig., 2001; Apostoli ve dig., 2003; De Vos ve dig., 2003; Pavuk ve dig., 2004;
Richardson ve Miller, 2004; Woodhouse ve Cooke, 2004; Hirako ve dig., 2005;
Pliskova ve dig., 2005; Banudevi ve dig., 2006; Buterin ve dig., 2006; Ma ve Sassoon,
2006; Aydin ve dig., 2007; Coburn ve dig., 2007; Kreiling ve dig., 2007; Kutlu ve dig.,
2007; Adebusoye ve dig., 2008; Dziennis ve dig., 2008; Sandal ve dig., 2008; Sipka ve
dig., 2008; Venkataraman ve dig., 2008). Ozellikle erkek iireme sistemi iizerine etkileri
yaygin olarak deney hayvanlarinda ¢alisilmistir (Platonow ve dig., 1976; Johansson,
1987; Peltola ve dig., 1994; Waalkens-Berendsen ve dig., 1996; Cooke ve dig., 1996;
Huang ve dig., 1998; Faqi ve dig., 1998; Gray ve dig., 1999; Andric ve dig., 20003,
2000b; Fielden ve dig., 2001; Kim, 2001; Kim ve dig., 2001; Ahmad ve dig., 2003; Hsu
ve dig., 2003; Oskam ve dig., 2004; Hauser ve dig., 2005; Oskam ve dig., 2005; Hsu ve
dig., 2007; Li, 2007; Murugesan 2007a; Wakui ve dig., 2007; Aly ve dig., 2009). Son
yillarda ise, bazi PCB karisimlarinin erkek iireme sistemi iizerine etkileri testikiiler
hiicrelerde in vitro olarak ¢alisilmistir (Fukuzawa ve dig., 2003; Senthil kumar ve dig.,
2004; Krishnamoorthy ve dig., 2005; Murugesan ve dig., 2005b; Pflieger-Bruss ve dig.,
2006; Murugesan ve dig., 2007b; 2008).

PCB’lerin hiicre canliligina etkisiyle ilgili olarak bir¢ok ¢alisma yapilmistir. 1989
yilinda Johansson’un kiiltiire edilmis fare leydig hiicreleriyle yaptig1 calismaya gore ii¢

saat siireyle ticari PCB karisimi olan Clophen A40 ve Clophen A50 karisimi 0.05, 0.5



76

ve 5 Pg dozlarinda uygulanmasi sonucunda doza bagli olarak yiiksek dozlarda hiicre
canliligimi distirmektedir (Johansson, 1989). 1995 yilinda yapilan bir ¢alismada kiiltiire
edilmis yetigkin sican Leydig hiicrelerine iki saat boyunca dort, bes, alt1 ve sekiz klor
iceren PCB konjenerlerinin karigimi 5.2x10° M, 1.04x10°°M, 1.56x10°M ve 2.08x10"
°M dozlarinda uygulanmasi sonunda 1.04x10°M, 1.56x10°M ve 2.08x10™°M dozlarinin
hiicre canliligmin azalttigi belirtilmistir (Kovacevic ve dig., 1995). Murugesan ve
digerleri (2007b) yaptiklar1 bir calismada kiiltire edilmis yetiskin sican Leydig
hiicrelerine 107™° M, 10° M, 10® M ve 107" M dozlarinda 24 saat boyunca LH uyarimi
yapilmadigr ve yapildigi kosullarda bir PCB karisimi olan Aroklor 1254 uygulamislar
ve sadece 107 M dozunda hiicre canlihiginda anlamh bir diisiis meydana geldigini
bulmuslardir. 2008 yilinda yapilan bir ¢aligmada ise yine kiiltiire edilmis yetiskin sigan
Leydig hiicrelerine 10™° M, 10° M, 10® M ve 107 M dozlarinda 6 ve 12 saat siireyle
LH uyarimi yapilmadigi ve yapildigi kosullarda Aroklor 1254 uygulanmis ve hiicre
canliligi etkilemedigi bildirilmistir (Murugesan ve dig., 2008).

Kiiltiire edilmis yetigkin sican Sertoli hiicreleriyle yapilan bir ¢calismada ise; LH uyarimi
yapilmadan bazal durumda 24 saat siireyle 1012 M, 10710 M, 10° M, 108 M ve 107 M
dozlarinda PCB-22 ve PCB-77 uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore de 24
saat yapilan uygulama sonunda 10® M ve 107 M uygulanan dozlarda PCB-22 ve PCB-
77’nin hiicre canliligini anlamli olarak azalttigi bulunmustur (Raychoudhury ve dig.,
2000). Yine kiiltiire edilmis yetiskin sican Sertoli hiicreleriyle yapilan bir ¢aligmada ise;
LH uyarimi yapilmadan bazal durumda 6, 12 ve 24 saat boyunca 10*° M, 10° M, 10°®
M ve 10”7 M dozlarinda Aroklor 1254 uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore de
6 saat yapilan uygulama sonunda Aroklor 1254’{in hiicre canliligini1 etkilemedigi
bulunurken, 12 saat uygulama sonunda sadece 10" M uygulanan dozda hiicre canliligin
anlaml olarak azalttigi, 24 saat uygulama sonunda ise 10° M, 10® M ve 107 M
uygulanan dozlarda hiicre canlilifini anlamli olarak azalttigin1 belirtmislerdir
(Krishnamoorthy ve dig., 2005). 2011 yilinda Sertoli hiicreleri ve gonosit hiicre kiiltiirii
ile yapilmis bir ¢alismada, 24 saat stireyle 1 M, 10 uM, 50 yM ve 100 uM dozlarda
PCB-153 uygulanmasi sonucunda 10 uM ve iizerindeki dozlarda hiicre canliliginin

azaldigi gosterilmistir (Zhang ve dig., 2011).
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Kiiltiire edilmis domuz ovaryum folikiil hiicreleri ile yapilan in vitro ¢alisma ile ise,
PCB-153"lin hiicre canliligin1 etkilemedigi gosterilmistir (Gregoraszczuk ve Wéjtowicz,
2002). Fare timosit hiicreleri ile yapilan in vitro ¢alismada PCB-52 ve PCB-77’nin
yiiksek dozlarda hiicre canliligini azalttigi bulunmustur (Yilmaz ve dig., 2006). Meme
kanseri hiicre soyu (MCF-7, ZR-75-1 and T47D), sinir hiicreleri, lenfositler, insan PC-3
and 22Rv1 prostat hiicre soyu, timositler, renal korteks proksimal tiibiilar hiicreleri,
l6kositler, incebagirsak epitel hiicreleri (Caco-2), dopaminerjik sinir hiicreleri (MN9D),
insan monosit hiicre soyu (U937), hipofiz hiicre soyu (AtT20), domuz endotel hiicreleri
ile yapilan in vitro ¢aligmalarda artan PCB konsantrasyonun doza bagl olarak hiicre
canliligini azalttig1 gosterilmistir (Yoo ve dig., 1997; Omara ve dig., 1998; Sanchez ve
dig., 2000; Shin ve dig., 2000; Hwang ve dig., 2001; Oomen ve dig., 2001; Sanchez-
Alonso ve dig., 2003; Tan ve dig., 2003; Lee ve Opanashuk, 2004; Oenga ve dig., 2004;
Johansson ve dig., 2006; Santiago ve dig., 2006; Yilmaz ve dig., 2010). PCB’lerin
hidroksillenmis metobolitleriyle yapilan bir ¢aligmada ise, 13 tane hidroksillenmis PCB
metabolitinin meme kanseri hiicre soyunda (MCF-7) diisiik dozlarda hiicre canliligini
etkilemedikleri, yliksek dozlarda hiicre canliligini, morfolojisini ve hiicrelerin ylizeye

tutunmalarini etkilediklerini belirtilmistir (Kramer ve dig., 1997).

Yapilan bu calismada, TM3 Leydig hiicrelerinin canlilig: ile ilgili sonuglar, hem tek
basina Aroklor 1242 ve Aroklor 1260 verilen gruplarda hemde Aroklor 1242’ye ve
Aroklor 1260’a ilave antioksidan olarak vitamin E verilen gruplarda 6., 12. ve 24.
saatlerde uygulanan yiiksek dozlarda (10® M ve 10° M) TM3 hiicrelerinin canhiligint
azaltmas1 bu konuyla ilgili yukarida bahsedilen caligmalarla uygunluk gostermektedir.
Sonu¢ olarak hem A1242 hemde A1260 yiiksek dozlarda hiicre canliligini

azaltmaktadir.

Oksidatif hasarin; lipidler, proteinler ya da DNA gibi hiicrelerdeki 6nemli molekiillere
zarar verdikleri bilinmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Dalle-Donne ve dig.,
2003). Bu hasar hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan meydana
getirilmektedir (Cai ve dig., 1997). ROS’lar tarafindan membrandaki lipidlerin okside
edilmesiyle lipid peroksidasyon iiriinleri olusarak membran biitiinliigli bozulur
(Halliwell ve Gutteridge, 1990). PCB’ler, 6zellikle yiiksek klorlu PCB’ler, ROS’larin

muhtemel bir kaynagi olarak sitokrom P450’leri tesvik ederler ve sonugta olusan
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ROS’larin hiicre membrani ile etkilesimiyle lipid peroksidasyonu meydana gelmis olur
(Parkinson ve dig., 1983; Peltola ve dig., 1994; Banudevi ve dig., 2006; Venkataraman
ve dig., 2008). PCB’lere ilave olarak vitamin E’nin es zamanli uygulanmast TBARS
olusumunun inhibe edilmesiyle lipid peroksidasyonunu baskilamaktadir (Oda ve dig.,
1987). PCB’lerin lipit peroksidasyonuna etkilerini arastiran bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir (Peltola ve dig., 1994; Senthil kumar ve dig., 2004; Krishnamoorthy ve
dig., 2005; Murugesan ve dig., 2005a, 2005b; 2007; 2008; Banudevi ve dig., 2006;
Venkataraman ve dig., 2008; Aly ve dig., 2009). Peltola ve dig., (1994) yaptiklar
calismada siganlara 100 mg//kg PCB intraperitonal (i.p.) olarak vermislerdir. Bu
calisma sonucunda 1, 3, 7, 14 ve 90 giin sonunda testis dokusunda lipid
peroksidasyonuna bakilmis ve anlamli bir fark bulunmamastir. 2005 yilinda yapilan bir
caligmada Aroklor 1254 2 mg/kg dozunda i.p. olarak 30 giin boyunca uygulanmasi
sonunda lipid peroksidasyonunun onemli dlglide arttigi bildirilmistir (Murugesan ve
dig., 2005a). Murugesan ve digerlerinin (2005b) yaptigi baska bir ¢alismaya gore 30
giin sitireyle 2 mg/kg Aroklor 1254 tek basina ve 2 mg/kg Aroklor 1254 (A1254)’e ilave
olarak 100 mg/kg dozunda vitamin C ve 50 mg/kg dozunda vitamin E uygulanmistir.
Uygulamalar sonunda izole edilmis Leydig hiicrelerinde lipid peroksidasyonunun
A1254 uygulanan grupta anlamli olarak arttifi belirtilirken, A1254’e ilave olarak
vitamin C ve vitamin E ilave edilen gruplarda anlamli olarak azaldigi belirtilmistir.
Kiiltiire edilmis yetiskin sican Leydig hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada 10"° m, 10°
M, 10® M ve 10" M dozlarinda 24 saat boyunca LH uyarimi yapilmadigi ve yapildigi
kosullarda A1254 uygulamislar ve hem bazal hem de LH uyarimi yapildigi kosullarda
uygulanan tiim dozlarda lipid peroksidasyonunda anlamli bir artis meydana geldigi
bulunmustur (Murugesan ve dig., 2007b). Murugesan ve digerleri (2008) Leydig
hiicreleriyle yaptiklar: bir calismada 10" M, 10° M, 10® M ve 107 M dozlarinda 6 ve
12 saat stireyle LH uyarimi yapilmadig: ve yapildigi kosullarda A1254 uygulanmis ve
tim dozlarda lipid peroksidasyonunu arttirdigin1 bildirmislerdir. Yapilan bagka bir
caligmada ise, 0.75 mg/kg, 1.5 mg/kg ve 3 mg/kg dozlarinda A1254 20 giin siiresince
uygulanmis ve lipid peroksidasyonunun tiim dozlarda arttig1 rapor edilmistir (Aly ve

dig., 2009).

Senthil kumar ve digerleri (2004) yaptiklari ¢alisma ile 30 giin siireyle 2 mg/kg Aroklor
1254 tek basina, 2 mg/kg Aroklor 1254 (A1254)’e ilave olarak 100 mg/kg dozunda
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vitamin C ve 50 mg/kg dozunda vitamin E uygulanmislardir. Uygulamalar sonunda
izole edilmis Sertoli hiicrelerinde lipid peroksidasyonunun A1254 uygulanan grupta
anlamli olarak arttig1 belirtilirken, A1254’e ilave olarak vitamin C ve vitamin E ilave
edilen gruplarda anlamli olarak azaldig belirtilmistir. Yine Sertoli hiicreleri ile yapilan
baska bir ¢alismada, 10 M, 10° M, 10® M ve 107 M dozlarinda 6, 12 ve 24 saat
sireyle A1254 uygulanmis ve 6 saat uygulama sonunda 107 M dozunda lipid
peroksidasyonu bakimindan artis meydana geldigi bildirilirken, 12 ve 24 saat uygulama
sonunda tiim dozlarda artis meydana geldigi bildirilmistir (Krishnamoorthy ve dig.,
2005).

Banudevi ve digerleri (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore i.p. olarak 2 mg/kg
dozunda A1254 tek basina ve bu doza ilave oral olarak 50 mg/kg vitamin E 30 giin
siiresince uygulanmistir. Calisma sonucunda karaciger, akciger ve bobrek dokulari
alinarak lipid peroksidasyonu bakimindan incelendiginde A1254’tn tek basina
uygulandig1 gruplarda anlamli olarak arttig1 bildirilmisken, vitamin E ilave edilerek
olusturulmus grupta lipid peroksidasyonu A1254’iin tek basina uygulandig1 gruba gore
anlamli olarak azaldigi bildirilmistir. Yapilan bagka bir ¢aligmaya gore i.p. olarak 2
mg/kg dozunda A1254 tek basina ve bu doza ilave i.p. olarak 5 ve 10 mg/kg dozlarinda
melatonin 30 giin boyunca uygulanmig ve beyincik, serebral korteks ve hipokampiis
dokularinda lipid peroksidasyonunun A1254 uygulanmis gruplarda arttigi rapor
edilmistir. 5 ve 10 mg/kg melatonin uygulanan gruplarda ise A1254 uygulanmis gruba
gore anlamli olarak bir azalma meydana geldigi ortaya konmustur (Venkataraman ve
dig., 2008).

Bu calismada hem A1242 hem de A1260 tek basina uygulandig1 gruplarda yukaridaki
calismalarda oldugu gibi tiim uygulanan dozlarda lipid peroksidasyonu anlamli olarak
artmistir. A1242’ye vitamin E ilave edilerek olusturulmus dozlarda 6 ve 12 saatlerde
yine tiim gruplarda lipid peroksidasyonunda anlamli olarak artis meydana gelmistir. 24
saat sonunda ise 10™° M uygulanan dozda lipid peroksidasyonunda anlamli bir fark
goriilmezken, 10™ M, 10 M, 10® M ve 10® M uygulanan dozlarinda anlamli olarak
artis oldugu goriilmektedir. A1260’a vitamin E ilave edilerek olusturulmus dozlarda 6,
12 ve 24 saatlerde uygulanan tiim dozlarda anlamli olarak artis meydana gelmistir.

Vitamin E ilave edilen tim gruplarda lipid peroksidasyonunda anlamli bir azalis
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meydana gelmesi bakimindan, A1254 ile ayri ayr1 vitamin E, vitamin C ve melatonin
ilave edilerek birlikte uygulanmasi ile yapilan ¢aligmalarla da benzerlik gostermektedir
(Murugesan ve dig., 2005b, Senthil kumar ve dig., 2004, Banudevi ve dig., 2006 ve
Venkataraman ve dig., 2008). Bu bilgiler 1s18inda A1242 ve A1260’1n uygulanan tim
dozlarinda, olusturdugu lipid peroksidasyonuna karsi vitamin E’nin koruyucu rolii

oldugu goriilmektedir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) Leydig hiicrelerinde steroidogenik yolakta StAR
proteinine ve sitokrom P450 enzimlerini igeren Onemli unsurlara zarar verebilir
(Georgiou ve dig., 1987; Diemer ve dig., 2003). ROS’lar ayn1 zamanda antioksidan
enzimlerin aktivitelerinin azalmasina, protein sentezinin inhibe olmasina, DNA hasarina
ve sonunda hiicre dliimiiyle sonuglanmasina neden olur (Halliwell ve Gutteridge, 1990).
PCB’ler hidroksil radikali olusturmak i¢in hidrojen peroksit ile etkilesebilir (Kamohara
ve dig.,1984). Bu da PCB’lere maruz birakilan si¢anlarda biyolojik sistemde ROS’larin
en aktif formu olan hidroksil radikalinin olusumunun artmasiyla yansitilir (Kamohara
ve dig., 1984; Twaroski ve dig., 2001a). Aroklor 1254 2 mg/kg dozunda i.p. olarak 30
giin boyunca uygulanmasi sonunda Leydig ve Sertoli hiicrelerinde, karaciger, akciger ve
bobrek dokular ile beyincik, serebral korteks ve hipokampiis dokularinda hidroksil
radikalinin 6nemli 6l¢iide arttig1 rapor edilmistir (Murugesan ve dig., 2005a; 2005b;
Senthil kumar ve dig., 2004; Banudevi ve dig., 2006; Venkataraman ve dig., 2008). 30
giin siireyle 2 mg/kg A1254’e ilave olarak 100 mg/kg dozunda vitamin C, 50 mg/kg
dozunda vitamin E ile 5 ve 10 mg/kg melatonin uygulamalari sonucunda tek basina
A1254 uygulanan gruplara goére A1254’e ilave olarak vitamin C, vitamin E ve
melatonin uygulanan gruplarda hidroksil radikali anlamli olarak azaldigi bildirilmistir
(Murugesan ve dig., 2005b; Senthil kumar ve dig., 2004; Banudevi ve dig., 2006;
Venkataraman ve dig., 2008). Leydig hiicrelerine 10 M, 10° M, 10° M ve 107 M
dozlarinda 6, 12 ve 24 saat boyunca LH uyarimi yapilmadigi ve yapildigi kosullarda
A1254 uygulanmasi sonucunda hidroksil radikali bakimmdan uygulanan tiim dozlarda

anlaml1 bir artis meydana geldigi bulunmustur (Murugesan ve dig., 2007b; 2008).

Yapilan bu ¢aligmada ise, A1242’nin tek basina uygulandigi gruplarda 102 M, 10 ™,
10® M ve 10°® M ve A1260’1n tek basmna uygulandigi gruplarda 10 M, 10® M ve 10°

M gibi yiikselen doza ve zamana bagli olarak olusan hidroksil radikal miktar1 anlaml
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olarak arttig1 ortaya konulmaktadir. A1242 ve AI1260’a ilave olarak vitamin E
uygulanmis gruplarda kontrol gruplaria gore 6. ve 12. saatlerde 102 M, 10%° M, 10
M ve 10 M dozlarinda hidroksil radikali miktari anlamli olarak artarken, 24. saatte 10
1M, 102 M, 10"° M, 10® M ve 10° M dozlarinda anlamli olarak artmistir. A1242 ve
A1260’a ilave olarak vitamin E uygulanmis gruplarda tek baslarma A1242 ve A1260
uygulanan gruplara gore olusan hidroksil radikali miktar1 anlamli olarak azaldigi ve
vitamin E’nin hidroksil radikaline karsi koruyucu rolii oldugu yukaridaki ¢alismalar ile

uygunluk géstermektedir.

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar birgok organda serbest radikal aracili
doku hasarmma karst dogal savunma sistemidir (Peltola ve dig., 1994). Siiperoksit
dismutazda (SOD) bu savunma sisteminde yer alan ve siiperoksit anyonunu hidrojen
peroksit ve oksijene indirgeyen bir antioksidan enzimdir (Murugesan ve dig., 2008).
Peltola ve dig., (1994) yaptiklari ¢aligma sonucunda 1 ve 90 giin uygulama sonunda
SOD enzimi miktarinda anlamli bir azalma bildirilmistir. Aroklor 1254 2 mg/kg
dozunda 1i.p. olarak 30 giin boyunca uygulanmasi sonunda Leydig ve Sertoli
hiicrelerinde, karaciger, akciger ve bobrek dokularinda SOD enzimi miktarinin azaldigi
rapor edilmistir (Murugesan ve dig., 2005a; 2005b; Senthil kumar ve dig., 2004,
Banudevi ve dig., 2006). 30 giin siireyle 2 mg/kg A1254’¢ ilave olarak 100 mg/kg
dozunda vitamin C, 50 mg/kg dozunda vitamin E uygulamalar1 sonucunda tek basina
A1254 uygulanan gruplara gore A1254’¢ ilave olarak vitamin C ve vitamin E
uygulanan gruplarda SOD enzimi miktarinin anlamli olarak azaldigi bildirilmistir
(Murugesan ve dig., 2005b; Senthil kumar ve dig., 2004; Banudevi ve dig., 2006).
PCB’ler tarafindan olusturulan SOD aktivitesindeki bu diislis vitamin E tarafindan
dengelenmektedir (Banudevi ve dig., 2006). Bu koruyucu etki siiperoksit radikalleriyle
vitamin E’nin radikal temizleyici bolgesinin dogrudan reaksiyonu sonucu meydana
geldigi bildirilmektedir (Scott, 1969). Leydig hiicrelerine 10 M, 10° M, 10® M ve 10°
" M dozlarmda 6, 12 ve 24 saat boyunca LH uyarmu yapilmadigi ve yapildig
kosullarda A1254 uygulanmasi sonucunda SOD enzimi miktar1 bakimindan uygulanan
tim dozlarda anlamli bir azalma meydana geldigi bulunmustur (Krishnamoorthy ve
dig., 2005; Murugesan ve dig., 2007b; 2008). 0.75 mg/kg, 1.5 mg/kg ve 3 mg/kg

dozlarinda A1254 20 giin siiresince uygulanmis ve testis dokusunda SOD enzimi
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miktarinin tim dozlarda yilikselen doz miktarina paralel olarak diislis gosterdigi

belirtilmistir (Aly ve dig., 2009).

Bu calisma ile A1242’nin tek basina uygulandigi gruplarda 6 ve 12 saatte 102 m, 101°
M, 10° M ve 10° M dozlarinda ve 24 saatte 10"° M, 10° M ve 10° M SOD enzimi
miktarinda anlamli bir azalma meydana gelmistir. Bu sonuglar A1254 ile yapilan
calismalar ile uygunluk gostermektedir. A1242’ye vitamin E ilave edilerek olusturulan
gruplarda 6 saat sonunda 10 M ve 10° M dozlarinda anlamli bir azalma oldugu
goriiliirken, 12 ve 24 saat sonunda sadece 10™° M, 10® M ve 10°® M dozlarinda anlamli
bir azalma goriilmesi yiiksek dozlarda SOD enzimi miktarini azalttigini gostermektedir.
Bu sonuglar bize, vitamin E’nin 6, 12 ve 24 saat yapilan uygulamalarda diisiik dozlarda
A1242°nin SOD enzimi miktar1 bakimindan olusturdugu hasara karsi koruyucu rolii
oldugunu gostermektedir. Ayrica vitamin E uygulanmis gruplarin sadece A1242
uygulanmis gruplarla karsilastirilmasi sonucunda SOD enzimi miktarinda anlamli bir

artis meydana gelmesi de vitamin E’nin antioksidan roliinii ortaya koymaktadir.

A1260’1mn tek basina ve vitamin E ile birlikte uygulandigi1 gruplarda 6 saat sonunda SOD
enzimi miktar1 bakimindan 10® M ve 10° M dozlarinda anlamh bir azalma goriiliirken,
12 ve 24 saat yapilan uygulamalar sonunda 10%° M, 10® M ve 10® M dozlarinda
anlamli bir azalma goriilmiistir. Bu bulgular yukaridaki c¢alismalar ile benzerlik
gostermektedir. Vitamin E uygulanmis gruplar ile sadece A1260 uygulanmis gruplar
karsilastirildiginda vitamin E uygulanan gruplarda tiim dozlarda SOD enzimi miktari

anlamli olarak artmas1 yine vitamin E’nin koruyucu roliinii ortaya koymaktadir.

Katalaz enzimi hiicre i¢i antioksidan savunma sisteminde yer alan ve hiicre iginde
serbest radikallerin aktiviteleri sonucunda olusan ve hiicre i¢in ¢ok zehirli olan hidrojen
peroksidi su ve oksijene geviren bir enzimdir (Goldman ve Blobel, 1978; Murugesan ve
dig., 2008). Katalaz enzimi hiicre iginde ¢ogunlukla peroksizomlarda bulunur (Goldman
ve Blobel, 1978). Katalaz enzimi aktivitesi siiperoksit radikali tarafindan inhibe edilir
(Kono ve Fridovich, 1982). Katalaz enzimi inaktif formundan diizenlenebilmesi icin
NADPH’ye ihtiya¢ duyar (Kirkman ve Gaetani, 1984). Bu sebepten PCB
uygulanmasiyla azalan NADPH miktarina bagli olarak katalaz aktivitesinde diislis

meydana gelmektedir (Twaroski ve dig., 2001a, b). Peltola ve dig., (1994) yaptiklar
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calisma sonucunda 1, 3 ve 7 giin uygulama sonunda katalaz enzimi miktarinda anlamli
bir azalma bildirmislerdir. Aroklor 1254 2 mg/kg dozunda i.p. olarak 30 giin boyunca
uygulanmasi1 sonunda Leydig ve Sertoli hiicrelerinde, karaciger, akciger ve bdbrek
dokularinda katalaz enzimi miktarinin anlamli olarak azaldigi rapor edilmistir
(Murugesan ve dig., 2005a; 2005b; Senthil kumar ve dig., 2004; Banudevi ve dig.,
2006). 30 giin stireyle 2 mg/kg A1254’e ilave olarak 100 mg/kg dozunda vitamin C, 50
mg/kg dozunda vitamin E uygulamalar1 sonucunda tek basina A1254 uygulanan
gruplara gore A1254’¢ ilave olarak vitamin C ve vitamin E uygulanan gruplarda katalaz
enzimi miktarinin anlamli olarak azaldigi bildirilmistir (Murugesan ve dig., 2005b;
Senthil kumar ve dig., 2004; Banudevi ve dig., 2006). Leydig hiicrelerine 10%° M, 10
M, 10® M ve 107 M dozlarinda 6, 12 ve 24 saat boyunca LH uyarimi yapilmadigi ve
yapildigi kosullarda A1254 uygulanmasi sonucunda katalaz enzimi miktar1 bakimimdan
uygulanan tiim dozlarda anlamli bir azalma meydana geldigi bulunmustur
(Krishnamoorthy ve dig., 2005; Murugesan ve dig., 2007b; 2008). 0.75 mg/kg, 1.5
mg/kg ve 3 mg/kg dozlarinda A1254 20 giin siiresince uygulanmis ve testis dokusunda
katalaz enzimi miktarinin 1.5 mg/kg ve 3 mg/kg dozlarinda azalma gosterdigi rapor

edilmistir (Aly ve dig., 2009).

Bu c¢aligmadan elde edilen bulgular 1s18inda A1242’nin tek basina uygulandig1 dozlarda
6 ve 12 saat uygulama sonunda LH uyarimi yapildig1 ve yapilmadigi kosullarda 10 M
ve lzerindeki dozlarda, 24 saat uygulama sonunda 10® M ve iizerindeki dozlarda
anlamlt bir azalma meydana gelmesi A1242’nin A1254 gibi yiiksek dozlarda toksik
etkisi oldugunu gostermektedir. A1242 ile birlikte vitamin E uygulamalar1 sonucunda 6
ve 12 saat sonunda LH uyarimmi yapildigi ve yapilmadigi kosulda 10" M ve iizeri
dozlarda katalaz enzimi miktarinda anlamli bir azalma meydana gelmistir. 24 saat
yapilan uygulamalarda LH uyarimi yapildigi ve yapilmadigr kosullarda 10 M ve iizeri
dozlarda katalaz enzimi miktar1 bakimindan anlamli bir azalma meydana gelmesi
A1242’nin yiiksek dozlarda katalaz enzimini etkiledigini gostermektedir. Bunun
yanisira, A1242 ve vitamin E uygulanmis gruplarin sadece A1242 uygulanmis gruplarla
karsilastirilmast sonucunda katalaz enzimi miktarinda 12 saat LH uyarimi yapilmadig
kosullarda ve 24 saat hem LH uyarimi yapildigi ve hemde yapilmadigi kosullarda
anlamli bir artiy meydana gelmesi de vitamin E’nin uzun siireli uygulamalarda

A1242’nin olusturdugu hasara kars1 koruyucu oldugunu diisiindiirmektedir.
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A1260’1n tek basma uygulandigi dozlarda 6 ve 12 saat uygulama sonunda 10™° M ve
tizerindeki dozlarda anlamli bir azalma meydana gelirken, 24 saat yapilan
uygulamalarda 10® M ve iizerindeki dozlarda anlamli bir azalma meydana gelmektedir.
A1260’m bu dozlarma vitamin E ilave edilerek olusturulmus dozlarinda ise, 6 saat
sonunda sadece 10° M dozunda, 12 ve 24 saat sonunda ise, 10" M ve iizerindeki
dozlarda anlamli bir azalma goriilmektedir. Bu bulgular onceki yillarda A1254 ile
yapilan c¢alismalar ile paralellik gostermektedir. A1260°in tek basina uygulandigi
dozlar1 vitamin E ile birikte uygulandigi dozlart ile karsilastirildiginda ise katalaz
enzimi miktar1 bakimindan sadece 6 saat yapilan uygulamalarda anlamli bir artig
meydana geldigi bulunmustur. Bu da bize, A1260’1n olusturdugu hasara kars1 katalaz
enzimi miktar1 bakimindan vitamin E’nin sadece kisa siireli uygulamalarda koruyucu

oldugunu gostermektedir.

GPx enzimi hidrojen peroksit ya da lipid hidroperoksitin (LOOH) glutatyon tarafindan
indirgenmesini katalizleyen selenyum bagimli bir enzimdir. GPx enzimi hidrojen
peroksiti temizlerken, hidrojen donérii olarak glutatyonu kullanarak glutatyonun okside
formu olan GSSG ve su olusmasini saglar (Delibas ve Ozcankaya, 1995; Simsek, 1999;
Burgak ve Andican, 2004; Murugesan ve dig., 2008). PCB uygulanmasiyla glutatyon
diizeyindeki azalmanin ve peroksit diizeylerindeki artisin GPx enziminin aktivitesini
diistirdiigli gozlenmistir (Twaroski ve dig., 2001b). Peltola ve dig., (1994) tarafindan
yapilan bir ¢alismaya gore 1, 3, 7, 14 ve 90 giin uygulama sonunda GPx enzimi
miktarinda anlamli bir fark goriilmedigini rapor etmislerdir. Aroklor 1254 2 mg/kg
dozunda 1i.p. olarak 30 giin boyunca uygulanmasi sonunda Leydig ve Sertoli
hiicrelerinde, karaciger, akciger ve bobrek dokularinda GPX enzimi miktarinin anlaml
olarak azaldig1 gosterilmistir (Murugesan ve dig., 2005a; 2005b; Senthil kumar ve dig.,
2004; Banudevi ve dig., 2006). 30 giin siireyle 2 mg/kg A1254°¢ ilave olarak 100 mg/kg
dozunda vitamin C, 50 mg/kg dozunda vitamin E uygulamalar1 sonucunda tek basina
A1254 uygulanan gruplara gore Al1254’e¢ ilave olarak vitamin C ve vitamin E
uygulanan gruplarda GPx enzimi miktarinin anlamli olarak arttigi bildirilmistir
(Murugesan ve dig., 2005b; Senthil kumar ve dig., 2004; Banudevi ve dig., 2006).
Leydig hiicrelerine 10 M, 10° M, 10® M ve 10" M dozlarinda 6, 12 ve 24 saat
boyunca LH uyarimi yapilmadigi ve yapildigi kosullarda A1254 uygulanmasi
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sonucunda GPx enzimi miktar1 bakimindan uygulanan tim dozlarda anlamli bir azalma
meydana geldigi bulunmustur (Krishnamoorthy ve dig., 2005; Murugesan ve dig.,
2007b; 2008). Aly ve digerlerinin (2009) yaptiklar: bir ¢alismaya gore 0.75 mg/kg, 1.5
mg/kg ve 3 mg/kg dozlarinda A1254 20 giin siiresince uygulanmis ve testis dokusunda
GPx enzimi miktarinin 1.5 mg/kg ve 3 mg/kg dozlarinda azalma gosterdigi rapor

edilmistir.

Bu ¢alismadan elde edilen bulgular 1s18inda A1242°nin tek basina uygulandigi dozlarda
6, 12 ve 24 saat uygulamalarda 10™* M ve daha yiiksek dozlarda GPx enzim aktivetesini
azalttig1 bulunmustur. A1242 ile birlikte vitamin E uygulamalari sonucunda 6 ve 12 saat
uygulama sonunda 10 M ve iizerindeki dozlarda ve 24 saat sonunda 10> M ve
tizerindeki dozlarda anlamli bir azalma meydana gelmesi A1242’nin yiiksek dozlarda
GPx enzimini etkiledigini gostermektedir. Bunun yanisira, A1242 ve vitamin E
uygulanmis gruplarin sadece A1242 uygulanmis gruplarla karsilastirilmasi sonucunda
GPx enzimi miktarinda 6, 12 ve 24 saat boyunca yapilan uygulamalarda tiim dozlarda
anlaml bir artis meydana gelmesi de GPx enzimi aktivitesi bakimindan vitamin E’nin

A1242’nin olusturdugu hasara karsi koruyucu oldugunu diisiindiirmektedir.

A1260’1n tek basina uygulandig dozlarda 6, 12 ve 24 saat uygulama sonunda 10™° M
ve daha yiiksek dozlarda anlamli bir azalma meydana geldigi bulunmusgtur. A1260’1n bu
dozlarina vitamin E ilave edilerek olusturulmus dozlarinda ise, 6 saat sonunda 101 M
ve daha yiiksek dozlarinda, 12 ve 24 saat sonunda ise, 102 M ve iizerindeki dozlarda
anlamli bir azalma goriilmektedir. Bu bulgular onceki yillarda A1254 ile yapilan
caligmalar ile benzerlik gostermektedir. A1260’m tek basina uygulandigi dozlar
vitamin E ile birikte uygulandig1 dozlar ile karsilastirildiginda ise GPX enzimi miktar1
bakimindan 6, 12 ve 24 saat yapilan uygulamalarda anlamli bir artis meydana geldigi
bulunmustur. Bu da bize, A1260’in olusturdugu hasara karst GPX enzimi miktari
bakimindan vitamin E’nin A1260 ile olusmus hasara kars1 tiim dozlarda koruyucu rolii

oldugunu gostermektedir.

Bagka bir hiicre i¢i antioksidan enzim olan GST enzimi, serbest radikallerin glutatyon
ile konjugasyonunu katalizler (Banudevi ve dig., 2006). Glutatyonun serbest radikallerle

dogrudan etkilesime gegctigi ve onlart bastirdigr bilinir (Chausseud, 1979). Peltola ve
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digerlerinin (1994) yaptiklari bir ¢alismada 1, 3, 7, 14 ve 90 giin uygulama sonunda 90
gin sonunda GST miktarinda bir azalma meydana geldigini fakat bu azalmanin
istatiksel olarak anlamli olmadigini belirtmiglerdir. Yapilan in vivo g¢alismalar ile,
Aroklor 1254 2 mg/kg dozunda i.p. olarak 30 giin boyunca uygulanmasi sonunda
Leydig ve Sertoli hiicrelerinde, karaciger, akciger ve bobrek dokularinda GST enzimi
miktarinin anlamli olarak azaldigi gosterilmistir (Murugesan ve dig., 2005a; 2005b;
Senthil kumar ve dig., 2004; Banudevi ve dig., 2006). 30 giin siireyle 2 mg/kg A1254°¢
ilave olarak 100 mg/kg dozunda vitamin C, 50 mg/kg dozunda vitamin E uygulamalari
sonucunda tek basina A1254 uygulanan gruplara gére A1254’¢ ilave olarak vitamin C
ve vitamin E uygulanan gruplarda GST enzimi miktarinin anlamli olarak arttigi
belirtilmistir (Murugesan ve dig., 2005b; Senthil kumar ve dig., 2004; Banudevi ve dig.,
2006). Leydig hiicrelerine 10 M, 10° M, 10® M ve 107 M dozlarinda 6, 12 ve 24 saat
boyunca LH uyarimi yapilmadigi ve yapildigi kosullarda A1254 uygulanmasi
sonucunda GST enzimi miktar1 bakimindan uygulanan tiim dozlarda anlamli bir azalma

meydana geldigi rapor edilmistir (Murugesan ve dig., 2007b; 2008).

Yapilan bu ¢alisma sonucunda A1242’nin tek bagina uygulandigi dozlarda 6. saatte 10°
18 M ve iizerindeki dozlarda, 12. saatte 10™° M ve iizerindeki dozlarda, 24. saatte ise, 10°
2 M ve iizerindeki dozlarda GST enzim aktivitesini azalttigi bulunmustur. A1242 ile
birlikte vitamin E uygulamalar1 sonucunda 6, 12 ve 24 saat uygulama sonunda 10*° M
ve tizerindeki dozlarda anlamli bir azalma meydana gelmesi A1242’nin yiiksek dozlarda
GST enzimini etkiledigini gostermektedir. Bunun yanisira, A1242 ve vitamin E
uygulanmig gruplarin sadece A1242 uygulanmis gruplarla karsilastirilmast sonucunda
GST enzimi miktarinda 6 ve 12 saat yapilan uygulamalarda anlamli bir artiy meydana
gelmesi de GST enzimi aktivitesi bakimindan vitamin E’nin A1242’nin olusturdugu

hasara kars1 kisa siireli uygulamalarda koruyucu rolii oldugunu diistindiirmektedir.

A1260’mn tek bagma uygulandigi dozlarda 6 saat uygulama sonunda Sadece 10° M
dozunda anlamli bir azalma meydana geldigi bulunmustur. 12 ve 24 saat uygulamalar
sonucunda ise, 10° M ve iizerindeki dozlarda anlamli bir azalma bulunmustur. Bu
bulgu A1260’1n doz ve zamana bagl olarak GST enzminin aktivitesini diisiirdiigiinii
isaret etmektedir. A1260’1n kullanilan dozlarina vitamin E ilave edilerek olusturulmus

dozlarinda ise, 6 ve 12 saat sonunda 10 M ve 10 M dozlarinda, 24 saat sonunda ise,



87

10® M ve 10° M dozlarinda anlamh bir azalma goriilmektedir. Bu bulgular énceki
yillarda A1254 ile yapilan ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir. A1260’1n tek basina
uygulandig1 dozlar1 vitamin E ile birikte uygulandig1 dozlarn ile karsilastirildiginda ise
GST enzimi miktar1 bakimindan vitamin E ilave edilmis tiim dozlarda anlamli bir fark
gozlenmemistir. Bu sonuglar bize A1260 uygulanmis gruplarda GST enzimi
aktivitesinin sadece yiiksek uygulanan dozlarda etkilendigini ve vitamin E’nin bu

yiiksek dozlarda koruyucu bir etkisi bulunmadigin1 géstermektedir.

3-HSD ve 17B-HSD enzimleri testosteron sentez yolaginda bulunan Onemli
enzimlerdir. 38-HSD enzimi pregnenolonu progesterona, 17a hidroksipregnenolonu 17a
progesterona, dehidroepiandrosteronu androstenodiona doniistiirmektedir. 17p-HSD
enzimi ise androstenodionun testosterona donistiiriilmesinden sorumludur (Payne,
2007). Yapilan bircok c¢alisma ile bu iki enzimin aktivitesine bakilarak uygulanan
PCB’lerin testosteron sentezini etkileyip etkilemedikleri hakkinda bilgi sahibi olmaya
calisgtlmistir (Murugesan ve dig., 2005a; 2005b; 2007b; 2008). Yapilan in vivo
calismalar ile, Aroklor 1254 2 mg/kg dozunda i.p. olarak 30 giin boyunca uygulanmasi
sonunda Leydig hiicrelerinde 33-HSD ve 17B-HSD enzimi miktarinin ve 33-HSD ve
178-HSD enzimi mRNA anlatiminin anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir (Murugesan
ve dig., 2005a; 2005b; 2007a). 30 giin siireyle 2 mg/kg A1254’¢ ilave olarak 100 mg/kg
dozunda vitamin C, 50 mg/kg dozunda vitamin E ve 50mg/kg likopen uygulamalari
sonucunda tek bagma A1254 uygulanan gruplara gore A1254’¢ ilave olarak vitamin C,
vitamin E uygulanan gruplarda 3g-HSD ve 17B-HSD enzimi miktarinin ve 38-HSD ve
17B-HSD enzimi mRNA anlatiminin anlamli olarak arttigi likopen uygulanan grupta
ise, 3p-HSD enzimi miktarmin arttigi belirtilmistir (Murugesan ve dig., 2005b; 2007a;
Elumalai ve dig., 2009). Igeriginde A1260 bulunduran bir transformatdr yagi olan
Askarel 10 mg/kg dozunda i.p. olarak ve 25 pg/testis dozunda intratestikiilar (i.t.) olarak
verilen ¢alisma sonucunda i.p. olarak verilen grupta 33-HSD aktivitesinde bir fark
gozlenmezken, i.t. olarak verilen grupta 38-HSD aktivitesinde anlamli olarak azalma
meydana geldigi gézlenmistir (Andric ve dig., 2000a, b). Andric ve digerlerinin (2006)
yaptiklar1 bir caligmada icerigi bakimindan A1260’a benzeyen bir transformator yagi
olan Pyralene 10 ve 50 mg/kg dozlarinda 4, 7, 14 ve 21 giin boyunca uygulanmistir.
Uygulamalar sonucunda testiste 3f-HSD ve 17B-HSD enzimi ve bu enzimlerin mRNA

transkriptlerinin diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir fark goriilmedigi rapor
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etmislerdir. Leydig hiicrelerine 109 M, 10° M, 10® M ve 107 M dozlarinda 6, 12 ve 24
saat boyunca LH uyarimi yapilmadigi ve yapildigi kosullarda A1254 uygulanmasi
sonucunda 3B-HSD ve 17B-HSD enzimleri miktarlar1 bakimindan uygulanan tiim

dozlarda anlamli bir azalma meydana geldigi rapor edilmistir (Murugesan ve dig.,
2007Db; 2008).

Bu calismadan elde edilen bulgular sonucunda A1242’nin tek basina uygulandigi
dozlarda 6 saat yapilan uygulamalarda 10® M ve 10° M dozlarinda, 12 saat yapilan
uygulamalarda 10™° M ve iizerindeki dozlarda, 24 saat yapilan uygulamalarda ise,
uygulanan tiim dozlarda 33-HSD ve 17B-HSD enzim aktivitesini azalttigi bulunmustur.
A1242 ile birlikte vitamin E uygulamalari sonucunda 6 saat uygulama sonunda tiim
dozlarda, 12 ve 24 saat uygulamalar sonunda ise 10 M ve iizerindeki dozlarda anlamli
bir azalma meydana gelmesi A1242’nin 33-HSD ve 17B-HSD enzimlerini etkiledigini
gostermektedir. Bunun yanisira, A1242 ve vitamin E uygulanmis gruplarin sadece
A1242 wuygulanmig gruplarla karsilastirilmast sonucunda 3B-HSD ve 17B-HSD
enzimleri miktarinda 6, 12 ve 24 saat yapilan uygulamalarda tiim dozlarda anlaml bir
artis meydana gelmesi de 33-HSD ve 17B8-HSD enzimi aktivitesi bakimindan vitamin

E’nin A1242’nin olusturdugu hasara kars1 koruyucu rolii oldugunu diistindtiirmektedir.

A1260’1in tek basmna uygulandigi dozlarda 6 saat uygulama sonunda 10 M ve
tizerindeki dozlarda, 12 saat uygulama sonucunda LH uyarimi yapilmadigi kosullarda
10™ M ve tizerindeki dozlarda, LH uyarimi yapildig kosullarda 10™ M ve tizerindeki
dozlarda, 24 saat uygulama sonucunda ise, LH uyarimi yapilmadigi kosullarda 10™? M
ve lizerindeki dozlarda, LH uyarimi yapildigi kosullarda ise tiim dozlarda anlamli bir
azalma bulunmustur. Bu bulgu A1260’1n doz ve zamana bagl olarak 33-HSD ve 17f3-
HSD enzminin aktivitesini diislirdiglini isaret etmektedir. Bu bulgular yukarida
bahsedilen ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir. A1260’in kullanilan dozlarma
vitamin E ilave edilerek olusturulmus dozlarinda ise, 6 saat sonunda 10 M ve
tizerindeki dozlarda, 12 ve 24 saat sonunda ise, uygulanan tiim dozlarda anlamli bir
azalma goriilmektedir. A1260’1n tek basina uygulandigi dozlar1 vitamin E ile birikte
uygulandigr dozlan ile karsilastirildiginda ise 3p-HSD ve 17B-HSD enzimi miktari
bakimindan vitamin E ilave edilmis dozlarda 6 ve 12 saatlerde anlamli olarak artma

meydana gelirken, 24 saat sonunda anlamli bir fark gézlenmemistir. Bu sonuglar A1260
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uygulanmis gruplarda 3B-HSD ve 17B-HSD enzimi aktivitesine vitamin E’nin sadece

kisa siireli uygulamalarda koruyucu bir etkisi oldugunu gostermektedir.

Vitamin E hiicre membraninda bulunan en aktif zincir kiran antioksidandir ve hiicre
membraninin biitliinligiiniin korunmasinda biiylik rol oynar. Vitamin E hiicrelerde
serbest radikallerin temizlenmesinde etkilidir (Scott, 1969; Hsu ve dig., 1998), serbest
radikallerin seviyelerini diisliriir ve antioksidan sistemde gorevli enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar1 arttirir (Banudevi ve dig., 2006). Yaptifimiz bu c¢alisma ile
hem Aroklor 1242 ve hem de Aroklor 1260 uygulanmis gruplarda vitamin E’nin
hiicreleri serbest radikallerin olusturdugu lipit peroksidasyonu ve oksidatif hasardan
korudugu ve serbest radikallerin miktarinin azalmasiyla hiicre i¢i antioksidan sistemde

gorev yapan enzimlerin aktivitelerinin de artmasina sebep oldugu ortaya konulmustur.

Sonug olarak, bu ¢alismada PCB’lerin TM3 Leydig hiicrelerinde testosteron sentezinde
onemli rolleri olan 3B-HSD ve 17B-HSD enzimlerinin aktivitesini azaltarak testosteron
iiretimini azalttigr gosterilmistir. Ayrica TM3 Leydig hiicrelerinde toksisiteyi tesvik
ettigi ve olusan oksidatif hasara karsi vitamin E’ninde koruyucu rol oynadigi agiga

cikartlmistir.
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7. EKLER

Tablo 7.1. Cesitli ticari PCB karisimlarindaki PCB’lerin bulunma oranlar1 (Hansen, 1999).

PCB  Al221 A1232 Al1242 A1248 Al1254 A1260 Al1262
1 35.80 | 15.53 0.54 0.04 0.00 0.02 0.03
2 3.81 1.96 0.03 0 0 0 0
3 20.44 | 10.28 0.18 0.01 0.00 0.00 0.00
4 6.19 5.35 3.08 0.18 0.06 0.02 0.05
5 0.74 0.49 0.14 0.002 0 0.000 0
6 3.82 3.01 1.43 0.07 0.02 0.01 0.02
7 1.70 1.11 0.26 0.009 0 0 0
8 12.34 | 10.71 7.05 0.53 0.13 0.04 0.11
9 1.74 1.27 0.50 0.02 0 0 0.001
10 0.80 0.59 0.20 0 0 0 0
11 0.16 0 0 0 0 0 0
12 0.59 0.35 0.06 0 0 0 0
13 1.12 0.72 0.22 0.009 0 0 0
14 0.001 | 0.012 0 0 0 0 0
15 4.18 3.21 2.10 0.14 0.03 0.01 0.03
16 0.31 1.79 3.14 0.88 0.09 0.01 0.05
17 0.34 1.83 3.13 0.99 0.08 0.02 0.05
18 0.78 4.86 8.53 3.79 0.25 0.05 0.15
19 0.08 0.46 0.80 0.18 0.00 0.00 0.01
20 0.07 0.42 0.72 0.11 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0 0
22 0.26 1.62 2.84 1.35 0.04 0.01 0.05
23 0 0.006 | 0.011 | 0.002 0 0 0
24 0.02 0.08 0.13 0.00 0 0 0
25 0.09 0.37 0.59 0.07 0 0 0.01
26 0.13 0.75 1.28 0.31 0.035 | 0.004 0.02
27 0.05 0.12 0.41 0.10 0 0 0.004
28 0.62 3.91 6.86 4.58 0.19 0.03 0.11
29 0.013 | 0.053 | 0.081 | 0.007 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0 0
31 0.60 4.14 7.34 5.27 0.28 0.04 0.12
32 0.17 1.07 1.90 0.90 0.05 0.01 0.03
33 0.48 2.86 5.01 2.12 0.16 0.03 0.10
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34 0.000 | 0.013 | 0.025 | 0.004 0 0 0
35 0.010 | 0.051 | 0.076 | 0.002 0 0 0
36 0 0 0 0 0 0 0
37 0.19 1.13 2.03 0.87 0.07 0.01 0.03
38 0 0 0 0 0 0 0
39 0 0 0 0 0 0 0
40 0.04 0.38 0.76 1.03 0.12 0.00 0.01
41 0.03 0.35 0.68 0.76 0.01 0.00 0.01
42 0.09 0.68 1.19 1.73 0.15 0.01 0.02
43 0 0.10 0.18 0.24 0 0 0
44 0.21 1.81 3.55 5.70 2.31 0.035 | 0.079
45 0.04 0.46 0.89 1.00 0.05 0.003 | 0.007
46 0.02 0.19 0.36 0.43 0 0.001 | 0.001
47 0.05 0.49 0.93 1.95 0.14 0.003 | 0.011
48 0.06 0.61 1.18 1.60 0.12 0.003 | 0.011
49 0.15 1.36 2.53 4.15 1.10 0.014 | 0.058
50 0 0 0.005 0 0 0 0
51 0.01 0.12 0.23 0.31 0 0 0
52 0.22 1.84 3.53 6.25 5.38 0.24 0.14
53 0.04 0.37 0.71 0.96 0.12 0.00 0.01
54 0 0.002 | 0.008 | 0.004 0 0 0
55 0 0.049 | 0.099 | 0.055 0 0 0
56 0.12 0.92 1.81 3.18 0.55 0.02 0.03
57 0 0.009 | 0.019 | 0.023 0 0 0
58 0 0 0 0 0 0 0
59 0.01 0.18 0.32 0.30 0.02 0.00 0.00
60 0.07 0.60 1.18 2.26 0.18 0.04 0.02
61 0 0 0 0 0 0 0
62 0 0 0 0 0 0 0
63 0.01 0.10 0.12 0.18 0.02 0 0
64 0.10 0.87 1.70 3.17 0.59 0.01 0.03
65 0 0 0 0 0 0 0
66 0.21 1.73 3.39 6.53 1.01 0.02 0.06
67 0.01 0.08 0.16 0.11 0 0 0
68 0 0 0 0 0 0 0
69 0 0 0 0 0 0 0
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70 0.24 1.90 3.73 7.34 3.49 0.04 0.10
71 0.06 0.54 1.03 1.77 0.15 0.01 0.01
72 0 0.001 | 0.012 | 0.015 0 0 0
73 0 0 0.001 0 0 0 0
74 0.12 0.92 1.81 3.91 0.84 0.05 0.05
75 0 0.023 | 0.042 0.08 0 0 0
76 0.01 0 0.08 0.13 0.02 0 0
77 0.01 0.16 0.31 0.47 0.03 0 0
78 0 0 0 0 0 0 0
79 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0.004 | 0.011 | 0.017 0 0 0
81 0.00 0.12 0.26 0.72 1.11 0 0
82 0 0.04 0.11 0.23 0.48 0.01 0.00
83 0.02 0.19 0.41 1.09 2.32 0.11 0.04
84 0.03 0.17 0 1.06 1.28 0.01 0.02
85 0 0.013 0 0.098 | 0.060 0 0
86 0.04 0.22 0.46 1.28 S840 0.41 0.11
87 0 0 0 0.02 0 0 0
88 0 0.05 0.08 0.185 0.09 0 0
89 0 0 0 0 0 0 0
90 0 0.10 0.21 0.59 0.93 0.01 0.01
91 0.02 0.05 0.09 0.31 1.29 0.30 0.08
92 0 0 0 0.032 0 0 0
93 0 0 0.01 0.027 | 0.024 0 0
94 0.05 0.30 0.61 1.70 6.25 2.45 0.93
95 0 0.01 0.02 0.07 0.04 0 0
96 0.03 0.18 0.38 1.10 2.62 0.09 0.04
97 0 0 0 0 0 0 0
98 0.04 0.21 0.46 1.64 3.02 0.04 0.05
99 0 0 0 0 0 0 0
100 0.07 0.33 0.69 2.05 8.02 3.13 1.13
101 0 0.03 0.07 0.18 0.15 0 0
102 0 0 0 0.01 0.03 0 0
103 0 0 0 0 0 0 0
104 0.05 0.21 0.47 1.53 2.99 0.22 0.09
105 0 0 0 0 0 0 0




110

106 0 0 0 0 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0 0
108 0 0.03 0.06 0.16 0.37 0.01 0.01
109 .05 0.38 0.83 2.76 9.29 1.33 0.39
110 0 0 0 0 0 0 0
111 0 0 0 0 0 0 0
112 0 0 0 0 0 0 0
113 0 0 0 0 0 0 0
114 0 0.02 0.04 0.12 0.18 0.001 0
115 0 0.01 0.04 0.11 0.20 0.001 0
116 0 0 0 0 0 0 0
117 0 0.01 0.03 0.10 0.23 0 0
118 .08 0.29 0.66 2.32 7.35 0.48 0.15
119 0 0 0 006 0.08 0 0
120 0 0 0 0 0 0 0
121 0 0 0 0 0 0 0
122 0 0 0.01 0.06 0.10 0 0
123 0 0 0.03 0.08 0.15 0 0
124 0 0.00 0.03 0.08 0.29 0.007 | 0.003
125 0 0.01 0.02 0.04 0.02 0 0
126 0 0 0 0.003 | 0.002 0 0
127 0 0 0 0 0 0 0
128 0 0 0.02 0.10 1.42 0.53 0.19
129 0 0 0.00 0.03 0.60 0.22 0.04
130 0 0 0 0.03 0.60 0.22 0.04
131 0 0 0 0 0.19 0.07 0
132 0 0.02 0.04 0.15 2.29 2.90 1.21
133 0 0 0 0 0.11 0.07 0.04
134 0 0 0 0.01 0.37 0.34 0.13
135 0 0 0 0.04 0.61 1.08 0.66
136 0 0.003 | 0.001 0.05 0.70 1.46 1.00
137 0 0 0 0.03 0.42 0.02 0.01
138 0 0.06 0.10 0.39 5.80 6.54 2.74
139 0 0 0 0 0.15 0 0
140 0 0 0.01 0.08 0.98 2.62 1.66
141 0 0 0 0 0 0 0




111

142 0 0 0 0 0 0 0
143 0 0 0 0 0 0 0
144 0 0 0 0.01 0.24 0.61 0.41
145 0 0 0 0 0 0 0
146 0 0 0 0.04 0.67 1.15 0.59
147 0 0 0 0 0.102 0 0
148 0 0 0 0 0 0 0
149 0 0.05 0.06 0.29 3.65 8.75 6.40
150 0 0 0 0 0 0 0
151 0 0.01 0.00 0.06 0.69 3.04 2.97
152 0 0 0 0 0 0 0
153 0.0015 | 0.05 0.06 0.33 3.77 9.39 7.10
154 0 0 0 0 0.04 0 0
155 0 0 0 0 0 0 0
156 0 0 0.01 0.05 0.82 0.52 0.16
157 0 0 0 0.01 0.19 0.02 0.00
158 0 0 0.011 0.04 0.81 0.58 0.20
159 0 0 0 0 0 0 0
160 0 0 0 0 0 0 0
161 0 0 0 0 0 0 0
162 0 0 0 0 0 0 0
163 0 0.015 | 0.010 0.07 1.03 2.42 1.52
164 0 0 0.001 0.02 0.40 0.69 0.27
165 0 0 0 0 0 0 0
166 0 0 0 0 0.05 0 0
167 0 0 0 0.01 0.27 0.19 0.03
168 0 0 0 0 0 0 0
169 0 0 0 0 0.05 0 0
170 0 0 0 0.04 0.52 4.11 3.26
171 0 0 0 0 0.14 111 0.87
172 0 0 0 0 0.07 0.70 0.62
173 0 0 0 0 0 0.10 0.04
174 0 0 0 0.04 0.34 4.96 6.33
175 0 0 0 0 0 0.17 0.18
176 0 0 0 0 0.04 0.59 0.70
177 0 0 0 0.02 0.20 2.57 2.77
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178 0 0 0 0 0.03 0.83 1.21
179 0 0 0 0.01 0.10 2.03 3.33
180 0 0.02 .00 0.11 0.67 11.38 | 14.13
181 0 0 0 0 0 0.01 0
182 0 0 0 0.03 0.18 241 2.88
183 0 0 0 0 0 0 0
184 0 0 0 0 0 0 0
185 0 0 0 0 0 0.55 0.87
186 0 0.01 0 0.04 0.25 5.40 9.15
187 0 0 0 0 0.01 0.10 0.04
188 0 0 0 0 0 0 0
189 0 0 0 0 0.01 0.10 0.04
190 0 0 0 0 0.07 0.82 0.76
191 0 0 0 0 0 0.17 0.13
192 0 0 0 0 0 0 0
193 0 0 0 0 0.03 0.53 0.66
194 0 0 0 0 0.01 2.07 4.06
195 0 0 0 0 0 0.84 1.43
196 0 0 0 0 0 1.09 2.26
197 0 0 0 0 0 0.07 0.13
198 0 0 0 0 0 0.10 0.23
199 0 0 0 0 0.01 1.78 4.74
200 0 0 0 0 0 0.25 0.65
201 0 0 0 0 0 0.24 0.62
202 0 0 0 0 0 0.33 1.08
203 0 0 0 0 0.02 1.40 4.24
204 0 0 0 0 0 0 0
205 0 0 0 0 0 0.10 0.17
206 0 0 0 0 0.03 0.53 1.26
207 0 0 0 0 0 0.05 0.17
208 0 0 0 0 0.01 0.13 0.28
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