1 YIL iy,

P e
& <3
5 %
S L.
K - )

Van Yiizinci Yil Universitesi Egitim Bilimleri Enstitiisi

Ortadgretim Fen ve Matematik Alanlari Egitimi Anabilim Dali

Biyoloji Egitimi Bilim Dal

Di(Z-ETiLHEKZiL) FITALAT’IN GOKKUSAGI ALABALIGI
(Oncorhyncus mykiss) PRIMER HEPATOSITLERi UZERINDEKI
SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Gurbet CEYLAN KAPTANER

Yuksek Lisans Tezi

Van, 2019



Di(2-ETILHEKZIL) FITALAT'IN GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhyncus
mykiss) PRIMER HEPATOSITLERI UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Gurbet CEYLAN KAPTANER

~ Danigsman .
Dr. Ogr. Uyesi Bedia BATI

Van Yiizinci Yil Universitesi Egitim Bilimleri Enstitiist
Ortaogretim Fen ve Matematik Alanlari Egitimi Anabilim Dal

Biyoloji Egitimi Bilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Bu Calisma Van Yiiziincl Yil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi Tarafindan FYL-2018-7523 No’lu Proje Olarak
Desteklenmistir.

Van, 2019



KABUL VE ONAY

Gurbet CEYLAN KAPTANER tarafindan hazirlanan “Di(2-etilhekzil)
fitalat'n gokkusadi alabah@ (Oncorhyncus mykiss) primer hepatositleri
Uizerindeki sitotoksik etkilerinin arastiriimasi” bashkh bu calisma, 21.06.2019
tarihinde yapilan savunma sinavi sonucunda basartl bulunarak jurimiz tarafindan
Yilksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

A and,

Doc. Dr. Abdulahad DOGAN (Baskan)

oMl

Dr. Ogr. Uyesi Bedia BATI (Danigman)

vV
Dr. Ogr. Uyesi Mehmet FIDAN

Yukaridaki imzalarin ad1 gegen 6gretim tyelerine ait oldugunu onaylarim.

Dog. Dr. Fuat TANHAN

Enstiti Mudura



BiLDIRIM

Hazirladigim tezin/raporun tamamen kendi ¢aligmam oldugunu ve her alintiya
kaynak gosterdigimi taahhit eder, tezimin/raporumun ké&git ve elektronik
kopyalarinin Van Yiziinci Yil Universitesi Egitim Bilimleri Enstitisu arsivierinde

asagida belirttigim kosullarda saklanmasina izin verdigimi onaylarim:

X] Tezimin/Raporumun tamami her yerden erigime agilabilir.

[] Tezim/Raporum sadece Yiiziincii Yil Universitesi yerleskesinden erigime
acilabilir.

[1 Tezimin/Raporumun alti (6) ay sure ile erisime agiimasini istemiyorum. Bu
sirenin sonunda uzatma igin bagvuruda bulunmadigim takdirde,
tezimin/raporumun tamami her yerden erigsime agilabilir.

21.06.2019

Gurbet CEYLAN KAPTANER




ADAMA

Biricik kizimiz, canimiz, inci'ye...



TESEKKUR

Bu tez calismasi yaplilirken, destek ve yardimlarini esirgemeyen kiymetli
hocam Dr. Ogr. Uyesi Bedia BATi'ya ve saygideger esim Doc. Dr. Burak
KAPTANER’e tesekkurlerimi bir borg bilirim.

Bu calisma, Van Yuzinct Yil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje kodu: FYL-2018-7523).
Tez calismamiza verdigi maddi destekten dolayi, Van Yuzincu Yil Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne de ayrica tesekkur ederim.



OZET

CEYLAN KAPTANER, Gurbet. Di(2-etilhekzil) fitalat’in gbkkusagi alabaligi
(Oncorhyncus mykiss) primer hepatositleri Uzerindeki sitotoksik etkilerinin

arastirilmasi, Yuksek Lisans Tezi, Van, 2019.

Di(2-etilhekzil) fitalat (DEHP), yaygin olarak kullanilan bir plastiklestiricidir.
Bu galismada, primer kulturu yapilan gokkusagi alabaligi (Oncorhyncus mykiss)
hepatositleri, DEHP (0, 25, 50, 100 ve 200 uM)ye 24 saat sire ile maruz
birakildi ve sitotoksik etkiler, laktat dehidrogenaz salinimi ve antioksidan
savunma sistemi biyomarkirlari kullanilarak, arastirildi. Elde edilen sonuglara
gore, DEHP 50, 100 and 200 uM konsantrasyonlarda 6nemli LDH salinimina
sebep oldu. Siperoksit dizmutaz (SOD) aktivitesi, DEHP’nin 25 pM
konsantrasyonunda anlamli bir sekilde artarken, DEHP’nin 100 uM
konsantrasyonunda anlamli bir sekilde azaldi. Katalaz (KAT) aktivitesi,
DEHP’nin butin konsantrasyonlarinda artig gosterirken, KAT aktivitesinin
DEHP’nin 100 pM konsantrasyonunda, SOD ile eszamanh olarak, dustugu
g6zlendi. Glutatyon peroksidaz aktivitesinin, DEHP’nin batin
konsantrasyonlarinda arttig belirlendi. indirgenmis glutatyon seviyesi, DEHP’nin
50 ve 200 pM konsantrasyonlarinda artis gosterdi. Glutatyon-S-transferaz
aktivitesi, 25, 50 ve 100 puM konsatrasyonlarda degismedi ancak 200 pM
konsantrasyona maruz birakilan hepatositlerin GST aktivitesinde anlaml bir artis
gbzlendi. Bu sonuclar, DEHP sitotoksisitesinin, hepatositlerdeki antioksidan
yanitlar ile iligkili oldugunu gostermektedir. Calisma, DEHP ile uyarilan

sitotoksisitenin mekanizmasina isik tutacaktir.

Anahtar Sozcukler
Di(2-etilhekzil) fitalat, gokkusadi alabaligi, Oncorhyncus mykiss, sitotoksisite,

antioksidan savunma.
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ABSTRACT

CEYLAN KAPTANER, Gurbet. Investigation of cytotoxic effects of di(2-
ethylhexyl) phtalate on primary hepatocytes of rainbow trout (Oncorhyncus
mykiss), Master Thesis, Van, 2019.

Di(2-ethylhexyl) phtalate (DEHP) is a widely used plasticizer. In the
present study, primary cultured hepatocytes of rainbow trout (Oncorhyncus
mykiss) were exposed to DEHP (0, 25, 50, 100 and 200 uM) for 24 hours and
cytotoxic effects were investigated using lactate dehydrogenase (LDH) release
and antioxidant defense system biomarkers. According to the results, DEHP
caused significant LDH release at concentrations of 50, 100 and 200 uM.
Superoxide dismutase (SOD) activity increased significantly at 25 uM DEHP
concentration whereas its activity was significantly decreased at 100 uM DEHP
concentration. Activity of catalase (CAT) was significantly increased in all
concentrations of DEHP while a simultaneous decrease in CAT activity with SOD
activity was observed at 100 UM concentration of DEHP. Glutathione peroxidase
activity was determined to be increased in all concentrations of DEHP. Levels of
reduced glutathione elevated at 50 and 200 uM of DEHP concentrations.
Glutathione-S-transferase (GST) activity remained unchanged at 25, 50 and 100
MM concentrations, whereas a significant increase in GST activity was observed
at 200 uM treated hepatocytes. The results suggest that DEHP cytotoxicity is
involved in antioxidant responses in hepatocytes. The study will offer insight into

the mechanism of DEHP-induced cytotoxicity.

Key Words
Di(2-ethylhexyl) phtalate, rainbow trout, Oncorhyncus mykiss, cytotoxicity,

antioxidant defense.
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SIMGELER DiZziNi
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1.BOLUM
GIRIS

Pestisitler, alkil fenoller, poliaromatik hidrokarbonlar, alkoller, agir metaller,
deterjanlar ve plastiklestiriciler gibi endustriyel, evsel ve zirai kaynakli kimyasal
maddeler, karasal ve sucul ortamlarda yasayan canlilarda organ hasari, Greme
ve gelisim bozukluklari ve yagam faaliyetlerinin engellenmesi gibi olumsuzluklart,
meydana getirme potansiyeline sahiptirler. Bu kimyasallarin ve bunlarin
parcalanma urdnlerinin, mutajenik, toksik veya endokrin sistemi bozucu etkileri
bircok bilimsel calismada gosterilmistir. Bunlarin blydk c¢ogunlugu da canl
bunyesine farkl yollar ile nifuz ederek dokularda birikime neden olmaktadirlar.

Gundelik hayatta kullandigimiz Urlnlerde ve gergeklestirdigimiz
uygulamalarda yer alan ve insan basta olmak uzere diger canlilarin da saghgi
icin risk olusturan kimyasallarin basinda, fitalatlar gelmektedir. Plastiklestirici
olarak kullanilan bu kimyasal grubu, genis ¢apta Uretimlerinden ve genis bir Grlin
yelpazesinin  Uretiminde yer almalarindan dolayi, c¢evreye kolaylikla
karisabilmekte ve canlilara zarar verebilmektedirler. Fitalatlar, esnek materyaller,
gida paketleri, ingaat sektdriinde kullanilan malzemeler, oyuncaklar, kozmetikler,
tipta kullanilan intravendéz sivi torbalari ve kan saklama torbalari gibi
malzemelerin Uretiminde yer almaktadir. Di(2-etilhekzil) fitalat (DEHP), fitalatlar
icerisinde en yaygin olarak tercih edilenlerdendir. Cevre ve insan saghgi tizerine
toksik etkileri nedeni ile DEHP, B2 sinif bilesik (muhtemel bir insan karsinojeni)
olarak siniflandiriimis ve Birlesik Devletler Cevre Koruma Ajansi'na gore en
oncelikli gevre kirleticisi olarak listelenmigtir. Avrupa Birligi DEHP’nin ¢ocuk
artnlerinde kullanimini yasaklamistir. Bahsi edilen nedenlerden dolayl DEHP’nin
toksik etkilerinin ortaya cikartilarak 6grenilmesi ve DEHP’nin risklerine karsi
gereken onlemlerin alinmasi elzemdir.

Atik sular ile gevreye karisan DEHP, birgok ulkenin yuzey sularinda tespit
edilmistir. Sucul organizmalarin basinda yer alan baliklar da DEHP’ye maruz
kalabilmekte ve DEHP’den olumsuz olarak etkilenebilmektedir. Yapilan deneysel

calismalar, DEHP’nin baliklarda buyume, gelisme ve Uremeyi olumsuz



etkiledigini gostermistir. DEHP’nin baliklarda meydana getirdigi en onemli
olumsuzluklar arasinda, hormon seviyelerini degistirmesi, hepatik vitellogenin
seviyesini yukseltmesi, 0Ostrojen reseptorii gen ekspresyon seviyelerinde
degisimler meydana getirmesi ve gonad histopatolojisine neden olmasi gibi
endokrin bozucu etkiler sayilabilir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda ise
DEHP’nin balik karacigerinde antioksidan savunmayi etkiledigi belirlenmistir.

Baliklardan izole edilen hucreler toksikoloji ve ekotoksikoloji
calismalarinda, birgok kimyasal maddenin toksik etkilerinin ortaya ¢ikartilmasina
ve bu maddelerin baliklardaki olumsuz etkilerinin 6grenilmesine olanak saglar.
Gokkusagi alabaligi (Oncorhyncus mykiss), tiketimi oldukga yaygin olan ve
Ekonomik igbirligi ve Kalkinma Orgiti (OECD) tarafindan test organizmasi
olarak onerilen bir balik turudur. Karacigerin toksik maddelerin elimine edildigi
temel organ olmasi nedeni ile bu ¢alismada karacigerden izole edilen ve kultara
yapilan hepatositler tercih edilmigtir. Bu c¢alismada DEHP’nin, gdkkusagi
alabahginin primer hepatositleri Uzerine olan sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir

Bu calismada DEHP’nin gokkusagi alabaligi hepatositlerindeki toksik
mekanizmasinin aydinlatiimasi ve elde edilen bulgular ile bilimsel literattre katki
saglanmasi amaglandi. Bu amagclar dogrultusunda; 1) gdokkusagi alabahidi primer
hepatosit kudltirine, DEHP'nin 4 farkli konsantrasyonu uygulanarak, laktat
dehidrogenaz sitotoksisite testi ile DEHP’nin sitotoksik etkisi belirlendi, 2)
DEHP’nin hepatositlerdeki enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma
sistemi belirtecleri (stiperoksit dizmutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-

S-transferaz ve glutatyon igerigi) Uzerindeki etkileri aragtirildi.



2. BOLUM
KAYNAK BILDIRISLERI

2.1. Di(2-etilhekzil) Fitalat ve Canhlardaki Etkileri

Dunya ¢apinda artan kentlesme ve endustrilesme, bazi kompleks ve toksik
organik bilesiklerin, cevreye salinmasi ile sonuglanmistir. “Yeni ortaya c¢ikan
kirleticiler” olarak nitelenen Kirleticiler, birgok Ulkede tespit edilmistir. Cevre ve
insan saghgi icin olumsuz énemli etkilere yol agan yeni ortaya c¢ikan Kirleticiler
arasinda yer alan fitalatlar, genis ¢apta Uretiminden, kullanimindan ve endokrin
bozucu davranisindan dolayi, bu kirleticiler arasinda en basta gelenlerden biri
olarak dusunulir. Cevrede yaygin olarak bulunan fitalatlar, kimyasal olarak stabil,
kokusuz, renkli ve tatsiz sivilardir. Polimer matrislere kimyasal olarak bagh
olamadiklarindan dolayi, uretimleri, kullanimlari veya uzaklastirilmalari sirasinda
cevreye kolaylikla sizmaktadirlar (Magdouli ve ark., 2013; Zolfaghari ve ark.,
2014).

Dietil fitalat, di (2-etilhekzil) fitalat, benzilb(til fitalat, mono-butil fitalat, di-
n-batil fitalat, di-izononil fitalat ve di-izodesil fitalat kimyasal endustrisinde
kullanilan en yaygin plastiklestiricilerdir (Staples, 1997). Bu plastiklestiricileri
iceren esnek materyaller, gida paketlerinde, insaat sektdriinde, oyuncaklarda,
intravenoz sivi torbalari, kan saklama torbalari gibi tibbi araglarda kullanilirlar
(Magdouli ve ark., 2013; Zolfaghari ve ark., 2014).

Di(2-etilhekzil) fitalat (DEHP), onaylanmig farmasétik formilasyonlarda
yardimci madde olarak kullanilir, polivinil klorar (PVC)'e esnekligini artirmak
amaci ile katilir ve boyalarda ise bir solvent olarak kullanilir. DEHP’nin disuk
buhar basinci (25 "C'de 7.23 x 108 mm Hg), islem siireci sirasinda zayif
buharlasma yetenegi saglar. Sudaki dusuk ¢oézunurliagu (0.285 mg/L) ve yuksek
oktanol-su kismi katsayisi (log Kow = 7.6) asili materyallere tutunmasini ve
hidrofobik karakterini belirler (DEHP’ye ait fiziko-kimyasal 6zellikler Tablo 1'de
belirtiimistir). Genel olarak DEHP’nin ¢evreye tasinan ve insan vicuduna su,
hava, gida ve tibbi ekipmanlar ile ntfuz eden ve yliksek miktarda satisi yapilan
bir plastiklestirici oldugu, dustnulmektedir. Kaliforniya ve Kanada, toksik

etkilerinden dolayi, DEHP kullanimina sinirlandirma getirirken, Avrupa Birligi



DEHP’nin ¢ocuk drtnlerinde kullanimini yasaklamistir. Cevre ve insan saghgi
Uzerine olan baskin toksik etkileri nedeni ile DEHP, B2 sinif bilesik (muhtemel bir
insan karsinojeni) olarak siniflandiriimis ve Birlesik Devletler Cevre Koruma
Ajansi’'na gore en oncelikli cevre Kirleticisi olarak listelenmistir. Toksik Maddeler
ve Hastalik Tescil Ajansi DEHP’yi yeni ortaya c¢ikan bir endokrin bozucu ve

epigenetik toksik madde olarak siniflandirmistir (Magdouli ve ark., 2013).

Tablo 1. DEHP’nin fizikokimyasal dzellikleri

Formil Molekuler Sudaki log Kaynama Buhar Basinci Henry Yasasi
Agirhk Cozuniirligiin Kow Noktasi (25 °C’'de mm Sabiti
(25°C'de (C) Hg) (25°C’de atm
mg/L) m3/mol)
C24H304  390.6 0.285 7.6 385 7.23 x 1078 4.37 x 10°

DEHP, bircok yuzey suyunda (0.013 — 18.5 pg/L), atik sularda (0.716 —
122 pg/L), kirletici atik su sizintisinda (88 — 460 ug/L), lagim ¢amurunda (12—
1250 mg/kg), toprakta (2— 10 mg/kg) tespit edilmigtir. Bu kirletici cevrede kalicidir
ve yikilmasi sonucunda meydana gelen yan drunlerin toksik etkisi bazen, ana
bilegigin toksik etkisini alevlendirmektedir (Zolfaghari ve ark., 2014).

DEHP’nin potansiyel toksisitesi hakkinda elde edilen bilgilerin yeterli
olmamasi ile birlikte, insan, hayvanlar ve bitkilerde rapor edilmis birgok toksik
etkisi mevcuttur (Sekil 1). Bir endokrin bozucu olarak tanimlanan DEHP, ratlarda
Leydig hicre hiperplazisi meydana getirerek ve sistemik fizyolojiyi etkileyerek,
ureme hormonlarinin dizenlenmesini degistiren bir endokrin bozucu olarak
tanimlanmistir. insan yapimi  DEHP, 2-etilhekzanol’'in fitalik anhidrit ile
reaksiyonu sonucunda Uretilir. DEHP intestinal lipazlar araciligi ile sonradan
emilimi oncelikli olarak tercih edilen mono-(2-etilhekzil) fitalat (MEHP)a
donustarular. MEHP insanlarin DEHP maruziyetinin izlienmesinde bir biyomarkir
olarak kullanilir. DEHP sindirim esnasinda, karaciger ve kandaki esterazlar ile
hizli bir sekilde etkilesip MEHP’ye donuasturultir. MEHP daha sonra mono-(2-etil-
5-hidroksihekzil) fitalata ve mono-(2-etil-5-oksohekzil) fitalata metabolize edilir.
Esasen DEHP’nin metabolizmasi, serbest monoesterler ve glukorinik asit

konjugatlari olarak idrarla digsari atilma seklindedir (Magdouli ve ark., 2013).
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Sekil 1. DEHP’nin insan, hayvanlar ve bitkilerdeki potansiyel toksik etkileri
(Magdouli ve ark., 2013).

Gecgmiste yapilan birgok ¢alismada DEHP’nin insan ve diger canlilarda
toksik etkiler olusturdugu belirlenmistir (Tablo 2). DEHP’nin insanda meydana
getirdigi toksik etkiler, uzun sureli ve dusuk konsantrasyonlarda gozlenmigtir.
Birlesik Devletler insan ve Saglik Hizmetleri Departmani, DEHPnin 1.4 x
10?2 mg/kg/giin konsantrasyonunda kanser riski olusturabilecegini rapor etmistir.
Ayni sekilde, 0.77 pg/L konsantrasyon civarinda sperm anormalliklerine sebep
oldugu bildirilmistir. DEHP’nin musluk suyundaki miktarinin bile tiroid hormonlari
Uzerine potansiyel toksik etki gosterdigi belirlenmistir. DEHP’nin insan ¢ekirdek
reseptory, steroid ve zenobiyotik reseptoru ile etkilesebildigi ve ¢oklu ilag direng
gen ifadesini aktive ettigi insan hucre hattinda goOsterilmistir. 2-etilhekzanol, 2-
etilhekzanal ve 2-etilhazsanoik asit gibi DEHP yan Urlinlerinin DEHP’den daha
toksik oldugu bulunmustur. MEHP’nin proinflamatuar sistemi etkiledigi, apoptoza
ve DNA hasarina neden oldugu belirlenmigtir. Bunlardan bagska MEHP’ye
maruziyetin DNA iplik kiriklari ve vyariklari gibi kromozom aberasyonlarini

uyarabildigi gosterilmigtir. DEHP ¢evre ve insan saglhdi Uzerine toksik etkiye



sahiptir ve insanlar DEHP’ye baglica icme suyu, gidalar ve ambalajlardan agiz

yolu ile maruz kalmaktadirlar (Zolfaghari ve ark., 2014).

Tablo 2. DEHP’nin canli organizmalar (zerindeki toksik etkileri (Zolfaghari ve

ark., 2014).
Tar Doz ve maruziyet zamani Olumsuz etkiler
Eriskin insan 1.4 x 102mg/kg/glin, nefes yolu  Kanser, sperm DNA
ile uzun sdreli maruziyet fragmentasyonu ve sperm
motilitesinde azalma
0.77 pg/L Sperm anormallikleri
3.9 ug/L Ostrojen reseptor ifadesini
yikseltme
12.89 mg/kg Tiroid reseptdr antagonisti
potansiyeli (EC20)
Sican 30600 mg/kg Mortalite dozu (LD50)
0.9/1.9 g/kg Tabuler atrofi Gzerine
olumsuz etkiler
10 gln sdresince ginde 6 saat Agirlik kaybi
0.3 mg/L’ye kadar soluma
1440 mg/kg/giin Dalak, karaciger, pankreas,
konsantrasyonuna kadar 6 hafta adrenal bez ve bébrek
maruziyet Uzerine toksik etki
Diyette % 1-2 oraninda kisa ve Karaciger bluyumesi,
uzun sureli (2, 6, 17 hafta) spermatogeneziste durma
maruziyet
Fare 500 mg/kg/giin Gebelik kaybi
Lepistes 0.1 — 10 pg/L konsantrasyon Vicut uzunlugu ve

Atlantik salmonu

araliginda, kisa sureli maruziyet
(91 gun)

agirhginda %10-40 oraninda
azalma

NOEC (LOEC) = 300 (1500)
mg/kg yem miktarina 4 hafta
maruziyet

Cinsiyet orani, karaciger ve
somatik indeks tizerine
olumsuz etkiler

2.2. Antioksidan Savunma

Aerobik organizmalarda oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki kritik dengenin bozulmasindan, antioksidan eksikligi veya asiri reaktif
oksijen turleri (ROS)’'nin birikmesinden ya da her ikisinin meydana gelmesinden
dolayl ortaya c¢ikar. Bu durumda da hicresel hasar meydana gelir. Bir¢cok
zenobiyotik, sucul organizmalarda ROS olusumuna yol acabilir ve antioksidan
veya serbest oksijen radikalleri ile micadele eden enzim sistemlerinde
degisiklide neden olabilir. Stperoksit anyon radikali (O2* -), hidrojen peroksit
(H202) ve yiksek derecede reaktif olan hidroksil radikali (HOe) gibi ROS’lar,

hassas biyolojik makromolekdller ile etkilesebilir ve lipid peroksidasyonu, DNA



hasari ve protein oksidasyonu olusturabilir. Sonuc olarak hiicresel oksidatif stres
meydana gelir (Sekil 2). ROS’larin potansiyel tehlikesine ragmen, hucreler

serbest radilkallerin
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Sekil 2. Oksidatif stresin sematik diyagrami. Antioksidan enzimler mauvi
kutularda, digerleri gri kutularda gosterilmistir. Okside molekuller kirmizi ile
belirtiimigtir. (cyp1A: sitokrom p450 1A; DTD: DT-diaforaz; GCS: y-
glutamilsistein sentetaz; G6PDH: glukoz-6-fosfat dehidrogenaz; GPx: glutatyon
peroksidaz; GR: glutatyon rediktaz, GS glutatyon sentetaz; GSH: redikte
glutatyon; GSSG: okside glutatyon; GST: glutatyon-S-transferaz; KAT: katalaz;
Q: redoks cevirimindeki bilesik; NADPH: nikotinamid adenin dinUkleotid fosfat
(indirgenmis); NADP+: nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (okside), SOD:
superoksit dizmutaz) (Almroth, 2008).

zararli etkilerini notralize edebilmek icin, farkli savunma sistemlerine sahiptirler.
Serbest radikallerin olumsuz etkilerinin uzaklastiriimasi enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar (GSH, askorbat (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E),
vitamin A) araciligiyla gercgeklestirilir. Antioksidan savunma sistemi, superoksit
dizmutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (KAT), glutatyon S-
transferaz (GST) gibi enzimleri ve glutatyon (GSH) gibi dusuk molekdl agirlikh



diger supuritcuileri kapsar (Sekil 2). SOD (sitozolik: Cu-, Zn-SOD ve
mitokondriyal: Zn-SOD) superoksit anyonu (O2*~)’nu daha az reaktif bir tir olan
molekuiler oksijene ve hidrojen peroksite metabolize eder. Hidrojen peroksit
(H2032), peroksizomal ve mitokondriyal KAT ile su ve molekiler oksijene
aynistirihr. H202 ve organik hidrojen peroksitler, sitozolik ve mitokondriyal GPx
tarafindan, tripeptid GSH varliginda, ortadan kaldirilabilirler. Bu bilesik ayni
zamanda, GST ile reaksiyona giren, elektrofiik komponentlerin ortadan
kaldiriimasina da katilhr (Sekil 2). GST, hem reaktif ara molekdullerin hem de
oksijen radikallerinin detoksifikasyonu ile iligkili gesitli elektrofilik metabolitleri
GSH ile katalizleyen, cok fonksiyonel enzimlerin bir grubudur. GST
zenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynar bununla birlikte toksik etkilere yol
acan yuksek oranda reaktif elektrofilik bilegiklerin, dokudaki nukleofilik bilesenlere
baglanmasi 6ncesinde bunlarin eliminasyonuna da katki saglar (van der Oost ve
ark., 2003; Monterio ve ark., 2006).

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar balik hucrelerinin redoks
dengesinin devamliligi igin gereklidir ve oksitatif strese karsi dnemli bir biyolojik
savunma sistemi olarak fonksiyon gorurler. Antioksidan enzim aktiviteleri,
glutatyon redoks durumu, lipid peroksidasyonu uretimindeki diizey ve spesifik
GST uyarimi, baliklarda toksikolojik degerlendirmeler igcin siklikla kullanilan
biyomarkirlardir (van der Oost ve ark., 2003; Orug ve Usta 2007).

2.3. Di(2-etilhekzil) Fitalat’in Baliklar Uzerindeki Etkileri

DEHP’ye intaperitoneal enjeksiyon (10 mg/kg) yapilarak on gun sure ile
maruz birakilan havuz baligi (Carasius auratus)nin karacigerinde, KAT
aktivitesinin azaldigi, SOD ve GPx aktivitelerinin degismedigi, tespit edilmistir
(Zheng ve ark., 2013).

Ye ve ark. (2014), DEHP ve MEHP’nin deniz medaka (Oryzias
melastigma)’sinda Ureme fonksiyonu Uzerine etkisini arastirmiglardir. DEHP’nin
yumurta acilimindan ergin doneme kadar 6 aylik bir maruziyet sonrasinda
yumurtlamayi hizlandirdigi ve yumurta dretimini distrdagu bildirilmistir ancak bu
etkinin MEHP’ye maruz birakilan digi bireylerde gdzlenmedigi rapor edilmistir.

DEHP ve MEHP’ye maruz birakilmamis disi bireyler, bu iki kimyasal ile muamele



edilen erkek bireyler ile ciftlestirildiklerinde, birakilan yumurtalarin doéllenme
oraninda duslslin oldugu tespit edilmistir. Erkek bireylerde 173-6stradiol
seviyesinin 6nemli bir seklide yukselmesi ile birlikte, plazma testosteron/17[3-
Ostradiol oraninda dususun goézlendigi, ayni zamanda testiste Idlr, star, cypl7al,
17Bhsd ve cypl9a transkripsiyonunun arttigi bildirilmistir. Disilerde IdIr artisi ile
birlikte ylUksek testosteron ve 17(B-0stradiol seviyesinin meydana geldigi tespit
edilmistir. Beyin gnrhr2, fshB, cypl9b ve steroid reseptdr genlerinin ifadesinin
hormonal ve Ureme ile ilgili degisimler ile uyumlu oldugu ifade edilmistir. DEHP
ve MEHP’nin erkek bireylerin karacigerinde vitellogenin seviyesini artirdigi ve
testis/ovaryum dokularinda histolojik degisimleri meydana getirdigi bildiriimigstir.
Arastiricilar bu iki kimyasalin deniz medaka (Oryzias melastigma)’sinda, yumurta
acilimindan ergin doneme kadar endokrin bozucu etkiler gosterdigini, bu etkilerin
cinsiyete bagiml etkiler oldugunu ve erkek bireylerin disilere gore daha hassas
olduklarini rapor etmislerdir.

DEHP’nin 0.05, 0.1, 1, 10 ve 100 nM ve DEHP metaboliti fitalik asidin 1 ve
10 uM konsantrasyonlarina maruz birakilan zebra baligi (Danio rerio) primer
hepatosit kilturinde vitellogenin seviyesinin, hem disi hem de erkeklerden elde
edilen hepatositlerde uyarildigi ve DEHP’nin Ostrojen benzeri etki gosterdigi
belirlenmistir. Primer hepatositlerdeki dstrojen reseptdr izoformlarinin (ERa, ER,
ERy ) ise maruziyet sonrasinda, cinsiyete bagiml olarak farkli dizenlenme
gosterdigi rapor edilmistir (Maradonna ve ark., 2013).

DEHP, dietil fitalat, dibdtil fitalat ve benzil batil fitalatin koca golyan baligi
(Pimephales promelas) embriyolarindaki biyolojik etkilerini inceleyen Mankidy ve
ark. (2013), incelenen butun fitalat tiplerinin aril hidrokarbon reseptorune zayif
agonistik etki gosterdigini, DEHP ve dietil fitalatin medyumdaki 173-0stradiol
seviyesini artirarak endokrin bozucu potansiyele sahip oldugunu, fitalatlara

maruziyetin sitotoksik ve oksidatif etkilere yol agtigini bildirmislerdir.

2.4. Di(2-etilhekzil) Fitalat’in in Vitro’da Farkl Hiicre Tipleri Uzerindeki
Etkileri
Son yillarda DEHP’nin farkli htucre hatlarinda meydana getirdigi sitotoksik

etkiler, in vitro c¢alismalar ile gosterilmistir. DEHP’nin rat insulinoma, INS-1,
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hicreleri Uzerine olan sitotoksik etkilerini arastiran Sun ve ark. (2015), bu
hdcreleri DEHP’nin 0, 5, 25, 125 ve 625 uM konsantrasyonlarina 24 saat sure ile
maruz birakarak hucre canlihgi, reaktif oksijen tart (ROS) olusumu, hicresel
antioksidan yanit, Ca?* homeostazisi, endoplazmik retikulum stresi ile iligkili gen
ve proteinlerin seviyelerini 6lgmuslerdir.  Arastiricilar  DEHP’nin  INS-1
hdcrelerinde insulin salinimini azalttigini ve doza bagimli bir sekilde apoptozisi
artirdigini belirlemiglerdir. DEHP’ye maruziyet sonrasinda INS-1 hicrelerinde
ROS olugumunun yukseldigi, Nrf-2 bagimli antioksidan savunmanin bozuldugu
dolayisiyla oksidatif stresin uyarildigi ifade edilmistir. Ote yandan, DEHP’nin bu
hiicrelerde endoplazmik retikulum Ca?* seviyesini tikettigi ve endoplazmik
retikulum stresini harekete gecirdigi bildirilmistir.

Ma ve ark. (2018), DEHPnin 0, 0.125, 0,5 ve 2 mmol/L
konsantrasyonlarina 48 saat sure ile maruz biraktiklari insan bronsgiyal epiteli
16HBE hucrelerinde, hicre proliferasyonunu, hiicre doéngusind, apoptozisi,
global DNA metilasyonunu ve DNA metil transferazlarin ekspresyon sevilerini
arastirmiglardir. Arastiricilar DEHP’nin 2 mmol/L konsantrasyonda hcre
canlihdini azalttigini, hicre déngusini G1 fazinda inhibe ettigini ve apoptozisi
uyardigini belirlemiglerdir. Bu etkilere ilave olarak DEHP’nin global DNA
metilasyon ve DNA metil transferazlarin ekspresyon seviyelerinde azalmalara
neden oldugu, bu nedenle de muhtemel bir epigenetik etki gosterebildigi ifade
edilmigtir.

DEHP’nin farkh konsantrasyonlarina (0, 50, 100, 200 ve 400 uM) 24 saat
sure ile maruz birakilan GC-2spd hicrelerinde (mayoz 0©ncesi fare
spermatositleri) apoptozisi ve apoptoziste testis orfan nuklear reseptor 4
(TR4)/Bcl-2 yolunun rolini arastiran Zhu ve ark. (2016), DEHP’nin hucre
canliigini dereceli olarak azalttigini ve 100 pM konsantrasyonun Uzerinde
apoptotik hdcre oOlumunda artirdigini  bildirmiglerdir.  DEHP’nin 200 pM
konsantrasyonda ise SOD ve GPx aktivitelerini azaldigi tespit edilmigtir. DEHP’ye
maruziyet sonrasinda, kaspaz-3 mMRNA seviyelerinin onemli bir sekilde
yukseldigi, 6te yandan Bcl-2 mRNA seviyesinin azaldidi ifade edilmistir. TR4, Bcl-

2 ve prokaspaz-3 protein seviyelerinin ise dnemli bir sekilde dustugu goézlenmisgtir.
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Arastiricilar DEHP’nin GC-2spd hicrelerinde apoptozisin uyarimini, TR4/Bcl-2
yolu araciligi ile uyarabilecegini belirtmislerdir.

DEHP’ye maruz birakilan (0, 4, 16, 64 ve 256 uM; 2 ile 7 giin) gokkusagi
alabahgr (Oncorhyncus mykiss)’'nin kultird yapilan immun dokularinda IgM
salgilayan hiicre miktarinin azaldigi ve B hicre proliferasyonunun inhibe oldugu
bildirilmigtir (Martins ve ark., 2015).

2.5. Deneysel Bir Model Olarak izole Edilen Gékkusag Alabaligi
Hepatositleri

Balik hepatositlerinin, ekofizyolojik ve ekotoksikolojik ¢alismalarda
deneysel bir model olarak kullanimi, zamana ve doza bagli uyarim sureglerinin
izlenmesi icin oldukga caziptir (Segner, 1998). Gokkusagi alabaligi (Oncorhyncus
mykiss) dunyada ve ulkemizde tuketimi oldukc¢a yaygin olan bir balik turadar. Bu
tiir ayni zamanda Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiti (OECD) tarafindan
toksikoloji caligmalarinda kullaniimasi tavsiye edilen bir test organizmasidir
(OECD, 1992). Gokkusag! alabaligindan izole edilen primer hepatositler ise tek
bir kimyasal ve kimyasal karisimlarinin etkilerinin ortaya konulmasi igin iyi bir
sekilde karakterize edilmis olan ve toksikoloji caligsmalarinda tercih edilen tarama

araclarindan birisidir (Tollefsen ve ark., 2008).
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3.BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Balik Temini

Calismada toplam 4 adet, gokkusagi alabaligi (Oncorhycus mykiss) (total
agirhk: 180 — 210 g) kullanildi. Baliklar yerel bir alabalik giftliginden (Sifa Alabalik,
Gurpinar, Van) temin edildi. Calisma sirasinda Van Yziinci Yil Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi'nde yer alan etik ilkelere riayet
edildi.

3.2. Caismada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar
Calismada kullanilan cihazlar ve kimyasallar sirasiyla, Tablo 3 ve Tablo

4’de verilmigtir.

Tablo 3. Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz Marka Model
Buzdolabi Beko BK 9330 NF
Derin dondurucu Beko BK 7971 DF
Hassas terazi Sartorius ED 224S
inkiibator BINDER KB 115
invert mikroskop Leica DMI 6100 B
Manyetik karistiric Heidolph MR 3001
Mikroplaka okuyucu DAS A3
Mikroskop Leica DM500

pH metre Sartorius PB-11
Sogutmali Santrifij Sigma 1-15K
Spektrofotometre Shimadzu UVIVIS 1201
Spektrofotometre A&E LAB UV/VIS AE-S90-ID
Steril laminar akis kabini ESCO AC2-4E1
Sterilizator Sanyo MOV-212S
Su banyosu - -

Ultrasonik homojenizator Jencons LU7 S8UA

Vorteks Heidolph Reax Top Q04




Tablo 4. Calismada kullanilan kimyasallarin listesi
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Kimyasal/Sarf Marka Katalog numarasi
2-Fenoksietanol Fluka 77699
Antibiyotik- antimikotik soliisyon Sigma A5955
Bis(2-etilnekzil) fitalat, Di(2-etilhekzil) fitalat ~ Sigma-Aldrich 36735
(DEHP) Pestanal®

CaCl,.2H,0 Merck 1.02382
CDNB (1-kloro-2,4-dinitrobenzen) Fluka 24440
Coomasie Brillant G Applichem A3480
DTNB (5,5’-ditiyobis-2nitrobenzoik asit) Sigma D8130
EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) Sigma E6758
EGTA (Etilen glikol tetra-asedik asit) Fluka O3777
Etanol (% 99.9) Merck 1.00983
Fosfat tuz tampon (PBS) Sigma P4417
Glutatyon peroksidaz kiti Randox-Ransel RS505
GSH (Redikte Glutatyon) Sigma-Aldrich G4251
H.0, Merck 1.08597
KCI Merck 1.04936
KH2PO4 Merck 1.04873
Kollajenaz Sigma-Aldrich C5138
L-15 (Leibovitz 15) Sigma L1518
Laktat dehidrogenaz sitotoksisite dl¢ciim kiti ~ Abcam ab65393
MgS04.7H,0 Merck 1.05886
Na;HPO. Sigma-Aldrich 71640
NaCl Merck 1.06404
NaHPO4 Fluka 71496
NaHCOs3; Merck 1.06329
Sigir serum albumin Fluka 05471
Superoksit dismutaz Kiti Randox-Ransod SD125
Sodyum sitrat tribazik dihidrat Sigma S4641
Tripan mavisi Sigma T8154

3.3. Hepatosit izolasyonu ve Kiiltiirii

Hepatosit izolasyonu, Tollefsen ve ark., (2008) ve Mortensen ve ark.,

(2006)'ndan bazi modifikasyonlar yapilarak gergeklestirildi. Hepatosit izolasyonu
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oncesinde, butun cam malzemeler ve cerrahi aletler kuru hava sterilizatoriinde,
120 °C’de ve 2 saat sure ile steril edildi. Calismada kullanilacak olan solusyonlar
ve medyum ise 0.20 um por agikligina sahip olan siringa filtresinden (Minisart,
Sartorius, Almanya) gecirilerek steril edildi. Baliklardan (n = 4) karaciger
cikartiimadan 6nce bulunduklari suya, 2-fenoksietanol eklenerek (320 pL/L)
anestezi olmalari saglandi. Anestezi edilen baliklar etil alkol ile spreylendikten
sonra steril kosullarda karinlar1 agilarak karacigerleri dikkatli bir sekilde gikartildi.
Cikartilan karacigerler, kalsiyumsuz solusyon-1 [NaCl (7.14 g/L), KCI (0.36 g/L),
MgSOa4 (0.15 g/L), Na2HPO4 (1.6 g/L), NaH2PO4 (0.4 g/L), NaHCOs (0.31 g/L)
ve EGTA (20 mg/L)] alinarak, petri kabi igerisinde, kliglk pargalara ayrildi ve
dokudaki kanin iyice uzaklagmasi igin pargalar sivri uglu pens yardimiyla
kUgultuldu. Kugultilen pargalar oda sicakliginda 10 dk. sdre ile yikandi ayni
zamanda damar ve bag dokusu gibi kaba doku kisimlari ince uglu pensler yardimi
ile uzaklastirildi. Bu solUsyon igerisinde kani uzaklasan pargalar bu kez sollisyon-
1 ile ayni igerige sahip olan ancak EGTA yerine CaCl2 (0.11 g/L) ve kollajenaz
(Type 1V, 0.05 mg/mL) igeren solusyon-2 icerisine alindi. Karaciger dokulari bu
solusyon iginde yaklasik 15 dk. triturasyon iglemine tabi tutuldu. Triturasyon
islemi, 6nce kesik uglu mavi pipet ucu ile daha sonra mavi ve sari pipet uglari ile
yapildi. lyice ayrisan doku parcalari, bu kez steril bir enjektérin ignesinden,
sonrasinda da steril bir insulin enjektorunin ignesinden gegirilerek dokuya ait
hdcrelerin iyice ayrismasi gergeklestirildi. Bu islemler tamamlandiktan sonra,
elde edilen sUspansiyon 60 g'de 3 dk. boyunca santrif(ij edildi ve supernatant
pipetlenerek uzaklastirildi. Pellet Uzerine, antibiyotik-antimikotik (v/iv, % 1),
NaHCO3 (0.38 g/L) ve glutamin igeren serumsuz Leibovitz 15 (L-15) medyumu
eklendi. Hucreler bu medyum ile tekrar suspanse edildikten sonra 60 g'de 3 dk.
santrifij edildi. Bu islem bir 6nceki basamaktan kalan enzimin uzaklasmasi igin
toplam Ug¢ kez tekrar edildi. En son yikamadan sonra medyum ile tekrar stspanse
edilen hucreler bu defa 30 g'de 3 dk santrifuj edildikten sonra supernatant alindi
ve ¢oken hucrelerin Uzerine L-15 medyum eklenerek tekrar sispanse olmalari
saglandi. Suspansiyon igindeki hucrelerin canlihdi, tripan mavisi eksklizyon
metodu ile Thoma lami kullanilarak test edildi ve hicre canliiginin % 90’dan fazla

oldugu belirlendi. Hlcre stispansiyonunda ml’deki huicre sayisi da belirlendikten
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sonra hicreler kollajen-1 kapli 24 kuyulu mikroplakanin (Gibco, A11428-02) her
kuyusuna 1x10%/mL olacak sekilde ekildi. Kimyasal uygulamasindan once
hicreler, kuyu tabanina iyice baglanabilmeleri i¢in, O2/CO2’siz steril inkibatori

icinde nemli hava atmosferinde, 24 saat 18 °C’de inkiibasyona birakildi. Daha

sonra invert mikroskop ile incelendi (Sekil 3).

Sekil 3. Gokkusag! alabaligindan izole edilen hepatositlerin ekildikten 24 saat
sonraki goruntusu.

b ™ TR A

3.4. Hiicre Kiiltura Kimyasal Uygulama

Test kimyasali olan bis(2-etilhekzil) fitalat [Di(2-etilhekzil) fitalat (DEHP);
dioktil fitalat (DOP), (C24H3804, saflik: = % 98)], absoli etanol iginde ¢oziilerek
stok solisyonu (0.1 M) hazirlandi. Hucrelerin 24 saatlik inkibasyonunun
ardindan DEHP’nin 0, 25, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlari hepatositlere, 24
saat slUre boyunca, uygulandi. Medyum igindeki etanoliin konsantrayonu, % 0.5’i
gecmeyecek sekilde ayarlandi. Her konsantrasyon igin dort tekerrur yapildi.

Kontrol grubuna ait kuyudan alinan medyum ise sadece % 0.5 etanol igeren L-15
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ile degistirildi. Uygulama, O2/COg2’siz steril inkubatoér iginde nemli hava

atmosferinde ve 18 °C’de gergeklestirildi.

3.5. Biyokimyasal Analizler

3.5.1. Laktat dehidrogenaz sitotoksisite testi

Batin hicrelerde stabil bir enzim olarak bulunan laktat dehidrogenaz
(LDH), hucrelerde plazma membran hasari meydana geldiginde kaltur
medyumuna salinir. Bu nedenle LDH, sitotoksisite ¢alismalarinda bir biyomarkir
olarak siklikla kullanilir. DEHP’nin hepatositlerde olusturdugu hasar, yukarida
s6zU edilen prensibe dayanan ticari bir kitin kullaniimasi ve bu kitin protokoline
uyulmasi ile LDH'in kultir ortaminda olgumune dayanilarak, belirlendi. Kit igerigi
Tablo 5’de belirtilmistir. Hasarli hucrelerden kultir medyumuna salinan LDH,
laktati oksidize ederek NADH olusturur ve olusan NADH, WST (suda ¢dzunur
tetrazolyum) ile reaksiyon vererek sari renk meydana getirir (Sekil 4). Olusan sari
rengin yogunlugu, lizise ugrayan hucre sayisi ile direkt olarak iligkilidir (Abcam
LDH-sitotoksisite olgum Kiti kitapcigi).

Tablo 5. LDH sitotoksisite dlgiim Kiti icerigi

Kit icerigi
1. WST substrat karisimi

LDH 6l¢gim tamponu

Hucre lizis solisyonu
Durdurma sollsyonu
LDH

a k0N
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LDH LDH

Laktat NAD* WST formazan
\ / /I:DH \ /-' 1\ /v
LDH o

— Piriivat 4/\5 NADH /\ WST

Sekil 4. LDH-sitotoksisite dlgum kiti galisma prensibi
(https://www.dojindo.eu.com/store/p/851-Cytotoxicity-LDH-Assay-Kit-ST.aspx).

DEHP uygulamalari tamamlandiktan sonra hucrelerin  bulundugu
medyumdan 10 pL miktarinda alindi ve alinan o6rnekler 96 kuyulu ELISA
plakasina yuklendi. Daha sonraki asamalar, kit protokollerine uyularak
gerceklestirildi. Doksan alti kuyulu ELISA mikroplakasina kit prokoliinde
belirtildigi gibi 4 farkl tipte 6rnek yuklendi. Bunlar asagida belirtilmistir:

1. Arka plan kontrol (AK) kuyusu: iginde hiicre bulunmayan sadece kiiltiir
medyumunun bulundugu kuyu.

2. Dusuk kontrol (DK) kuyusu: Kontrol grubuna ait hicrelerin bulundugu
kuyulardan alinan medyumu i¢ceren kuyu.

3. Yiksek kontrol (YK) kuyusu: Igerisine lizis soliisyonu eklenerek hiicrelerin
hasar verildigi kuyuya ait medyumu igceren kuyu.

4. Test ornegi (TO): DEHP uygulamasi yapilan gruplardan alinan medyumu
iceren kuyu.

Tum oOrnekler mikroplakaya ylklendikten sonra, daha o6nce kit
prosedurunde belirtildigi sekilde hazirlanmis olan LDH reaksiyon karisimi (200 pl
WST substrat karisimi + 10 mL LDH 6lgim tamponu), her kuyuya 100 ul
miktarinda eklendi. Sonrasinda mikroplaka hafifge sallanarak kuyular i¢erisindeki
sivinin karismasi saglandi ve ornekler oda sicakliginda inklibasyona birakildi.
Son asamada, orneklerin absorbans (optik dansite = OD) degerleri 450 nm dalga
boyunda, mikroplaka okuyucu kullanilarak, okundu. Her konsantrasyon ve kontrol
grubu icin 4 tekerrlr yapildi. Sitotoksisite, kit proseduriinde verilen ve asagida

belirtilen formule gére hesaplandi. Sonuglar “% sitotoksisite” olarak ifade edildi.

(TO absorbans degeri — DK absorbans degeri)

. i (0=
Sitotoksisite (%) (YK absorbans degeri — DK absorbans degeri) )
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3.5.2. Homojenizasyon islemi

Hucrelere DEHP’nin 24 saatlik uygulanmasinin tamamlanmasinin
ardindan medyum nazikge pipetlenerek uzaklastirildi. Daha sonra htcreler, 1 mL
soguk PBS (pH: 7.4) ile sUspanse edildi. Stzpanse edilen hucreler (1 x
108 hiicre/mL) bu tampon iginde, ultrasonik hiicre pargalayici kullanilarak, 5 s ve
5W’da lizise maruz birakildi. Olusan homojenat, 20000 x g'de ve 4 °C’'de 15 dk
boyunca, santrifij edildikten sonra supernatantlar alinarak, tiplere aktarildi. Elde
edilen supernatantlar total protein ve antioksidan savunma sistemi

parametrelerinin analizleri igin —20 °C’de saklandi.

3.5.3. Superoksit dismutaz aktivitesi tayini

Prensip: SOD, oksidatif enerji basamaginda Uretilen toksik suUperoksit
radikalinin (O2*"), hidrojen peroksite (H202) ve molekuler oksijene (O32)
dismutasyonunu hizlandirir. Olglim ydnteminde, ksantin ve ksantin oksidaz
kullanilarak olusturulan superoksit radikali, 2-(-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazolium chloride (INT) ile reaksiyona girer ve kirmizi formazan boya
formu meydana getirir. SOD aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon derecesinin 505
nm’'de spektrofotometrik olarak 6lgtilmesi ile belirlenir. Olgiimde bir Gnite SOD,
INT'nin indirgenmesinin  %50’lik inhibisyonunu gercgeklestirir (Suttle and
McMurray, 1983).

Ksantin _Ksantin Oksidaz__ (Jrik Asit + O2°~

INT O2°~ Formazan boyasi veya
O2* + 02 +2Ht —SO0 5 H,02+ 02

Yontem: SOD aktivite olgiimi Ransod kit (Randox Lab., ingiltere)
kullanilarak ve kit protokollerine uyularak gergeklestirildi. Kit icerigi ve

solUsyonlarin baslangi¢ konsantrasyonlari Tablo 6'da gosterilmistir.
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Tablo 6. SOD kit igerigi ve sollisyonlarin baglangi¢ konsantrasyonlari

Soluiisyonlarin  baslangi¢

Kit igerigi icerik bileseni
konsantrasyonlari

Substrat karisimi Ksantin 0.05 mmol/L

INT 0.025 mmol/L
Tampon CAPS 40 mmol/L, pH 10.2

EDTA 0.94 mmol/L
Ksantin oksidaz 80 U/L
Standart 4.6 U/mL

Kor (S1) olarak, 0.01 mol fosfat tamponu (pH: 7.0) kullanildi. Kalibrasyon
stok solisyonu 10 mL distile su icerisinde hazirlandi (4.6 U/mL). Standartlar
(S2-S6), kitte belirtildigi sekilde, 0.01 mol fosfat tamponu ile kalibrasyon stok
sollisyonundan seyreltilerek olusturuldu. Olglim yapilirken, supernatantin 25
puL’'si kavet icerisine pipetlendikten sonra Uzerine 850 pL substrat karisimi
eklendi. Kuvet iyice ¢alkalandiktan sonra, bu karigimin Uzerine 125 pL ksantin
oksidaz ilave edildi (0lgim sirasinda kivet i¢ine pipetlenen bilesenler Tablo 7'de
belirtilmistir). Klvetteki karisimin baslangi¢ absobansi (A1), 505 nm'de 37 °C'de,
30 s sonra olgidiu ve kaydedildi. Olgiime 3 dk boyunca devam edildi ve son
absorbans degeri (Az), 3. dk’nin sonunda kaydedildi. Kor ve standartlarin

absorbans degerlerinin dlgimleri de yukarida belirtildigi gibi gerceklestirildi.

Hesaplama: Standart ve orneklere ait dakika basina disen absorbans
degeri (AA= (A2—A1)/3) hesaplandiktan sonra butin standartlar ve érnekler igin
% inhibisyon degderleri asagidaki formullerden yararlanilarak hesaplandi (S1 igin

reaksiyon inhibisyonu gergeklestiriimedigi icin % inhibisyon degeri 100°dr).

100 — (AA; an gart /9. X100) — % Inhibisyon 100 — (AAgrnex /4 X100)
(AAkér/dk ) (AAkbr/dk )

Standartlarin U/mL cinsinden bilinen konsantrasyonlarina karsilik gelen %

= % Inhibisyon

inhibisyon degerleri kullanilarak bir standart egri olusturuldu. Orneklerdeki SOD

aktivitesi, bu egriden elde edilen denkleme gdére U/mL olarak belirlendi. Bulunan
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deger, 6rnegin mL’sindeki total protein miktarina boélinerek SOD’un spesifik

aktivite degeri hesaplandi. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

Tablo 7. SOD aktivitesi dlgimunde kuvete pipetlenen bilesenlenler ve miktarlari

Klvete pipetlenen S1 (uL) S2-S6 (uL) Ornek (uL)
bilegenlenler

Ornek o5
Standart e 25
Ornek sulandirer e e 25
Substrat karisimi 850 850 850
Ksantin oksidaz 125 125 125

3.5.4. Katalaz aktivitesi tayini
Prensip: Katalaz, hidrojen peroksitin suya ve oksijene ayrigmasini

katalizler:

2H202 —KATL 5 2H,0 + O2

Supernatantlarda KAT aktivitesi 240 nm dalga boyunda H202'nin tuketilme
esasina dayanan spektrofotometrik metoda gore belirlendi (Aebi, 1974). H202,
1191 240 nm dalga boyunda absorbe eder. Bu yonteme goére KAT tarafindan
H202'in dekompoze olma orani, spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda tespit
edilir.

Kullanilacak solusyonlarin hazirlanisi:

a. KAT fosfat tamponun hazirlanisi: Tablo 8'de belirtilmis olan A (KH2POa4)
ve B (NazHPOa4) solusyonlari, 50 mM konsantrasyon igin, verilen miktarlarda
tartilarak hazirlanir. Hazirlanan A ve B sollusyonlari daha sonra Tablo 9'da
belirtilen miktarlarda karistirilir. Bu sekilde KAT fosfat tamponun hazirlanmis olur
(pH: 7.5).
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Tablo 8. KAT fosfat tamponu (pH:7.5)'nun hazirlanmasi icin gerekli olan
solusyonlar

Kimyasal Molekl 50 mMicin  Son Hacim (distile Solisyon
Agirhigi su) Adi

KH2PO4 136.09 g/mol 6.805¢g 1000 mL A

NaHPO, (susuz) 141.96 g/mol 7.098 g 1000 mL B

Tablo 9. KAT fosfat tamponunun hazirlanmasi icin gerekli olan A ve B
soliisyonlarinin karigtirilma miktarlari

50 mM Fosfat tamponu (1 L) A Solusyonu (mL) B Solisyonu (mL)

(pH 7.5) 160 840

b. H20: solisyonu: Absorbansi 0.500 nm'ye ayarlanmis olan H202'li
fosfat tamponudur. Yaklasik 300 mL fosfat tamponu (pH 7.5, 50 mM) renkli bir
cam siseye aktarilir. Spektrofotometre 240 nm’de fosfat tamponuna gore
sifirlandiktan sonra renkli sisedeki tampona 10-20 pL miktarinda H20: ilave edilir
ve absorbans 0.500 nm oluncaya kadar bu isleme devam edilir. H202 ilavesi

yapilirken sise ara ara karigtirilir.

Deneyin yapilisi: Ornek ve tampon kuvartz kiivet igerisine Tablo 10'da
belirtilen miktarlarda birakildiktan sonra kuvetin agzi bekletiimeden kapatilir ve
kivet hizlica alt-Ust edilerek absorbansi okunur. Absorbans azalmasi, her 15
sn’de bir defa olmak Uzere 5 dakika sure ile kaydedilir (aktivite hizli ilerliyorsa 10
sn’de bir kayit yapilir ve lineer azalma tespit edilirse okuma sonlandirilabilir).
Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans azalmasinin en yuksek (A1) ve en

dusik (A2) de@erleri esas alinir.

Tablo 10. KAT aktivitesi 6lgtimiinde kiivete pipetlenen bilesenlenler ve miktarlari

Tampon Kor (mL) Ornek (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -

H20- sollisyonu 0.01 -
H,0-'li fosfat tamponu - 2.99

Supernatant - 0.01
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Hesaplama: AA=¢ x ¢ x L, [(A: absorbans/dk, ¢: ekstinksiyon katsayisi, c:
konsantrasyon, L: 1siIk yolu (1 cm)]

H202'nin 240 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayisi: 0.0436 mM*cm1
(0.0436 mM= 0.0436 mmol/L= 0.0000436 mmol/mL= 0.436 pmol/mL=43.6

nmol/mL)

AA Vt
KAT aktivitesi (nmol/dk/mL)= xKUvet ici sulandirma (%)XSO

43.6

KAT aktivitesi (nmol/dk/mL)
Total protein miktari (mg/mL)

KAT spesifik aktivitesi (nmol/dk/mg protein)=

AA: Absorbansin 240 nm dalga boyunda dk basina degigimi
Vt: Toplam hacim
V6: Ornek hacmi

SO: Supernatant sulandirma orani

3.5.5. Glutatyon peroksidaz aktivitesi tayini

Prensip: GPx, GSH’In kumen hidroperoksit (ROOH) ile oksidasyonunu
katalizler. Olusan oksidize glutatyon (GSSG), glutatyon reduktaz varliginda
NADPH kullanilarak, NADP*ye GSH’a donUstlrllir. Absorbanstaki dists 340

nm’de spektrofotometrik olarak dlgultr (Paglia ve Valentine, 1967).

2GSH + ROOH —&Px_, ROH + GSSG + H20
GSSG + NADPH + H* Glutatyon Reduktaz > NADP* + 2GSH

Yontem: Glutatyon peroksidaz aktivitesi, Ransel kit (Randox Lab.,
ingiltere) kullanilarak ve kit protokollerine uyularak gergeklestirildi. Kit icerigi ve
solusyonlarin baglangi¢ konsantrasyonlari Tablo 11'de, olgum sirasinda kuvet
icine pipetlenen bilesenler ise Tablo 12'de gosterilmigtir. Klvet icerisine
supernatanttan 20 pL birakildi ve tzerine 1000 uL reajan eklendi. Daha sonra bu
karigima 40 pL kimen hidroperoksit eklendi. Kuvet iyice ¢alkalandiktan sonra,

ornegdin ve koérln baslangi¢ absorbansi, 340 nm dalga boyunda 37 °C'de, 1 dk
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sonra spektrofotometrik olarak ol¢lldi. Absorbans okumasi 1 dk ve 2 dakika

sonra tekrar edildi.

Tablo 11. GPx kit igerigi ve sollisyonlarin baglangi¢ konsantrasyonlari

Kit icerigi igerik bileseni Soliisyonlarin baglangig
konsantrasyonlari
Reajan GSH 4 mmol/L
GR 2 0.05 U/L
NADPH 0.34 mmol/L
Tampon Fosfat Tamponu 0.05 mol/L, pH: 7.2
EDTA 4.3 mmol/L
Kimen hidroperoksit 0.18 mmol/L

Tablo 12. GPx aktivitesi élgiimiinde klivete pipetlenen bilesenlenler ve miktarlari

Kiivete pipetlenen bilegsenlenler Ornek (uL) Kor (uL)
Ornek 20 e
Distlesu - 20
Reajan 1000 1000
Kimen hidroperoksit 40 40

Hesaplama: GPx konsantrasyonu, kitte énerilen formilden (U/L= 8412 x
AAsza0/dK) yararlanilarak hesaplandi. Bulunan deger, U/mL’ye donusturildukten
sonra, Ornedin mL’sindeki total protein miktarina bolinerek GPx'in spesifik

aktivite degeri belirlendi. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

3.5.6. Glutatyon-S-transferaz aktivitesi tayini

Prensip: GST, elektrofilik bilesiklerin detoksifikasyonunu GSH'In —-SH
grubu ile tepkimesini katalizleyerek saglar. Enzimin aktivitesi tayini, 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB)nin GSH ile konjugasyonu sirasinda meydana gelen
absorbans artisinin, 340 nm dalga boyunda ve 25 °C’de, dlgulmesine dayanir
(Habig ve ark., 1974).

ROOH +2GSH —CST—» GSSG + ROH + H20
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Yontem: Tablo 13'deki ¢ozeltiler sirasiyla belirtilen miktarlarda kuvete
eklendikten sonra, klvet iyice g¢alkalandi. Daha sonra absorbanstaki artis 340

nm’'de, 3 dk boyunca her 30 sn’de bir kaydedildi.

Tablo 13. GST aktivitesi 6lgiimiinde kiivete pipetlenen bilesenlerin miktar ve
konsantrasyonlari

Kiivete pipetlenen bilesen Kor (mL) Ornek (mL)  Son Konstrasyon (mM)

PBS (0.11 M) 2.7 2.7 100 mM
Distile su 0.1 - -
CDNB (30 mM) 0.1 0.1 1 mM
GSH (30 mM) 0.1 0.1 1 mM
Supernatant - 0.1 -

Her 6rnegin absorbansindaki dk bagina degisim (AA) belirlendikten sonra
asagida verilen formule gore, GST'nin molar ekstinksiyon katsayisi (9.6
mmol/L/cm ) ve kuvetteki sulandirma orani hesaba katilarak, enzimin mL’deki
aktivitesi belirlendi. Bulunan deger, érnegin mL’sindeki total protein miktarina
bolinerek GST'nin spesifik aktivite degeri hesaplandi. Sonuglar, nmol CDNB-

glutatyon konjugati/dk/mg protein olarak ifade edildi.

Hesaplama:

o AA Vit
GST aktivitesi (mmol/dk/L)= 96 X V5 xSO

GST aktivitesi (nmol/dk/mL)
Total protein miktari (mg/mL)

GST spesifik aktivitesi (nmol/dk/mg protein)=

AA: Absorbansin 340 nm’de, dk bagina degigimi
Vt: Toplam hacim
V6: Ornek hacmi

SO: Supernatant sulandirma orani
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3.5.7. Redikte glutatyon tayini

Prensip: GSH igerigi, fosfat tamponu kullanilarak stpernatanttaki sulfidril
gruplarinin, 5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyonu sonucu
olusan sari rengin absorbansinin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olcimulne, dayanmaktadir (Beutler, 1984).

Ayiraclar:

1. Fosfat tamponu: 0.3 M NaH2POq distile su ile hazirlandi (pH: 6.8).

2. DTNB (Ellman Ayiraci): 40 mg DTNB'nin, % 1’lik 100 mL sodyum sitrat

cOzeltisi icerisinde ¢ozinmesi ile hazirlandi.

Yontem: Tuplerin igerisine 200 pL sdpernatantlardan alindiktan sonra
uzerine 1 mL fosfat tamponu eklendi. Vortekslenen tlpler, sicak su banyosunda
60 °C’de 10 dakika bekletildi. Tupler oda sicakhdina getirildikten sonra her tlpe
200 pL DTNB ayiraci eklenerek Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometrede 412
nm dalga boyunda, kore kargi okuma yapildi. Standartlar igin 100 uM GSH stok
cozeltisi fosfat tamponu igerisinde taze olarak hazirlandi. Daha sonra stok
cozeltisi seyreltilerek 10 uM ile 0.03125 pM konsantrasyon araliginda 6 adet
standart hazirlandi. GSH standartlarina karsilik gelen absorbans degerlerinden
olusturulan standart egri (Sekil 5)'ye gore orneklerdeki GSH konsantrasyonu

hesaplandi. Sonuglar umol GSH/mg protein olarak ifade edildi.

GSH Standart Egrisi
12
10 vy =153,76x +0,0915
> 2= 0,9967
7
o 8
g 6
S
= 4
=
2
0 | | | |
0 0,05 0,1 0.15 0.2
Absorbans (nm)

Sekil 5. GSH standart egrisi.
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3.5.8. Total protein tayini

Antioksidan savunma sistemi parametrelerinin mg protein cinsinden ifade
edilebilmesi i¢in, her drnege ait sUpernatantta, total protein tayini yapildi. Total
protein konsantrasyonu, Bradford, (1976) metoduna gore, sigir serum albumin
(BSA)'in standart olarak kullaniimasi ile belirlendi. Bradford metodu, proteine
baglanan Coomasie Blue G boya reaktifinin, 595 nm dalga boyundaki maksimum

absorpsiyonunun, spektrofotometrik olarak dlgilmesine dayanir.

Ayiraclar:

1. Konsantre Bradford solisyonu (5x): 100 mg Coomasie Blue G, 50 mL
absolut etanol ve 100 mL ortofosforik
asit (%85) igerisinde  ¢ozuldr.
Solisyon distile su ile 200 mL'ye
tamamalanir ve filtre edilir.

2. Bradford soltisyonu (1x): Yukarida hazirlana solusyonun, distile
su ile 1:5 oraninda sulandiriimasi ile

hazirlanir.

Yontem: Standartlar hazirlanmadan dnce 10 mg/mL stok BSA hazirlandi.
Stoktan seri sulandirmalar yapilarak 0.4 ile 0.0125 mg/mL aralijinda 6 adet
standart olusturuldu. Ornek, kor ve standartlar Bradford soltisyonu ile muamele
edildikten sonra, 20 dk boyunca karanlik ortamda inkibe edildi. Spektrofotometre
kore karsi sifirlandiktan sonra, 6rnek ve standartlarin absorbansi, 595 nm dalga
boyunda Olguldu. Standartlara karsilik gelen absorbans degerlerine dayali olarak
standart egri (Sekil 6) olusturuldu. Orneklerdeki total protein konsantrasyonu
egriye ait fonksiyon kullanilarak belirlendi. Sonuglar mg/mL protein olarak ifade
edildi.
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045
04 - y = 0.4599x - 00637
035 - R?=0,9974

03
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

Total Protein (mg/ml)

) 0.4 0,6 0.8 1 1.2
Absorbans (nm)

0 0,2

Sekil 6. Protein standart egrisi.

3.6. istatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen veriler, SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) 16.0 istatistik paket programinda, varyans analizi (ANOVA) ile analiz
edildi. Gruplar arasindaki farkliliklarin belirlenmesi icin post-hoc Tukey HSD ¢oklu
karsilastirma testi kullanildi. Analizler sonucunda elde edilen veriler, ort + ss

olarak ifade edildi. istatistiksel 6nem derecesi P< 0.05 seviyesinde kabul edildi.
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4. BOLUM
BULGULAR

DEHP’nin 25, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarina 24 saat sure ile
maruz birakilan goékkusagi alabaligi hepatositlerinde yapilan mikroskobik
incelemeler sonucunda, hepatositlerin kuyu tabaninin orta bdlgesinde hafifce
kalktiklar gozlendi. (Sekil 7).

Sekil 7. DEHP'nin 200 uM konsantrasyonuna maruz birakilan hepatositlerde
kuyu tabanindaki kalkmalar.

DEHP’nin, hlcresel bir hasar gostergesi olan LDH'In medyumdaki
seviyesini, yukselttigi belirlendi (Sekil 4.2.). Hicre canlih@i ile iligkili olan LDH’in,
medyuma salinimina dayanilarak yapilan sitotoksisite testine gére, DEHP’nin 25,
50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinin hlcreler Gzerinde sirasiyla, % 0.19, %
1.18, % 3.42 ve % 4.04 oraninda sitotoksik oldugu ve bu sitotoksik etkinin
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DEHP’nin 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli
oldugu bulundu (P < 0.05) (Sekil 8).

LDH
45 d
4
~35 - e |
&
T 3
0 25
% 2
.;% 1,5 b
1
0.5 a
0 a S

Kontrol DEHP-25 DEHP-50 DEHP-100 DEHP-200

Sekil 8. DEHP’nin 25, 50, 100 ve 200 uyM konsantrasyonlarinin, primer Kultart
yapilan gokkusagi alabaligi hepatositleri Gizerindeki sitotoksisitesi. Sitotoksisite
kultir medyumuna salinan LDH’a dayanilarak belirlenmistir. Sonuglar ort + ss
olarak ifade edilmistir (n = 4). Sttunlar Gzerindeki farkl harfler, Tukey HSD ¢oklu
karsilastirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel 6nem farkini
gostermektedir (P < 0.05).

DEHP’ye maruz birakilan hepatositlerde SOD aktivitesindeki degisimler,
Sekil 9'da gosterilmistir. SOD aktivitesinin DEHP’nin 25 uM konsantrasyonuna
maruz birakilan hepatositlerde, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde arttig1 (P < 0.05), DEHP’nin 100 uM konsantrasyonunda ise
anlamli bir sekilde azaldigi belirlendi (P < 0.05). Ote yandan diger uygulama
gruplarinda, SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli degisimlerin meydana
gelmedigi gdzlendi.

KAT aktivitesinin DEHP’nin 25, 50 ve 200 uM konsantrasyonlarinda maruz
birakilan hepatositlerde, istatistiksel olarak anlaml bir sekilde arttigi (P < 0.05),
DEHP’nin 100 uM konsantrasyonunda ise azaldigi tespit edildi (P < 0.05) (Sekil
10).
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Sekil 9. DEHP’nin 25, 50, 100 ve 200 yM konsantrasyonlarinin, primer Kultart
yapilan goékkusagi alabaliyi hepatositlerinde, SOD aktivitesi Uzerindeki etkisi.
Sonuglar ort £ ss olarak ifade edilmistir (n = 4). Sutunlar Gzerindeki farkli harfler,
Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel Gnem
farkini géstermektedir (P < 0.05).
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Sekil 10. DEHP’nin 25, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinin, primer Kultart
yapilan gokkusagi alabaligi hepatositlerinde, KAT aktivitesi Uzerindeki etkisi.
Sonuglar ort £ ss olarak ifade edilmistir (n = 4). Sttunlar Gzerindeki farkli harfler,
Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testine goére, gruplar arasindaki istatistiksel Gnem
farkini géstermektedir (P < 0.05).
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DEHP’nin hepatositlerdeki GPx aktivitesi Uzerindeki etkisi, Sekil 11’de
gOsterilmistir. Buna gére, DEHP’nin butlin konsantrasyonlarinin GPx aktivitesini,

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde, artirdigi gézlendi (P < 0.05).

GPx
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C
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n

Sekil 11. DEHP’nin 25, 50, 100 ve 200 pyM konsantrasyonlarinin, primer kaltiru
yapilan gokkusagi alabaligi hepatositlerinde, GPx aktivitesi Uzerindeki etkisi.
Sonuglar ort + ss olarak ifade edilmigtir (n = 4). SGtunlar Uzerindeki farkli harfler,
Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel 6nem
farkini gostermektedir (P < 0.05).

GST aktivitesinin DEHP’nin 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda,
kontrol grubuna kiyasla, anlamh bir degisim goéstermedigi ancak DEHP’nin 200
uM konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi belirlendi (P
< 0.05) (Sekil 12).

Hepatositlerdeki GSH seviyesinin  DEHP’'nin 50 ve 200 uM
konsantrasyonuna maruz birakilan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla,
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde ylkseldigi (P < 0.05) ancak diger gruplarda
degismedigi gézlendi (Sekil 13).
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Sekil 12. DEHP’nin 25, 50, 100 ve 200 pyM konsantrasyonlarinin, primer kaltiru
yapilan gokkusagi alabaligi hepatositlerinde, GST aktivitesi Uzerindeki etkisi.
Sonuglar ort + ss olarak ifade edilmigtir (n = 4). SGtunlar Uzerindeki farkli harfler,
Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel 6nem
farkini gostermektedir (P < 0.05).
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Sekil 13. DEHP’nin 25, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinin, primer Kultart
yapilan gokkusag! alabalidi hepatositlerindeki, GSH seviyesi Uzerindeki etkisi.
Sonuglar ort £ ss olarak ifade edilmistir (n = 4). Sutunlar Gzerindeki farkli harfler,
Tukey HSD ¢oklu kargilastirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel Gnem
farkini gostermektedir (P < 0.05).
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5. BOLUM
TARTISMA VE SONUG

Endustride bir plastiklestirici olarak kullanilan DEHP, esnek materyaller,
ingaat malzemeleri, boyalar, oyuncaklar, gida paketleri, intravenoz sivi torbalari
ve kan saklama torbalari gibi tibbi gerecgler ve farmasétik formulasyonlar gibi
genis bir Urln yelpazesinin Uretiminde yer alir. Endustriyel alandaki yaygin
kullaniminin bir sonucu olarak atik sular ile gevreye karisan DEHP, sucul ortamda
ve ylzey sularinda tespiti yapiimis olan bir kirleticidir (Magdouli ve ark., 2013;
Zolfaghari ve ark., 2014). Son yillarda akuatik organizmalarin dnemli bir grubunu
olusturan ve insanlar i¢in basglica besin kaynaklarindan biri olan baliklarda
yapilmis olan deneysel ¢alismalar, DEHP’nin bu canli grubunda endokrin bozucu
(Maradonna ve ark., 2013; Ye ve ark., 2014), embriyotoksik (Mankidy ve ark,
2013) ve antioksidan sistemi sarsici (Zheng ve ark., 2013), negatif etkiler
olusturdugunu ortaya koymustur. insan ve diger canlilar icin ciddi risklere sahip
olan bu kirleticinin olusturdugu toksik etkilerin 6grenilmesi ve bu etkilerin altinda
yatan sebeplerin aydinlatilmasi, oldukga onemli ve gereklidir. Bu nedenle bu
calismada, gokkusagi alabahgindan izole edilen hepatositler kullanilarak,
DEHP’nin potansiyel sitotoksik etkisinin altinda yatan mekanizmalarin ortaya
cikartilmasi amacglanmigtir.

LDH-sitotoksisite testinden elde edilen veriler, DEHP’nin gokkusagi
alabalgindan izole edilen hicrelerde, 50 pM ve Uustl konsantrasyonlarda
sitotoksisiteyi anlamli  bir sekilde artirdigini gostermigtir. Benzer bulgular,
DEHP’ye maruz birakilan MA-10 Leydig hicrelerinde (Erkekoglu ve ark., 2010),
mayoz oncesi fare spermatositleri (GC-2spd hucreleri) (Zhu ve ark., 2016), fare
noroblastoma htcreleri (N6ro-2A) (Aung ve ark., 2014) ve insan brons epiteli
16HBE hucrelerinde (Ma ve ark., 2018) de gozlenmisgtir.

SOD-KAT sistemi, antioksidan savunmada oksidatif strese kargsi ilk
basamagi meydana getirir. SOD, superoksit anyon radikali (O2°* ~)’nin, hidrojen
peroksit (H202) ve su (H20)ya dismutasyonunu gerceklestiren bir enzimdir

(Livingstone, 2003). Calismamizdan elde ettigimiz deneysel sonuglar, SOD
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aktivitesinin DEHP’nin 25 pM konsantrasyonunda anlamli bir sekilde yUkseldigini
gOstermistir. Baliklarda cevresel kirleticilere maruz kalma sonucunda artan
hicresel siperoksit anyon radikali dizeyi, SOD aktivitesinin uyarilmasina sebep
olur. Ote yandan SOD tarafindan olusturulan H202, KAT ve GPx'in aktivitesini
uyarir. KAT, bir hidroksil radikali (HOe) 6ncust olan H202'i indirgeyerek, H20’ya
donusturtr. SOD ve KAT aktivitesindeki es zamanh artiglar ¢evresel kirleticilere
maruz kalan baliklarin karacigerinde genellikle go6zlenilen bir durumdur
(Dimitrova ve ark., 1994; Belge Kurutas ve ark., 2009). Dolayisiyla, SOD ve KAT
aktivitelerindeki artig, DEHP maruziyeti sonrasinda, O2*~ve H20:2 seviyelerindeki
artisa atfedilebilir. Benzer olarak, fertilizasyonun 4. saatinden itibaren 96 saate
kadar di-n-bltil fitalata ve dietil fitalata maruz birakilan zebra balgi
embriyolarinda, SOD ve KAT aktivitelerinin ytkseldigi gézlenmistir (Xu et al
2013). Diger taraftan bu galismada, SOD ve KAT aktivitelerinin DEHP’nin 100 uM
konsantrasyonunda es zamanli olarak azaldigi belirlendi. Antioksidan enzimlerin
aktiviteleri zenobiyotik maruziyetinin yogunluguna ve suresine bagimli olarak
artip, azalabilir (Orug ve Usta, 2007). Antioksidan enzimlerin gogu asiri oksidan
artisi veya oksidan olan kendi substrati tarafindan inaktive edilebilir (Modesto ve
Martinez, 2010). Dolayisiyla O2* ~radikali ve O2*~radikalinin dénustirilmesine
bagh olarak artan H202, SOD aktivitesinde diugsuse sebebiyet vermis olabilir.
Benzer olarak, DEHP’ye maruz birakilan (200 uM) GC-2spd hicreleri (mayoz
oncesi fare spermatositleriy)nde SOD aktivitesinin azaldigi bildirilmistir (Zhu ve
ark., 2016). Diger taraftan, farkli tipteki fitalatlara maruz birakilan havuz baligi
(Carassius auratus)’'nin karacigerinde SOD aktivitesinin dusls gostermesine
ragmen, DEHP’ye maruz birakilanlarda anlamli degisim belirlenmemistir (Zheng
ve ark., 2013). Farkh bir calismada ise dietil fitalata 0.5, 2 ve 8 mg/L
konsantrasyonlarda maruz birakilan sazan baliginda karaciger SOD aktivitesinin,
maruziyetten 2 gun sonra arttigi, 20 gun sonrasinda ise azaldigi gozlenmistir
(Zhang, 2015). Calismamiz ile uyumlu olarak DEHP'ye gavaj yolu ile 10
gunligune maruz birakilan ratlarin testisinde Cu, Zn-SOD aktivitelerinin dastugu
rapor edilmigtir (Erkekoglu ve ark., 2014). DEHP’ye 1 mg/L konsatrasyonda
maruz birakilan koca golyan balgr (Pimephales promelas) embriyolarinda ise

SOD genlerinin mRNA ekspresyonunda 6nemli degisimler bildirilmemistir
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(Mankidy ve ark., 2013). Yukarida s6zl edilen ¢alismalardan yola gikilarak SOD
aktivitesinin DEHP’ye maruziyet sonrasinda, tire ve deney dizaynina gore de
degisimler gosterebildigi soylenilebilir. Calismamizda KAT aktivitesinin SOD
aktivitesi ile birlikte es zamanli olarak azaldigi belirlendi. SOD ile fonksiyonel
olarak baglantili olan KAT'in aktivitesindeki disis, SOD’un inaktive olmasindan
dolay! artan O2°® ~ serbest radikalinden, kaynaklanabilir (Asagba ve ark., 2008;
Modesto ve Martinez, 2010; Zheng ve ark., 2013). Benzer olarak, DEHP'ye 10
gun sure ile 10 mg/kg konsantrasyonda intraperitoneal olarak maruz birakilan
havuz bali§i (Carassius auratus)’'nin karacigerinde de KAT aktivitesinin azaldigi
tespit edilmistir (Zheng ve ark., 2013). Ote yandan dietil fitalatin 100, 300 ve 900
mg/kg dozlarina intraperitonal olarak 3 ardisik giin maruz birakilan Paralichthys
olivaceus’un karacigerinde, son doz uygulandiktan 24 saat sonra KAT aktivitesi
Olculmus, dusuk dozlarda KAT aktivitesinin degismedigi en yuksek dozda
aktivitenin dustugu belirlenmistir (Kang ve ark., 2010). Benzer sekilde, baliklarda,
KAT ve SOD aktivitelerindeki es zamanli dususler, bisphenol A ve nonilfenol (Wu
ve ark., 2011), kadmiyum (Cao ve ark., 2010) ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlara (Otitoloju ve Olagoke, 2011) maruziyet sonrasinda da rapor
edilmistir.

GPx, organik peroksitlerin ortamdan kaldiriimasini ve hidroperoksitlerin
hidroksil bilegiklere indirgenmesini, GSH’I bir substrat olarak kullanarak,
katalizleyen bir antioksidan enzimdir (Zhao ve ark., 2011). Bu calismada GPx
aktivitesinin DEHP ile muamele edilen bitin gruplarda anlamli bir sekilde
yukseldigi belirlendi. GPx aktivitesindeki artis, DEHP etkisi ile yikselen
hidroperoksit ve lipid peroksitlerin indirgenmesine atfedilebilir (Wu ve ark., 2011).
Ote yandan GPx aktivitesi, substrati olan GSH'in ortamdaki varligina da baghdir.
Calismamizda beklenildigi sekilde, GPx aktivitesindeki artislar ile es zamanli
olarak GSH seviyesinde de artiglar gézlenmistir. Bu ¢alismaya paralel olarak,
DEHP’ye maruz birakilan MA-10 Leydig hucrelerinde GPx1 aktivitesinin
yukseldigi bildirilmistir (Erkekoglu ve ark., 2010). GPx uyarimi fitalatlara maruz
birakilan farkli balik turlerinde de rapor edilmistir. Ornegin, dietil fitalatin 300 ve
900 mg/kg dozlarina intraperitonal olarak 3 ardisik gun maruz birakilan

Paralichthys olivaceus’un karacigerinde, son doz uygulandiktan 24 saat sonra
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da, GPx aktivitesinde, artis belirlenmistir (Kang ve ark., 2010). Diger bir
calismada ise, dietil fitalata maruz birakilan sazan baliginda, karaciger GPx
aktivitesinin, 0.5 ve 2 mg/L konsantrasyonlarda, maruziyetten 2 gin ve 20 gin
sonra arttigi ancak 8 mg/L konsantrasyonda her iki uygulama suresinde de
azaldig1 gozlenmistir (Zhang, 2015). Di-n-butil fitalat ve dietil fitalata maruz
birakilan zebra balidi larvalarinda ise her iki fitalat tipinin GPx aktivitesini
indukledigi belirlenmigtir (Xu ve ark., 2013).

GSH, zenobiyotiklerin metabolize ve detoksifiye edilmesinde rol oynayan
onemli bir antioksidan molekuldir (Stephensen ve ark., 2002). GSH
seviyesindeki artis ve azaliglar oksidatif stres ile iliskilidir. Bu calismada,
DEHP’nin 50 ve 200 uyM konsantrasyonlarina maruz birakilan hepatositlerde
GSH seviyelerinin yukseldigi gozlendi. GSH seviyelerindeki artiglar, bu
molekulin DEHP’nin meydana getirdigi toksik etkiyi kompanse edici 6zelligine
atfedilebilir (Dickinson ve Forman, 2002). Benzer sekilde, Kang ve ark., (2010)
dietil fitalata 100, 300 ve 900 mg/kg dozlarda intraperitonal olarak, 3 ardisik gin
maruz birakilan Paralichthys olivaceus’un karacigerinde, GSH duzeyinde artislar
gbzlemlemislerdir. Ote yandan, bu calismaya zit olarak, DEHP’ye maruz
birakilan MA-10 Leydig hucrelerinde GSH seviyesinin dustaga bildirilmistir
(Erkekoglu ve ark., 2010). GSH seviyesi, hafif oksidatif stres altinda adaptif bir
mekanizma olarak yukselebildigi gibi, siddetli oksidatif stres altinda adaptif
mekanizmalardaki bozulmadan dolayi, azalabilmektedir (Zhang ve ark., 2004).
Dolayisiyla GSH dlzeyine ait g¢alismalar arasindaki farkli bulgular, GSH’In
DEHP’nin konsantrasyonuna, hiicre tipine ve meydana gelen oksidatif stresin
siddetine gore degisim gostermesinden kaynaklanmis olabilir.

Bu calismada DEHP'ye maruz birakilan gokkusagr alabahgi
hepatositlerinde GST aktivitesinin 25, 50 ve 100 pM konsantrasyonlarda
degismedigi, 200 uM DEHP konsantrasyonunda ise yukseldigi gozlendi. GST,
elektrofilik metabolitleri GSH'a baglayarak, zenobiyotiklerin detoksifikasyonunda
rol oynayan 6nemli bir faz-Il enzimidir (Dickonson ve Forman, 2002). Hepatik
GST aktivitesindeki artis poliaromatik hidrokarbonlar, poliklorlu bifenil ve
organoklorlu pestisitler gibi, farkli tipteki toksik maddelere maruz kalan birgok

balik tiriinde, rapor edilmistir. Ote yandan bir gok ¢alismada GST aktivitesinin,
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toksik kimyasallara maruz kalim sonucunda, degismedigi yahut azaldigi da
bildirilmigtir (van der Oost ve ark., 2003). DEHP’ye ve dibdtil fitalata su yolu ve
intraperitoneal enjeksiyon yolu ile maruz birakilan gokkusagi alabalidinda, GST
aktivitesinin degismedigi tespit edilmistir (Cravedi ve Perdu-Durand, 2002).
DEHP’ye gavaj yolu ile 10 gunligine maruz birakilan ratlarin testisinde, GST
aktivitelerinin anlamli bir degisim gostermedigi, rapor edilmistir (Erkekoglu ve
ark., 2014). GST aktivitesinin DEHP’ye maruz birakilan zebra balig
embriyolarinda da degismedigi bildirilmistir (Mankidy ve ark., 2013). DEHP’ye
maruz birakilan MA-10 Leydig hicrelerinde ise GST aktivitesinin azaldigi
bildiriimigtir (Erkekoglu ve ark., 2010). Bu ¢calismada GST aktivitesinde gézlenen
yukselme, GST'nin GSH'1 DEHP’ye konjuge ederek, DEHP tarafindan
olusturulan olumsuz etkiyi ortadan kaldirmasina atfedilebilir.

Sonug olarak, DEHP’nin gdékkusagi alabaligindan izole edilen hepatositler
Uzerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu ve antioksidan yanitlar meydana getirdigi
g6zlendi. Bu calismadan elde edilen veriler, baliklarda DEHP tarafindan
meydana getirilen hepatotoksik etkinin altinda yatan sebeplerin aydinlatiimasina,

katkl sunacaktir.
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