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1. GIRIS ve AMAG

Gunumuzde tarimda, 6zellikle ortlu alti sebzecilikte, meyve
ve sebzelerin Uretim surecini hizlandirmak igin Bitki Buyume Duzenleyici

Hormon (BBDH) adi verilen pek ¢gok madde kullaniimaktadir

BBDH?’ lar bitkinin yagsam suresi boyunca bitki tarafindan ¢ok
dusuk miktarlarda Uretilen ve bitki igerisinde dokudan dokuya tasinarak,
tasindiklari  dokunun fizyolojik olaylarini  disuk dozlarda bile
olumlu/olumsuz etkileyebilen maddelerdir. BBDH’ lar bitki bunyesinde
uretilebildikleri gibi olumsuz dis kosullar nedeniyle bu hormonlarin
disaridan da takviye edilmeleri gerekmektedir. BBDH’ lar genellikle bitkinin
blyume asamasinda belirli bir donem etkilidir ve daha sonra etkileri

ortadan kalkar.

BBDH'’ ‘lar iginde sik kullanilan, 4-klorofenoksi asetik asit (4-
CPA) fenoksi ailesi tyesi bir oksindir. Ulkemizde 4- CPA, Tarim ve Koy
isleri Bakanhigr nin izniyle 6zellikle domates uretiminde yaygin olarak
kullanilimaktadir. Ozellikle gicek agma déneminde puskiirtme metodu ile

uygulanmakta, giceklerin meyveye donisumuna tesvik etmektedir.

Uygun doz ve uygun zamanda vyapilan uygulamanin
bitkilerde kalinti birakmadigi ve insan sagligi agisindan olumsuz etkilerinin
olmayacagi dusunulmekteyse de, ginimuzde “ne kadar fazla ve sik
verilirse o kadar c¢ok verim” alinacagi gorusunden dolayl yuksek doz
uygulamalara siklikla rastlanmaktadir. Dolayisiyla insan sagligi agisindan
toksik etkilerinin olabilecegdi gdz ardi edilmemelidir. ilacin toksik etkilerine
en duyarli olunan ddnemin puberte Oncesi donem oldugu ifade

edilmektedir.



Literatirde 4-CPA ile ilgili c¢esitli toksisite c¢aligmalari
bulunmaktadir. Bu galismalar 6zellikle ireme sistemi ve endokrin sistem
Uzerine yogunlasmistir. Nitekim puberte donemine kadar 4-CPA’ ya
maruz kalan disi ve erkek siganlarda, Ureme organlarinin gelisimini
olumsuz yonde etkiledigi, doz bagimli olarak Ureme organlarinda
apoptozise neden oldugu gosterilmistir. Ancak literatirde 4-CPA ile

oksidan olaylar arasindaki iliskiyi gosteren bir ¢alismaya rastlanmadi.

Karaciger, metabolik aktivitenin en fazla oldugu dokudur ve
yuksek doz 4-CPA maruziyetinin hepatoselliler nekroza neden oldugu

ifade edilmektedir.

Bu bilgiler 1s1ginda, ¢calismamizda puberte donemine kadar
degisik dozlarda 4- CPA’ ya maruz kalan disi ve erkek siganlarin karaciger

dokusunda oksidan ve antioksidan olaylari incelemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endokrin Bozucular

2. 1. 1. Endokrin Bozucularin Tanimi

Saglikli bir organizmada ve onun gelecekteki neslinde
endokrin sistem gelisimini ve fonksiyonlarini degistiren, ekzojen ajanlara

“endokrin bozucular” denir.®®

Endokrin bozucular, hormonlarin uretim, salinim, tasinma,
baglanma, aktivite, pargalanma ve organizmadan atilimlarina etki ederek
degisik etkilere neden olabilirler. Bu maddeler, baglica hormonlarin
reseptorlerine  baglanmasini uyarici ve/veya baskilayici ozellikler
gOsterebildikleri gibi, dstrojen ve testesteron gibi dogal hormonlarin
aktivitelerini de taklit ederek hormon benzeri etkiler

gosterebilirler.20:2278.112.115

2. 1. 2. Endokrin Bozucularin Dogadaki Formlari

Endokrin bozucular dogada dogal olarak bulunabildikleri gibi,

degisik sentetik ve endustriyel Urlnlerin igerisinde de yer alabilirler (Tablo

1),



Tablo 1. Endokrin Bozucular

Fitoostrojenler

Daidzein, Genistein, Formononetin, Biokanin-A,
Prunetin, Pratensein, Glisetein, Ekuol,
Desmetilangolestin, Enterolakton, Enterodiol,

Matairesinol, Zearalanon

Organohalojenler

Dioksinler, Furanlar, Poliklorine bifeniller,

Hekzaklorobenzen, Pentaklrofenon

Pestisitler BBDH ( 2-4-diklorofenoksi asetik asit [2,4-D], 4-CPA,
Klormekuat), Alaklor, Aldikarb, Amitrol, Atrazin,
Benomil, Karbaril, Klordan, Endosulfan, Etilparation,
Heptaklor, Kepon, Ketokonazol, Lindan, Malation,
Trifluralin, Vinklozolin, Metosiklor
Fitalatlar Di-etilheksil fitalat, Butil benzil fitalat, Di-n-butil fitalat,
Di-heksil fitalat, Di-propil fitalat, Di-kloroheksil fitalat,
Di-etil fitalat
Agir Metaller Arsenik, Kadmiyum, Uranyum, Kursun, Civa
ilaglar Dogum kontrol haplari, Dietilstilbesterol (DES),
Simetidin
Digerleri Bisfenol A, B ve F, Etan dimetan, Sulfonat, Metanol,

Benzofenol, N-butil benzen, 4- nitrotoluen, 2,4-

dikolrofenol




2.1.2.1. Dogal Endokrin Bozucular

Dogal endokrin bozucular, sentetik veya endustriyel
urunlerde bulunanlara oranla yari dmurlerinin kisa olmasi, kolay bir sekilde
yikilip vlcuttan atiimalari, dokularda birikim yapmamalari nedeniyle
organizma igin genellikle 6nemli yan etkiler olusturmazlar. Dogal endokrin

bozucular iginde en iyi bilineni bitkilerde bulunan fitodstrojenlerdir.”

FitoOstrojenler, endojen 0&strojenlere benzer aktiviteler
gOsterebilen bitkisel kaynakli kimyasallardir. Son yillarda yapilan bazi
epidemiyolojik g¢alismalarla 6nem kazanmiglardir. Bu c¢alismalar
fitoostrojence zengin diyetle beslenen toplumlarda kardiovaskiler
hastaliklar, osteoporoz, gogus, prostat ve barsak kanserleri ile ilgili
sikayetlerin daha az goruldigund ve postmenopozal ddnemdeki
kadinlarda 0&strojen yetersizligine baglh semptomlarin daha hafif
yasandigini gostermistir. Bu bilesiklerin sahip olduklari aktivitelerin
aydinlatilabilmesi i¢in bircok in vivo ve in vitro c¢aligmalar yapiimigtir.
Ancak fitoostrojenlerin metabolizmalari, emilimleri, potansiyel yararli
etkileri ile ilgili mekanizmalar, bu etkiler icin gerekli optimal ve toksik dozlar

ile ilgili bilinenler yetersizdir.?’

Fitodstrojenler, vucutta Uretilen 6strojenlere oranla daha
zayif etki goOstermelerine karsin, ¢ok miktarda alinmalari sonucunda
organizma igin belirgin etkilere neden olabilirler.”>"® Ayrica endokrin
bozucularin etkili olmasinda, yas cinsiyet gibi faktorlerde oldukca
dnemlidir. Ornegin; fitodstrojenler, viicutlarinda az miktarda &strojen
bulunduran ¢ocuk ve erigkin erkeklerde belirgin dstrojenik etki yapmalarina
kargin; yuksek konsantrasyonlarda Ostrojen  bulunduran erigkin
bayanlarda, vucuttaki Ostrojen ile vyarisarak bunlarin  etkilerini

azaltabilirler 6-348%104.119,131



2.1.2.1.1. Fitoostrojenlerin Siniflandirilmasi ve Yapilari

Bitkilerde fenilpropan ve basit fenollerden sentezlenen
fitodstrojenler, kimyasal olarak c¢ok genis cesitlilik gdsterirler.
Fitoostrojenler kimyasal yapilarina goére izoflavonlar, flavanonlar,
kalkonlar, lignanlar, kumestanlar, makrolitler, stilbenler ve steroller olarak
siniflandirilir (Sekil 1). Yapida temel olarak bulunan fenolik grup éstrojen

agonisti ve antagonisti 6zelliklerini tanimlamada 6énemli rol oynar.

izoflavon ve kumestanlar bitkide kendiliginden sentez
edildikleri i¢in, bazen intrinsik Ostrojen bilesenleri olarak da kabul
edilmektedirler. Makrolit yapisinda olan rezorsiklik asit laktonlari tahil
artnlerine bulasan kufler tarafindan Uretildikleri igcin mikodstrojenler olarak
tanimlanir.®® Etkisi nedeniyle Uzerinde en c¢ok calisilan fitodstrojenler

izoflavonlardir. Diger yapilarla ilgili galisma sayilari cok azdir.*

izoflavonlar bitkilerde dért temel yapida bulunabilir; aglikon,
glikozit, malonil glikozit veya asetil glikozit yapi. Aglikon yapilar daidzein
(7,4'—dihidroksi izoflavon), genistein (5,7,4’-trihidroksi izoflavon) ve glisitein
(7,4'—dinhidroksi 6-metoksi izoflavon) gibi konjuge olmamis yapilardir.
Glikozitleri arasinda 7-O-glukozit (daidzin, genistin, glisitin); 6’-O-
asetilglukozit (6’-O-asetildaidzin, 6’-Oasetilgenistin, 6’-O-asetilglisitin) ve
6’-O-malonilglukozit  (6’-O-malonildaidzin, 6’-O-malonilgenistin, 6’-O-

malonilglisitin) yer alir.3%1"

izoflavonlar bitkilerde dogal olarak sekerlerle konjuge yapilar
halinde, yani glikozit halde bulunurlar. 6’-O-asetilglukozit ve 6-O-
malonilglukozit yapilar ise, aglikona baglanan seker molekulli disinda,

asetil veya malonil molekiilii igerirler." %%



Bitkilerden izole edilen izoflavonlarin birgogunun 0Ostrojenik
etkisi olmadigi, etkili olanlarin da Ostrojenik etkilerinin ayni olmadigi
saptanmistir.>®> Ornegin genistein en glicli dstrojenik etkiyi gdsterirken,
soya izoflavonlarinin % 5-10’unu olusturan glisitein diger izoflavonlardan

cok daha zayif &strojenik dzellige sahiptir.3%8211°

Kumestanlar yapisal olarak izoflavonlara benzerler. Bir gogu
Wong tarafindan listelenen kumestanlar icinde en &énemli Ostrojenik

aktiviteye sahip olan kumestrol ve 4-metoksi kumestrol'dur.

Lignanlar 2,3 dibenzilbltan iskeleti ile tanimlanir ve butin
damarli bitkilerde glikozit formda bulunurlar. Bitkilerde bulunan temel
lignanlar matairesinol, sekoizolarisiresinol, larisiresinol ve izolarisiresinol
olup, bunlar insanlarda Ostrojenik aktivite gosteren iki temel bilesigi,
enterolakton ve enterodiolli vermektedirler. izoflavonlar gibi enterolakton
ve enterodiol de barsak mikroflorasinin bitki lignan onculeri Uzerindeki
aktivitesi sonucu olusurlar. Enterolaktonun bunun diginda enterodiol’in

oksidasyonu ile de olustugu bilinir.*

Makrolitler, 6zellikle uygun olmayan kosullarda depolanan
tahillar, yagh tohumlar ve otlarda hizla ¢gogalan organizma olan Fusarium
gibi mantarlarin ikincil metabolitleridir. Cogunlukla tohumun kabuk
kisminda konsantre olmusglardir ve bilindigi gibi bu kisim genellikle besinin
islenme surecinde bitkiden ayrilir. Zearalenon, a- ve [(-zearalanol

ostrojenik aktiviteye sahip oldugu bilinen mikodstrojenlerdir.>
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2.1.2.1.2. Dogadaki Fitodstrojenlerin Kaynaklari

Farkli gruplarda ele alinan fitodstrojenlerin, her birinin yogun
olarak bulunduklari besin kaynaklar farklilik gdstermektedir. izoflavonlarin
bilinen en iyi kaynag: kuru baklagiller (bezelye, fasulye, mercimek vb.),
Ozellikle de soya fasulyesidir. Bugin en ¢ok kullanilan izoflavon kaynaklari
soya fasulyesinin islenmesi ile elde edilen g¢esgitli Grlnler olup, bunlarin
basinda soya unu, soya protein izolatlari, tofu, soya suti, soya yodurdu ve
soya sehriyesi gelir. Soya drlnleri disindaki kaynaklar diger kuru
baklagiller, tam-tahil  Grunleri, simisifuga ve kirmizi  yonca

23,30,109,123

otlaridir. Calismalar kus Uzimua ve kuru Uzim gibi kaguk taneli

meyvelerin iyi fitodstrojen kaynaklari oldugunu gdstermektedir.?"®

Uzakdoguda siklikla tuketilen fermente soya Urunlerinin
izoflavon icerigi  zengindir.  Cunku  fermentasyon  slresince
mikroorganizmalar izoflavonlarin B-glikozit bagini kopararak glikozit
yapilarinin aglikonlara dénismesini saglar. Bu durum serbest formdaki
bilesiklerin konsantrasyonunu ve biyoyararlihdini arttirabilmektedir.?' 1%’
Soya fasulyesinden elde edilen soya yagi ve sosu eser miktarda izoflavon
icerirken, soya ve UrUnlerinin izoflavon igeriginin genel olarak 1-3 mg/gr

arasinda degistigi bilinmektedir.%82109.116

Cesitli besinlerin 100 gramlarindaki izoflavon miktarlari Tablo

2'de gosterilmistir."**



Tablo 2. Bazi Besinlerin Toplam izoflovan igerikleri (mg/100g yenilebilir porsiyon)

Besin Ortalama Besin Ortalama
Degerler Degerler
Soya fasulyesi, 144,99 Soya peyniri 31,32
Kore
Soya fasulyesi, 118,51 Tofu 29,50
Japonya
Soya fasulyesi, | 87,63 Tempeh 43,52
Brezilya
Soya unu, tam 177,89 Miso 42,55
yagh
Soya unu, yagsiz | 131,19 Natto 58,93
Soya protein 102,07 Diger fasulye 0,06
konsantresi, cesitleri
su ile ekstrakte
edilmis
Soya protein 12,47 Nohut 0,10
konsantresi,
alkol ile ekstrakte
edilmis
Soya protein 97,43 Bakla 0,03
isolati
Soya fasulyesi 40,71 Mercimek 0,01
filizi
Soya siiti 9,65 Fistik
Soya sosu 1,64 Kirmizi yonca
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Diyetin temel fitoOstrojen bilegikleri olan lignanlar, bitki hicre

duvari ligninlerin 6nemli bir kismini olusturdugu igin pek ¢ok bitkide, dusuk

konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Lignanlar tahil, sebze ve meyvelerde

yaygin olarak bulunurlar, en iyi kaynaklari ise keten tohumudur® (Tablo 3).

Tablo 3. Bazi Besinlerin Lignan igerikleri

Besin Lignan (ug/gr) Besin Lignan (pg/gr)
Keten tohumu 675.0 Yulaf 3.4
Keten tohumu 527.0 Kuskonmaz 3.7
unu
17.9

Mercimek Havug 3.5
Soya fasulyesi 8.6 Patates 3.0
Bugday kepegi 5.7 Pirasa 2.0
Yulaf kepegi 6.5 Brokoli 2.3
Kuru fasulye 5.6 Armut 1.8
Sarimsak 4.1 Erik 1.5
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2.1.2.1. 3. Fitoostrojenlerin Biyolojik Potansiyelleri ve Hedefleri

I. Ostrojenik ve Antidstrojenik Aktivite:

Fitoostrojenlerin en 6nemli biyolojik potansiyelleri, ostrojenik

ve antidstrojenik aktiviteye sahip olmalaridir.>®*

Fitoostrojenlerin ostrojenik etkileri, ilk olarak 1946 yilinda Bati
Avusturalya’da, izoflavonca zengin bir g¢esit yonca (Trifolium
subterraneum) ile beslenen koyunlarda ureme bozuklugunun geligtiginin
farkedilmesi ile anlasiimistir.>*“? Benzer etkiler 2. Diinya Savasinin
sonlarina dogru, yasanan besin kithgi nedeniyle, lale soganlarini gida
olarak tuketen Almanlarda da kaydedilmis; bir ¢ok kadinda menstrual

bozukluklar gdzlenmistir. *°

Fitoostrojenlerin Ostrojenik ve antiostrojenik ozellikleri, temel
olarak, endojen 0Ostrojen olan 17-B-0stradiol’e yapisal ve islevsel benzerligi
nedeniyle  Ostrojen  reseptdrlerine  (ER) kolay baglanmasiyla

aciklanmaktadir.>>%2

Aslinda fitodstrojenlerin  etki mekanizmasi ¢ok
komplekstir. ER-a ve ER-B i¢in bir ligand olan fitodstrojenler saf agonist,
saf antagonist veya kismi veya segici agonist/antagonist aktivite
gosterebilirler. Fitodstrojen ile reseptorin etkilesimi, aktive ediciler ve
baskilayicilarin aktiviteleri, etkilesimleri ve farkli tanimlamalari, &strojen
regule eden genlere etki eden reseptorler gibi faktorlerin etkisi nedeniyle
fitodstrojenler dstrojen agonisti veya Ostrojen antagonisti gibi etki

gosterebilirler. 233093
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Fitoostrojenlerin  aktivitelerinin ortamin endojen 0&strojen
duzeyi ile iligkili olabilecegi; premenopoz ddéneminde antidstrojenik etki
gosterirken, postmenopoz ddéneminde Ostrojenik etki gosterebilecekleri

dusiintimektedir.?”%

Son donemde yapilan c¢alismalar, genel olarak
fitoostrojenlerin ER-B icin ER-a’ dan daha guglu baglama kapasitesine
sahip olabildiklerini géstermistir. Ornegin; genistein ER-B’ yi ER-a’ dan 20
kat fazla baglayabilir. 3233

in vivo calismalardan elde edilen sonuclar, fitodstrojen
potansiyellerinin canlinin turune, fitoostrojenlerin veriime yoluna ve
kullanilan bitis noktasina gore de buyuk farkhlik gosterdigini isaret
etmektedir. Fitodstrojenlerin Ostrojenik ve antidstrojenik 6zelliklerinin
aclklanmasinda, steroid metabolizmasini etkileyen enzimler Gzerindeki
etkilerinin de énemli olabilecegi ileri surllmistir. izoflavonlarin plasenta
ve overlerdeki mikrozomlarda aromataz enzimini baskilayarak
androjenlerin dstrojenlere dontisumunul bloke ettigi; 6zellikle kumestrol ve
genisteinin dstronun, Ostradiole cevriimesinden sorumlu olan 17-B-
Ostradiol oksidorediktaz enzimini baskiladigi yapilan arastirmalarla

gosterilmistir. 3%

Il. Antioksidan Aktivite:

Fitoostrojenlerin,  ozellikle izoflavonlarin,  antioksidan
dzellikleri in vitro ve in vivo calismalarla gésterilmistir. izoflavonlar, serbest
radikalleri dogrudan veya antioksidan-supuricu enzimleri etkileyerek,
oksidatif DNA hasarini Onleyebilirler. Calismalar, diyetle alinan
izoflavonlarin Low Density Lipoproteins (LDL) oksidasyonuna Kkarsi

olusturulan direnci arttirdigini géstermektedir.
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Toda ve Shirataki'nin yaptiklari arastirmada, reaktif oksijen
turlerinin neden oldugu lipid peroksidasyonuna dort farkli fitoostrojenin
etkileri incelenmis, izoflavonlarin kimyasal yapilari ile antioksidan
aktiviteleri arasinda iliski gdsterilmistir.'*' Genistein izoflavonlar iginde en

ylksek antioksidan aktiviteyi gdsteren bilesik olarak bilinmektedir.”
[ll. Antikarsinojenik Aktivite:

izoflavonlarin  anjiogenez ve hiicre siklus ilerleyisinin
inhibisyonunu da igeren potansiyel antikarsinojenik etkileri, bugune kadar
bir cok kez kaydedilmistir. Ozellikle fitodstrojenlerin DNA topoizomeraz 1
ve 2, tirozin kinaz, ribozomal S6 kinaz, 5a-rediktaz gibi timdr olusumunda
onemli rol oynayan bazi enzimlerin etkinliklerini baskilayabildiklerini
goOsteren calismalardan sonra, bu bilesiklerin potansiyel antikarsinojenik

etkilerine  odaklaniimistir. 2636312 gy

bilesiklerin ayni zamanda
antioksidan ve antiproliferatif 6zelliklerinin varligi da, kansere karsi
koruyucu rollerini desteklemektedir. Zira fitodstrojenler antiproliferatif
Ozellikleri ile hucrelerin bolunerek ¢ogalmasini onler, antianjiogenetik etki
ile de anjiogenezi baskilayarak tumor hdcrelerinin metastaz yapmalarini
azaltirlar. Ancak sinirli sayidaki hicre kulturi ve hayvan calismalarinin

celiskili sonuclari yeni arastirmalari gerektirmektedir.30374.123
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2. 1. 2. 2. Sentetik Endokrin Bozucular

Sentetik endokrin bozucular, endulstriyel alanlarda, tarim
alanlarinda, evlerde kullanilan degisik maddelerin igcinde yer

almaktadir.”"91:129

iclerinde en iyi bilineni; gliglii bir dstrojenik etkiye sahip olan
“dietilstilbesterol” (DES) dur. DES, ilk kez 1938 yilinda Uretilmis, ucuz
olmasi ve kolay elde edilebilmesi nedeniyle Amerika ve Avrupa’da yillarca
toksemilerde, erken dogum tehditlerinde ve fetal 6limlerin 6nlenmesinde
kullaniimigtir. Bu slre iginde Amerika’da yaklasik 5- 10 milyon kadin DES
almis veya intrauterin DES’e maruz kalmigtir. Gebeligi sirasinda annesinin
DES aldidi saptanan 6 geng kadinda, yalnizca yash kadinlarda goértlen ve
nadir rastlanan bir kanser olan vajinal clear-cell adenokarsinoma
saptanmis ve bu kanser tiri DES’e maruz kalma ile iligkilendirilmis ve
sonugta DES piyasadan kaldiriimistir. Ayrica, Amerika ve Avrupa’da
yapilan bazi ¢alismalarda, DES’e maruz kalan bayanlarda meme kanseri
gelisme riskinin yaklagik 2 kat arttigi ve DES’e intrauterin maruz kalan
kizlarda serviks kanseri, overyan germ hulcre kanseri, serviko-vajinal
displazi ve vajinal clear-cell adenokarsinomasi ile intrauterin maruz kalan
erkeklerde minor drogenital anomali ve testis kanseri riskinin arttigi tespit

edilmigtir.5278115127

Temizlik maddeleri, fungusitler, pestisitler, herbisitler ile
boyalar, plastikler ve ¢ozuculer gibi endustriyel organik kimyasallarin da
endokrin bozucu olma potansiyeli mevcuttur. Bunlardan poliklorine
bifeniller, dioksinler ve benzo-pirenler endokrin bozucu olarak
bilinmektedir. Bu maddelerin birgogu yagda ¢6zinebilme o6zelligiyle, yag
dokusunda birikmeleri ve vicutta uzun sure kalmalari nedeniyle

organizmada zararl etkiler yaratabilmektedirler.
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Bunun sonucu olarak Sentetik endokrin bozucular, dogal
endokrin bozuculara gore daha uzun émdarludurler ve organizmada daha

zararli etkilerin ortaya gikmasina neden olabilmektedirler.”®'"

Endokrin  bozucularin  organizma i¢in zararli etkiler
olusturmasinda, endokrin bozucuya maruz kalinan dénem oldukga
onemlidir. Organ ve dokularin gelistigi donemlerde endokrin bozucuya
maruz kalinmasi durumunda olugabilecek yan etkiler ¢cok daha siddetli
olabilmektedir. Seksuel farkllasmanin oldugu intrauterin dénemde,
norokognitif gelisim ve buyumenin oldugu bebeklik ve erken gocukluk
doneminde, pubertenin basladigi ve sekslUel olgunlagsmanin oldugu
pubertal yillarda organizma endokrin bozuculara farkh duyarhlik

gostermektedir,8:5%71:89.131

Oldukga toksik bir endokrin bozucu olan
2,3,'7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD) ile yapilan invitro ¢alismalarda
testis leydig hdcrelerinin  androjen sentezinin  direkt engelledigi
saptanmistir.®’ TCDD 'ye, intrauterin maruz kalan erkek kemirgen
hayvanlarin i¢c ve dis genital organlarinin maskulizasyonunda, testislerin
inmesinde, androjenlerin Uretiminde ve spermatogenezde problemler
yasandigi tespit edilmistir. Ancak TCDD'ye post natal maruz kalinmasi
halinde sadece spermatogenez ile somatik ve genital bliylimenin olumsuz

yonde etkilendigi gorilmistar 16178

Endokrin  bozucularin  organizmada  zararli  etkiler
olustusturmasinda Uzerinde durulmasi gereken o6nemli bir nokta da,
endokrin bozucularin dozu ve maruz kalinma suresidir. Endokrin
bozuculara maruz kalinma suresi uzadikga veya maruz kalinan endokrin
bozucunun dozu arttikga organizmada olugabilecek olumsuz etkilerin daha

siddetli olmasi s6z konusudur. 2"
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Endokrin bozucular organizma i¢in her zaman benzer
olumsuz etkilere neden olmamaktadir. Ornegin disik dozda &strojen
reseptorlerine baglanarak etki gdsteren bir endokrin bozucu, yliksek dozda
androjen reseptorlerine baglanarak anti-androjenik etki gdsterebilir.?? Bu
nedenle, endokrin bozucularin doz-cevap egrisi her zaman dogrusal
olmamaktadir. Ayrica endokrin bozucular ayni anda birgok sistemi
etkileyebilmektedirler. Ornegin, zayif bir 6strojenik madde olan genistein
ureme sisteminde neden oldugu bazi patolojilerin yani sira tiroid
peroksidazi da inhibe ederek tiroid patolojilerin etiyolojisinde de rol
alabilmektedirler. Bu nedenle, endokrin  bozucunun etkisinin
anlasiimasinda, farkli etkilere neden olabildikleri ve ayni anda birgok

sistemi etkileyebildikleri unutulmamasi gereken énemli bir noktadir. *

2. 1. 2. 3. Endokrin Bozucularin Organizmadaki Etkileri

Endokrin  bozucularin insan sagligi Uzerine etkilerine
bakildiginda o6zellikle dreme sistemi ve tiroid fonksiyonlarini etkiledikleri
g6zlenmigtir. Bununla birlikte birgok farkli etkilerinin de oldugu tespit
edilmistir.”"*1%° (Tablo 4.)
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Tablo 4. Endokrin Bozucularin Ureme Sistemi Disindaki Etkileri

Disi Erkek

Kanser

Kanser hiicre ¢ogalmasinin
ve anjiyogenezisin azalmasi . .
JIyog Testis kanseri riskinin

(fitoostrojenler), iyi ve koti artmasi,prostat kanseri

huylu kanserlarde azalma . o
gelisme riskinin artmasi

(soyal besinler) disinda

veya azalmasi

endometrial hiperplazi, vajinal
adenokarsinom,uterus

kanseri, meme kanseri

gelisme riski artigi

Teratojenik Etkileri

iskelet kalsifikasyonlari, ventrikillerde genigleme,
gebelerde yavru sigan sayisinin azalmasi, yasayan yavru
sican sayisinin azalmasi, intaruterin 6lum, abortus, dusuk

dogum agirhigi

Tiroid Fonksiyonlari

Fetal tiroid hormon bozukluklari, tiroid hormonu
konjugasyon bozuklugu, serum tiroksin seviyelerinde
dusuklik.

Kardiyovaskiiler Etkiler

Kolesterol disukligu ve antioksidan etkiler (fitodstrojenler),

trombosit agregasyon bozukluklari

Kemik Kemik mineral dansitesi Gzerine olumlu (fitodstrojenler) ve
olumsuz etkiler, epifizlerin erken ya da ge¢ kapanmasi
Diger Postnatal biyime bozukluklari, viicut agirigi azhgu,

erkek/kiz yavru oraninin azalmasi
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Endokrin bozucularin son yillarda bilim dunyasinin dikkatini
cekmesi; endustriyel Urunlerle kontaminasyonun oldugu bdlgelerde balik,
kus gibi hayvanlarda fertilizasyonun azalmasi, Urogenital ve somatik

anomalilerin artmasi nedeniyle olmustur.”®'"®

Dogal ve sentetik endokrin bozucular dogada c¢ok yaygin
olarak bulunmakta ve kullaniimaktadir. Bu endokrin bozucular hormonlarin
uretimlerinden, etkilerinin ortaya ¢ikmasina kadar slregelen her evrede
etki gosterebilmektedirler. Tarimda, evlerde, endustride kullanilan pek ¢ok
madde endokrin bozcucu icermektedir. Bu endokrin bozucular
organizmada Ozellikle Greme sistemini, tiroid hormonlarinin galismasini

olumsuz etkilemektedir. >1%2

Endokrin  bozucular Ureme sistemini her asamada
etkileyebildiklerinden, ¢ok c¢esitli bozukluklara neden olabilmektedirler
(Tablo 5.). intrauterin yasam iireme organlarinin farklilasmasi acisindan
kritik bir donem oldugundan, bu donemde endokrin bozuculara maruz
kalinmasi Ureme organlarinda ve reseptorlerinde geri donusumsuz, ciddi

patolojilere neden olabilmektedir.??
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Tablo 5. Endokrin Bozucularin Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Disi

Erkek

Kuskulu genitalya
Hipoblastik ve atrofik uterus
Yenidoganda hemorajik over
Ovaryumda folikul atrezisi
Uterus ve over agirhginin
artmasi

Premature telars

Erken ve ge¢ puberte

infertilite

Laktasyon

Erken menars

Kuskulu genitalya
Hipospadias

inmemis testis

Ektopik testis

Testis atrofisi

Prostat ve v. seminalis atrofisi
Testis ve prostat agirliginin
azalmasi

Seminifer tubul atrofisi

Erken ve ge¢ puberte

Sperm azligi

Sperm morfoloji ve hareket
bozuklugu

Jinekomasti

Leydig ve sertoli hiicrelerinde
atrofi

infertilite
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Organizmanin endokrin bozuculara karsi en savunmasiz
oldugu doénemlerden biri yeni dogan doénemidir. Testis endokrin
bozuculara kargi bu donemde ¢ok hassastir. Androjen etkili bir ilag verilen
yeni dogan siganlarda testis fonksiyonlari incelendiginde testis agirhginin

ve steroid Uretiminin olumsuz etkilendigi tespit edilmistir. "

Endokrin bozuculardan tdreme sistemi Gzerine etki edenlerin
pek ¢ogu, ostrojenik etkili olmakla birlikte antiostrojenik ve antiandrojenik
etkili olanlari da bulunmaktadir. Bu endokrin bozucular c¢ok cesitli
mekanizmlarla Greme bozukluklarina neden olabilmektedirler.37"91.129

(Tablo 6).

Tablo 6. Endokrin Bozucularin Ureme Sistemi Uzerindeki Etki Mekanizmalari

1. Ostrojen Reseptorlerini Uyaranlar
Bisfenol A ve B, DES, Metoksiklor, Klordekon, Oksilfenol, Nonilfenol,
Genistein, DDT ve metabolitleri

2. Androjen Raseptorlerini inhibe Edenler
Vinklozin, Flutamid, DDT ve metabolitleri, Metoksiklor, Fenitrotion,

Prosimidon, Linuron

3. Steroid Hormon Sentezini inhibe Edenler
Fitalatlar, Trifeniltin, Fenarimol, Fadrozol, Ketokonazol, Finasterid,

Endosulfan

4. Apoptozise Neden Olanlar
Deltametrin, Oksilfenol, 1,2-dibromo-3-kloropropan
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2. 2. Bitki Buyume Duzenleyici Hormonlar (BBDH)

Bitki bunyesinde olusturulan veya bitkiye disaridan verilen,
bitkinin blyume, gelisme ve diger fizyolojik olaylarini oldukg¢a dusik
konsantrasyonlarda dahi olumlu ya da olumsuz etkileyebilen maddelere
bitki buyume duzenleyici hormonlar (BBDH) denilmektedir. BBDH’ lar
pestisit olarak bilinen hastalik ve zararlilara karsi kullanilan tarimsal

kimyasallar icerisinde yer alan bir grup maddedir.>”6%:69.138.141142

Bitki bunyesinde uretilen ve bitkide, hiucrelerde su ve iyon
gegirgenligi, solunum reaksiyonlari, protein sentezi gibi fizyolojik olaylari
kontrol eden maddelere bitki hormonu ya da fitohormon denilmektedir.
Bitkinin kok suUrgun, yaprak, cicek, meyve olugsumu ve geligsimi gibi

yasamsal olaylarda fitohormonlar énemli rol oynamaktadirlar.?®°

BBDH’ lar gunUmuzde, c¢imlenme, ¢icek ve meyve
seyreltiimesi, ciceklenme, meyve tutulmasi, cinsiyet olusumu, meyve
kalitesini artirma, hasat Oncesi dokulmeyi azaltma, muhafaza, doku ve
meristem kulturleri ile hastalik ve yabanci ot mucadelesi gibi amaglarla
sikhikla kullaniimaktadir. BBDH’ larin kullaniimasi verimi arttirmakla
beraber, dayanikhligi arttirmakta, trln kalitesini ylkseltmekte ve uzun raf

émri saglayarak Griinlerin ihracat olanagini arttirmaktadr.®/68:69:138.141

BBDH’ lar dogal ve sentetik olarak iki grupta
incelenmektedirler. Dogal BBDH’ lar bitkinin bunyesinde sentez
edilmektedir. Sentetik BBDH’ lar ise kimya endustrisi tarafindan,
bitkilerden izole edilen hormonlarin yapilarinin anlasiimasi ile elde edilen
bilgiler 1s1ginda Uretilen degisik yapi ve O6zellikte maddelerdir. Dogal
BBDH'’ lara oranla, sentetik BBDH' larin bazi bitkilerde daha c¢ok etkili
olduklari ve Granu daha gok artirdiklar tespit edilmigtir.
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Bu nedenle, daha iyi urin elde etmek adina sentetik BBDH'’ larin zaman
icerisinde dogal BBDH’ larin yerini almasi s6z konusu olmustur.5:6869.138
Ancak, sentetik BBDH’ larin istenilen amaca ulasmak icin kullaniimalari
esnasinda dikkat edilmesi gereken bir takim onemli noktalar vardir. Bitkiye
verilecek sentetik hormonun uygulanma zamani ve dozu, olusacak etkinin
belirgin olmasi konusunda ¢ok énemli bir rol oynamaktadir. Aksi taktirde
beklenilen amaca ulagilamadigi gibi, insan saghgi agisindan da olumsuz
etkilerin ortaya ¢cikmasi miimkiindiir.%86913.141 Bynun yani sira bilylimeyi
uyaran bir hormonun yogunlugu arttikca buyumeyi engellemesi de s6z
konusu olabilmektedir. Bundan dolayr BBDH, bitki Uzerinde meydana
getirdigi etkilerine gore buyume ve gelismeyi uyaran, “uyarici hormonlar”
ve buylme ve gelismeyi yavaglatan ya da durduran “engelleyici
hormonlar” olarak iki sinif altinda incelenmektedir.>”°8° Bitki biyiimesinin
degisik asamalarinda farkli  bitki kisimlarina  degisik  etkiler
gosterebildiklerinden, uyarici hormonlar ile engelleyici hormonlari net

cizgilerle ayirmak pek mimkun degildir.

BBDH'’ lar yapilarina gore 5 sinifta incelenmektedirler.

1. Oksinler

2. Giberillinler

3. Sitokininler

4. Etilen

5. Dorminler (Absisik Asit)

Oksinler, giberillinler, sitokininler uyarici hormanlar; dorminler

ve etilen ise engelleyici hormonlar olarak etki gc'jstermektedir.138'140*141
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Oksinler, tarimsal alanda eskiden beri kullanilan, bitkilerin
bayldyen u¢ kisimlarindan, genis vyapraklarindan ve gelismis
embriyolarindan elde edilen; bitkinin ne yonde ve ne kadar gelisecegini
kontrol eden, hicre bolinmesi, hicre ve doku farklilasmasi ve enzimlerin
aktivitesini artirmasi yoluyla hicre buyumesinde etkili olarak cekirdeksiz
meyve olusumunu saglayan hormonlardir.’*'%% Ayrica, oksinler domates,
salatalik, elma gibi bircok bitkide ddllenme olmaksizin meyve olusumuna

neden olurlar.

Ulkemizde oksin preparatlarindan Beta naftoksi asit (BNOA),
Naftelen asetik asit + Naftalen Asit amid (NAA-NAD) ve 4-CPA ruhsatlidir.
Bu oksin preparatlari 6zellikle ortu alti sebzecilikte yaygin olarak

kullaniimaktadr. 38 140,141

Giberillinler, ilk kez Japonya'da Gibberella Fujikuroi adli
mantarin bitkilerde asiri boy uzamasina neden oldugunun fark edilmesi
sonucu tarimsal alanlarda kullaniimaya baslanmistir. Giberillinler de
oksinler gibi hiucre buyumesini artirir, dormansinin kirilmasini ve hizh

cimlenmeyi Sag|ar_1o7,138,140

Sitokininler, dallanmayi tomurcuklanmayi ve tohumlarin
filizlenmesini artinir.  Ayrica giceklerin, meyvelerin ve yapraklarin

yaslanmasini, dokulmesini onler. 138

Dorminler, bitkinin dinlenme fazinin uzamasina neden olarak

bitki bliylimesini engellemektedir. '3%1%

Etilen, bitkilerde yaprak ve meyve dokimund hizlandirir

ayrica bitkinin boyunun uzamasini engeller. '
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2. 2. 1. 4-Klorofenoksi Asetik Asit (4-CPA)

ilk kez Dow Chemical tarafindan 1950°'de gelistirilen 4-CPA,

fenoksi ailesi Uyesi bir oksindir.

1

Py
O0—CH,—C
A

COH

Sekil 2. 4-CPA’ nin Kimyasal Formulii

Dunya saghk 6rgutinin orta derecede zararli-toksik olarak

degerlendirdigi 4-CPA icin gidalarda belirlenmis Ust bir limit bulunmaktadir.
25,49,64,124
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Akut toksisite c¢alismalarinda 2703 mg/kg dozunda 4-
CPA’nin siganlarin  %50’sini  oldurdugu saptanmig, ayrica siganlarda
yurimede bozukluk, hipoaktivite, agri duyusu kaybi gibi klinik bulgular

gozlenmistir.'*

4-CPA’nin inhalasyon yoluyla verilmesi ile yapilan bir baska
calismada 5.25 mg/L Ustundeki dozlarda siganlarin yarisinin o6ldugu

saptanmistir.'?*

Tavsanlarda yapillan bir c¢alismadaysa siddetli g6z

irritasyonuna neden oldugu gézlenmistir. '%*

Gestasyonun 6-15. glininde oral olarak 0, 150, 300, 600 ve
1000 mg/kg/gin dozunda 4-CPA verilmesiyle gebelik Gzerinde ki etki
arastiriimis ve 300 mg/kg/gin dozunda annede tremor, kilo kaybi, halsizlik
gibi olumsuz etkilerin goruldigu saptanmistir. 1000mg/kg/gun dozunda
mortalite goézlenmis, 600 ve 1000 mg/kg/gin dozunda fetlsin vicut

agriiginda azalma ve iskelet sisteminde problemler tespit edilmistir.'**

Ulkemizde 4-CPA, Tarim Bakanhg izni ile gesitli formiillerde
ortl alti sebzecilikte, Ozellikle domates Uretiminde yaygin olarak
kullaniimaktadir. Gunumuzde oOzellikle kulturde cicek agma ddneminde
puskartme metodu ile uygulanmakta, cigeklerin meyveye donlsmesini

tesvik etmektedir. >%%™'

Domatesin saglikli bir sekilde meyve verebilmesi igin yetistigi
ortamin sicakhginin 18-26 °C olmasi gerekmektedir ve 13 °C altinda 33 °C
Uzerindeki sicakliklarda domates ¢igeginin polen olusumu azalir ve meyve
olusmama riski artar. Bu kogullari saglayabilecek modern seralarin azhgi

sebebiyle hormon kullanimi gerekmektedir.
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Kis aylarinda (Aralik-Subat) havalarin soguk olmasi
nedeniyle cicekte yeterli polen olusmadigi i¢cin hormon kullaniimakta
gerekmektedir ve bu durum Nisan-Mayis dénemlerinde hormonlu meyve
hasat edilmesi anlamina gelmektedir. DugslUk hava Isisi ve sentetik
hormonlarin kullaniimasi kig aylarinda serlarda Uretilen domateslerin

seklinin bozuk olmasina neden olmaktadir.56%41

Gokmen ve ark. yaptiklari galisma ile sera domateslerindeki
sekil bozuklugu ile 4-CPA miktari arasinda ki iliskiyi incelediklerinde,
ulkemizde yetistirilen sera domateslerinde 4-CPA kalintisina rastlanmakla

birlikte, kalinti miktarinin ¢ok yuksek olmadigini tespit etmiglerdir. 54

4-CPA icin gidalarda bir Ust sinir belirlenmis olmasina
ragmen, tuketiciler icin toksik olmayan kalinti miktari 0.5 mg/kg seviyesi
guvenli olarak kabul edilmistir. 4-CPA’ nin domatesteki 0.2 mg/kg altindaki
kalintisi guvenli, 0.5 mg/kg uUzerindeki kalintisi ise riskli olarak
degerlendirilmistir.>>>* Ayrica Gékmen ve ark. calismalarinda, domatesin
kabugunun soyulmasinin kalintt miktarini %36 azalttigi tespit etmiglerdir.
Bu nedenle, ozellikle seralarda kig aylarinda hormon kullanildigi igin
domatesin kabugunun soyulmasinin, vicuda alinacak kalinti miktarini

azaltacag ifade edilmektedir. >>>*

BBDH'’ nin kontrolli uygulanmasi ile elde edilen domatesler
ile, vibrasyon veya ari kullanarak dogal yolla meyve tutan domatesleri
birbirinden ayrmak oldukga zordur. Ancak dollenme sonucu olusan
domateslerde enine kesit yapildiginda igerisinde dodllenme sonucu olusan
tohumlar goralurken, BBDH kullanilarak Uretilen domateslerde tohum

olusmaz. ©:%°
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2. 3. Serbest Radikaller

Serbest radikallerin biyolojik sistemler igerisindeki varhigi
yaklasik olarak 50 yil énce ortaya atilmistir. 1956 yilinda McCord ve
Fridovich’in superoksit dismutaz (SOD) enzimini kesfetmeleriyle biyolojide
serbest radikallerin 6nemi anlasilmaya baslanmistir. Daha sonra
calismalar serbest radikallerin hiicre duzeyindeki fonksiyonlari, nitrik oksit
(NO) ve derivelerinin  biyolojik sistemlerdeki 6nemini goOsteren

arastirmalarla devam etmistir. "/

2. 3. 1. Serbest Radikallerin Tanimi

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
sahip, kisa omdarla, kararsiz, molekul agirligi duguk ve ¢ok etkin molekuller
olarak tanimlanirlar.%? Bu bilesikler organizmada normal metabolik yollarin
isleyisi sirasinda olustugu gibi, cesitli dig etkenlerin etkisiyle de
olusmaktadir. Yasam sureleri ¢ok kisa olmasina ragmen, yapilarindaki
dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif yapida olan serbest radikaller tum hucre

bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligine sahiptirler.

Aerobik metabolizmasi olan memelilerde serbest radikaller

baslica oksijenden tiiremektedir. '%°

Bilindigi gibi, oksijen canlilarin yasamlarini strdurebilmeleri
icin mutlak gerekli bir elementtir. Hlucre iginde cesitli reaksiyonlardan
gecgerek su haline donusmektedir. Bu sirada hucre kendisi igin gerekli
enerjiyi saglamaktadir. Fakat bu suregte oksijenin % 1-3 ‘ U tam olarak
suya donlsemez, sUperoksit anyonu (02_) ve hidroksil radikali (OH")

olusur. '
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Yasam icin gerekli olan oksijen, serbest radikal olusumuna

yol actigi icin toksik olabilmektedir ve ¢odu hastaligin patogenezinde,

yaslanma ve inflamasyonun agiklanmasinda karsimiza ¢ikmaktadir

(Tablo 7.).

16,50

Tablo 7. Serbest Radikallerle ile iligkili Bazi Hastaliklar'®

Oksijen toksisitesi

Gastrointestinal Hastaliklar

inflamasyon

infeksiyon Hastaliklar

imminolojik Hastaliklar

Muskauler distrofi

Yaglanma

Urolojik Hastaliklar

Norolojik Hastaliklar

GOz Hastaliklari

Ateroskleroz

Deri Hastaliklari

Hipertansiyon

Pulmoner Hastaliklar

iskemik Hasar

Ksenobiotiklerin Metabolizmasi

Karsinojenezis

Karaciger Hastaliklari

Mutajenezis
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2. 3. 2. Reaktif Oksijen Uriinleri

Oksijen ortamda surekli bulunan ve elektrofilik ataklara en
yatkin olan molekuldiir.?* Oksijen ve onun mindér metabolitleri olan O, ,
hidrojen peroksit (H,O,), OH’ ve singlet oksijen (102) canl sistemler igin
genellikle toksiktir. Bu uUrlnler kisaca ROS (Reactive Oxygen Species)

olarak adlandiriir.’’

Organizmada genelde ROS normal fizyolojik olaylar

esnasinda olusur*®® (Tablo 8.).

Tablo 8. Normal Siiregte Olugsan ROS Kaynaklari 45

1. Solunum
Mitokondriyal elektron transportu

Hekzos monofosfat santi

2. Ksenobiyotiklerin metabolizmasi
Mikrozomal elektron transportu (sitokrom P450 ve b5) ve karisik oksidaz
fonksiyonu

Peroksidatif oksidasyon (MPO, prostoglandin H sentezi)

3.Dogal uyarilarla fagositik hiicrelerin aktivasyonu
Periferal kan PMN’ler, bazofiller ve monositler
Doku makrofajlari
Kupffer hiicreleri (karaciger)

Klara hicreleri (akciger)

4. Biyosentez ve biyolojik par¢calanma siirecleri
Arasidonik asit metabolizmasi
Yag asit CoA oksidaz
D-amino oksidaz
L-a hidroksi asit oksidaz
Urat oksidaz

Tirozin peroksidaz
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Biyolojik sistemlerde bulunan en Onemli reaktif oksijen
metabolitleri, O, , H,O, ve OH" dir.

Oksijen 4 elektron alarak suyu olusturur.

Ox+4e +4H" _____ | 2H,0

O, , triplet durumdaki oksijen molekilinin (0, )

rediiksiyonuyla meydana gelir.*>"""

302 +e > Oy

Bu islem NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz gibi enzimler
aracigiliyla veya mitokondriyal elektron zincirinin semi-ubikinon icerigi gibi
redoks — reaktif bir yolla non enzimatik olarak gerceklesir.*® O, membran
hasarina, lipid peroksidasyonuna ve hiucre dlumune neden olabilir. Ayrica

daha gugclu oksidanlarin dncusuddr.
Oksijenin iki elektron reduksiyonu ile H,O, meydana gelir.
O, + 2e +2H" - 5 H,O-»

Biyolojik sistemlerde O, fizyolojk pH da spontan

dismutasyonla hidrojen peroksidi olusturabildigi gibi, reaksiyon SOD

enzimi tarafindan da katalizlenebilir. **'""

Oy + Oy +2H" > H202 + Oy
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Superoksid biyolojik olarak organik ve inorganik substratlarla
reaksiyona girebilir. Ornegin ferrisitokrom ¢, kinonlar, gegisli metal
komplekslerini redukleyebilir ve askorbik asit, tokoferol, katekolaminler,

tetrapiroller, hemoproteinler, tiolleri oksitleyebilir.

H20, kuvvetli bir oksidan olmakla birlikte organik substratlarin
¢oguyla yavas reaksiyona girebilir. Kendisi serbest radikal degildir; (butin
elektronlari ciftlesmemistir) ancak reaktif oksijen turleri kategorisinde
bulunur. Demir ve bakir iyonlari gibi tasiyici metallerin katalizlendigi

durumlarda daha gugli bir oksidan olan OH” ni olusturabilir.
HO, + Fe” — 5 OH' +Fe™

Bu reaksiyon demir katalizli Haber-Weiss reaksiyonu olarak
bilinir. OH’, stperoksid ve H,O, ten daha glcli oksidan olup hemen
hemen biitlin biyolojik substratlari etkileyebilir. OH" biyolojik sistemlerdeki
serbest radikallerin en reaktif olanidir. Serbest radikallerin olusturdugu
hdcre hasarindan en fazla sorumlu tutulandir. Non- katalizli Haber-Weiss

reaksiyonu siiperoksidin, H,O, ile direkt reaksiyonudur. *>'""

H.O,, katalaz veya Glutatyon peroksidaz (GP-x) ile su
olusturulabilir. GP-X'in katalizledigi reaksiyonda glutatyon (GSH), glutatyon
rediktaz (GR-x) enziminin yardimiyla Nikotinamid Adenin Dinukleotid
(NADPH) harcanan bir reaksiyonla tekrar GSH’a doénlsebilen glutatyon
disiilfide okside olur.*® O, sentezi sirasinda harcanan NADPH heksoz
monofosfat santi (HMP) ile yeniden olusturulur.*’** Nadir olmasina
ragmen HMP santinin ilk enzimi olan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD) enziminin eksikligi gorulen kisilerde NADPH olusumunun
yetersizligine bagh olarak O, (retiminde azalma ve membran oksidan

sistem substratlarinin azligi ortaya ¢ikar.
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Dolayisiyla bu kisilerde bakteriyosidal ve sitozolik kapasitede azalma

gordlir. 4

Fagositik hucrelerin  yabanci partikuller veya immun
kompleksler ile karsilastiklarinda, olusturduklari solunum patlamasi en
onemli olugsum kaynaklarindan birisidir. Solunum patlamasi fagositoz
sirasinda meydana gelen metabolik olaylar dizisidir ve fagositozda da
énemlidir. **

ROS’un asiri seviyeleri hem siki dizenlenmis NADPH
oksidazin asiri uyarilmasiyla hem de duzenlenmemis yolla ‘kazara’ ROS
Ureten diger mekanizmalarla ortaya c¢ikar. ikinci durum yiksek
organizmalarda ROS’un en 6nemli kaynagi olan mitokondriyal elektron
transport zinciri (ETZ) Uretilen ROS’ u igerir. Mitokondriyal ETZ’ den ROS
uretimi  substrat miktarina baghdir. Endotelyal hucrelerde glukoz

konsantrasyonunun artmasi ROS (iretiminin artmasina neden olur.*°

2. 3. 3. Reaktif Nitrojen Urlinleri

NO, biyolojik sistemlerde Uretilen ¢ok yonll, inorganik bir
serbest radikaldir™. NO radikali, yiksek organizmalarda L-arjinin’in
terminal guanidonitrojen atomlarindan birinin oksidasyonu ile olugur. Bu

reaksiyon nitrik oksit sentaz (NOS) enzimiyle katalizlenir. Olusan NO
icinde bulundugu mikro ¢evreye gore nitrosonyum katyonu (NO ™), nitroksil
anyonu (NO™) ya da O, ile reaksiyona girerek oksidatif hasarda rol
oynayan peroksinitrit (ONOO ™) gibi c¢esitli reaktif nitrojen Urlnlerine
(RNU) déniisebilir.’"® Bazi fizyolojik hallerde ara form olan S-nitroso-

sistein ya da S-nitroso-glutatyon durumunda bulunabilir.*°
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NO, NOS enzimlerinin kataliziyle vicutta pek ¢ok yerde

sentezlenebilir. Tanimlanmis NOS’lar:

1. Tip I néronal (nNOS)
2. Tip Il indUklenebilir (iNOS)
3. Tip lll endotelyal (eNOS)

NOS’un ug tipi de molekller oksijen ve L-arjinini substrat
olarak kullanirken, NADPH, Flavin adenin nukleotid (FAD), flavin

mononukleotid (FMN) ve tetrahidro biopterin (BH,) i kofaktor olarak

kullanir.”

NO dusuk konsantrasyonda vaskuller tonusun kontrold,
ndrotransmisyon, 6grenme ve hafiza gibi fizyolojik surecglerde goérev
yaparken, yuksek konsantrasyonda savunma amaci ile sitotoksin gibi rol

oynar.85 NO araciligiyla olusan DNA hasari gekirdek icinde poli (ADP-

riboz) polimeraz aktivasyonuna neden olur. NAD™ tlkenir ve hiicre

élimine yol acar. 16118
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2. 3. 4. Serbest Radikallerin Olusumunu Arttiran Faktorler

2. 3. 4. 1. Ekzojen Faktorler

Diyetsel Faktorler: Doymamig yag asitlerinden zengin
diyetle beslenme, vyuksek kalorili diyele beslenme,
hayvansal proteinlerce zengin diyetle beslenme, alkol ve

uygun kosullarda hazirlanmamis yiyeceklerle beslenme.
Cevresel Faktorler: Sigara dumani, hava Kkirliligi (O3, NOg,
SO,, Hidrokarbonlar), radyasyon ve diger Kirleticiler

(aspest, pestisitler vs.).

ilaglar: Anti-kanserojenik ilaglar, glutatyon tiiketen ilaclar. '%°

2 .3.4. 2. Endojen Faktorler

V.

Sedanter yasam
Stres
Yasglanma

Doku hasari ve kronik hastaliklar ( ateroskleroz, kanser,

kronik inflamasyon, iskemi-reperflizyon hasari vs.)

Diyetsel antioksidan alinimin etkileyen kosullar ( istahsizlik,

malabsorbsiyon, kolestaz) %
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2. 3. 5. Serbest Radikallerin Organizmadaki Etkileri

Serbest radikaller hicre ve dokularda bir cok hasara neden

olmaktadir. Bu hasarlar soyle siralanabilir:

VL.
VIL.

VIIL.

XI.

DNA’nin tahrip olmasi

Nukleotit yapili koenzimlerin yikimi

Lipid peroksidasyonu sonucu membran yapisi ve fonksiyonunun
degismesi

Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler
Protein ve lipitlerle kovalan baglar olugturulmasi

Zar proteinlerinin tahribi, tasima sistemlerinin bozulmasi

Seroid ve yas pigmenti denilen bazi maddelerin birikimi
Proteinlerin tahrip olmasi ve protein “turnover” nin artmasi
Tiollere bagiml enzimlerin yapi ve fonksiyonlarinin bozulmasi,
hicre ortaminin tiol/disilfit oraninin degismesi

Kollagen ve elastin gibi uzun omurlu proteinlerdeki oksido-
reduksiyon olaylarinin bozularak kapillerlerde aterofibrotik
degisikliklerin olusmasi

Mukopolisakkaritlerin yikimi. '2°
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2. 3. 5. 1. Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkileri

Biyomembranlar ve hicre igi organeller (mitokondri,
endoplazmik retikulum), membran fosfolipitlerindeki doymamis yag
asitlerinin varligi dolayisiyla oksidatif ataklara oldukga duyarlidir.™
Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikellerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon Urunleri olustururlar.
Poliansatlre yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu olarak
bilinir ve son derece zararhdir; ¢unku kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid peroksidayonu ile meydana gelen
membran hasari geri donisumsuzdur. Lipid peroksidasyonu, organizmada
olugsan bir serbest radikal etkisi sonucu membran yapisinda bulunan
poliansatire yag asidi zincirindeki a- metilen gruplarindan hidrojen
atomunun uzaklastirimasi ile baslar.° Yag asidi zincirinden hidrojen
atomunun uzaklagsmasi, bu yag asiti zincirinin radikal niteligi kazanmasina

neden olmaktadir.

Lipid radikali (L") dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige
ugrar. L° molekiler oksijenle (O.) etkilesmesi sonucu lipid peroksit
radikalleri (LOQO") olusur. LOO’, membran yapisindaki diger poliansattire
yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken
kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksitlerine

(LOOH) donusurler ve boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam

der.>1% | . . . . . . .
eder. Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger

karbonil bilesiklere donusmesi ile sona ermektedir. Bu bilesiklerden biri
olan malondialdehit (MDA) miktari, tiyobarbiturik asit (TBA) testi ile
Olclilmekte ve bu yontem lipit peroksit dizeylerinin saptanmasinda siklikla

kullaniimaktadir.
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Peroksidasyon sirasinda olusan dien konjugatlarinin 6lgimu de, in vivo

lipid peroksitlerinin parcalanmasi ile olusan etan, bltan ve pentan gibi

gazlarin tayini de son vyillarda lipid peroksidasyon gostergesi olarak

degerlendiriimektedir.®®

z’/‘ \— /\ . /\ | / Doymanig vad asidi

l He Hiroksil radikali ile hidrojen ayrilmasi

A\ f-\__ /\_/  Lnidalkiradia

MoleKiiler
dizenleme
Hﬁ J \ ﬂk J,‘ Lipit alkol radikali
*‘f \ :“r \—/  (Konhjuge dien formu)
Oksijen
girigi
\ A ¢ Lipit peroksil radikali
\ff a /
f —y =
¥
| & l +H® Hidrojen aytilmasi > Zincir reaksiyonu
0

\ | ——— - a - .
/ / Lipit hidroperoksit
f, 1‘5 B ;\ - p P

0 Malondialdehit
.5 H b 4-hidroksinanonel
Etan/pentan

vh.

Sekil 3. Lipid Peroksidasyonu
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2. 3. 5. 2. Lipid Peroksidasyonunun Organizmadaki Etkileri

IV.

VI.

Lipid peroksidasyonu sonucu membran akigkanligi azalir
ve normalde hucre igine gegemeyen maddelerin hucre

icine girisleri artar.

Lipid peroksitler ve alkoksil radikaller, triptofan ve sistein
gibi protein kisimlarina ataklar yaparak protein yapisini

bozar ve hasar meydana getirirler.

Lipid peroksidasyonu sirasinda aktiviteleri igin sufhidril ve
amino grubuna gereksinim duyan, 6zellikle hormonal
uyarilara hucrenin cevap verme imkani saglayan yuzey

reseptodrlerini inhibe ederler.
Hicre membranina yakin yerlesimdeki DNA molekdilleri
de lipid peroksidasyonundan hasar gorurler ve bazen

DNA'nin replikasyonu yapilamaz.

Bazi aldehitler biyolojik sivilarda kemotaktik etki

gOsterirler.

MDA gibi aldehitler, LDL’ yi modifiye ederek metabolik

yolu degistirebilir. >4
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2. 3. 5. 3. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller bazi aminoasitlerle reaksiyona girerek
enzimlerin aktivitelerini ortadan kaldirarak modifiye, fonksiyon gérmeyen

proteinlerin olusmasina sebep olmaktadir. En ¢ok sorumlu tutulan

aminoasitler siilfiir icerenlerdir."’

Proteinler serbest radikallere karsi poliansatire yag
asitlerinden daha az hassastirlar. Proteinlerin  serbest radikal
harabiyetinden etkilenme derecesi aminoasit kompozisyonlarina baghdir.
Doymamis bag ve kukurt igeren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda &zellikle sulfur radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller olusur. Serbest radikallerin etkileri
sonunda, yapilarinda fazla sayida disulfit bagi bulunan immunoglobulin G
(IgG) ve albumin gibi proteinlerin tersiyer yapilari bozulur, normal
fonksiyonlarini yerine getiremezler. Prolin ve lizin reaktif oksijen
metabolitleri  (ROM) Ureten reaksiyonlara ~maruz kaldiklarinda
nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem
proteinleri de serbest radikallerden énemli oranda zarar gérirler. Ozellikle
oksihemoglobinin O, veya HO, reaksiyonu methemoglobin olusumuna

neden olur.®
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2.3.5. 4. ileri Oksidasyon Protein Uriinlerinin Olusumu

Protein oksidasyonunun yeni bir belirteci olan ileri
oksidasyon protein urtnleri Advanced Oxidation Protein Products (AOPP)
ditirozin iceren g¢apraz bagl protein UrUnleri olarak tanimlanmaktadir.”
AOPP duzeylerinin, protein oksidasyonunun godstergesi olan ditirozin ve
ileri glikasyon son 4runu olan pentozidin duzeyleri ile korelasyon
goOstermedigi belirtiimistir.*® Bununla birlikte protein-protein capraz
baglanmalari proteinlerin oksidatif degisiminin bir belirteci olmakla birlikte

birkag farkli reaksiyonla gergeklesmektedir.
Bu reaksiyonlar;
Karbon merkezli iki radikalin direkt reaksiyonu sonucu

iki tirozin radikali arasinda etkilesimi sonucu

iki sistein-tiil radikalinin reaksiyonu sonucu

o 0o T ®

Karbonil grubu iceren proteinlerin ayni veya farkli

protein yan zincirindeki lizin bakiyeleri ile reaksiyonu

sonucu

e. Reaktif aldehitlerin ayni veya farkl protein molekdllerinin
lizin bakiyeleri arasindaki reaksiyon sonrasi

f. Glikasyon/gilioksidasyon reaksiyonlari sonucu karbonil
grubuna sahip proteinlerin ayni veya farkli proteinlerin
lizin veya arjinin bakiyeleri ile reaksiyonu sonrasi

g. Michael reaksiyonu ile lipit peroksidasyon belirteglerinin,

proteinlere eklenmesi sonucu olusan protein aldehitlerin,

ayni veya farkli proteinlerdeki lizin bakiyeleri ile

reaksiyonu olarak siralanabilir.""’

41



2. 3. 5. 5. Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkileri

Serbest radikaller DNA’ nin kimyasal modifikasyonu ile
mutagenik etki gdstermektedir. Ozellikle OH' radikali, serbest radikallerin
sebep oldugu bir takim degisimlere (DNA ayrilmasi, DNA-protein gapraz
baglanimi, purinlerin oksidasyonu gibi) sebep olmaktadir. DNA onarim
sistemi hemen DNA'yl rejenere etmezse replikasyon sirasindaki yanlis
baz c¢ifti mutasyonla sonuglanacaktir. Bu mekanizma oksidatif strese
maruz kalmis Kigilerdeki artmis kanser prevalansini acgiklamaktadir.
Serbest radikal vasitasiyla olusan apoptozis bazi vakalarda serbest

radikale bagli DNA hasarinin bir parcasidir.’"’

2. 3. 5. 6. Serbest Radikallerin Karbohidratlar Uzerine Etkileri

Glukoz, mannitol ve deoksisekalen OH’ ile reaksiyon verirler.
Glikozaminoglikan olan sinoviyal sivinin vizkozitesinde énemli rol oynayan
hiyaluronik asit serbest radikallerle etkilenerek bag dokusunun
stabilitesininin bozulmasina ve sivinin vizkozitesinin kaybina neden

olur.™

2.4. Antioksidan Savunma Sistemi

Aerobik organizmalar oksijen toksisitesinden enzim
sistemleri ve serbest radikal tutuculari gibi savunma mekanizmalari
tarafindan korunurlar. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma sistemleri"

veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler (Tablo 9).
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Tablo 9. Antioksidan Sistemlerde Yer Alan Molektiller 45

1.Antioksidan Enzimler
— Superoksit Dismutaz
— Katalaz
— GSH - peroksidaz
— GSH —reduktaz

— GSH - S-transferazlar

2.Antioksidan proteinler
— Seruloplazmin
— Transferrin
— Laktoferrin
— Albumin

— Haptogloblin

3.Dusiik molekuler agirhikli antioksidan maddeler
— GSH,NAD(P)H
— o~ Tokoferol
— Askorbat,urat

— p-Karoten

5.0kside proteini pargalayan enzimler

— Makroproteinazlar
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Savunma mekanizmalari serbest radikal dretim hizi
kargisinda yetersiz kalinca serbest radikalin zararh etkisi gorular. SOD,

katalaz, Gp-x serbest radikal birikimini dnleyen baslica enzimlerdir. SOD,

0, katalaz ve Gp-x ise H,0.'i metabolize ederler."

Katalaz, butin bilinen organizmalarda bulunmaktadir.

H,O,'yi oksijen ve suya indirger. NADPH bagimlidir. 12474494113

katalaz

HO, — 3 O+ H0

2. 4. 1. Glutatyon (GSH)

GSH bilinen en 6nemli antioksidan olup, hucreleri oksidatif
stresten koruma oldukca onemli bir role sahiptir.®*"** Karaciger GSH
sentezi i¢in oldukga 6nemli bir dokudur. GSH’ nn yaklasik %90’ | karaciger
de sentezlenmektedir.

GSH bagimli antioksidan sistem Gp-x ve glutatyon reduktaz
olarak iki enzim icerir. Bu sistem GSH’ nun okside ve redikte formlarini
iceren bir déngi ile calisir.” Gp-x, GSH bagimli antioksidan sistemin bir
kismini olugsturur. GSH bagimh sistem, hucre igindeki hidroperoksitleri
indirgeyen temel mekanizmadir.'® Enzimin selenyuma bagl ve
selenyumdan bagimsiz iki tipi bulunmaktadir.*’**"%® Selenyum bagimsiz
Gp-x organik peroksitleri detoksifiye edebilir ancak H,O, ‘yi metabolize

edemez. #1136
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Total enzim miktarinin Ggte ikisi sitozolde, Ugte biri
mitokondride bulunur. Gp-x enziminin en fazla bulundugu bdlgeler

eritrositler ve karacigerdir."®

Gp-x, H20.yi suya indirger. Ayni zamanda lipid
hidroperoksitlerini daha az reaktif olan hidroksi yag asitlerine metabolize
edebilir. Dolayisiyla membranlari lipid peroksidasyonuna kargi korur.*"9
Gp-x’ In H,O, ve diger hiroperoksitleri indirgemesi glutatyon Gr-x ve
NADPH’ a baghdir."t414494113136  Okside glutatyon (GSSG), NADP?

liretilen Gr-x reaksiyonu ile rediikte GSH’ a gevirilir."

GSH peroksidaz
H.O, + 2GSG » 2H,0 +GSSG

Gr-x
GSSG » 2GSH
NADPH 7> NADP

Canlilarin yasami igin glutatyonun redikte seklinin GSH
yuksek ve okside olan seklinin (GSSG) ise dusuk konsantrasyonda olmasi
gerekir. Redukte form baglica iki mekanizma ile oksidasyona karsi dokuyu
korur. GSH, serbest radikaller igin proteinlerin sulfhidril gruplarinin
oksidasyonu onlenir. Yliksek GSSG seviyesi, proteinleri inaktive edebilen
glutatyon-protin-sufhidril karisimini olusturmak Uzere reaksiyona girebilir,

bu yiizden yiiksek GSH ve diisiik GSSG seviyesi 6nemlidir. *
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Kinetik incelemeler H,O,'in daha ¢cok Gp-x ile metabolize
edildigini gostermistir. CUnkU katalaz aktivitesi htcrenin peroksizomlari ile
sinirhyken Gp-x tum sitoplazmada bulunur ve oksidanlarla daha fazla

reaksiyona girebilir. 4113

Katalaz ve SOD baglica membranin hidrofilik bolgelerinde
etki gosterir. Gp-x ise hidrofobik membran komponentlerinde lipid
peroksidasyona kargi indirekt koruyucu etki yapmaktadir. Dolayisiyla
Gp-x, katalaz ve SOD’'un kombine bulundugu durumlarda serbest radikal

ataklarina kargi hucre batunlagunan korunmasi daha etkili olmaktadir. o4

Bazi dusuk molekul agirlikli bilesikler; karotenler, bilurubin
ve Urik asit biyolojik antioksidanlar olarak fonksiyon gorebilirler. Bu
gruptakilerin en onemlileri askorbik asit (Vitamin C) ve a — tokoferol
(Vitamin E) dir. Askorbik asit suda ¢ozunur ve doku kompartmanlarina
hizla yayilir.'? Askorbik asit GSH ile birlikte sivi fazdaki en 6nemli

antioksidan olarak gériilmektedir.*"""

a— tokoferol ve B karoten lipofilik
zincir kiran antioksidanlarin baglica ornegidir. Zincir kiran antioksidanlar
ROO’ ve RO’ gibi lipid radikallerini tutarak oksijen veya yag asidi ile
birlesme yeteneginde olmayan daha az reaktif tlrler olusturarak lipid

peroksidasyon hasarini énlerler. °°:80:1%0
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2.5. Pestisitler ve Serbest Radikaller Arasindaki iligki

Serbest radikaller, pestisidlerin ve c¢evresel kimyasallarin
toksisitelerinde 6nemli rol oynarlar. Pestisidler, oksidatif strese, serbest
radikal dretimine, antioksidanlarda degisime yol acabilirler. Lipid
peroksidasyon, pestisidlerin neden oldugu zehirlenmelerde zehirlenme

mekanizmalarindan biri olarak belirtilmistir. "

Fazla miktarda reaktif oksijen grubunun acgiga ¢ikmasi, GSH
tukenmesine yol agilmasi, selenyum, bakir gibi bazi metallerin eksikligi
veya fazlaligi bu yetenegi sinirlandirir. Boylece agida ¢ikan reaktif oksijen
tlrleri hiacre zarlari, DNA, RNA gibi yapilarda hasara neden olur. Bu
durum, pestisidlerin karaciger, bobrek, sinirler, kaslar ve benzeri yerlerde

yol agtiklari hasarin baglica nedenleri arasindadir.

Paratiyon, paraokson, metilparatiyon, malatiyon, malaokson,
dimetilmalatiyon, klortiyon, Dichloro-Diphenyl-Trichloroethane (DDT),
dikaptiyon, fenitrotiyon, hekzaklorobenzen, triklorfon, mireks, CCls, ugucu
halojenli alkan bilegikleri, dioksin, klorprofam, klorbufam gibi
fenilkarbamatlar, feniltre, propanil, manolid gibi asilanilidler, bipiridil tlrevi
herbisidler lipid peroksidasyona yol acarlar. Mevinfos, fosfamidon,
dikrotofos, tetraklorvinfos, temivenfosgibi vinilfosfat turevi organik fosfor
(OF) bilesikleri ile pentaklorofenoller peroksidasyonu kolaylastirirlar.

Aminotriazid gibi pestisidler ise katalazin etkinligini engellerler.®’

Nitro-aromatik yapili OF’lu bilesikler vucutta
biyotransformasyonlari sirasinda superoksid gruplari aciga c¢ikarirlar;
hicre zari fosfolipidlerinde lipid peroksidasyona ve sonugta hicre

hasarina yol agarlar.
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Fosfolipidlerin ~ peroksidasyonunu  kolaylastiran ~ OF’lu  bilesikler,
biyotransformasyonlari sirasinda ortak metabolit 2,4-diklorofenilasil klortr
sekillenir. Bu madde GSH' nun tikenmesine yol acarak lipid
peroksidasyona karsi koruyucu mekanizmalari zayiflatir.  Ayrica
tiyodemeton, NADPH ve askorbik asitle hizlandirilan lipid peroksidasyonu
tesvik eder. Bazi galismalarda lipid peroksidasyonun, organik fosforlu
insektisid toksisitesinin molekuler mekanizmalarindan biri oldugu ileri
strilmistar.’'*%"3" OF'lu bilesiklerin neden oldugu felcler, oksidatif
stresle iligkilidir. Ayni zamanda OF bilesiklerle zehirlenmeye eslik eden
akut tubuler nekrozun, lipid peroksidasyon ve reaktif oksijen turleriyle

iliskili oldugu belirtimektedir. 2

Etil-klorpinfosun  eritrositlerde  lipid  peroksidasyonun

artmasina neden oldugu gdsterilmistir. *’

Altuntas ve ark. OF’lu insektisitlerden fosalonun yuksek
dozlarda MDA sekillenmesinde bir artisa; katalaz, SOD, Gp-x
aktivitelerinde bir azalmaya neden oldugu; fakat dusuk dozlarda ROS’ nin

toksik etkiler icinde yer almayacagini bildirmislerdir. °

DDT ve metoksiklorun oksidatif stres ve lipid peroksidasyona
neden oldugu kanitlanmigtir. Ayni zamanda metoksiklorun erkek ureme
sistemi Uzerindeki istenmeyen etkileri tanimlanmistir ki bunlar, kegilerin
epididimal spermlerindeki antioksidanlarin azalmasina bagh olmaktadir.?*®
Lipid peroksidasyon, lindanin (Klorlanmis hidrokarbonlar ailesinden
dayanikh suda ¢6zunmeyen bir tarim ilaci)) meydana getirdigi doku
hasarini da kapsayan onemli molekller mekanizma olarak belirtilmigstir.
DDT ve lindanin neden oldugu immunotoksisitede serbest radikallerin

ilgisi oldugu kanitlanmistir.
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Endosulfan ile dieldrinin de oksidatif strese yol actigi bildiriimektedir.
Artmis MDA duzeyi endosulfan hasarinin bir gostergesidir. LDsy’ nin
altindaki dozlarda bile endosulfan, miyokard hucrelerini etkiler. Vit E,
serbest radikal sekillenmesini inhibe ederken, ayni zamanda endosulfanin

kardiyotoksisitesini de azaltir."®

Rodentisidlerden aluminyum fosfur ile zehirlenmis 45
hastada, kontrollere gére SOD duzeyleri belirgin olarak ylksek olmasina
kargi, serum katalaz duzeyleri onemli oranda dusuk bulunmustur. Bu
durum yogun H,O, yuklemesiyle sonuglanmis ve MDA da buna paralel

olarak cok yiiksek bulunmustur.®

Bipiridil herbisitlerin oksidatif stres olusturma mekanizmasi
basittir.  Parakuat NADPHya bagimh  indirgenme/ylkseltgenme
tepkimesine maruz kalmakta ve her seferinde elektron dogurarak
superoksidleri sekillendirmektedir. Bu nedenle parakuat onderliginde
sekillenen superoksit gruplarina, akciger dokusu asiri derecede duyarlilik
gosterir.  Aminotriazol gibi katalazin etkinligini engelleyen maddeler,
parakuata duyarlili§i artirir ve hayvanlarda hizla dlime yol acar.?®":'%
Parakuat, reaktif oksijer turlerinin anormal olusumu nedeniyle beyin hasari
meydana getirir. Dopaminerjik ndronlar, reaktif oksijen tlrlerinin asiri

liretimine gok duyarlidirlar.®’

Diuron, fenuron, linuron, monolinuron, monuron, metazol,
neburon gibi fenillre tlrevi herbisidler, vicutta ugradiklari N-ytkseltgenme
tepkimesiyle azoik bilesikler olustururlar. Karsinojenik olan azoik bilesikler,
hicre zarlarinda lipid peroksidasyona yol ag;arlar.67 Fenoksi herbisidlerden
4-CPA’ nin, insan eritrosit antioksidan enzimleri Uzerine etkilerinin
arastirildigi bir calismada bazi enzimlerin inaktivasyonunun bu bilesiklerin

toksikasyonunda rol oynayabilecekleri ileri striimustiir.?
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Pek c¢ok calisma, piretroidlerin oksidatif strese yol acgtigini
goOstermistir. SOD ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde
artis, muhtemelen piretroidlerle zehirlenmis siganlarda artmis oksidatif
strese ilk verilen cevaptir. Piretroidlerden fenvalerat uygulanmis farelerde
serbest radikal Uretiminde artis olmakla birlikte SOD ile katalazin

aktivitelerinde de artis olmaktadir. %°0:658°

2. 6. Karaciger Hiicrelerinin Oksidatif Stresle iligkisi

Karacider dokusunda bulunan hepatositler, endotel
hacreleri, kuppfer hucreleri, stellat hicreler ve safra kanal epitelyum

hiicreleri siklikla oksidan strese maruz kalmaktadir. 2°

Karaciger dokusundaki hucrelerin  yaklasik  %80’ni
hepatositler olusturur. Hepatositler organizmada yag metabolizmasinin
merkezi durumundadir. Bagirsaktan absorbe olan yag asitleri hucrede
metabolize olarak kahverengi yag dokuda ftrigliserit seklinde
depolanmaktadir. Yag asitlerinin bir kismi mitokondride - oksidasyona
ugramakta ve enerji aciga cikmaktadir.”®® Aclik durumunda ise ya§
dokudan serbestlenen yag asitleri karacigere tasinip, apolipoproteinle
birlegtirilerek Very Low Density Lipoproteins (VLDL) e donusturiimekte ve
enerji kaynagi olarak kas dokusuna génderilmektedir. insilin yapilarin B-
oksidasyonunu  baskilarken, yag asitlerinin  trigliserit  seklinde
depolanmasini artirmaktadir. Yag asitlerinin B- oksidasyonu mitokondride
gerceklesmektedir ve karaciger hucrelerinde mitokondri sayisi oldukga

fazladir. '%°
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Metabolik sureclerde ortaya g¢ikan serbest elektronlarin bir
sistemden digerine aktarilmasi sonucu enerji agiga ¢ikar. Bu elektronlar
sitokrom sisteminde oksijene aktariimakta ve su olugmaktadir. Her iki su
molekUli olugsumu ig¢in oksijene 4 elektron aktariimaktadir. Ayrica
mitokondri disinda sitozolde bulunan P450El (CYP2EI) mikrozomal
oksidasyon sistemide 6zellikle fazla alkol aliminda ve ila¢g metabolizmasi
esnasindaki induksiyonla iki o6nemli oksijen radikali kaynagini
olusturmaktadir. Ancak fizyolojik kosullarda serbestlesen oksijen
radikalleri, antioksidan savunma sistemleri araciligiyla ciddi bir hasar

olusturmadan nétralize edilebilmektedir. '%°

M (h——T8H

T2 T4

Sekil 4. Bagirsak, Karaciger ve Yag Dokusu Aksinda Gergeklesen Karbohidrat Yag

Metabolizma Etkilegimi
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NADH s=—*" NAD " +H'" +2¢

Cymchmm:: b-c1 complex

Cytochrome™ CJE oxidase

2H" + 2e°+ 1/200——H,0

Sekil 5. Redoks Potansiyeli

Karaciger vaskuler bir organdir ve dolayisiyla endotel
hicrelerinden  zengindir. Endotel hicreleride oksidatif hasardan
etkilenmektedir. NO endotel hucrelerinde eNOS ve kuppfer hlcrelerinde
iINOS tarafindan uretili. NO’ nun fizyolojik dozlarda salinimi hem
vazodilatasyonun saglanmasi ve hem de kanin sekilli elemanlarinin
endotel duvarina adhezyonunun sirdirilmesinde énemlidir. *° Ancak
oksijen radikallerinin asiri artigi, kuppfer hudcrelerinden “intra celltler
adhesion molecules” (ICAM) gibi adezyon molekullu tabiatindaki
sitokinlerin fazla miktarda serbestlenmesine neden olabilir. Bunun sonucu
olarakta mikrosirkulasyon kesintiye ugrayabilir. Dolasimin bozulmasi
sonucu hepatositler hem hipoksiye maruz kalir hem de endotel hasari

nedeniyle immun hiicrelerin atagina agik hale gelir. '?°
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Alkole bagli karaciger hasarinda MDA ve 4-hidroksinonenal gibi Urunler,
alkol metabolizmasi drinu olan asetaldehit ile kompleks yapilar
olustururlar ve bu antijenik yapilar CYP2E1 hicre ylzeyine baglanarak T
lenfositleri ¢cekerler. Benzer antijenik yapilarin ilag toksisistesi esnasinda

olustugu bildiriimektedir. '

Karaciger, bagirsak ve sistemik dolagimda bir kapi olarak
kabul edilirse, kuppfer hucreleri de bu kapinin bekgileri olarak
tanimlanabilir. Aslinda kuppfer hicreleri sagkalim nikleer faktér kappa B
(NFkB) sisteminin énemli bir parcasidir. Fizyolojik kosullarda bu sistemin
aktive ettigi kaskad ile olusan sitokinler hepatosite, gesitli zararl etkilere
kargi koruma sansi saglamaktadir. Ancak bu sitokinlerin asiri salinimi
hepatositlerde bizzat hasara neden olabilmektedir. Bu sitokinlerin basinda
TNF-a gelmektedir ve hepatositte olusan ROS kuppfer hlicresini uyararak
TNF olusumuna yol acar. TNF-a etkisiyle mitokondrial ATP tikenmekte,
kaspas sistem aktive olmakta ve hepatosit apoptoza ugramaktadir. Ancak
ROS dizeyi arttiginda kaspas sistemi asilmakta ve nekroz tarzinda daha
zararli hidcre 6lumuU ortaya ¢cikmaktadir. Yine oksidaitf strese yanit olarak
kuppfer huicresi fazla miktarlarda NO ve TGF-B da dretmektedir. NO
serbest oksijen radikallerini baglayarak kismen oksidatif stresin zararinin
sinirlamasina katkida bulunmaktadir. TGF-( ise fibroza yol agar ve hedef
hicresi stellat hicrelerdir. Kuppfer hlcreleri bunun yaninda antijen sunan
hicre olarakta gorev yapmaktadir ve hucresel immuniteyi aktive
etmektedir. Organizmada retinol deposunun buyuk kismini olusturan
stellat hucreler, fizyolojik kosullarda inaktif haldedir. Kuppfer hicrelerinin
ornegin, oksidatif stres ile uyariimalari ile ortaya c¢ikan TGF-3 stellat
hicreleri aktif hale getirmekte ve bu hicreler retinol kaybetmektedirler.
Aktif stellat hicreleri disse mesafesine kollajen salgilamaya baglar ve bu

fibrozun baslangicidir ancak geri déniisiimsiiz degildir. '°
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3. GEREG VE YONTEM

3. 1. Kullanilan Geregler, Maddeler ve Denekler

3. 1.1. Deney Hayvanlari

Laboratuar sartlarina uygun, kolay uyum gostermeleri, kisa
surede ve fazla sayida yavru vermeleri, Uretimlerinin kolay ve ucuz olmasi
sebebiyle ¢alisma igin sicanlar tercih edildi. Calismada Gazi Universitesi
Deney Hayvanlari Uretim Merkezinden temin edilen 40 erkek, 40 disi adet

Wistar Albino sigan kullanildi.

3. 1. 2. Laboratuvar Kosullari

Deney suresince laboratuvarin sicakhgi ortalama 22 + 2°C,
nisbi nem ortalama %5015 olarak ayardi. 12 saat aydinlhk 12 saat karanlik
olacak sekilde aydinlatiima saglandi. Hayvanlara igme suyu olarak cesme
suyu verildi. Butun siganlar, %24 proteinli standart sican yemi ile sinirsiz

beslenmeye tabi tutuldu.
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3. 1. 3. Kullanilan Laboratuvar Cihazlari ve Kimyasal Maddeler

Laboratuvar Cihazlar

e Spektrofotometre ( UV-1208 Shimadzu )

e Homojenizator ( Hiedolph Diax 900 )

e Sogutmali santriftj ( MPW - 350 )

e Elektronik tarti ( Sartorius basic )

e Subanyosu ( Guft DBS 12734 )

e Vorteks (Nive NM 110-02488)

e Mikropipet (10-100 Transferpette 01 Z 2517, 100-1000 Genex
Beta CR 59389)

e ELx 800 Bioelisa Reader

Kimyasal Maddeler

. 4-CPA (4- Kloro fenoksiasetik asit)

. Triklorasetik asit ( TCA, Sigma T-9759 )

. Batilhidroksitoluen ( BHT, Sigma B-1378 )

J Tiyobarbiturik asit ( TBA, Sigma T- 5500 )

. Di tiyobis nitro benzoik asit ( DTNB ) ( Sigma D-8130 )
. Vanadium (lll) Klorid(VClI ;)

o Sulfanilamid
. Etil alkol
. NEDD(N-(1-Naphytyl) ethylenediamide dihidrocloride)
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3. 2. Arastirma Plani

Calisma 20 gunlik Wistar-Albino cinsi disi ve erkek
sicanlarda gerceklestirildi. Siganlar dogumu takiben 20. gliniin sonunda
(sutten kesilme donemi) cinsiyetlerine gore ayri gruplarda toplandi.
Calisma suresince tum sicanlar gruplarina ve cinsiyetlerine gore ayri
kafeslerde tutuldu. Disi ve erkek sigcanlar da yapilan uygulamaya goére
kendi iglerinde 5 gruba ayrildi. 4- CPA’nin U¢ ayri dozu (25-50-100
mg/kg/gun) kullanildi. Uygulamalar oral yoldan, ginde tek doz, 30 gin

sureyle yapildi.

Deneydeki Calisma Gruplari,

Erkek sicanlar
1. Grup 1. Kontrol (n=8) : Herhangi bir uygulama yapiimadi.
2. Grup 2. SF kontrol (n=8) : Serum fizyolojik verildi (0.5 ml/gln)
3. Grup 3. (n=8) : 0.5 ml SF icinde ¢6zlinmus 25 mg/kg/gun 4-CPA

verildi.

4. Grup 4. (n=8) : 0.5 ml SF iginde ¢bzunmus 50 mg/kg/gin 4-CPA
verildi.

5. Grup 5. (n=8) : 0.5 ml SF icinde ¢6zinmus 100 mg/kg/giin4-CPA
verildi.
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Disi siganlar
1. Grup 1. Kontrol (n=8) : Herhangi bir uygulama yapiimadi.
2. Grup 2. SF kontrol (n=8) : Serum fizyolojik verildi (0.5 ml/gun).
3. Grup 3. (n=8) : 0.5 ml SF iginde ¢6ziunmus 25mg/kg/gin 4-CPA
verildi.
4. Grup 4 . (n=8) : 0.5 ml SF icinde ¢oézunmus 50 mg/kg/gun 4-CPA
verildi.

5. Grup 5. (n=8): 0.5 ml SF iginde ¢6zinmis 100 mg/kg/gun 4-CPA

verildi.
b -j_
1;. a
M
n:80
Disi: 40
Erkek: 40
| | | |
- !; ..- ‘.r ] - !: ..- ‘_r | - 14'" ..' ‘_r = 1;' .l- ‘_r | = g .l' ‘.r
A - e R e
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Kontrol SF Kontrol 25mglkg/giin 4-CPA 50mglkg/giin 4-CPA 100mg/kg/giin 4-CPA
n: 16 n: 16 n:16 n:16 n:16
Disi: 8 Disi: 8 Disi: 8 Disi: 8 EES
Erkek:8 Erkek: 8 Erkek: 8 Erkek: 8 Erkek: 8

%—J
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Son uygulamadan 24 saat sonra intra muskuler (IM)
Rompun+Ketamin (50+60-100mg/kg) anestezisiyle feda edilen deneklerin
karacigerleri alinarak sivi nitrojende donduruldu, deney parametreleri
calisilincaya kadar — 86°C de saklandi. Dokudaki lipid peroksidasyonunun
goOstergesi olarak kabul edilen MDA duzeyi, TBARS madde olusum
yontemi ile, antioksidan kapasitenin gostergesi olan GSH duzeyi
spektrofotmetrik yontemle, nitrit nitrat toplami olan NOx duzeyi ise Griess

yontemi ile olguldu.

3. 3. Tayin Yontemleri

3. 3.1 Dokuda TBARS tayin yontemi

Dokuda MDA duzeyleri tiyobarbiturik asit reaktif madde

olusumu ydntemiyle calisildi. 2°
Kullanilan Solltsyonlar:

J %10’luk TCA
. %1’lik BHT ( %95’lik alkol iginde )
. %0.67’lik TBA
Karaciger doku ornekleri tartildi. Homojenizator ile soguk
TCA (1 gr doku + 9 ml %10’luk TCA ) icinde buzlu ortamda homojenize
edildi. Daha sonra homojenat 15 dk siire ile 4000 rpm’de, +4°C de santrifij
edildi ve supernatan alinarak 4000 rpm’de 8 dk tekrar santriflj edildi.
Ornekten 750 pl alinarak Uzerine 750 pl %67’lik TBA ve 10 pl %1’lik BHT
eklendi. Vorteksle iyice karigtirilarak kaynayan su banyosunda 15 dk
bekletildi ve daha sonra oda isisina kadar sogutularak 4000 rpm’de
santrifuj edildi. SuUpernatan alinarak numunelerin optik dansitesi
spektrofotometrede 535 nm’de, kdre kargi okundu. Lipid peroksit seviyeleri
1,56x10~° mol *cm™ katsayisi ile garpilarak MDA ekivalani nmol olarak

gr doku basina hesaplandi.
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3. 3. 2. Dokuda Glutatyon Tayin Yontemi

Dokuda GSH tayini icin modifiye Ellman yéntemi kullanildr.®

Kullanilan solusyonlar:

. 0,3 M NaH;PO4
. DTNB (0,4 mg / ml %7’lik sodyum sitrat)

Karaciger doku o&rnekleri TBARS yontemindeki gibi
homojenize edilip santrifiij edildikten sonra 2 hacim sitpernatan, 8 hacim
NaH,PO,4 ve 1 hacim DTNB c¢ozeltisi ile karigtirnildi. Oda 1sisinda 5- 10 dk
bekletildikten sonra karisgimin absorbansi spektrofotometrede kore karsi
412 nm dalga boyunda olglldi. GSH dizeyleri 13,600 mol ‘cm™
katsayisi kullanilarak pmol / gr doku olarak ifade edildi.

3. 3. 3. Dokuda NOx tayin yontemi

Dokuda NO’ in temsilcisi olarak nitrit+nitrat (NOx)
diizeylerinin tayininde modifiye Griess ydntemi kullanildi.®® Standart olarak
deiyonize su ile hazirlanmigs sodyum nitratin 0-50 pM dilusyonlari

kullanildi.

3. 3. 3. 1. Numunelerin Hazirlanmasi

Doku oérneklerini pH 7,4 olan fosfat tamponu ile 5:1 (w/v)

oraninda homojenize edildi. Homojenat +4°C de 3000x g de 20 dk
santrifij edilerek stpernatan ayrildi. 0,5 ml supernatan alinarak Uzerine
250 ul 0.3 N NaOH ilave edildi. Oda isisinda 5 dk inhibisyonuna birakildi.
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Ustiine 250 mikrolitre %10’luk ZnSO, ilave edildi. Vortekslenen karigim

+4°C de 3000g de 5 dk santrif(jj edildi. Ust fazin tamami ayrilarak +4°C
de 14000 rpm de 5 dk daha santriftij edildi.

3.3. 3. 2. Olciimiin Yapilisi

Doku o6rneklerinin deproteinizasyon ve c¢oktirme islerinden
sonra elde edilen Ust fazlarindan NOx tayini igin 0,1 ml alinarak her bir
ornekten cift tekrar olacak sekilde 96 gukurlu ELISA plagina yerlestirildi.
Es hacimde standart solusyonlari da ayri gukurlara yerlestirildi. Standart
solusyonlar ve numunelerin tzerine1 birim VaCL3; (400 mg VaCls tartilir, 1
molar HCI c¢ozeltisi ile 50 ml'ye tamamlanarak karnigtirilir.), 0,05 ml
sulfanilamid ve ardindan 0,05 ml NEDD eklendi. Plak 37 °C de 30 dk
inkiibe edildi. inkubasyon sonunda ELISA okuyucusunda 540 nm de

okundu.

3. 4. istatistiksel Degerlendirme

Deneyler sonucunda elde edilen veriler bilgisayarda SPSS
istatistik paket programi kullanilarak analiz edildi. Gruplar arasi
karsilastirmalarda ANOVA varyans analizi kullanildi. ikili karsilastirmalar
icin denek sayisinin az olmasi nedeniyle non parametrik “Mann Whitney
U” testi kullanildi. Tum degerler ortalama + Standart Hata (SH) olarak

verildi. P < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4-CPA’nin  karaciger dokusundaki etkilerini inceledigimiz
calismamizda, oksidan olaylarin gostergesi olarak MDA ve NOx duzeyleri

ile antioksidan olarak fonksiyon goren GSH duzeyleri dl¢uldu.

4.1.Dokuda TBARS Dilizeyleri

a. Disi siganlar

Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu (Grup 1) ile
SF grubu (Grup 2) arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark gértlmedi.
4-CPA uygulanan gruplarda ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda doza
bagli olarak doku MDA dizeylerinde artis goraldu (Sekil 6. ) (Tablo 10.).

Dokuda TBARS Diizeyleri (disi sican)

O
WO N P~O®
| [ T

nmol/gr doku

G- G-2 G-3 G-4 G-5
Galisma gruplan

Sekil 6. Disi Siganlarda Doku TBARS Diizeyleri

G-1:Grup1, G-2:Grup2, G-3:Grup3, G-4:Grup4, G-5:Grup5
Sonuglar Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verildi.

P<0.001: a-c, a-d, a-e, b-c, b-d, b-e, c-d, c-e, d-e
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b. Erkek siganlar

Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu (Grup 1) ile
SF grubu(Grup 2) arasinda istatiktiksel olarak herhangi bir fark gértlmedi.
4-CPA uygulanan gruplarda ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda doza
baglh olarak doku MDA duzeylerinde artig goruldu (Sekil 7. ) (Tablo 11.).

Doku TBARS Diizeyleri (erkek sigan)

16 - €

14 - q -
3 12 A

C T

S 10
S 8- a b =
g o
c 4

2 _

0

G-1 G-2 G-3 G-4 G-5
Calisma gruplan

Sekil 7. Erkek Sicanlarda Doku TBARS Diizeyleri

G-1:Grup1, G-2:Grup2, G-3:Grup3, G-4:Grup4, G-5:Grup5
Sonuglar Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
Degerler aritmetik ortalama = standart hata olarak verildi.

P<0.01 : c-d,d-e
P<0.001 : a-c, a-d, a-e, b-c, b-d, b-e, c-e

Calismamizda, disi ve erkek siganlarin karaciger MDA duzeyleri

arasindaki fark 6nemsiz bulundu.
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4. 2. Dokuda GSH Duzeyleri

a. Disi sicanlar

Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu (Grup 1) ile
SF grubu (Grup 2) arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark gértulmedi.
Gerek kontrol, gerekse SF grubuyla kargilastirildiginda 4-CPA uygulanan
gruplarda doza bagli olarak GSH duzeylerinde anlamli dusmeler gozlendi
(Sekil 8.) (Tablo 10.).

GSH Dizeyleri (disi sigan)
7 - a
b

5 % - C
S5
8 d
54 -
g 3 e
o
X 2
£

1 -

0

G-1 G-2 G-3 G4 G-5
Calisma gruplan

Sekil 8. Disi Siganlarda Doku GSH Diizeyleri

G-1:Grup1, G-2:Grup2, G-3:Grup3, G-4:Grup4, G-5:Grup5
Sonuglar Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

Degerler aritmetik ortalama = standart hata olarak verildi.

P<0.01: a-d, b-d, c-d, d-e
P<0.001: a-c, a-e, b-c, b-e, c-d
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b. Erkek siganlar

Kontrol grubu (Grup 1) ile SF grubu (Grup 2)
karsilastinldiginda, SF grubunda doku GSH duzeylerinde anlamli bir fark
gbzlenmedi. Gerek kontrol, gerekse SF grubuyla kargilastinidiginda
4-CPA uygulanan gruplarda doza bagli olarak GSH duzeylerinde anlamli
dismeler gozlendi (Sekil 9.) (Tablo11.).

GSH Diizeyleri (erkek sigcan)
7 a b
c
2 * = d
85 -
= I
D 4 e
°
£ 37
5 =
2 2
g,
0
G-1 G-2 G-3 G4 G-5
Calisma gruplan

Sekil 9. Erkek Siganlarda Doku GSH Diizeyleri

G-1:Grup1, G-2:Grup2, G-3:Grup3, G-4:Grup4, G-5:Grup5
Sonuglar Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verildi.

P<0.01: b-d, c-d, d-e

P<0.001: a-c, a-d, a-e, b-c, b-e, c-e

Calismamizda, disi ve erkek siganlarin karaciger MDA duzeyleri

arasindaki fark onemsiz bulundu.
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4. 3. Dokuda NOx Diizeyleri

a. Disi Sicanlar

Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu, (Grup 1) SF
grubu (Grup 2) ile 25 mg/kg/gin 4-CPA uygulanan grup (Grup 3)
arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark gérulmedi. 50 mg/kg/gin ve
100 mg/kg/gun 4-CPA uygulanan gruplarda, (Grup 4) (Grup 5) ise kontrol
grubu ile karsilastirildidinda doza bagli olarak doku NOx dlzeylerinde
artis gézlendi (Sekil 10.) (Tablo 10.).

NOx Duzeyleri (digi sigan)

mikromol/gr/doku

G-1 G-2 G-3 G-4 G-5

Calisma Gruplari

Sekil 10. Disi Siganlarda Doku NOx Diizeyleri

G-1:Grup1, G-2:Grup2, G-3:Grup3, G-4:Grup4, G-5:Grup5
Sonuglar Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

Degerler aritmetik ortalama * standart hata olarak verildi.

P<0.01: b-d, c-d, c-e, d-e
P<0.001: a-d, a-e, b-e
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b. Erkek Siganlar

Herhangi bir uygulama yapilmaya kontrol grubu (Grup 1) ile
SF grubu (Grup 2) arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark
gorilmedi. 4-CPA uygulanan gruplarda ise kontrol grubu ile

karsilastirildiginda doza bagl olarak doku NOx duzeylerinde artis goruldu.
(Sekil 11.) (Tablo 11.).

NOx Duizeyleri (erkek sigan)

mikromol/gr/doku

G-1 G-2 G-3 G-4 G-5

Calisma gruplari

Sekil 11. Erkek Siganlarda Doku NOx Diizeyleri

G-1: Grup1, G-2:Grup2, G-3:Grup3, G-4:Grup4, G-5:Grup5
Sonuglar Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

Degerler aritmetik ortalama * standart hata olarak verildi.

P<0.01: a-c, b-c,d-e
P<0.001 : a-d, a-e, b-d, b-e, c-e
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Tablo 10. Dokuda TBARS, GSH, NOx Diizeyleri (Disi Sigan)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
MDA 4510.22 |4.9+0.21 |7.8+0.31 | 11+0.25 14.61£0.32
(nmol/gr/doku)
GSH 5.9+0.05 |5.5+0.11 |4.6+0.05 |3.840.13 2.3+£0.07
(umol/gr/doku)
NOx
(umol/gr/idoku) | 14.1+£0.77 | 13.6+£0.74 | 15.7£1.05 | 21.2+1.14 | 34.3+2.26

Sonuglar Mann Whitney U Testi ile degerlendirildi.

Degerler aritmetik ortalama * standart hata olarak verildi

Grup 1. Kontrol (n=8) : Herhangi bir uygulama yapilmadi.

Grup 2. SF kontrol (n=8) : Serum fizyolojik verildi (0.5 ml/gln).

Grup 3. (n=8) : 0.5 ml SF icinde ¢ozunmusg 25 mg/kg/gun 4-CPA verildi.
Grup 4. (n=8) : 0.5 ml SF iginde ¢6zunmus 50 mg/kg/gun 4-CPA verildi.
Grup 5. (n=8) : 0.5 ml SF iginde ¢6ztinmus 100 mg/kg/guin4-CPA verildi.
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Tablo 11. Dokuda TBARS, GSH, NOx Diizeyleri (Erkek Sigan)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
MDA 4.61£0.17 4.910.18 7.6£0.31 | 10.1£0.45|13.5+0.4
(nmol/gr/doku)
GSH 5.9+0.05 5.6+0.09 4.7+0.13 |4.1£0.16 |2.5+0.13
(umol/gr/doku)
NOx
(umol/gr/idoku) | 13.9+0.83 | 14.1£0.88 | 18.4+0.93 | 21.3+0.86 | 32.6+0.86

Sonuglar Mann Whitney U Testi ile degerlendirildi.

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verildi

Grup 1. Kontrol (n=8) : Herhangi bir uygulama yapilmadi.

Grup 2. SF kontrol (n=8) : Serum fizyolojik verildi. (0.5 ml/gtn)

Grup 3. (n=8) : 0.5 ml SF iginde ¢dézinmus 25 mg/kg/gin 4-CPA verildi.

Grup 4. (n=8) : 0.5 ml SF iginde ¢ozunmus 50 mg/kg/gun 4-CPA verildi.
Grup 5. (n=8) : 0.5 ml SF icinde ¢6zunmug 100 mg/kg/gun4-CPA verildi.

68




Sekil 12. NOx Tayininde Standart Solusyonlara Karsilik Gelen Absorbanslarin
Olusturdugu Dogrusal Regresyon Grafigi
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5. TARTISMA

Gida gereksiniminin artmakta oldugu ginimuz kosullarinda
endokrin  bozucularin  tarim  alanindaki  kullanimi  da qgittikce
yayginlagsmaktadir. Bu durum BBDH’ larin kullanimi ile ilgili sorunlarida
beraberinde getirmektedir. CUnku son yillarda artan bir sekilde 6zellikle
ortu alti sebzecilikte kullanilan bu maddelerin ancak uygun zaman ve
uygun dozda kullanilmasi durumunda toksik olmadigi goértusu kabul
edilmektedir. Uriin verimini artiracagi disuncesiyle yiksek dozda ve
bilingsiz olarak kullaniima olasiligi yuksek olan bu maddelerin insan

saghgi uzerindeki etkileri yeterince bilinmemektedir. 6.68,69,138,141

4- CPA, glinimuzde seralarda siklikla kullanilan BBDH’ larin
basinda gelmektedir, bu nedenle de arastirmada kullaniimasi tercih

edilmigtir.37:69141

Mevcut literatlr bilgileri, ilacin yan etkilerinin en fazla
goéruldugu donemin, doku ve organ gelisiminin devam etmekte oldugu
puberte  Oncesi donemde oldugunu gostermektedir. Bu nedenle bu
calismada, 4- CPA uygulamasina sigcanlar 20 gunlik iken baslanmis ve
eseysel olgunluga eristikleri 50. gune kadar devam edilmistir. Deneklerde
yapilan 30 gunlik ilag uygulama suresi insan dmruyle karsilastirildiginda
yaklasik 2 yillik bir zamana esdeger gelmektedir.

Literatirde 4- CPA’ nin kullanilma dozu konusunda da yeterli
bilgiye rastlanmamigtir. Bu nedenle doz segiminde subkronik toksisiteyi
arastirmak Uzere yapilmis olan c¢alismalardaki dozlar referans olarak
alinmistir. Ayrica deneklerin 20 gunlik olmalari nedeniyle, dozlar yeniden
uyarlanmistir. Hayvanlarin tolere edebilecekleri maksimum doz, 100
mg/kg/gun olarak belirlenmis ve diger dozlar maksimum dozun katlari

oraninda azaltilarak uygulanmistir.
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Literatirdeki BBDH ve 4- CPA’ nin toksik etkilerini inceleyen
arastirmalarda, Ureme organlari ve endokrin sistem ile ilgili bulgulara
rastlanmaktadir. Calismalarda o6zellikle puberte 6ncesi donemde ilaca
maruz kalmanin Ureme organlarini olumsuz etkiledigi gdsterilmistir.88
Calismamizda toksik madde atiliminda 6nemli hedef organlardan birisi
olmasi nedeniyle karaciger incelenmigstir. Literatirde fenoksi asit tlrevleri
ile yapilan arastirmalarda karacigerde sitokrom P- 450 seviyelerinin arttigi
ve metabolizma ile ilgili bazi enzimlerini etkiledigi gosterilmistir. '°* Ayrica
sicanlarda yapilan toksisite calismalarinda istah azalmasi, kilo kaybi ve
hepatoselliiler nekroz bulgulari oldugu bildirilmistir. '?* Diger taraftan insan
lenfositlerinin sitogenetik yonden incelendigi bir ¢calismada 4- CPA ‘nin

genotoksik etkisi olmadigi sonucuna variimistir.™

4- CPA gibi oksin grubu uyelerinden olan indol asetik asit
(IAA) Dbitkilerde, mikroorganizmada ve memeli hayvanlarda sentez
edilmektedir.'® Literatiirde bu kimyasalla ilgili, bizim ¢alismamiza paralel

bazi aragtirmalar bulunmaktadir.

Oliveria ve ark. nin 2007 de yapmis oldugu bir ¢galismada bu
oksinin lipid peroksidasyonunu azaltici etkisi oldugu bildirilmistir."®
Peroksidazlarin bulundugu in vitro ortamda IAA’ in reaktif oksijen
tirevlerine  metabolize olarak lipid peroksidasyonunu arttirdigi

saptanmistir.*®

Lins ve ark. da bu bulguyu destekler sekilde IAA’ in
karaciger ve plazmada TBARS diizeylerini yikselttigini bildirmislerdir.?*
Ayrica Kim ve ark. IAA ‘in insan melanoma hucrelerinde, peroksidasyona

neden olarak apoptozisi artirdigini gdstermislerdir. &
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Bizim bulgularimiz da, oksin grubu uyelerinden olan 4- CPA’
nin hem disi hem erkek siganlarin karaciger dokusunda ayni etkiyi
gosterdigini ve doza bagl olarak MDA duzeylerini artirdigini buna paralel
olarak GSH duzeylerini anlamli olarak azalttigini géstermistir. MDA ve
GSH duzeylerindeki degisiklikler bu BBDH’ nun lipit peroksidasyonunu

artirdigi kanitlanmigtir.

Alciguzel ve ark. 4- CPA’ nin in vitro sartlardaki insan
eritrositlerinde selektif olarak katalaz ve G6DP enzimlerini azalttigini, diger

antioksidan enzimlerini etkilemedigini gézlemlemislerdir.?

Calismamizda karacigerdeki NOx duzeyleri, uygulanan 4-
CPA’ nin muhtemelen inflamasyonu arttirmasi ile ilgili olarak ylksek
bulunmustur. Bilindigi gibi inflamatuar cevabin arttigi durumlarda iNOS
sentezi artisina bagh olarak NOx duzeyi yukselmektedir. NOx ‘in oksidan
hasarlardaki etkisi ise degisken olabilmektedir. Siperoksit anyonu ile
reaksiyona giren NOx onu ortamdan uzaklastirabilir veya olusan

peroksinitrit nedeniyle aktif oksidan gibi rol oynayabilir.

Wong ve ark. karaciger hucrelerinde Glutatyon S transferaz’in
peroksinitrit, miyeloperoksidaz, H.O,, nitrit gibi NO aracili reaktif nitrojen
tirevlerinin  detoksifikasyonunu  sagladigint  gostermiglerdir. ~ Ayni
calismada artan NO aracili reaktif nitrojen turlerinin glutatyon transferaz

yapiminida inhibe ettigi gosterilmistir.’?

Normal Fizyolojik kogullarda eNOS’a bagli NO yapimi hepatik
stellat hicrelerin parakrin olarak kontrolunu saglarken patolojik kosullarda
degisen NO dlzeyine bagl olarak inflamasyon ve kontrolsiiz apoptozise

neden olmaktadir.””11*
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Bulgularimiz  dogrultusunda puberte Oncesi donemde
uygulanan 4- CPA’ nin karaciger dokusunda cinsiyete bagli olmaksizin
lipid peroksidasyonunu ve muhtemelen inflamatuar reaksiyonlari arttirdigi

soylenebilir.
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6. SONUC

Akut ve subakut etkileri kesin olarak bilinmeyen 4-CPA’ nin
kalinti miktarini géz onunde tutarak daha kontrolli ve bilingli kullaniimasi,
insan saghgi agisindan blyuk onem tasimaktadir. Bu ¢alismada 4- CPA’
nin karaciger ve diger organlar Uzerindeki etkilerinin gosterilmesi icin daha

ileri galigmalarin yapilmasi gerektigi kanisina varilmigtir

74



7. OZET

PUBERTE DONEMINE KADAR 4-CPA (4-KLOROFENOKSI ASETIK
ASIT)’YA MARUZ KALAN SIGANLARIN KARACIGER DOKUSUNDAKI
OKSiDAN OLAYLARIN iNCELENMESI.

Bitki Buyumesi Duzenleyici Hormonlar (BBDH) bitkinin
blyime, gelisme ve diger fizyolojik olaylarini olumlu ya da olumsuz
etkileyebilen maddelerdir. Bu hormonlar gunumuz kosullarinda verimi,
dayanikhligr arttirmak ve Urun kalitesini yukseltmek amaciyla siklikla

kullaniimaktadir.

4-Klorofenoksi asetik asit (4-CPA) seralarda oOzellikle
domates uretiminde en fazla kullanilan BBDH’ lardan biridir. BBDH’ larinin
dozu ve uygulama zamani verim agisindan 6énemlidir. Asiri doz ve uygun
olmayan zamanda kullanim bitki blylUmesini olumsuz etkilemektedir.
Ayrica bitkilerde biraktiklar kalintilar nedeniyle insan sagligi Uzerinde de
istenmeyen etkilere neden olabilmektedir. Bu etkilenmede cinsiyet ve yas

faktorinin de 6nemli oldugu bilinmektedir.

Literatirde 4-CPA ile ilgili cesitli toksisite c¢alismalari
bulunmaktadir. Bu galismalar 6zellikle Ureme sistemi ve endokrin sistem
Uzerine yogunlasmistir. Nitekim puberte donemine kadar 4-CPA’ ya
maruz kalan disi ve erkek siganlarda, Ureme organlarinin gelisimini
olumsuz yonde etkiledigi, doz bagiml Ureme organlarina apoptozise

neden oldugu literaturde gosterilmigtir.

Karaciger, metabolik aktivitenin en fazla oldugu dokudur ve
yuksek doz 4-CPA maruziyetinin hepatosellliler nekroza neden oldugu
ifade edilmektedir. . Ancak 4-CPA ile oksidan olaylar arasindaki iligkiyi

gOsteren bir galismaya literaturde rastlanmadi.

75



Bu bilgiler 1s1ginda, ¢alismamizda puberte donemine kadar
degisik dozlarda 4- CPA’ ya maruz kalan digi ve erkek sicanlarin karaciger

dokusunda oksidan ve antioksidan olaylari incelemeyi amagladik.

Calismada 20 gunluk 40 erkek, 40 disi sican kullanildi.
Sicanlarda kendi iclerinde 5 gruba ayrild1.

Grup 1. Kontrol (n=8) : Herhangi bir uygulama yapiimadi

Grup 2. SF kontrol (n=8) : Serum fizyolojik verildi (0.5 ml/gtn)
Grup 3. (n=8) : 0.5 ml SF iginde ¢6zunmus 25 mg/kg/gun 4-CPA
Grup 4. (n=8) : 0.5 ml SF icinde ¢ozunmusg 50 mg/kg/gun 4-CPA
Grup 5. (n=8) : 0.5 ml SF iginde ¢éztinmus 100 mg/kg/gin4-CPA

Uygulamalar oral yoldan, 30 gun sure ile yapildi. 30.
uygulamadan 1 gun sonra hayvanlar Rompun+Ketamin (560+60-100mg/kg)
anestezisi altinda feda edildi. Karaciger dokusunda oksidan stresin
goOstergesi malondialdehit (MDA) ve dogal antioksidan glutatyon (GSH)
duzeyleri spektrofotometrik yontemle, NOx dizeyi (nitrat+nitrit) ise Griess
yontemi ile galisildi. Sonuglar, Anova ve Mann-Whitney U testleri ile

degerlendirildi. P<0.05 degerleri anlamli kabul edildi.

Her iki cinste de kontrol ve SF gruplari arasinda MDA, GSH
ve NOx duzeyleri agisindan bir fark tespit edilmedi. 4-CPA uygulamasi doz
bagdimli olarak MDA ve Nox duzeylerinde artisa, GSH duzeylerinde ise

azalmaya neden oldu.

Bulgularimiz  dogrultusunda puberte Oncesi donemde
uygulanan 4- CPA’ nin karaciger dokusunda cinsiyete bagl olmaksizin
lipid peroksidasyonunu ve muhtemelen inflamatuar reaksiyonlari arttirdigi

sdylenebilir.
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8. SUMMARY

INVESTIGATION OF OXIDANT PROCESSES IN LIVER TISSUES OF
THE RATS, WERE EXPOSED 4-CPA UNTILL PUBERTY

Plant growth regulators (PGRs), are hormones which might
be produced by plant itself or were administered externally. These
hormones can effect growth, development and other physiological
processes of plants either positively or negatively. PGRs are used
frequently at the present days to improve yield, durability and quality of the

products.

4- Chlorophenoxy acetic acid (4-CPA) is one of the PGRs,
and used extensively in greenhouses, especially for tomato farming.
Usage doses and application time of PGRs are critical for the yield of
products. Overdose usage of PGRs or application in inappropriate time
periods effect plant growth adversely. PGRs also might have undesirable
effects on human health because of their remains on plants. It is known
that gender and age are important for the adverse effects of those

regulators.

There are several toxicity studies about 4-CPA in the
literature. These studies spesifically focus on the reproductive and
endocrine systems. In fact, in the literature it has been shown that being
exposed to 4-CPA untill puberty effects the development of the
reproductive organs of both male and female rats. It is also shown that 4-
CPA causes apoptosis in reproductive organs in a dose dependent

manner.

7



The liver tissue has the highest metabolic activity, and it is
declared that being exposed to high doses of 4-CPA give rise to
hepatocellular necrosis. However there is no study, which shows the

relationship between 4-CPA and oxidant processes in the literature.

Based on this information, we aimed to investigate the
oxidant and antioxidant processes in the liver tissue of the male and

female rats, which were exposed to several doses of 4-CPA until puberty.

40 Male and 40 female rats in their 20" days were used for

this study, and rats were randomly divided for 5 groups for each gender.

Groups were like at the bottom:

Group 1: (n=8) Control (without any administration)

Group 2: (n=8) SF Control 0,5 ml physiologic saline solution (PS) per day
Group 3: (n=8) 4-CPA, 25 mg.kg™".day'in 0.5 ml PS

Group 4: (n=8) 4-CPA, 50 mg.kg™".day'in 0.5 ml PS

Group 5: (n=8) 4-CPA, 100 mg.kg"'.day'in 0.5 ml PS

Agents were administered orally throughout 30 days. The
day after the last agent administration, rats were killed via Rompun (50
mg.kg") and Ketalar (60-100 mg.kg”) anesthesia. An oxidant marker
malondialdehyde (MDA), a natural antioxidant glutathione (GSH) levels
were measured spectrophotometrically, and NOy (nitrate+nitrite) levels
determined by Griess reaction in liver tissue. Results were evaluated by
ANOVA and Mann-Whitney U tests. The level of significance was set at p<
0.05.
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There was no statistically significance for MDA, GSH and
NOx levels between control and PS groups of both genders.
Administration of 4-CPA, increased MDA and NOy levels, and decreased

GSH levels in a dose-dependent manner in all groups.
According to our results, it might be suggested that

administration of 4-CPA before puberty increases lipid peroxidation and

possible inflammatory reactions independent from gender.
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10. EKLER

10.1. Tesekkiir

Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisi Fizyoloji Anabilim
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Prof. Dr. Bilge Gonul’ e, Prof. Dr. Aydan Babdl’ e, Prof. Dr. Lamia Pinar’ a,
Prof. Dr. Sibel Dinger’ e, Dog. Dr. Cigdem Ozer’ e, Dog. Dr. Kazime Gonca

Akbulut’ a en icten tesekkurlerimi sunarim.
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Dr. Cigdem Ozer’ e sonsuz tesekkirlerimi sunarim.

Calismalariyla bana yén veren, Gazi Universitesi Tip Fakdiltesi
Cocuk Endokrinolojisi Anabilim Dali hocalarindan, Prof. Dr. Peyami Cinaz’
a, Prof. Dr. Aysun Bideci’ ye, Uzm. Dr. Ediz Yesilkaya’ ya tesekkuru bir

borg bilirim.

Calismalarim boyunca, yardimlarini, emeklerini benden
esirgemeyen, her konuda yanimda olan guzel arkadaglarim Dr.O.Fuat
S6nmez’ e, Dr. Sevin Guney’ e, Aras. Gor. A. Sebnem ilhan’ a, Ayhan
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Eda Koylu ve Serkan Levent'e sonsuz tesekkir ederim.
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10.2. Etik Kurul Onayi

T.C.
GAZi UNIVERSITESL
REKTORLUGU
Deney Hayvanlan Etik Knrul Bagkanhg

_ l&.24.2008
SAYI : B.30.2.GUN.0.EU.00.00/ OL-B7C
KONU:

Saym
Doc.Pr.Cigdem OZER
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dah
Ogretim Uyesi

G.UET-07.072 kod numarah ve “Siitten kesilme doneminden eseysel olgunlufa wlasanu
kadar pestisite maruz kalan sicanlarda oksidan olaylarin incelenmesi” vaghkli aragtirma dneriniz
incelenmis ve Gazi Universitesi Etik Kurul Yénergesindeki ilkelere uygun oldugu saptanarak
onaylanmasina oybirligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinizi saygilarimla rica ederim.

It is unanimously approved that the research project muntbered G.U.ET-07.072 and entitled
“Tnvestigation of the oxidant event in rais that are exposed to the pesticide from the time of
weaning until gaining sexual maturity” is in compliance with Gazi University Ethical Council
regulations.

With my best regards.

Prof.Dr.

Prof.Dr.Engin CALGUNER Prof.Dr.Nedret KILIC Prof.Dr.Sevii PEHLIVAN

,\GWN’\

Prof.Dr.Deniz ERDOGAN Prof. Dr.Deniz ERBAS Prof.Dr.Fatma

>3 - ‘f - -
Prof.Dr.Altan DOGAN Doc.Dr.Nesrin COBANOGLU Uz an/Dr.Seyda DIKER
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