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OZET

ZEBRA BALIGI’NIN (Danio rerio) IiC ORGANLARINDA KLOMIFEN
SITRATIN OKSIDATIF STRES PARAMETRELERI UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI

Diinya ¢apinda iireme ¢agindaki milyonlarca insan1 ve aileleri etkileyen infertilite, erkek
veya kadin iireme sisteminin bir hastalifidir ve gebelik elde edilememesi ile tanimlanir.
Infertilite, ¢iftlerin %85'inde normal fizyolojide tanimlanabilir anomalilerden veya altta
yatan hastaliktan kaynaklanmaktadir ve tedavisi i¢in kullanilan etken maddelerden biri
klomifen sitrat (KS) maddesidir. Klomifen Sitrat, yaygin olarak kullanilan anti dstrojen
bir hormon stimiilasyonudur ve dstrojenle rekabet etmek ve dstrojen reseptor aktivitesini

modiile etmek i¢in tasarlanmistir.

Bu ¢aligmanin amaci Klomifen Sitrat (KS)’in omurgali model organizma Zebra balig
(D.rerio) karaciger, beyin ve gonad dokusunda meydana getirdigi oksidatif stres
seviyelerini aragtirmaktir. Bu ¢alismada 1,47 mg/L KS dozu iki ayr1 uygulama dozu; 48
ve 72 saatlik uygulama olarak beyin, karaciger ve gonad dokular tizerindeki etkileri bazi
biyokimyasal parametreler agisindan incelenmistir. KS’in sirasiyla; katalaz aktivitesi
(CAT), malondialdehit (MDA), total protein (TP), indirgenmis glutatyon (GSH)
deneyleri yapilmistir. Deneylerin sonucunda 48.saat karaciger ve beyin dokularinin CAT
enzim aktivitelerinin kontrole gére anlamli olarak arttig1 bulunmustur.

72. saat karaciger dokusu CAT enzim aktivite sonuglarinin ise kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli arttig1 tespit edilmistir. Gonad dokusunun ise sadece 72.saatte CAT
aktivitesinin anlamli olarak arttigi saptanmistir. MDA seviyeleri beyin ve gonad
dokularinda 48. saatte anlamli olarak azaldig tespit edilmistir. Beyin dokusunda ise 72.
saatte MDA seviyelerinde anlamli bir azalma gortiliirken gonad dokusunda anlamli bir
artis saptanmistir. Karaciger dokusunda hem 48.saat hem de 72.satte MDA seviyeleri
anlaml olarak arttig1 bulunmustur. 48. ve 72. saat GSH seviyeleri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda karaciger ve gonad dokularinda anlamli bir artis oldugu belirlenmistir.
Beyin dokusu GSH sevilerinde ise anlamli bir sonug elde edilememistir. Beyin dokusuna
ait TP seviyeleri her iki grupta kontrole gore anlamli olarak artmistir. Gonad dokusu 48.
saatte anlamli olarak azalirken, 72.saatte anlamli olarak artmistir. Karaciger dokusunun

her iki grubunda da anlamli bir degisim gézlenmemistir.
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Bu ¢alismanin sonucunda Klomifen Sitrat’in zebra baligi karaciger, beyin ve gonad
dokularinda az da olsa olumsuz oksidatif stres etkiye neden oldugu belirlenmistir. Bu
calismanin gelecekte yapilacak olan infertilite tedavisine yonelik arastirmalara kaynak

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Eyliil, 2023 Nazh Sevim GOLCUK
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CLOMIPHENE CITRATE ON
OXIDATIVE STRESS PARAMETERS IN THE INTERNAL ORGANS OF
ZEBRAFISH (Danio rerio)

Infertility, which affects millions of people of reproductive age worldwide along with
their families, is defined as the inability to achieve pregnancy due to a disease of the male
or female reproductive system. In about 85% of couples, infertility can be attributed to
abnormalities in normal physiology or underlying diseases, and one of the active
substances used for its treatment is Clomiphene Citrate (CC). Clomiphene Citrate is a
widely used anti-estrogen hormonal stimulation that is designed to compete with estrogen
and modulate estrogen receptor activity.

The aim of this study is to investigate the oxidative stress levels induced by clomiphene
citrate (CC) in the liver, brain, and gonadal tissues of the vertebrate model organism
Zebrafish (D. rerio). In this study, a dose of 1.47 mg/L CC was applied in two different
application doses; 48 and 72 hours, and its effects on brain, liver, and gonadal tissues
were examined in terms of some biochemical parameters. catalase (CAT) activity,
malondialdehyde (MDA), total protein (TP), and reduced glutathione (GSH) experiments
were conducted for CC. The results of the experiments showed that CAT enzyme
activities of the liver and brain tissues significantly increased compared to the control at
48 hours. At 72 hours, CAT enzyme activity results in the liver tissue were found to be
statistically significantly higher than the control. For gonadal tissue, CAT activity
significantly increased only at 72 hours. MDA levels decreased significantly in brain and
gonadal tissues at 48 hours. In brain tissue, there was a significant decrease in MDA levels
at 72 hours, while gonadal tissue showed a significant increase. In the liver tissue, MDA
levels significantly increased at both 48 and 72 hours. When compared to the control
group, GSH levels at 48 and 72 hours showed a significant increase in liver and gonadal
tissues. However, no significant results were obtained for GSH levels in brain tissue. TP
levels of brain tissue increased significantly in both groups compared to the control. While
gonadal tissue decreased significantly at 48 hours, it increased significantly at 72 hours.

There was no significant change observed in the liver tissue of both groups.
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As a result of this study, it was determined that Clomiphene Citrate causes a slight
negative oxidative stress effect in zebrafish liver, brain, and gonadal tissues. This study

iIs believed to serve as a resource for future research on infertility treatment.

September, 2023 Nazh Sevim GOLCUK
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1. GIRIS

Diinyada ve iilkemizde, ¢ocuk sahibi olmak, soyun devamlilig1 ve aile kavraminin 6nemi
dolayistyla olduk¢a 6nemlidir. Bu ylizden iireme basarisizligi olan infertilite (kisirlik),
insan tireme saglig1 acisindan 6nemli bir sorundur ve diinya ¢capinda her yedi ¢iftten birini
etkilemektedir. Infertilite sorunu olan bireyler, toplumlarda, fizyolojik sorunlarmn yansira
soyun devamliligi olamayacagi i¢in ¢esitli psikolojik problemlere dahi maruz
kalabilmektedirler. Diinya ¢apinda 48 milyon ¢ift ve 186 milyon kiginin infertiliteden
muzdarip oldugunu goriilmektedir (Mascarenhas ve ark., 2012). Infertilite, ¢iftlerin
%85’inde normal fizyolojide tanimlanabilir anomalilerden veya altta yatan hastaliktan
kaynaklanmaktadir. Infertilitenin en yaygin nedenleri; yumurtlama disfonksiyonu, erkek
faktorlii infertilite ve tubal bozukluklardir. Infertil ciftlerin geri kalan %15’inde ise
aciklanamayan infertilite vardir (Gelbaya ve ark., 2014).

Infertilitenin gelecekte artmasi beklenmektedir, bu nedenle infertilitenin kapsamli bir
tanisal degerlendirmesi, hedeflenen 6nleme ve tedavi sonuglarinda iyilesme saglamak
icin ¢ok Oonemlidir. Bu durum iireme diinya iizerinde lireme yardimci ilag¢ kullanimini
oldukga arttirmaktadir. Ureme ilaglar1 insanlarda iiremeye yardimci olmasimin yaninda
birgok farkli sorunu meydana getirebilecegi gibi viicuttan uzaklastirildiklarinda diger
canlilara da zarar verebilmektedir. Ureme ilaclar1 viicuttan hidroksillenmis ve
metillenmis metabolitler halinde idrar ve diski yoluyla atilir ve kanalizasyona karisir.
Bu ilaglar kanalizasyon aritma tesisi tarafindan tamamen bertaraf edilemez, bu da yer alt1
suyunun yani sira yiizey suyunun da kirlenmesine yol agar. Yiizey suyuna karigan bu ilag
artiklar1 dogal ortamdaki baliklar1 ve akuakiiltiir baliklarinin da etkilenmesine yol

agcmaktadir (Kaur ve ark., 2021).

1.1. infertilite

Diinya capinda 48 milyon ¢ift ve 186 milyon kisinin infertiliteden muzdarip oldugunu
goriilmektedir (Mascarenhas ve ark., 2012). Infertilite, ciftlerin %85'inde normal
fizyolojide tanimlanabilir anomaliler veya altta yatan hastaliktan kaynaklanmaktadir.
Infertilitenin en yaygin nedenleri; yumurtlama disfonksiyonu, erkek faktorlii infertilite ve
tubal bozukluklardir. Infertil giftlerin geri kalan %15'inde ise agiklanamayan infertilite

vardir (Gelbaya ve ark., 2014).



1.1.1. Erkeklerde infertilite

Erkeklerde infertilite, ¢esitli nedenlere bagli olabilir ancak infertil erkeklerin yaklasik

%A40'inda kesin bir tanimlama yoktur. Erkek infertilitesi cagimizda oldukg¢a artmaya
baslamistir ancak neden arttig1 acik degildir. Artan obezite seviyeleri ve endokrin
bozucularin katkisinin oldukga fazla oldugu diistiniilmektedir ( Kahn ve Brannigan, 2017;
Cargnelutti ve ark., 2022). Erkeklerde infertilite sebeplerinden en 6nemlileri: hormonal
bozukluklar (Krausz ve Riera-Escamilla, 2018), semenin disar1 atilmasindaki sorunlar
(Kondoh, 2012), sperm yoklugu (azospermi), diisilk sperm seviyeleri veya spermin

anormal morfolojisi ve hareketi neden olur (Thonneau ve ark., 1991).

Erkek infertilitesi i¢in tedavi segenekleri, yardimer tireme teknolojileri (ART'ler), yani in
vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ISSE) ile sinirlidir.
Erkek kisirliginda hem ISSE hem de IVF basar1 oranlart benzerdir ve %35'lik kiiresel

ortalama ile uyumludur (Tournaye, 2012; Zarinara ve ark., 2020).

1.1.2. Kadinlarda infertilite

lleri yas, yiiksek viicut kitle indeksi, gegirilmis pelvik ameliyatlar ve stres kadmn
infertilitesine sebep olan en 6nemli risk faktorleridir (Romero Ramos ve ark., 2008).
Kadinlarda; ovulatuar bozukluklar, aciklanamayan infertilite, pelvik yapisikliklar,
endometriozis, tubal anomaliler en sik tespit edilen hastalikladir (Carson ve Kallen,
2021). Ayrica kadin infertilitesinin diger bir sebebi olan hormonal nedenler yalnizca
treme sistemi bozukluklarini degil, ayn1 zamanda tireme dis1 endokrin bezleri (tiroid,
adrenaller ve pankreas gibi) ve endokrin olmayan organlar1 (karaciger ve bobrekler gibi)

da icermektedir (Unuane ve ark., 2011).
Yas ve oosit kalitesi:

Yumurtalik yasi, gebelik sansinin giiclii bir belirleyicisidir (Baker, 1963). Yumurtlamanin
baslamasini itibaren, her ay 40-500 folikiilden olusan bir hiicre grubu gelisir ve bunlardan
genellikle yalnizca biri oosit salgilar (Hodgen, 1982). Geriye kalan oositlerin sayisi ve
kalitesi artan yagla birlikte azalir bu da kadin dogurganliginda yasa bagh diisiise yol acar
(van Noord-Zaadstra ve ark., 1991; Farquhar ve ark., 2019).



Ovulatuar bozukluklar:

Diinya Saglik Orgiitii'ne (DSO) gore yumurtlama bozukluklar1 infertilite tanilarinin
yaklagik %25'ini olusturur (Carson ve Kallen, 2021). Yumurtlama bozukluklari;
hipotalamus, hipofiz bezi, tiroid bezi, adrenal bez ve yumurtaliklari igeren endokrin

bozukluklardan kaynaklanabilir (Baird, 1997).
Tubal, pelvik ve uterin anomaliler:

Fallop tiiplerinin bloke olmasi veya pelvik yapisikliklar nedeniyle tiiplerin yumurtaliktan
oosit toplayamamasi olarak tanimlanan tubal infertilite, incelenen popiilasyona baglh

olarak infertilite tanilarinin % 11 ile % 67’sini olusturur (Medicine, 2015).
Endometriozis:

Endometriyal dokunun uterus boslugu disinda bulunmasidir (Agarwal ve ark., 2019)
Infertilitesi olan kadimlarm %25 ila %4011 etkilemektedir (Ozkan ve ark., 2008).
Endometriozis; endometriyal dokunun biiyiimesine, kalinlasmasina ve ardindan her
dongiide parcalanmasina neden olarak agrili adetlere, agir adet kanamalarina veya adetler
arasinda kanamaya yol acan bir rahatsizliktir. (Burney ve Giudice, 2012; Dunselman ve

ark., 2014)
1.2. infertilite Tedavilerinde Kullanilan Yontemler

Infertilite tedavilerinde kullanilan ydntemleri taniya dzel olmakla beraber disi ve erkek

olarak farkli degerlendirilebilmektedir.

Kadinlarda yaygin olarak kullanilan infertilite tedavileri, oviilasyonu indiiklemek i¢in
farmakolojik tedavilerin kullanimini igeren yumurtlama indiiksiyonunu ve ¢ok sayida
olgun yumurtalik folikiiliinii indiiklemek amaciyla gergeklestirilen yumurtalik
stimiilasyonunu i¢cermektedir. Yumurtlama zamaninda déllenmeyi saglamak i¢in zamanh
iliski veya intrauterin tohumlama (IUT) kullanilabilir. Alternatif olarak, olgun oositler,
ultrason kilavuzlugunda bir igne (IVF) kullanilarak dollenme i¢in dogrudan

yumurtaliktan alinabilir (Carson ve Kallen, 2021).



Yumurtlama indiiksiyonu i¢in siklikla iki oral ilag kullanilir. Bunlar klomifen sitrat (KS)
ve letrozol’diir. KS segici bir Ostrojen reseptor regiilatoriidiir (Sharma ve Balasundaram,
2022). Letrozol, aromatazlari1 bloke ederek ostradioliin serum konsantrasyonlarini azaltir
ve hipofiz gonadotropinlerini uyarir. Bu oral ajanlar, sinirli endojen hipofiz-gonadotropin
yanit1 gosterebilen veya hi¢c gostermeyen hipogonadotropik hipogonadizmi olan
kadinlarda daha az yarar saglamaktadir. Bu hastalarda folikiiler olgunlagsma ve
ovulasyonu indiiklemek amaciyla pulsatil GnRH uygulamasi endojen FSH ve LH'nin
fizyolojik uyarimini geri kazandirir (Christou ve ark., 2017). Yumurtalik stimiilasyonu,
aciklanamayan infertiliteyi tedavi etmek i¢in intrauterin inseminasyon ile birlestirilir;
canli dogum oranlar1 taniya, sperm canliligina ve yumurtalik yanitina baglidir (Hughes

ve ark., 1998).

Erkek faktorlii infertilite igin resmi olarak kabul edilmis tedavi olmamasina ragmen, I[UT
hafif erkek infertilitesi i¢in birinci basamak terapétik stratejidir. IUT, ejakiilattan izole
edilen spermatozoa, dogal bir adet dongiisii sirasinda veya klomifen sitrat, letrozol veya
gonadotropinler kullanilarak yumurtaliklarin uyarilmasindan sonra tahmini yumurtlama
zamaninda dogrudan uterusa yerlestirilmesini icermektedir. (Veltman- Verhulst ve ark.,
2016). Erkek faktorlii infertilite tedavilerinde, tipik IVF dongiisii gonadotropin
stimiilasyonunu ve ardindan ¢oklu yumurtalik folikiillerinin aspirasyonunu igerir (Carson
ve Kallen, 2021).

1.3 Klomifen sitrat

Klomifen sitrat [2-(4-(kloro-1,2-difeniletenil)-fenoksil)-N,N-dietiletanamin]; zayif
Ostrojenik oOzelliklere sahip stilben bazli sentetik bir antidstrojen bilesiktir. Klomifen
sitrat, dolasimdaki estradioliin negatif geri besleme etkisini bloke ederek yumurtaliklarda
folikiiler biiyiimeyi desteklemektedir (Adashi, 1984). Kimyasal olarak klomifen, secici
Ostrojen reseptor modiilatorii (SERM) olarak gorev yapan non-steroidal bir trifeniletilen
tiirevidir. Hem Gstrojen agonisti hem de antagonistik etki gostermektedir (Greenblatt ve
ark., 1961). Genel olarak, antagonistik bir bilesik olarak etki gostermektedir. Ciinkii
Ostrojen agonistik ozellikleri yalnizca endojen strojen seviyeleri asirt diisiik oldugunda
ortaya ¢ikar. Yarilanma 6mrii nispeten kisadir, bu nedenle seviyeleri uygulamadan sonra

hizla yiikselir ve tedaviden kisa siire sonra diiser



(Bahadur ve ark., 2020) .Uygulanan dozun yaklasik %85'i bir hafta i¢inde temizlenir.
Karaciger yoluyla temizlenir ve disk1 yoluyla atilir (Mikkelson ve ark., 1986).

0 0
I_;D
Hoo o
F,r"\NJ/

Sekil 2.1. Klomifen sitrat maddesi kimyasal yapis1 (Compound Summary for CID
3033832, Clomiphene Citrate, n.d.)

Giliniimiizde infertilite tedavisi igin ¢esitli ilaglar kullanilmaktadir, KS bu alanda
kullanilan en yaygin ilaglardan biridir (Khazaei ve ark., 2020; Ko ve ark., 2012).
1960'larda kadin infertilitesinin tedavisi i¢in gelistirilmis olan KS, secici dstrojen reseptor
modiilatoriidiir (Greenblatt ve ark., 1961). SERM'ler, 6strojenle rekabet etmek ve iliskili
oldugu kofaktorleri degistirerek Ostrojen reseptor aktivitesini modiile etmek igin
tasarlanmis antidstrojenlerdir (Nilsson ve Koehler, 2005). Baslangicta kadin infertilite
tedavisi i¢in gelistirilmis olmasina karsin, giinlimiizde hem erkeklerde hem de kadinlarda
hipogonadizm ve infertilite tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta ve basarili sonuglar
elde edilmektedir (Khazaei ve ark., 2020). KS kadinlarda ovulasyon indiiksiyonu i¢in

kullanilirken, erkeklerde Leydig hiicrelerinde testosteron tiretimini uyarmaktadir.
1.3.1. Klomifensitrat etki mekanizmasi

Secici Ostrojen reseptor modiilatorii olan KS; hipotalamus, yumurtalik, endometriyum ve
serviksteki 0strojen reseptorlerine secici olarak baglanir ve ostrojenik ve anti Ostrojenik
etkiler gosterir. Ayrica hipotalamusta kismi bir Ostrojen agonisti gibi davranarak

Ostrojenik negatif geri besleme inhibisyonuna neden olmaktadir (Adashi,



1984). LH yam sira FSH salgilanmasini artirir, boylece erkeklerde de serum testosteron
seviyelerinin arttirllmasini saglamig olur (Wheeler ve ark., 2019). Ayrica hipofiz
baskilanmasini hafifletmek i¢in bir koruyucu olarak da kullanilir (Liu ve ark., 2018; Feh
ve Wadhwa, 2022)

1.3.2 Klomifen sitrat toksisitesi

Klomifen kullanimindan dolayr gelisen baz1 ciddi reaksiyonlar, yumurtalik
hiperstimiilasyonu, cogul gebelikler, trombositopeni, pankreatit, uzun siireli kullanimdan
sonra yumurtalik kanseri riski, artmis malign melanom riski, ciddi gérme bozuklugu ve

karaciger hasaridir (Farzinvash, 2018; Feh ve Wadhwa, 2022).

KS tedavisi genotoksik hasarla da iligkilendirilebilir, ¢linkii DNA polimerazi olmayan
hiicrelerde replikasyonu inhibe edebilen bilesikler olusturabilir veya replikasyonlardan
sonra gergeve kaymasi mutasyonlarina neden olabilir (Ara ve Asmatullah, 2011; Arriaga-
Alba ve ark., 1996). Baska bir hipotez, KS’nin endometrium ve uterus lizerinde anti-
Ostrojenik etkilerinin olas1 varligin1 igerir, bu da kan akiginda bir azalmaya veya

embriyogenezde degisiklige neden olur(Forman ve ark., 2007) .

Ayrica yapilan bazi calismalarda farelerde KS uygulamasi sonrasi fetiiste, beyin ve

faringeal bolgede histolojik anomaliler tespit etmislerdir (Ara ve Asmatullah, 2011).
1.4 Serbest radikaller ve oksidatif stres

Oksijen, yasam icin gerekli olan en oOnemli elementtir. Metabolizma sirasinda
oksidasyon-rediiksiyon siireci serbest radikaller veya oksidanlar tiretir. Oksidan olusum
hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilmasi arasindaki denge, biyolojik siireglerin sistematik
isleyisi icin esastir (Paramanya ve Ahmad, 2019). Hiicre metabolizmasi sirasinda da,
enerji yaratan normal oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlari; ROT: reaktif oksijen tiirleri
veya RNT: reaktif nitrojen tiirleri adlandirilan toksik metabolik yan iirlinleri agiga
cikardig1 bilinmektedir (Joseph ve ark., 2015). Saglikli bir bedende ROT ve
antioksidanlar denge halindedir. Ancak, ROT {iretimi ve antioksidan koruyucu
mekanizmalar arasindaki denge ROT lehine bozulabilir ve oksidatif stres adi1 verilen bir

durum ortaya ¢ikabilir.(Firuzi ve ark., 2011)



Antioksidanlar
Serbest Radikal

Oksidatif
Stres

Sekil 1.2. Serbest radikaller ile antioksidanlarin iliskisi. (https://www.biorender.com ile

yapilmaistir.)

Serbest radikaller, en distaki orbitallerinde eslesmemis elektron igeren, molekiil agirlig
diisiik, kisa omiirlii ara bilesiklerdir. Eslesmemis elektronlar serbest radikalleri diger
molekiillere kars1 son derece reaktif hale getirir (Firuzi ve ark., 2011). Bu maddeler, her
biri bir sonraki adimu tetikleyen ve farkli bir serbest radikali olusturan bir dizi adimi igeren
zincirleme reaksiyonlara yol agabilmektedir. Bu reaksiyonlar ii¢ asamadan meydana

gelmektedir. Bunlar; baslama, yayilma ve sonlanma reaksiyonlaridir. (Perrone ve ark.,

2010).

Serbest radikaller; oksijen bazli, azot bazli, karbon bazli ve siilfiir bazli olabilir ve igerdigi
atoma gore isimlendirilmektedir (Salman ve Ashraf, 2013). Reaktif oksijen tiirleri
arasinda siiperoksit (O27), hidroksil (OH'), peroksil (ROO), lipit peroksil (LOO~

), ve alkoksil (RO) radikalleri sayilabilir. Reaktif nitrojen tiirleri ise nitrik oksit (NO) ve
nitrojen dioksit (NO2') igermektedir (Kelly ve ark., 1998; Biiyiikuslu ve Yigitbasi, 2015).
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Sekil 1.3. Serbest radikallerin tiirleri ve siiflandirilmasi.

ROT ve RNT diger nonradikal reaktif tiirlere kolay bir sekilde doniisebilir. Aerobik
canlilarda oksijenli solunum sonucu oksijen molekiiliiniin tepkime sonucu bir elektron
alarak indirgenmesi ile sliperoksit radikali (O2."), iki elektron alarak indirgenmesi sonucu
ise hidrojen peroksit (H202) radikali meydana gelmektedir. Tepkime devaminda iiciincii
elektronun eklenmesi ile ise yliksek derecede reaktif hidroksil radikali (OH") ve dordiincii
elektronun eklenmesi ile de su (H20) olusmaktadir (Kelly ve ark., 1998; Biiyiikuslu ve
Yigitbas, 2015). Genellikle oksidanlar olarak adlandirilan hidrojen peroksit (H202), ozon
(Os), singlet oksijen (*0y), hipoklordz asit (HOCI), nitrik asit (HNO2), peroksinitrit
(ONOO"), dinitrojen trioksit (N2O3) ve lipit peroksit (LOOH) ise serbest radikaller
arasinda gosterilmezler (Barry Halliwell, 1999; Karabulut ve Gulay, 2016). Canh
viicudunda serbest radikaller lipid, protein ve DNA radikalleri olarak ve bazi ROT'lar
(02, "OH, '"NO, ve ONOQ") halinde bulunur (Nakai ve Tsuruta, 2021). ROT'un kendine
0zgii biyokimyasal 6zellikleri canli organizmalarin gelisimi i¢in gerekli mekanizmalarin
temelini olustururken, ROT'un agir1 liretimi kanser, nérodejeneratif hastaliklar,(Barnham
ve ark., 2004) inflamasyon, vb. gibi ¢cok sayida hastalikta rol oynayan oksidatif strese yol
acmaktadir (Yang ve ark., 2018).



1.5 Serbest Radikallerin ve Reaktif Oksijen Tiirlerinin Biyolojik Etkileri

Fizyolojik siireclerde ya da patolojik tepkimeler sonucunda sentezlenen serbest oksijen
radikalleri, sentez edildikleri yerde detoksifiye edilmezlerse zararli etkiler
olusturmaktadir (B.Halliwell ve ark., 1992). Serbest radikallerin temel kaynagi olan
oksijen molekiiliiniin indirgenmesi sonucunda organizmalarda sik karsilagilan reaktif
oksijen tiirleri olugmaktadir. Serbest oksijen radikalleri metabolik yan {iriinler gibi
endojen olarak ortaya c¢ikabildikleri gibi hava kirliligi, sigara, UV 15181 veya iyonize
radyasyon gibi eksojen fiziksel ve kimyasal reaktiflerle indiiklenebilir (Frei, 1997,
Pizzino ve ark., 2017).

Lipidler, hiicre membranlarinin yapisini koruyan ve hiicrelerin islevini kontrol eden temel
bilesenleridir ~ (Esterbauer, 1993). Lipitler serbest radikallerden etkilenen
makromolekiillerin basinda gelmektedir. Lipit peroksidasyonu, memeli hiicre zarlarinda
bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler,
alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan, pentan, malondialdehit (MDA) gibi ¢esitli
tiriinlere yikilmasi tepkimesidir (Ayala ve ark., 2014; Biiyiikuslu ve Yigitbasi, 2015).
Peroksidasyon 3 adimda gerceklesir baslama, yayilma ve sonlanma adimlarindan
meydana gelmektedir (Kanner ve ark., 1987). Lipid peroksidasyonu baslatma adiminda,
hidroksil radikali gibi prooksidanlar karbon merkezli lipid radikalini (L-) olusturan alilik
hidrojeni uzaklastirir. Yayilma asamasinda, lipid radikali (L-) oksijenle hizla reaksiyona
girerek lipid peroksi radikali (LOO-) olusturur ve bu da bagka bir lipid molekiiliinden bir
hidrojen kopararak yeni bir L- (zincirleme reaksiyona devam eder) ve lipid hidroperoksit
(LOOH) olusturur. Sonlandirma reaksiyonunda, E vitamini gibi antioksidanlar LOO-
tiirlerine bir hidrojen atomu baglar ve bagka bir LOO- ile reaksiyona girerek radikal
olmayan iiriinler olusturur (Yin ve ark., 2011; Ayala ve ark., 2014). Lipid peroksidasyonu
sirasinda; MDA, propanal, hekzanal ve 4-hidroksinonenal gibi bir¢ok farkli aldehit tiirii
meydana gelmektedir (Ayala ve ark., 2014). MDA, lipid peroksidasyonunun en mutajenik
triinii goriilmektedir (Esterbauer ve ark., 1990). MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
kolay reaksiyona girebilmesi nedeniyle lipid peroksidasyonu i¢in uygun bir biyobelirteg
olarak uzun yillardir kullanilmaktadir ( Esterbauer ve Cheeseman, 1990; Ayala ve ark.,
2014). Bununla birlikte, tiyobarbitiirik asitle reaksiyona giren maddeler testi (TBARS),
MDA'nin in vivo miktarmin belirlenmesi igin kullanilan diger bir testtir (Giera ve ark.,

2012). Lipid peroksidasyonu,



hiicre membraninda hasar meydana getirerek, hiicrenin gecirgenligini etkilemektedir.
Hiicre igine asir1 Ca*? birikmesine neden olarak, hiicre membranmin bozulmasima ve

dolayisiyla hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Kac, 2004).

Proteinler, hiicrelerde ve dokularda bol miktarda bulunmaktadir. Proteinler ¢esitli
oksidanlarla yiiksek reaksiyon hizlar1 nedeniyle oksitleyici ajanlar i¢in 6nemli bir hedef
haline gelmektedir ( Hawkins ve ark., 2009; Demirci-gekig ve ark., 2022). Oksidatif stres
sonucunda olusan basta hidroksil radikali olmak iizere reaktif oksijen tiirleri hiicre ici
proteinler lizerinde geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz oksidatif modifikasyona ve
sonugta oksidatif hasara yol agmaktadir (Investigations, 2015; Prokai ve ark., 2007).
Proteinlerin reaktif oksijen tiirleri ile etkilesimi, amino asit yan zincirlerinin veya protein
omurgasinin oksidasyonuna ve bunun sonucunda karbonil tiirevi bilesiklerin olusumuna
ve protein-protein ¢apraz baglanmalara neden olabilir (Davies, 2016). Proteinler yan
zincirleri farkli amino asitler igerebildiginden, proteinler lizerinde ¢ok sayida radikal
olusabilmektedir. Tiyol grubu ve aromatik yan zincire sahip amino asitler, yani sirasiyla
sistein ve tirozin, oksidasyona en duyarli olanlardir (Zhang ve ark., 2013). Protein
karbonilasyonu ve tirozin nitrasyonu geri-doniisiimsiiz oksidatif modifikasyonlar olarak
kabul edilirken sistein modifikasyonlarin geri-doniisiimlii oldugu kabul edilmektedir
(Prokai ve ark., 2007; Rao ve Mpgller, 2011) Bu modifikasyonlar 6énemlidir c¢iinkii
proteinlerin yapisal biitiinliiglinde meydana gelen hasarlardan dolay: ¢esitli enzimlerin
katalitik aktivitesinin bozulmasina ve metabolik yollarin diizenlenmesinde aksamalara

neden olmaktadir (Andr ve ark., 2021).

DNA'nin reaktif oksijen tiirleri ile etkilesimi DNA-protein ¢apraz baglanmasina, seker ve
baz modifikasyon iirlinlerinin olusumuna, iplik i¢i ve iplikler arasi ¢capraz baglanmaya,
tek veya ¢ift iplik kopmalarina neden olabilmektedir (Gonzalez-Hunt ve ark., 2018).
Hidroksil radikali, karbon merkezli seker radikalleri olusturmak i¢in DNA'nin seker kismi
ile reaksiyona girer, bu da DNA ipliginin kirilmasina, ¢esitli seker iiriinlerinin ve abazik
bolgelerin olugsmasina neden olur (Dizdaroglu ve Jaruga, 2012). DNA-protein ¢apraz
baglanmasi, DNA baz radikalinin, proteinlerin aromatik amino asidine veya amino asit
radikaline eklenmesiyle gerceklesebilir (Cooke ve ark., 2003). Endojen veya eksojen
kaynaklardan kaynaklanan ROT'un DNA'da yol a¢tig1 hasar cesitli hastaliklarin gelisme
riskini arttirabilir (Guo ve ark., 2016).
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1.5.1 Antioksidanlar ve savunma

Karbonhidrat, protein, lipid ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu
geciktirebilen veya tamamen Onleyebilen maddelere antioksidan, ve bu maddelerin
aktivitelerine antioksidan savunma denir (Matés ve ark., 1999). Oksidanlarin belirli bir
diizeyin iizerine ¢ikmasi ve antioksidanlarin yetersiz kalmasi sonucunda dengenin
bozulmasi ile oksidan molekiiller organizmanin protein, lipid, karbonhidrat, niikleik
asitler ve yararli enzimlerini bozarak zararli etkilere yol agmaktadir. Bu zararli etkilerin
meydana gelmesi oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir. Canlilarin kendilerini
koruyacak antioksidan savunma mekanizmalar1 bazi durumlarda yeterli gelmez ve
eksojen antioksidanlara ihtiya¢ duyulur. Bu nedenle viicuda disardan koruyucu,
engelleyici, iyilestirici Ozelliklere sahip antioksidanlarin alinmasi gerekir (Giilsim
SinemKasapcopur Ozel, 2014). Antioksidan seviyeleri yeterli miktarda olmadiginda,
coklu doymamis yag asitleri (PAFA'lar), proteinler ve DNA dahil olmak iizere 6nemli
biyolojik molekiiller zarar gorebilir bu da canlinin sagligi, biiylimesini, gelismesini

olumsuz etkilemektedir (Surai ve ark., 2019).

Hiicreler oksidatif hasara karsi enzimatik ve non-enzimatik antioksidan sistem ve
molekiillerle korunurlar. Enzimatik antioksidanlar birincil savunma gorevi goriirken,
enzimatik olmayan savunma antioksidanlar ikincil olarak gorev alir.(El-Bahr Sabry
Mohamed, v.d.) Antioksidan savunma katalaz, SOD vb. enzimler araciligiyla olursa
enzimatik antioksidan savunma; tokoferol, askorbik asit vb. madddelerle olursa
nonenzimatik antioksidan savunma olarak tanimlanir (Giilsiim SinemKasapgopur Ozel,

2014; Valko ve ark., 2007).
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Tablo 1.1. Antioksidan savunma mekanizmalari.

ik olarak, oksijen
kullanilabilirligini azaltarak,
ROS/RNS Uretiminden sorumlu
enzimlerin faaliyetlerini azaltarak,
demir ve bakiri proteinlere bagl
tutarak yeni radikal olusumuna
katilimlarini dnleyerek serbest
radikal uretimini azaltma girigimi

Ikinci olarak, biyolojik sistemlerde
serbest radikallerin ana kaynagi
olan mitokondrinin buatunlagunun
korunmasi buylk 6nem
tasimaktadir.

Uglincl olarak, serbest
radikallerin temizlenmesi, serbest
radikallerin ve radikal olmayan
toksik Urlnlerin detoksifikasyonu
antioksidan savunma
stratejisinde dnemli
adimlardir.

Doérduncu olarak, E vitamininin
aktif formda tutulmasina yardimci
olan E vitamini geri dontsim
sistemi biyolojik antioksidan
glcuna
arttirabilir.

Besinci olarak, redoks sinyali,
transkripsiyon faktoru ve vitajen
aktivasyonu ve antioksidan ve
detoksifikasyon aktivitelerine
sahip koruyucu molekullerin ek
sentezi, anti-stres stratejisinin
ana
unsurlaridir.

Altinci olarak, hasarli molekullerin
onarimindan ve
uzaklastirimasindan hasarl
molekullerin birikkmesinin
Onlenmesinde ve proteostazin
surdurtlmesinde énemli bir rol
oynar

Apoptoz, otofaji ve son derece
hasarli hucreleri ortadan kaldirmak
ve hasarlarin diger
hlcrelere/dokulara aktariimasini
onlemek icin bunlarla

ilgilenen diger surecler
antioksidan savunma aginin
onemli unsurlaridir (Surai et al.,

ooa o

1.5.2 Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma hatti

Enzimatik antioksidan savunmasi; SOD, CAT, glutatyon rediiktaz, GTS, glutatyon
peroksidaz, tridoksin rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, peroksiredoksin ve

metiyonin siilfoksitrediiktaz gibi enzimatik aktivitesi bulunan savunma sistemidir. SOD;
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O.’yi dismiite ederken, katalaz ve peroksidazlar H>O>’yi detoksifiye ederler (Paithankar
ve ark., 2021).

Superoksit dismutaz
(SOD)

Sekil 1.4. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve dogal enzimlerle organizmanin

kendini savunmasi(Molecules-V24-117_20230912, v.d.).

Uretilen ROS seviyeleri temel olarak mitokondri ile baglantilidir. Siiperoksit radikalleri
0O2-, siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan daha az toksik olan H202'ye
dontstiiriiliir. Fe2+ varliginda, H202 molekiillerinin bazilari, ¢esitli biyomolekiillere
(proteinler, DNA ve lipitler) saldiran ve hiicre 6liimiine neden olan oldukga reaktif OH-
ROS'a indirgenebilir. Katalaz bu yolu bloke eder ve H20.'yi zararsiz su ve oksijene

ayristirarak organizmalari kurtarir (Rakotoarisoa ve ark., 2019)

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar; E vitamini, karotenoidler, polifenoller ve askorbik

asit onemli fizyolojik islevleri olan enzimatik olmayan antioksidanlardir ve viicutta
sentezlenemedikleri i¢in beslenme yoluyla saglanmalart gerekir (George ve Abraham,
2006). C ve E vitaminleri, B-karoten ile birlikte antioksidan vitaminleri olarak bilinir ve
oksidatif hasarin neden oldugu bazi hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynar

(McCall ve Frei, 1999). Glutatyon, iirik asit ve bilirubin de insan sivilarinda bulunan
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kiiciik molekiiler kiitleli antioksidanlardir (Byers ve Perry, 1992). Glisin, glutatyon ve
antioksidan olarak gorev yapan proteinlerin sentezinde yer alan ve 6zellikle bobreklerin
korunmasinda rol oynayan bir bagka enzimatik olmayan antioksidan 6nciisii amino asittir

(Vertuani ve ark., 2004).
1.5.2.1 Katalaz

Katalaz, H20.'ye adapyanitta ¢ok 6nemli bir rol oynar (Izawa ve ark., 1996). Katalaz
reaksiyonun bir sekilde glutatyon peroksidaz reaksiyonuna yardimci oldugu ileri
striilmiistiir. Bu enzimler, ROT’a kars1 ikinci savunma kademesinde bulunur (Sepasi

Tehrani ve Moosavi-Movahedi, 2018).

Normal kosullarda O2, H20'ya indirgenir. Ancak bazi elektronlar bu yoldan kagar ve
hiicreler i¢in zararli olan siiperoksit radikaline dontisiir. Bu reaktif oksijen tiirleri, topluca
siiperoksit dismutazlar olarak adlandirilan belirli bir enzim sinifi tarafindan daha az
zararl1 hidrojen peroksite doniistiiriiliir. Fe?* varliginda, H202 molekiillerinin bazilari
cesitli biyomolekiillere saldiran yliksek reaktiflige doniisebilir. Katalaz, H>O>'yi zararsiz
su ve oksijene doniistiirlir ve boylece glutatyon peroksidazlar gibi diger daha karmagik
enzimlerle birlikte organizmay:r kurtarir. Ilgingtir ki, ayni radikal iyonlastirici
radyasyonun neden oldugu dolayli hasarin da ana sorumlusudur (Sepasi Tehrani ve

Moosavi-Movahedi, 2018).
1.5.2.2. Lipit peroksidasyonu, malondialdehid (MDA)

Lipidler plazma membrani, golgi aygiti, endoplazmik retikulum gibi hiicresel birimlerin
temel bilesenleridir. Lipid ¢ift tabakalardan olusan hiicre zarlar1 hiicreyi g¢evreleyerek
yapisal biitiinliigli saglar. Doymamis yag asitleri iceren lipitlerde ¢ift baglarin varlig

membran akiskanligini arttirir.

Bir membranin akiskanligi fonksiyonlarin1 6nemli 6lgtide etkiler. Coklu doymamis yag
asidi (PUFA) ne kadar ¢ok ¢ift bag iceriyorsa, o kadar akiskan olacaktir. Ayni zamanda
bu 6zellik, molekiil i¢indeki ¢ift baglarin diizenine bagli olarak PUFA'lar1 otooksidasyona
duyarl hale getirir (Shchepinov ve ark., 2014; Demirci-gekic ve ark., 2022).

Lipid peroksidasyonu iki farkli mekanizma ile gergeklesir. Bunlar; enzimatik olmayan

peroksidasyon ve enzimatik peroksidasyondur (Desai ve ark., 2014). Lipitlerin
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enzimatik olmayan peroksidasyonu, bir radikalle veya radikal olmayan molekiillerden
radikal tlirler iireterek baglatilabilir (Desai ve ark., 2014) . Biyolojik sistemlerde bu,
Ozellikle demir ve bakir olmak iizere ¢esitli ge¢is metallerinin varliginda Fenton ve

Haber-Weis reaksiyonlari yoluyla gerceklesir (Ayalave ark., 2014).

Haber-Weiss Reaksiyonu

i BT > O,
H 2 2
3 A
HO': M(ml) M"
H*f\,i
H,0, U > "OH + H,0
Fenton Reaksiyonu

Sekil 1.5. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu. Gegis metallerinin indirgenmis formu (M
n ), Fenton reaksiyonu yoluyla hidrojen peroksit (H20.) ile reaksiyona girerek OH -
olusumuna yol acar. Siiperoksit radikali (O 2" ) de Haber-Weiss reaksiyonunda gegis
metallerinin oksitlenmis formuyla(M®)reaksiyonagirerek M niiretimine yol agabilir ve

bu da yine redoks dongiisiinii etkiler (Ayala ve ark., 2014).
1.5.2.3. indirgenmis glutatyon

Glutatyon (GSH) bir tripeptittir, y-L-glutamil-L-sisteinilglisin, tim memeli dokularinda
1-10 mM konsantrasyonlarda oksidatif strese kars1 savunma saglayan tiyoldiir. GSH ayni1
zamanda redoks sinyalinin  6nemli  bir  belirleyicisidir.  Zenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda hayati 6neme sahiptir ve hiicre proliferasyonunu, apoptozu,
bagisiklik fonksiyonunu ve fibrogenezi modiile etmektedir. Okaryotik hiicreler ii¢ ana
GSH rezervuarma sahiptir. Hiicresel GSH'nin ¢ogu (%80-85) sitozoldedir; %10-15'i
mitokondride ve kiiglik bir yiizdesi de endoplazmik retikulumdadir (Meredith ve Reed,
1982; Yuan ve Kaplowitz, 2009).

GSH'nin antioksidan islevi biiyiik 6l¢lide GSH peroksidaz (GPx) katalizli reaksiyonlarla
gergeklestirilir; bu reaksiyonlar GSH, GSSG'ye oksitlenirken hidrojen peroksit ve lipid
peroksiti azaltir (Lu, 2009). Organik peroksitler GPx ve GSH S-transferaz tarafindan da

indirgenebilir.
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1.6. Toksikolojide Kullanilan in vitro ve in vivo Yontemler

Toksikoloji zehirler bilimidir ve kimyasallarin canli organizmalar tizerindeki olumsuz
etkilerini incelemeye odaklanmaktadir. Her madde, belirli dozlarda zehir olabilse de,
toksikoloji oncelikle nispeten kii¢iik miktarlara maruz kaldiktan sonra bu olumsuz
etkilere neden olabilen maddelere odaklanmaktadir. Maddelerin toksisitesine iliskin
bilgiler; yeni bir ilacin gelistirilmesinden, c¢evresel bir Kirleticinin etkilerinin
modellenmesine kadar tiim toksikoloji uygulamalari i¢in temeldir. Ayrica, potansiyel
olarak tehlikeli maddelere maruz kalma risklerinin degerlendirilmesinde; toksisite

verilerinin kullanilmaktadir (Stine ve Brown, 2015).

Toksisite hakkinda bilgi toplamak icin ¢esitli farkli yontemler vardir. Oncelikle, bir
kimyasal yapinin gozlemlenmesi, bir kimyasalin canli bir sistemdeki davranisina iliskin
giiclli bir gosterge verebilir. Bu sayede kimyasallar, toksisitesi daha dnce gézlenmis ve
Olciilmiis olan benzer yapidaki bilesiklerle karsilastirilabilir. Kimyasal yap1 ve toksisite
arasindaki iligki; yapi-aktivite iliskisi olarak bilinir. Toksisite testleri i¢in bir baska
secenck de in vitro testlerdir. In vitro toksisite testlerine O6rnek olarak kanserojen
maddeleri belirlemek i¢in hiicre kiiltiirlerinin kullanilmas1 veya toksik maddelerin izole
edilmis, perfiize edilmis organlar (karaciger veya bobrek gibi) lizerindeki etkilerinin test
edilmesi verilebilir. Bu testler toksisite mekanizmalar1 hakkinda degerli bilgiler verebilir,
ancak yine de dogalart geregi kapsamlari siirhidir. Bir kimyasalin insan saglig
tizerindeki potansiyel etkileri hakkinda en iyi bilgiyi elde etmek i¢in, in vivo yani hayvan

testleri su anda en etkili modeldir (Stine ve Brown, 2015).
1.6.1 Toksikolojide in vitro yontemler

Toksikolojide in vitro yontemlerde temel amag, ¢esitli tehlikeli kimyasal bilesiklere karsi
insan reaksiyonunu hayvanlardan daha iyi temsil eden insan tiirevi hiicrelerin

kullaniminin, insan toksikolojik etkilerine yonelik ongoriilebilirligi artiracagidir (Fentem

ve ark., 1998).

Kimyasal ajanlarin toksisitesi, gelistirilmis olan bir¢ok in vitro sitotoksisite deneylerinden
biri ile degerlendirilebilir. En erken kabul edilen in vitro test sistemleri genotoksisite

testleridir (Spielmann ve ark., 1998).
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Sitotoksisite, c¢esitli olaylar sonucunda hiicrede belirli makromolekiillerin sentezinin
engellenmesi ve hiicrenin yapisinin zarar géormesidir. Sitotoksisite testleri, hiicrelerdeki
bu hasarin boyutunu belirleyen in vitro test yontemleridir (Riss ve Moravec, 2004). Hiicre
canliligini veya sitotoksisitesini in Vitro olarak tespit etmek igin birgok yontem
kullanilmaktadir. Hiicre canliligint 6lgmek i¢in en yaygin kullanilan sitotoksisite test
yontemlerinden biri MTT dir. Bu test yontemi, 1983 yilinda Mossman tarafindan tanitilan
kolorimetrik bir yontemdir (Ferrari ve ark., 1990; Niles ve ark., 2007). MTT reaktifi (3-
(4,5 dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir), 4 nitrojen atomuyla ¢evrili
pozitif yiiklii, mono-tetrazolyum tuzlari olusturan sar1 bir boyadir (Berridge ve ark., 2005;
Ghasemi ve ark., 2021). MTT reaktifi pozitif yiiklii oldugu i¢in hiicre zarindan gecebilir.
Boylece tetrazolyum tuzlari hiicredeki mitokondriyal dehidrogenaz enzimi tarafindan
mor renkli formazan kristallerine donustiiriiliir. Formazan kristali miktar1 canli hiicre
sayistyla dogru orantili olarak artar (Otang ve ark., 2014). Olusan kristaller uygun bir
¢oziicide (DMSO veya izopropil alkol) ¢oziildiikten sonra spektrofotometrik veya

mikroplaka okuyucu yontemiyle okuma yapilir (Milheiro ve ark., 2016; SAHIN, v.d.).
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Tablo 1.2. MTT testinin avantaj ve dezavantajlari.

Avantajlar

test
MTT
analizi hassas bir testtir.(A. O. Da Costa et
al., 1999).

MTT analizi sirasinda, formazan kristalleri

Diger in vitro sitotoksisite

yontemleriyle karsilastirildiginda

ortamin uzaklastirilmasi i¢in yikama islemi
yapilan tek islemdir. Bu da MTT analizinin
yapiskan olmayan hiicre hatlarinda
kullanim1 i¢in bir avantaj saglamaktadir

(Plumb et al., 1989).

MTT analizi, radyasyona maruz kalmadan
daha kisa siirede daha fazla numuneyi

analiz eder (Bruggisser et al., 2002; Wang

Dezavantajlar

MTT analizinin hassasiyeti hiicreye gore
farklilik gosterebilir tiirleri (Wan et al.,
1994).

MTT analizinde hiicre iginde kristaller
Clnkii  bu
bu

olusur. kristaller  suda

coziinmezler, kristaller  1iyice
¢oziilmelidir ¢linkii kuyucuklar arasinda

absorbans farkliliklan vardir.

MTT analizi, tetrazolyum boyasinin

formazana doniisim oram1  metabolik

aktivite ve mitokondri sayisina baghdir.

et al., 1996)

Danio rerio balig1 ve hiicresel modelleri toksikolojik ve ¢evresel arastirmalarda onem
kazanmistir yaygin olarak kullanilmaktadir (Eide ve ark., 2014; Sun ve ark., 2010). D.
rerio karacigerinden, 90'li yillardan beri baliklarla yapilan in vivo deneyler igin umut
verici bir alternatif model olarak kabul edilen ZFL (Zebra Balig1 Karacigeri) hiicre hatt1
(Gasch ve ark., 2016; Miranda ve ark., 1993) ve birincil hepatositler olarak da adlandirilan
birincil hepatosit kiiltiirii (Reschly ve ark., 2007) elde edilmektedir. D. rerio'nun birincil
hepatositleri gibi birincil kiiltlirler avantajli alternatiftir ¢iinkii genellikle in vivo modele

daha fazla benzerlik gosterirler (Costa ve ark., 2019).
1.6.2. Model organizma olarak zebra bahg

Model organizmalar, insan genomuna biyolojik ve genetik agidan benzerliklerinden
dolay1 segilirler. Model organizmalarin genom dizilimlerinin bilinmesi sayesinde ¢esitli

hastaliklarin fizyolojik ve biyolojik siiregleri anlasilabilir (Gasch ve ark., 2016). Zebra
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baliginin ¢alismalarda model organizma olarak kullanilmasi, George Streisinger ve
Oregon  Universitesi’'ndeki  meslektaslar1  tarafindan  Onerilmistir.  Fare  ile
karsilastirildiginda insan hastaliklarin1 modellemek i¢in zebra balig1 bir¢ok avantaja
sahiptir (Lopez-Olmeda & Sanchez-Vazquez, 2011). Zebra baligi bilimsel ¢alismalarda
onemli bir balik olup, genetik ve deneysel aragtirmalarda omurgali model organizma
olarak kullanilmaktadir. Zebra baliginin yiliksek iireme potansiyeli, yumurtalarin seffaf
olmasi, embriyo gelisiminin disi viicudunun disinda ve hizli olmasi ayrica bir¢ok insan
hastaligit ve gelisiminin takip edilebilmesi deneysel arastirmada omurgali model
organizma olarak tercih edilmektedir (Kutluyer & Aksakal, 2013). Zebra baliginda
spesifik enzim aktivitesinin ayarlanmasi farmakolojik ya da genetik stratejiler sayesinde
kolaylikla yapilabilmektedir. Bir¢ok kimyasal bilesik spesifik enzim aktivitelerinde
allosterik efektorleri kullanabilmektedir. Bagimsiz bir sekilde kontrol edilebilen miktar
ve inkiibasyon siiresi ile efektor kimyasallar tarafindan enzim aktivitesi ayarlanmasi in

Vvivo ortamlarda miimkiindiir. (Kayhan ve ark., 2018).
1.7 Amag

Diinya ¢apinda 48 milyon ¢ift ve 186 milyon kisinin infertiliteden mustarip oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle infertilitenin kapsamli bir tanisal degerlendirmesi, dnleme ve
tedavi sonuglarinda iyilesme saglamak c¢ok Onemlidir. Buna ragmen infertilitenin
gelecekte de artmasi beklenmektedir. Bu durumda diinya tizerinde iremeye yardimei ilag
kullaniminin oldukga artacagi tahmin edilmektedir. Ureme ilaglar1 insanlarda {iremeye
yardimct olmasiin yaninda bir¢ok farkli sorunu meydana getirebilecegi gibi viicuttan
uzaklastirildiklarinda diger canlilara da zarar verebilmektedir. Ureme ilaglar1 viicuttan
hidroksillenmis ve metillenmis metabolitler halinde idrar ve digki yoluyla atilir ve
kanalizasyonuna karisir. Bu ilaglar kanalizasyon aritma tesisi tarafindan tamamen
bertaraf edilemez, bu da yer alt1 suyunun yani sira yiizey suyunun da kirlenmesine yol

agar.

Gelisen diinya ile sik rastlanilan bir tireme problemi olan infertilite ile miicadelede i¢in
cok fazla iireme indiikleyici oral ajanlar kullanilmaktadir. Bu oral ajanlarin iiremeyi
indiiklerken organizma ve dokularda meydana getirebilecegi oksidatif hasar goz ardi
edilebilmektedir. Kimyasal olarak klomifen, segici strojen reseptér modiilatorii (SERM)

olarak gorev yapan non-steroidal bir trifeniletilen tiirevidir. Uygulanan dozun
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yaklasik %85°1 bir hafta i¢inde temizlenir. Karaciger yoluyla temizlenerek, digki yoluyla

atilir.

Yaptigimiz literatiir ¢alismalarinda klomifen sitrat etken maddesinin zebra balig1 tizerine
in vivo ve in vitro etkilerini arastiran calismalar bulunamamistir. Bu neden ile
calismamizda, klomifen sitrat etkisi in vivo olarak 1,47mg/L dozunda ve 48 ve 72 saat
surelerinde omurgali model organizma olan ergin zebra baligina uygulanmis ve karaciger,
beyin ve gonad dokusundaki oksidatif stres parametrelerinin arastirilmasi amaglanmistir.
Ayrica, klomifen sitrat’in in vitro olarak da farkli doz araliklarinda ZFL karaciger epitel
hiicreleri iizerine etkileri 48 ve 72. saat uygulamalar sonucunda sitotoksisite testi ile

arastirilmasi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Deneyler Sirasinda Kullamilan Materyaller
2.1.1. Deneyler sirasinda kullanilan kimyasal maddeler

Deneyler sirasinda kullanilan kimyasal malzemeler ve markalar1 Tablo 2.1.’de yer

almaktadir.
Tablo 2.1. Deneyler sirasinda kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasalin Adi Kimyasalin Markasi

Etanol Absolut Merck

Asetil Kolin Iyodiir Merck

Bradford Reaktifi Sigma

DTNB Sigma

E.D.T.A. Disodyum % 35 Multicell

Hidrojen Peroksit % 35 Merck

SodyumFosfatDihidrat (NaH2PO4.2H20) | Merck

Hidroklorik Asit Merck
Kalsiyum Klorid (CaCl2) Merck
Meta — Fosforik Asit Merck
N-Butanol (CH3(CH2)30H) Merck

Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4) Merck

Potasyum Fosfat (K2ZHPO4) Merck
Sodyum HidROTit (NaOH ) Merck
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) Merck
Sodyum Karbonat (Na2C03) Merck
Sodyum Kloriir (NaCT) Merck
Siikroz Merck
Tiobarbiturik Asit (C4H4N2028) Molychem
Trikloroasetik Asit (TCA) (CCI3COOH) | Sigma
KCl Merck
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2.1.2. Deneyler sirasinda kullanilan cihazlar

Deneyler sirasinda kullanilan cihazlarin ve markalar1 Tablo 2.2.’de yer almaktadir.

Tablo 2.2. Deney sirasinda kullanilan cihazlar

Deneyler sirasinda kullamilan cihazlar | Cihazin Markasi
Buzdolabi Profilo

Derin dondurucu ESCO

Etiiv Binder
Homojenizator Allsheng Bioprep-6

Hassas Terazi

Kern

Manyetik Kargtirict Velp Scientifica

Mikro Santrifiij Herolab- Micro Gen 16
Vorteks StuART Vortex Mixer SA8
Multimod Okuyucu Biotek — Cytation 3
Serolojik Pipet Tabancasi Thermo Fisher

Dispenser Isolab

Sogutmal1 Santrifiij Hermle Z326K

Spektrofotometre Dynamica Halo SB-10
Su Banyosu Niive
Otomatik Pipetler Rainin

2.1.3. Deneyler sirasinda kullanilan sarf malzemeler

Deneyler sirasinda kullanilan sarf malzemeler ve markalar1 Tablo 2.3.’te yer almaktadir.

Tablo 2.3. Deneyler sirasinda kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemenin Markasi

15 ve 50 ml’lik steril plastik falkon tiip CAPP

Sarf Malzemenin Adi

0,5, 1,5 ve 2 mI’lik steril/steril olmayan Isolab

santrifij tlipleri

Bistiiri ucu Galena

22



Homojenizatér cam boncuklari Sigma Aldrich

Kurutma kagidi Isolab

2.1.4. in vivo deneylerde kullanilan canhlar
2.1.4.1. Zebra bahgimn sistematikteki yeri ve biyolojisi

Zebra baliginin (Danio rerio, Hamilton, 1822) anavatanmi Gilineydogu Asya’dir ve
Sazangiller ailesine ait bir baliktir. Calismamiz Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulundan 05.2023mar protokol numarasi ile onay almaistir.
Sistematikteki yeri Tablo 2.4.’teki gibidir;

Tablo 2.4. Zebra baligi (Danio rerio, Hamilton, 1822)’nin sistematikteki yeri
Alem: Animalia
Sube: Chordata
Sinif: Actinopterygii
Takim: Cypriniformes

Aile: Cyprinidae

Cins: Danio

Tiir: Danio rerio

Zebra baligr ilk olarak 1970’li yillarda Amerikali arastirmacilart tarafindan 1slah
edilmistir (Mione ve Trede, 2010). Zebra balig1 (Danio rerio Hamilton, 1822) genetik,
sinirbilim, gelisim, fizyoloji, toksikoloji ve biyotip dahil olmak {izere bir¢ok arastirma
alaninda en Onemli model organizmalardan biri haline gelmistir ve bir¢ok insan

hastaliginin modeli olarak siklikla kullanilmaktadir(Sa ve Lo, 2011).

Bu calisma sirasinda kullanilan zebra baliklar ticari olarak satin alinmistir. Baliklarin

ortama alismasi saglandi ve 14/10 diizeninde aydinlik/karanlik ortamda tutulmasi
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saglanmistir. Deneyden once zebra baliklar1 28°C su sicakliginda tutuldu ve giinde iki
kez beslendi. Besleme i¢in ticari olarak satin alinan pul ve canli yemler kullanildi. Tankin
temizligine dikkat ederek iki glinde bir suyun yaris1 degistirildi ve akvaryumlarin dipleri

stiptiriildii.

2.2. Klomifen Sitratin in vitro ve in vivo Uygulamalar1 Sonrasi1 Yapilan Deneyler
2.2.1 in vitro deney diizenegi

2.2.1.1. Hiicre Kkiiltiirii:

Bu ¢alismada American Type Culture Collection (ATCC) sirketinden temin edilen Zebra
baligi (Danio rerio) ZFL (CRL2643) hiicre hatt1 kullanildi. ZFL (CRL 2643) hiicre hatt1
toksikolojik deneylerde siklikla tercih edilmektedir. Bu hiicreler; %50 L-15 (ATCC 30-
2008), %35 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM HG GIBCO 12100), %15
Ham's F12 (GIBCO 21700) igeren hiicre ortami iginde yetistirildi. Bu hiicre ortamina ek
olarak; 0.15 g/L sodyum bikarbonat 15 mm, HEPES, 0,01 mg/ml s1g1r insiilini, 50 ng/ml
fare EGF'si, %5 1s1yla inaktive edilmis fetal sigir serumu, %0,5 Rainbow Trout Serumu

ile desteklendi.

Hiicrelerin ekimi; 75cm? alana sahip fitreli steril flasklara yapilmistir ve ilk 24 saat flask
tabanina yapismasi i¢in CO2 inkiibatoriinde bekletilmistir. Hiicrelerin pasajlama ve
kimyasal uygulama islemleri laminar hava akima sahip olan biyogiivenlik sinif II kabin
icerisinde steril kosullarda yapildi. Pasajlama islemi i¢in 75cm?lik flask tabanmin %75-
80 oraninda kaplandiginda Tripsin EDTA Soliisyonu ile yapildi. 3ml Tripsin-Edta ile 5
dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra invert mikroskop ile hiicrelerin flask
tabanindan ayrilmasi kontrol edilerek flaskin i¢indeki hiicre slispansiyonu, hiicre besiyeri
ile 10ml’ye tamamlandi. Tamami ¢ekilen hiicre silispansiyonu 15ml kapakli tiip i¢ine

alinarak 200rpm ile 5 dakika santirifiij edildi.
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Sekil 2.1. Hiicre kiiltiirii akis semasi. (https://www.biorender.com ile yapilmustir.)

2.2.1.2 In vitro Klomifen sitrat uygulamasi

Klomifensitrat’in 10 pg/ml, Spg/ml, 2,5 pg/ml, 1,25 pg/ml, 0,625 pg/ml, 0,312 pg/ml,
0,156 pg/ml, 0,0781 pg/ml dozuna kadar seri seyretmeler ile uygulama maddesi elde
edilmistir. Seri seyreltmeler halinde elde edilen dozlar 3 tekrar halinde 96 oluklu plakaya

uygulanmistir. Deney siiresi 48 ve 72 saat olarak belirlenmistir.
2213 MTT:

MTT, tetrozolyum tuzuna dayali, yalnizca canli hiicreleri 6lgebilen ve ¢ok oluklu plaka
kullanilarak bir defada birgok sonug alinabilen, hizli ve uygun maliyetli bir hiicre canlilik
testidir. Bu canlilik testi ¢ok yonlii ve niceldir ve yaygin olarak kullanilan birkag
proliferasyon ve sitotoksisite testleri i¢in geleneksel tekniklere gore 6nemli bir ilerleme
saglamistir (Mosmann, 1983). Her olukta 10* hiicre olacak sekilde, 200ul hiicre
stispansiyonu 96 oluklu plakaya ekildi. Hiicreler 24 saat boyunca tabana yapismasi i¢in
inkiibasyona birakildi. Doz verme islemi oncesinde hiicre ortami 96 oluklu plakadan
uzaklastirilarak dPBS ile yikama yapildi. Doz verme islemi igin hiicre ortami kullanarak
hazirlanmis olan 10pg/ml stok klomifen sitrat ¢ozeltisinden Spg/ml, 2,5pg/ml,
1,25pg/ml, 0,62pg/ml, 0,31pg/ml, 0,15ng/ml, 0,07ug/ml dozlari seri seyretmeler halinde
hazirlanarak uygulanmistir. 96 oluklu plakada toplam hacim 200pul1 olacak

sekilde dozlama baslatilmistir. 48 ve 72 saatlik deney siireleri boyunca 28

inkiibasyona birakilmistir.
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Madde uygulama siiresi sonlandiginda KS uzaklastirildi, 96 oluklu plaka 50uL dPBS ile
yikandi. MTT ¢ozeltisi 1mg tartilarak S5ml dPBS iginde ¢ozdiiriilerek hazirlandi ve
0.22um por genisligi olan filtreden gegirildi. Her kuyu i¢inde MTT miktar1 toplam
hacmin yiizde on olacak sekilde 100uL hiicre ortami eklendi. 4 saat 28 ‘’de
inkiibasyona birakild:. inkiibasyon siiresi sonunda MTT-hiicre ortami karisimi 96oluklu
plakadan uzaklastirilarak 10uL DMSO eklenerek 15 dakika boyunca calkalayicida
bekletildi. Siire sonunda ELISA Multi Reader ile 570-640nm ile 6l¢timleri alindi.

2.2.2. in vivo deney diizenegi

Klomifen sitratin zebra baliklar1 iizerinde saatte %50 mortaliteye (LD50) neden olan
dozunu hesaplayabilmek i¢in 5,9 mg/L klomifen sitrat stok ¢ozeltisinden %100, %50,

%40, %35, %30, %25 olacak sekilde seyreltilmis farkli dozlar se¢ilmistir. Baliklar her
akvaryumda dort adet balik olacak sekilde ana tanktan rastgele alinmistir ve uygulama

stiresince baliklara yem verilmemistir.

LD50 degerinin belirlenmesini takiben in vivo deney diizenegi olusturulmustur. Yine ayni
sekilde bekleme tankindaki baliklar gruplara rastgele bir sekilde ve her akvaryumda 10

balik bulunmasi gozetilerek dagitilmistir.

Uygulama dozu subletal dozu olacak sekilde; 1,47 mg/L olarak belirlenmistir. Ayni
kosullar altinda iki akvaryum 48 ve 72. saat olarak belirlenmistir. Uygulama yapilmayan
akvaryumdaki baliklar kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Maruziyet siireci
basladiktan sonra baliklara yem verilmemistir. Uygulama 48. ve 72. saatte
sonlandirilmistir. Baliklarin diseksiyonu oncesi soguk sok uygulamasi yapilmustir.

Diseksiyon islemiyle baliklardan karaciger, gonad ve beyin dokular1 alinmistir.
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Sekil 2.2. Klomifen sitrat deney diizenegi

Sekil 2.3. Zebra balig1 (Danio rerio) diseksiyon islemi
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Sekil 2.4. Zebra baligi (Danio rerio) anatomisi (https://www.biorender.com ile yapilmustir.)

2.2.1.1. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Klomifen sitrata maruz birakilan zebra baliklarinda olusan oksidatif stresin
spektrofotometrik dl¢timii i¢in kullanilan hedef dokular doku pargalayici kullanilarak
homojenize edilmistir. Doku homojenatinin hazirlanisi Tablo 2.5.te gdsterilmistir.

Kullanilan doku homojenatinin pH’1 8 olacak sekilde ayarlanmaigtir.

Tablo 2.5. Doku homojenatin hazirlanisi

Kimyasal Ismi Kimyasal Miktar1
Distile su 1000 ml
Na:HPO4 356¢g

Siikroz 82,5¢g

Homojenizasyon igleminin ardindan 10000 rpm’e ayarlanmis sogutmali santrifiijjde 30
dakika +4  ’de santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant kismi
dikkatli bir sekilde farkl bir tiipe alinmis ve deneyler gerceklesene kadar - 20°C’de

saklanmistir. Doku homojenatlar1 kullanilacaklari zaman +4°C’de tutulmuslardir.
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2.2.1.2. Aebi yontemi ile dokularda katalaz aktivitesi (CAT) tayini

Aebi tarafindan agiklanan kantitatif spektrofotometrik bu yontem, hidrojen peroksit
cozeltisinin ultraviyole absorbansindaki azalmayir gdzlemleyerek katalaz tarafindan
katalize edilen hidrojen peroksitin parcalanmasini takip eder. Bu par¢alanmanin takibi,
deney ¢ozeltisinde dokunun 1dakika bekletilmesinden sonra 240 nm’de absorbansin

gozlemlenmesiyle yapilabilir (Aebi, 1974).

Deney tamponlari:

Fosfat tamponu (50 mM, pH=7,0) (a+b ¢ozeltisi):

) 0,681g KH2PO4 tartilir, dH20 ile 100 mI’ye tamamlanur.

b) 1,34 g Na2HPO4.2H>0 tartilir, dH20 ile 150 ml’ye tamamlanir.
pH 7 olacak sekilde a ve b ¢bzeltisi birbiri ile karistirilir.

Hidrojen peroksit ¢ozeltisi (H202) (30 mM) + Fosfat tamponu: 0,31 ml H20>

¢ozeltisinden alinir ve dH20 ile 100 ml’ye tamamlanir.

Hidrojen peroksit ¢ozeltisinin her deney dncesinde mutlaka taze olarak hazirlanmasi

gerektigi unutulmamalidir.

Tablo 2.6. Aebi yontemi ile dokularda katalaz aktivitesi (CAT) tayini

Doku homejenati deneyden 6nce 1/10 oraninda seyreltilmeli

Sdakika icinde calisiimalidir.

Ornek Kor
Seyreltilmis doku | 400 pl 400 pl
homejenati
Fosfat tamponu - 200 pl
H202 cozeltisi + Fosfat | 200 pl -
tamponu

Her ornek icin ayr kor hazirlanacaktir. Deneyde fosfat tamponu ve H2O2 cozeltisi +
Fosfat tamponu icerisine doku homojenati eklendikten sonra 1dakika beklenir ve daha

sonra 240nm’de kore karsi absorbansi kaydedilir.
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Elde edilen degerler U/mg protein dk. olarak
2.2.1.3. Ledwozyw yontemi ile dokularda lipid peroksidasyonu (MDA) tayini

Malondialdehit (MDA) serbest radikaller tarafindan iiretilen lipit peroksidasyonunun
Oonemli bir iirliniidiir ve hiicre zarina zarar vermektedir. Ayrica lipit metabolizmasinin
karacigerdeki yag asidi oksidasyonuyla iliskili genler ile etkilesime girerek yapisinda

bozulma yapar (Lv ve ark., 2018).

Malondialdehit ile tiyobarbiitirik asit (TBA) pembe renk ile sonuglanan bir reaksiyon
olustururlar. Bu reaksiyonun spektrofotometrik o6l¢iimii lipid peroksidasyonunun

degerlendirilmesini saglayacaktir (Ledwozyw ve ark., 1986).
Deney sirasinda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi asagida verilmistir:

e NaOH (1 M) : 40 g NaOH, toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.
e TBA tamponu (0,047 M) : 0,5 g TBA, 6 ml 1 M’lik NaOH igerisinde

cozdiiriiliir. Toplam hacim distile su ile 75 ml’ye tamamlanir.

e Triklorasetik asit (TCA) tamponu: 200 ml TCA, 50 ml HCI (%37 ‘lik)

karistirilir. Toplam hacim distile su ile 1000 ml olacak sekilde hazirlanir

e n-biitanol: Stok ¢bzeltiden kullanilir.
Iki adet tiip alinarak iizerilerine kor ve numune olarak isaretleme yapildi.

Deneyin yapilist Tablo 2.7.’de gosterilmistir.
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Tablo 2.7. Dokularda lipid peroksidasyonu tayini (MDA)

Numune Kor
Doku homojenati 0.25 ml -
Distile su - 0.25 ml
TCA 1.25 ml 1.25 ml
Vortekslenir, oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilir.
TBA 0.75ml 0.75ml

Vortekslenir daha sonra 30ddakika boyunca kaynar su banyosunda inkiibasyona

birakilir.

n-Biitanol

2 ml

2ml

Ornekler vortekslenir. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Biitanol fazi
alinip 532 nm’de kore karsi belirlenen absorbanslar kaydedilir.

Sekil 2.5. Dokularda MDA seviyesi tayini
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2.2.1.4. Bradford yontemi ile dokularda protein seviyesi tayini

ROT seviyelerini yiiksek dogruluk ve hassasiyetle dogrudan 6lgmek zordur, ¢iinkii bu
reaktif tiirler kisa Omiirlidiir ve redoks durum diizenleyicileri ile hizli bir sekilde
reaksiyona girmektedir. Bu nedenle, hiicrelerin lipidlerinde, proteinlerinde ve niikleik
asitlerinde bu reaktif tiirlerinin meydana getirdigi oksidatif hasar; ROT'un dolayl 6l¢iimii

ile incelenebilmektedir.

Bradford yontemi; Coomassie Brilliant Blue boyasi ile proteinler arasinda olusan

baglanmalardan meydana gelen ¢dzeltinin 595 nm’deki dl¢iimiidiir (Bradford, 1976).
Deney sirasinda kullanilan tamponlar:

Deneylere baslamadan 6nce protein ¢alisma standart ¢ozeltileri %20, 40, 60 ve 80 pg
albumin icerecek sekilde distile suyla seyreltilir. Seyreltmeler sirasinda %10 mg’lik

albiimin stok ¢ozeltisi kullanilir.
Coomassie Brilliant Blue (Bradford reaktifi): Stok ¢ozelti icerisinden alinir.

Deneyin yapilist: Ornekler ile ¢alisilmadan énce S1, S2, S3, S4 ve kor (K) olarak
isaretlenen tiiplerdeki Ol¢limlerle protein standart grafigi hazirlanir. Daha sonrasinda
orneklerle yapilan 6l¢iim sonuglari bu grafikteki miktara gore hesaplanir. Igerisine drnek
eklenecek tiipler 6rnek olarak, 6rnek eklenmeyecek tiipler de kor tiipler olarak isaretlenir.

Deneyin yapilist Tablo 2.8.’da gosterilmistir.

Tablo 2.8. Dokularda protein tayini

S1 S2 S3 sS4 Ornek Kor
%10’ luk 20ul 40ul 60l soul - -
Albiimin
Cozeltisi
Doku - - - - 25ul
Homojenati
Distile Su 780pul 760pul 740l 720l 775ul 800pul

Vorteks ile Karistir.

Coomassie 200ul 200pul 200pul 200ul 200ul 200pl
Brilliant Blue

Vorteks ile Karistir. Ttipler 15dakika oda sicaklifinda beklet.

Stire sonunda 595nm’de kore karsi absorbanslar spektrofotometre ile kaydedilir.

32



Sekil 2.6. Bradford yontemine gore dokularda protein seviyesi tayini
2.2.1.4. Beutler yontemi ile dokularda indirgenmis glutatyon (GSH) tayini

GSH (y- L-glutamil-L-sisteinil-glisin), tiim hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan glutamik
asit, sistein ve glisin amino asitlerinin olusturdugu suda ¢dziinebilen bir tripeptittir
(Labarrere & Kassab, 2022). GSH ayrica, zenobiyotiklerin detoksifikasyonunda hayati
onem tastyan redoks sinyalinin 6nemli bir belirleyicisidir ve hiicre gogalmasini, apoptozu,
bagisiklik fonksiyonunu ve fibrojenezi modiile eder (Lu, 2013). Ellman ayiract DTNB'nin
stilfidril gruplari iceren bilesiklerle reaksiyona girerek karisik bir disiilfid (GS-TNB) ve
2-nitro-5-tiobenzoik asit (TNB) olusturma kabiliyetine dayanmaktadir (Beutler, 1975).

Yontem spektrofotometrik olarak degerlendirilir.

Sodyum sitrat ¢ozeltisi (NazCeHs07): 10 g NasCsHsO7, bir miktar dH20 su igerisinde

¢oziiliir ve 1000 ml’ye tamamlanir.

Ellman reaktifi: 0,4 g DTNB, bir miktar NazCsHsO7 ¢ozeltisinde ¢oziiliir ve 1000 ml’ye
tamamlanir.
Proteinsizlestirme tamponu: 16,7 g metafosforik asit (HPO3), 2g EDTA-Na tuzu ve 300

g sodyum kloriir dH20’da ¢oziiliir ve tlimii karisrilarak 1000 ml’ye tamamlanir.

NazHPO4 ¢ozeltisi (0,3 M): 42,6 gram NapHPOa, dH20’da ¢oziiliir. Uzeri 1000ml’ye

kadar tamamlanir.

33



Deneyin yapilist: Iki adet tiip alinir; numune ve kor olarak isaretlenir. Deneyin yapilist

Tablo 2.9.’de gdsterilmistir.

Tablo 2.9. Beutler yontemi ile dokularda indirgenmis glutatyon (GSH) tayini

edilir

Doku homojenatt 100 pul

Proteinsizlestirme cozeltisi 150 pl
Vortekslenir

5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.
4000 rpm’de 10dakika santrifiij edilir stipernatant ayrilir.

Numune Kor
Distile su - 200 pul
Stipernatant 200 pl -
Na:HPO4 800 pl 800 ul
Ellman ayiraci 100 pl 100 pul
Vortekslenir

5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.
Spektrofotometrede 412nm’de kére karsi dl¢ctimler kaydedilir.
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3. BULGULAR

Secici Ostrojen reseptor modiilatorii (SERM) grubundan klomifen sitrat (KS) etken
maddesinin literatiir taramalarindaki dozlar1 baz alinarak yeni LC50 dozu belirlenmis ve
zebra baligina uygulanarak karaciger, beyin ve gonad dokularinda oksidatif stres
diizeylerindeki degisimler arastirilmistir. Bu tez ¢alismasinda rastgele secilen zebra
baliklart; 2,5umol klomifen sitrat ile 48 ve 72 saat boyunca muamele edilmistir.
Uygulama yapilmamis kontrol grubu ve deney gruplar1 olmak {izere toplamda 3
akvaryum kullanilmistir. Biyokimyasal olarak; katalaz, total protein, malondialdehit ve
glutatyon seviyeleri belirlenmistir. Istatistik analizler Graphpad Pad version 8.0.2 ile

One-way ANOVA ile yapilmugtir.
3.1. Bulgular
3.1.1. Biyokimyasal bulgular

Infertilite tedavilerinde olduk¢a sik kullanima rastlanilan hormon stimiilasyon
yontemlerinden olan se¢ici dstrojen modiilatorii grubunda yer alan klomifen sitrat 2,5um
olarak uygulanmig; 48 ve 72 saat boyunca yeniden uygulama yapilmamistir. Bu tez
calismasinda; ilag analizlerinde sik¢a tercih edilen zebra baligi model organizma olarak
kullanilmistir. Oksidatif stres parametrelerinde biyokimyasal agidan katalaz (CAT),
glutatyon (GSH), malondialdehid (MDA) ve total protein (TP) diizeyleri analiz edilerek

degerlendirilmistir.
3.1.1.1 Aebi yontemi ile dokularda katalaz enzim aktivitesi (CAT) tayini Tablo
3.1. Aebi yontemi ile dokularda katalaz aktivitesi (CAT) tayini bulgulari

Dokular Kontrol 48.saat 72.saat
Karaciger 0,7561%0,0189 1,222+0,0292** 1,611%0,0444**
Beyin 0,5571+0,0354 0,7766=0,0511* 0,917240,0469**
Gonad 0,6947+0,0289 0,9084+0,0213  1,602+0,176**

Karaciger dokusunda yapilan incelemelerde 48. ve 72. saatlerde yapilan klomifen sitrat
uygulamalarinin sonucunda, katalaz enzim aktivitesinde kontrole gore artis oldugu

saptanmustir (p<0,01). 48. ve 72. saatlerde yapilan klomifen sitrat uygulamalarinin
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sonucunda beyin dokusunda kontrole gore artis gézlenirken (p<0,01); 48. Saatten 72.saate
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis gdzlenmistir. Zebra balig1 gonad dokusu
incelemesinde ise 48.saatte kontrole gore anlamli olmayan bir artis saptanirken, kontrole

gore 72.saatte anlamli bir artig gézlenmistir (p<<0,01).
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Sekil 3.1. Aebi yontemi ile dokularda katalaz aktivitesi (CAT) tayini grafikleri.

(32 32

Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli sonug verenler isaretlenmistir (“*” ile isaretli,:

p<0,01; (p<0,05) **7).
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3.1.1.2. Ledwozyw yontemi ile dokularda malondialdehid (MDA) seviyesi tayini

Klomifen sitrat etken maddesinin zebra baliginda (Danio rerio) beyin, karaciger ve gonad
dokularindaki 48 ve 72 saat uygulanmalari sonrasinda lipid peroksidasyonunun
belirteclerinden olan MDA seviyesinin {lizerine etkisi belirlenerek Sekil 3.2° de

gosterilmistir. Sonuglar (£ standart hata) Tablo 3.2’de gosterilmistir.
Tablo 3.2. Ledwozyw yontemi ile dokularda MDA seviyesi tayini bulgulari

Dokular Kontrol 48.saat 72.saat

Karaciger 0,262 +£0,0026  0,752+0,0045* 0,137+0,012**
Beyin 0,0183+0,0004 0,014+0,0004** 0,016+0,00045*
Gonad 0,014+0,0006  0,0048+0,011** 0,024+0,0014**

Beyin dokusuna 48 saat ve 72 saat klomifen sitrat uygulanmasindan sonra, MDA
seviyesinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda degisimler gézlenmistir. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda klomifen sitratin 48.saat (p<<0,01) ve 72.saat (p<<0,05) uygulanmasi
sonrasinda gruplarda azalis1 istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. Karacigerde
klomifen sitratin 48.saat uygulamasinda sonrasinda MDA seviyesinin artis gosterdigi
gorilmistir (p<0,05). Ayrica karacigerde klomifen sitratin 4.saat uygulamasinda
sonrasinda MDA seviyesinin artis gosterdigi goriilmiistiir (p<0,01). Gonad dokusu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda klomifen sitratin 48.saat uygulamasinda anlamli bir
azalig varken (p<0,01), 72.saat uygulanmasi sonrasinda kontrol grubuna gdre anlamli bir

art1s oldugu saptanmistir (p<<0,01).
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Sekil 3.2. Ledwozyw yontemi ile dokularda lipid peroksidasyonu (MDA) tayini
(33 323

grafikleri. Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli sonug verenler isaretlenmistir (

ile isaretli,: p<0,01; (p<0,05) “**”).
3.1.1.3. Bradford yontemi ile dokularda protein tayini

Reaktif oksijen tiirlerini 6lgmede kullanilan yontemlerden biri dokularda total protein
tayinidir. Bu tez ¢alismasinda rastgele secilen zebra baliklart; 2,5umol klomifen sitrat ile
48 ve 72 saat boyunca muamele edilmistir. Uygulama yapilmamis kontrol grubu ve deney

gruplar1 olmak tizere toplamda 3 akvaryum kullanilmistir. Deney sonunda disekte
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edilerek, Bradford yontemine (Bradford, 1976) goére spektrofotometrik oOl¢timleri

alimustir.
Sonuglar (+ standart hata) Tablo 3.3’te gosterilmistir.
Tablo 3.3. Bradford yontemi ile dokularda protein tayini bulgulari

Dokular Kontrol 48.saat 72.saat
Karaciger 8,438 0,074 8,705+0,207 8,239+0,117
Beyin 6,335+0,2382  7,665+0,476** 7,7234+0,0476**
Gonad 8,234 £0,0529  7,932+0,0308* 8,653+0,0745%**

Klomifen sitratin karaciger uygulamayindan 48.saatinde kontrole gore anlamli olmayan
bir artis gozlenmistir. Yine karaciger dokusunun 72.saat uygulamasi da kontrole gore
anlamli olmayan bir azalis gézlenmistir. Beyin dokusunun 48. Ve 72. Saat uygulamalari
sonucunda her iki saatte de kontrol grubuna gore anlamli bir artig gézlenmistir (p<0,01).
Ancak 48 ve 72. Saat aralig1 birbiri ile karsilagtirildiginda anlamli olmayan bir azalis
gozlenmistir. Gonad dokusunun 48. Saat uygulamasinda kontrole gore anlaml1 bir azalma
(p<0,01) s6z konusuyken; 72. saat uygulamalar1 sonucunda kontrol grubuna gore anlamli
bir artig (p<0,01) gdzlenmistir. Ancak 48 ve 72. Saat aralig1 birbiri ile karsilastirildiginda

anlamli olmayan bir degisim gozlenmistir.
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Sekil 3.3. Bradford yontemi ile dokularda protein tayini grafikleri. Kontrole gére
istatistiksel olarak anlamli sonug¢ verenler isaretlenmistir (“*” ile isaretli,: p<0,01;

(p<0505) 66*,’)'
3.1.1.4. Dokularda indirgenmis glutatyon seviyesi

Klomifen sitrat maddesinin zebra baliginda (Danio rerio) karaciger, beyin ve gonad

dokularindaki 48 ve 72saatlik uygulanmalar1 sonrasinda GSH seviyesi ilizerine etkisi

belirlenerek sekil 3.4. te gosterilmistir.
Tablo 3.4. Beutler yontemine gore indirgenmis glutatyon seviyesi tayini bulgulari.

Dokular Kontrol 48.saat 72.saat
Karaciger 0,099 +£0,0046 0,163+0,0068** 0,249+0,008**
Beyin 0,126+0,0055 0,267+0,011 0,247+0,138

Gonad 0,095+0,001  0,2104+0,004** 0,004+0,002**

Karaciger dokusunda 48 ve 72 saat klomifen sitrat uygulanmasindan sonra GSH
seviyesinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda degisimler gozlenmistir. Bulgular
kontrol grubuna gore karsilastirildiginda klomifen sitratin 48 ve 72 saat uygulanmasi
sonrasinda anlamli bir sekilde GSH seviyesinde artis oldugu tespit edilmistir (p<<0,01).
Beyin dokusuna uygulanan klomifen sitrat etken maddesinin 48 ve 72. Saat sonuglarinda

GSH seviyelerinde degisimler gdzlemlenmis olsa da kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda anlamli bir sonug¢ elde edilememistir. Gonad dokusunda 48 saat
uygulamasi yapilmis klomifen sitrat maddesi artisa (p<0,01) sebep olmustur. Gonad
dokusunda 72 saat uygulamasi yapilmis klomifen sitrat maddesi GSH seviyesinde artisa

sebep olmustur (p<0,01) ancak artis 48. saate gére daha azdir.
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Sekil 3.4. Beutler yontemi ile dokularda indirgenmis glutatyon (GSH) tayini grafikleri.

ik

Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli sonug verenler isaretlenmistir (“*” ile isaretli,:

p<0,01; (p<0,05) **7).
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3.1.2 In vitro sitotoksisite bulgular

ZFL CRL-2643 hiicre proliferasyonunun degerlendirmesinde; klomifen sitrat maddesinin
48 ve 72 saatlik uygulamasinda Tek yonlii ANOVA ile gruplar arasinda anlamli fark
bulundu [F= 119.382 p< 0,001]. Post Hoc yapilan Tukey testi sayesinde, Klomifen
sitrat’mn 10 ug/ml dozundan seri seyreltmeler halinde elde edilen 0,07 pg/ml doza kadar
tim gruplarda doz miktarinin azalmasma bagli olarak hiicre sayisi anlamli olarak
artmistir. 48. ve 72. saat Ol¢limleri karsilastirildiginda hiicre canlilifinda doza baglh

anlamli bir azalma meydana gelmistir. Kontrol grubuna goére 10 pg/ml grubu hiicre

canliligin1 % 96 oraninda anlamli olarak (p<0,001) azaltmistir.

Tablo 3.5. MTT testi bulgulari.

Konsantrasyon 48. Saat 72. Saat
10 pg/ml 3,5108365+5,035%* 2,2413883+3,549*
5 pug/ml 6,6784348+5,035% 5,1970533+3,549%
2,5 pg/ml 23,9261548+4,625* 10,9698347+3,26*
1,25 pg/ml 27,2629205+5,035%* 16,6502956+3,549*
0,625 pg/ml 44,5719329+5,035%* 30,4433627+3,549*

0,3125 pg/ml

52,0251054+5,035*

34,8152793+3,549*

0,1562 pg/ml

59,1350397+5,035*

64,8645427+3,549*

0,0781 pg/ml

70,1824066+4,625*

85,7389235+3,260*
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4. TARTISMA

Infertilite, diinya ¢apinda iireme ¢agindaki milyonlarca insan1 ve aileleri etkilemektedir
(Zegers-Hochschild ve ark., 2017). Insanlarda infertilite tedavisinde en sik kullanilan
ilaglar hormonal olmayanlardir. Klomifen sitrat yaygin olarak kullanilan sentetik yapida
ostrojenlerdir. Ureme ilaglari, insanlar yararlarmin disinda birgok farkli canliyi
etkilemektedir. Ureme ilaglar1 atik olarak yiizey suyunun yani sira yeralt1 suyunun da
kirlenmesine yol agar. Yiizey suyu ayrica baliklarin ve ¢iftlik hayvanlarinin digkilarindan
gelen bu tiir ilaglarla kirlenir (Kjaer ve ark., 2007). Bunlara ek olarak, bu ilaglarin baliklar
tizerindeki olumsuz etkileri arasinda erkek baliklarin cinsiyet degistirmesi yer almaktadir
( Tyler ve ark., 2005; D. D. M. Costa ve ark., 2010; Rankouhi ve ark., 2004). Bu veriler,
bu ilaclardan kaynaklanan bu goériinmez kirliligin etkisinin bilimsel olarak tasarlanmis
analitik ve biyolojik ¢alismalar yoluyla degerlendirilmesi icin ciddi bir ihtiya¢ oldugunu

ileri siirmektedir (Kaur ve ark., 2021).

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidan, bu olaya
da antioksidan savunma denir (Matés ve ark., 1999). Antioksidanlar yetersiz olup, denge
bozulur ise oksidan molekiiller yap1 elemanlar1 olan karbonhidrat, protein, lipid, niikleik
asitler ve yararli enzimlerin yapisin1 bozarak olumsuz sonuglara yol agmaktadirlar. Bu
olumsuzluklarin biitiinii oksidatif stres olarak nitelendirilir (Giilsiim SinemKasapgopur

Ozel, 2014).

Literatiirde, tedavilerde sik tercih edilen secici Gstrojen reseptdr modiilator grubuna dahil
maddeler ve bu maddelerin oksidatif stres ile iligkisini gosteren ¢caligmalar incelendiginde
cesitli sonuglarin elde edildigi goriilmiistiir. 2023 yilinda Oluwadare ve arkadaslari
klomifen sitrat ve karvediyol ile tedavi edilen sigcanlarin, tekli tedavi gruplarina kiyasla
onemli bir antioksidatif aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. (Oluwadare ve ark.,
2023). 2021 yilinda Azouz ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada kirk sekiz disi sican
rastgele sekiz bireyden olusan alti gruba ayrilmistir. Olusturulan deney gruplarindan
birine oviilasyon indiiksiyon ilaci olarak 1 mg/kg dozunda %0,5 karboksilmetil i¢inde
¢Ozdiiriilmiis klomifen sitrat verilmis ve ovaryum dokusunda MDA seviyeleri kontrole
gore anlami olarak artmistir. Ovaryum dokusunun GSH seviyeleri kontrole gore

azalmistir. Hepatik doku incelendiginde MDA seviyesi kontrole
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gore anlamli degisim gbézlenmemistir (Azouz ve ark., 2021). Su anda MDA, SOD ve
GSH-Px, viicudun oksidatif stres tepkisini degerlendirmek i¢in ana gostergelerdir. Bu ii¢
gosterge arasinda MDA, oksidatif stres cevabini degerlendirmek icin biyokimyasal bir
belirte¢ olmasinin yani sira lipid peroksidasyon hasarinin da 6nemli bir iirliniidiir; ve daha
yiilksek MDA seviyeleri, daha giiclii oksidatif stres tepkilerini gosterir (Y. Zhang ve ark.,
2023). 2019 yilinda Wahab ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada yirmi erkek
Wistar siganina 35 giinliik klomifen sitrat uygulanmis ve sonrasinda yapilan testlerde
gonad dokusunda MDA ve katalaz enzim aktivitesi seviyelerinde kontrole gore anlaml

olmayan azalma goriilmiistiir (Wahab ve ark., 2019).

Klomifen sitrat, maymun (Marut ve Hodgen, 1982) yumurtaliklarinda estradiol 178
seviyesini azaltan graniiloza hiicre apoptozunu indiikler. Klomifen sitrat ile indiiklenen

hipoostrojenik kosullar ROS olusumunu indiikleyebilir (Chaube ve ark., 2014, 2017)

2015 yilinda Akomolafe ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada Tetracarpidium
conophorum ekstratt ve klomifen sitrat maddesi yetiskin erkek siganlara ekstrakt ve
dogurganlik ilaci ile tedavi edilen gruplarla karsilastirildiginda, serum fizyolojik tedavi
edilen grupta (kontrol), CAT diizeyinde azalma gozlendi. Ekstrakt ve klomifen sitrat
uygulanmis siganlarda testis dokusu ve yardimci tireme bezlerinde MDA seviyeleri
kontrole kiyasla anlamli olarak azalmistir. Tedavi edilmeyen sicanlardaki bu azalma,
kismen enzimatik proteinlerin asir1t ROS ftretimi ile oksidatif modifikasyonuna baglh
olabilir veya reaktif oksijen saldirilarina kronik maruz kalma nedeniyle sentez
hizlarindaki azalmadan kaynaklanabilir (Sivarajve ark., 2011; Akomolafe ve ark., 2015).
Ekstrakt ve fertilite ilaciyla tedavi edilen gruplarda antioksidan enzimlerin durumunda
gozlenen artis, ekstrakt ve fertilite ilacinin kodlayan genin promotér bdlgesindeki
giiclendirici bolgedeki antioksidan tepki elementleri iizerinde etkili olan antioksidan
enzim sentezinin artmasindan kaynaklaniyor olabilir (Ayoola ve ark., 2011). 2011 yilinda
stiperovulasyon indiiksiyon protokolii uygulanmis ratlarda yumurtaliktaki hidrojen
peroksit konsantrasyonu kontrol grubuna kiyasla énemli 6lgiide artirmistir. Ote yandan
bu ¢alismada melatonin ve klomifen sitratin birlikte uygulanmasi yumurtalikta hidrojen
peroksit olusumunu arttirmistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 klomifen sitratin ovaryumdaki
katalaz aktivitesini azaltarak hidrojen peroksit konsantrasyonunu artirdigini ortaya
koymaktadir (Tripathi ve ark., 2011). Bizim ¢alismamizin aksine; klomifen sitrat

uygulanmis ratlarda katalaz aktivitesinde maksimum azalma
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gozlenmistir. Klomifen sitrat, ile daha onceki yapilmis ¢alismalarda; kanser hiicrelerinde
reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimine ve apoptoza (Hayon ve ark., 1999), oositlerin
mayotik olgunlagmasi sirasinda bozulmalara (London ve ark., 2000), graniiloza

hiicrelerinde ve oositlerde apoptoza neden olmustur(Chaube ve ark., 2005).

Al-amoudi tarafindan 2016 yilinda yapilan bir ¢aligmada 50 ve 100 mg/kg klomid verilen
hayvanlarin total protein seviyelerinde Oonemli bir diisiis goriilmiistiir. Total protein
konsantrasyonlari i¢in ortalama degerler kontrol, 50 mg/kg ve 100 mg/kg viicut agirlig
gruplart icin sirasiyla 71,2 + 2.5, 60,8 = 1,5 ve 54,6 £ 2,9 olarak bulunmustur
(Al-amoudi, 2016).

Bir ¢ok arastirmaci bu ilacin farkli iyi yanlarini belirtmis olmasina ragmen (Ghanem ve
ark., 2010; Willets ve ark., 2013) hastalar igin testis timdrleri, jinekomasti, cilt alerjik
reaksiyonlar1 ve okiiler ssmptomlar gibi birgok yan etkisi bulunmaktadir (Khazaei ve ark.,
2020; Momenimovahed ve ark., 2019) ZFL hiicrelerine 10pug/ml stok klomifen sitrat
cozeltisinden Spg/ml, 2,5pg/ml, 1,25pg/ml, 0,62pg/ml, 0,31pg/ml, 0,15pg/ml, 0,07pg/ml
doz uygulamalari; farkli hiicre hatlarinda yapilan c¢aligmalarda oldugu gibi bizim
calismamizda da canli hiicre sayisini anlamli olarak azalttig1r gozlenmistir ve hiicrelere

sitotoksik etkili oldugu belirlenmistir.

Klomifen sitrat, fare embriyo kiiltiiriine uygulandiginda; blastosist asamasina ulasan
embriyolarin yiizdesi, azalan klomifen sitrat konsantrasyonlarinda %75, artan klomifen
sitrat konsantrasyonunda ise %0 olarak goriilmiistiir. Ayn1 ¢caligmada; embriyo gelisimi
tizerinde 6nemli olumsuz etkilerin kaydedildigi en diisiik klomifen sitrat konsantrasyonu
10 ug/ml idi. Bu konsantrasyonda dollenme oraninda %25 azalma, zamaninda blastosist
olusumunda %33 azalma ve embriyo dejenerasyon hizinda %36 artis olmustur (Schmidt
ve ark., 1985). Klomifen sitratin farkli bir hiicre hatti olan MCF-7 hiicreleri iizerindeki
etkisi; iki giinliik tedaviden sonra énemli Olglide azaldi. Klomifen sitratin mikromolar
konsantrasyonlarda hem ER-pozitif (MCF-7) hem de ER negatif (BT20) meme kanseri
hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir (Elloumi-Mseddi ve ark., 2015) HelLa
ve MDA-MB-231 hiicrelerinde KS'nin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisini ele almak i¢in
yapilan MTT deneyleri sonucunda hiicrelerin biiyiimesini doza ve zamana bagl bir

sekilde inhibe ettigi ortaya konmustur (Li ve ark., 2019).
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Yapilan bir caligmada klomifenin, reseptore baglanma sonrasinda hiicreye viral girisi
baskilayarak SARS-CoV-2 ve varyantlarinin enfeksiyonunu in vitro inhibe ettigini ileri

stirmiigleridir (Zu ve ark., 2021).

Ote yandan F. Costa ve arkakaslari, 2012 yilinda klomifen sitratin, periferik kan
mononiikleer hiicre sitotoksisitesi iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in deney
yapmustir. Genel olarak, 10 ve 20 pmol/l konsantrasyonlarinda klomifen sitrat tedavileri,
klomifen sitrat tarafindan hiicre canlilig1 tizerinde olumlu bir etki gosteren mitokondriyal

fonksiyonda bir artiga neden olmustur (F. Costa ve ark., 2012).

Calismamizda zebra baligina 48 saat ve 72 saat boyunca literatiir incelemesi sonucunda
belirlenen LD50 dozu ile 1,47mg/L klomifen sitrat dozu uygulandiktan sonra karaciger
dokusunda; CAT, MDA, GSH aktiviteleri istatistiksel agidan kontrol grubuna kiyasla
anlamli olarak atmistir (p<0,05, p<0,01). Deney gruplarinin TP seviyesinin kontrol grubu
ile karsilagtirilmasi sonucunda belirli diizeyde artis gézlenmis ancak istatiksel agidan
anlamli bulunmamistir (p>0,05). GSH seviyesinde goriilen az miktardaki artig, lipid
peroksidasyonuna karsi, enzimatik olmayan bir antioksidan savunma olusturabilecegini
gostermektedir. Beyin dokusu iizerine olan etkiyi gorebilmek icin, zebra baliklarina 48
saat ve 72 saat klomifen sitrat dozu uygulanmasi sonucunda; CAT ve TP seviyelerinde
anlamli bir artis gozlenirken (p<0,01, p<0,05), MDA seviyelerinde istatistiksel olarak
anlaml bir azalma tespit edilmistir (p<<0,05). Beyin dokusunun 48. ve

72. saat sonuglar1 incelendiginde GSH diizeyleri kontrole kiyasla artmis ancak istatiksel
acidan anlamli bulunmamistir. Elde edilen sonuglara gore bir degerlendirme yapildiginda,
MDA seviyesinde goriilen azalma lipid peroksidasyon siirecini baskiladigin
diisiindiirmektedir. Katalaz enzim aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla artis gostermesi,
oksidatif stresin engellendigini diisiindiirmektedir. Gonad dokusuna 48 ve 72 saat
klomifen sitrat dozu uygulanmasi sonucunda zamana bagli olarak sonuglarda degisim
meydana geldigi gozlenmistir. Gonad dokusunda MDA ve TP seviyeleri incelendiginde
48. saat verileri anlamli olarak azalirken (p<0,01, p<0,05), 72. saat verileri anlaml1 olarak
artmistir (p<0,01, p<0,05). Bu da bize gonad dokusunun zamana bagl olarak klomifen

sitrat maddesine duyarli oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismamizda klomifen sitratin hiicresel diizeyde olusturabilecegi sitotoksisite durumunu

belirleyebilmek icin MTT testi uygulanmistir. Arastirmamizda MTT testi

a7


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-viability

sonucunda negatif kontrole kiyasla 48. ve 72. saat ve tiim klomifen sitrat dozlarinda (10
pg/ml, Spg/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 pg/ml, 0,625 pg/ml, 0,312 pg/ml, 0,156 pg/ml, 0,0781
pg/ml) maksimum dozdan minimum doza kadar seyreltme verileri incelendiginde %

hiicre canliligindaki artsin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,01,
p<0,05).
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5. SONUC

Ureme yardimei ilaglar giiniimiizde olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Ureme
sorunlariin bir nedeni oksidatif stres olmakla birlikte bu tez calismamizda {lireme

yardimci ilaglarin organizmaya yaptig1 oksidatif hasari inceledik.

Bu tez calismasinda oksidatif stres parametreleri ¢esitli yontemler ile analiz edilmistir.
Calismada, siklikla tercih edilen segici Ostrojen reseptor modiilatér ilaglarin etken
maddelerinden olan klomifen literatiir taramasi ve yapilan LD50 dozuyla karar verilmis
1,47mg/L. dozu 48 ve 72 saat omurgali model organizma olan zebra baligina
uygulanmasinin ardindan, baligin beyin ve karaciger ve gonad dokularinda oksidatif stres
parametreleri biyokimyasal yontemlerle degerlendirilmistir. Literatiirde, klinikte sik
tercih edilen segici Ostrojen reseptor modiilator grubuna dahil maddeler ve bu maddelerin
oksidatif stres ile iliskisini gosteren ¢aligmalar incelendiginde gesitli sonuglarin elde

edildigi gézlenmektedir.

e Katalaz enzim aktivitesi, karaciger dokusunda hem 48. saatte hemde 72.saate,
beyin dokusunda yalnizca 48. saatte ve gonad dokusunda ise 72. saatte kontrole
gore anlamli olarak artmis ve bu artis bize ilacla muamele edilmis olan dokularda
meydana gelmis olan bir hasar1 gdstermektedir.

e MDA seviyelerinin, karaciger dokusunda 48. ve 72. saatte anlamli olarak artmis
olmasi lipit peroksidasyonun artmis oldugunun bir gostergesidir. Lipit
peroksidasyonun artmasi oksidatif stres nedeniyle toksik yan {iriin meydana
geldigini gostermektedir. Ayrica beyin dokusunda 48. ve 72. saatte; gonad
dokusunda yalniz 48. saatte meydana gelen MDA seviyerindeki azalma lipit
metabolizmasinda yine oksidatif hasardan dolayr meydana gelmis bir aksama
olabilecegini diislindliirmiistiir.

e Total protein seviyeleri beyin dokusunda her iki deney grubunda da anlamli olarak
artis gostermistir. Bu artis1 diger testlerle belirlenmis olan oksidatif hasarin bir
sonucu olabilecegini diisiindiirmektedir.

e GSH seviyeleri karaciger dokusunda hem 48. hemde 72. saate anlamli olarak
artmaktadir. Gonad dokusunda ise 48. saatte anlaml1 olarak artig belirlenmistir.

Bu durum antioksidan savunma sisteminin devreye girdigini gostermektedir.
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ZFL hiicre hattinda klomifen sitratin meydana getirebilecegi hasari incelemek i¢cin MTT

testi uygulanmaigtir.

e (alisma sonucunda; MTT testi, sonucunda 48 ve 72 saatlik uygulamalarda ve tiim
klomifen sitrat dozlar1 negatif kontrolle karsilastirildiginda hiicre canliliginm
azalttig1 gozlenmistir.

e Hiicrelerin ikiye katlanma siiresi géz oniine alindiginda, 48 saat klomifen sitrat
uygulamalarindan hiicrenin 72 saat uygulamasina gore daha az etkilendigi
gozlenmistir. Bu durum uzun siireli maruziyetlerin hiicre hattina ve organizmaya

daha fazla zarar verebilecegini diisiindiirmektedir.

Bu calisgmanin sonucunda Klomifen Sitrat’in zebra baligi karaciger, beyin ve gonad
dokularinda az da olsa oksidatif stres etkiye neden oldugu belirlenmistir. KS etken
maddesi ile gelecekte gerceklestirilecek calismalarin, kronik, molekiiler ve histolojik
etkilerinin arastirilmasi 6nerilmektedir. Bu ¢alismanin gelecekte yapilacak olan infertilite

tedavisine yonelik arastirmalara kaynak olabilecegi diistintilmektedir.
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