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1. GIRIS ve AMAG

GUnumuzde dinya niUfusunun hizla artigina karsin cesitli
nedenlerden dolayi tarim alanlarinin azalmasi basta besin ihtiyaci olmak
lizere bazi sorunlari da beraberinde getirmistir. Ureticiler bu ihtiyaglari
karsilamak Uzere hizla azalan tarim arazilerinin birim alanindan daha fazla
verim elde edebilmek ve alinan Grindn kalitesini arttirmak amaciyla uzun

yillardan beri gesitli kimyasal maddeler kullanmaktadirlar.

Bu maddelerden bazilari endokrin sistem Uzerine etkileri olan
dogal veya sentetik kimyasallardir. Endokrin sistem Uzerine kotu etkileri
olan bu kimyasallar endokrin bozucular (EB) olarak adlandinimaktadir. EB,
etkilerini ilgili hormon reseptorlerine baglanarak, hicre sinyal yolaklarini,
santral sinir sistemini, ndéroendokrin sistemini dogrudan etkileyerek,
hormon sentezini baskilayarak ya da ilgili organ Uzerine toksik etki

yaparak gosterirler.

EB’ ler, pestisitler ve Bitki Blyime Duzenleyicileri olmak

Uzere iki ana basglikta toplanabilir.

Pestisitler; Dbitkilere zarar veren hastalik etmenlerini,
zararhlari ve yabanci otlann yok eden kimyasal bilesikler olup
kullanimlarinin artmasi ¢evre Uzerine ve insan saghgina zararli etkilerini
de beraberinde getirmektedir. Ozellikle pestisitlerin mutajenik, karsinojenik
ve teratojenik etkilere sahip oldugu yapilan c¢alismalarda belirtilmistir.
Bununla beraber, yogun ve bilingsiz pestisit kullaniminin sonucunda
gidalarda, toprak, su ve havada kullanilan pestisitin kendisi ya da
doénusum drdnleri kalabilmektedir. Hedef olmayan diger organizmalar ve

insanlar Uzerinde olumsuz etkileri gorulmektedir.



BBD dogal olarak bitkilerden sentezlenen, buyime ve buna
bagli diger fizyolojik olaylari kontrol eden, meydana geldigi yerden bitkinin
diger kisimlarina tasinarak oralarda da etkin olabilen, c¢ok az
yogunluklarda dahi etkisini gosterebilen organik maddelerdir. Dinyada bu
gun bitki buylme duzenleyicileri olarak bilinen bu maddelerin sentetik
olarak hazirlanmis ¢ok fazla sayida preparati bulunmaktadir. Ancak
ulkemizde BBDH'’ler yaygin bir sekilde ve bilingsiz olarak kullaniimaktadir.
Uretici ne kadar yliksek doz kullanir ve ne kadar gok sayida uygulama
yaparsa o kadar iyi sonu¢ alacagi inancindadir. Dolayisiyla insan sagligi

agisindan toksik etkilerinin olabilecegi g6z ardi edilmemelidir.

BBDH'ler icinde, fenoksi ailesi uyesi olan 4-CPA( 4-
Klorofenoksi Asetik Asit ) en sik kullanilan oksindir. Ulkemizde 4- CPA,
Tarim ve Koy isleri Bakanligr' nin izniyle ¢ézellikle domates Uretiminde
yaygin olarak kullaniimaktadir 4-CPA ile ilgili ¢esitli toksisite calismalari
bulunmaktadir.

Gunumuzde pek ¢ok patolojik olayda serbest radikallerin rol
oynadidini gosteren calismalar bulunmaktadir. Pestisitlerin neden oldugu
toksisitede yer alan mekanizmalardan birisinin de lipid peroksidasyonu
oldugu bildirilmistir.

Yapilan bir arastirmada yeni ergen siganlara verilen 4-
CPA'nin doza bagl olarak MDA ve NOx dlzeylerinde artis, GSH

diizeylerinde ise azalmaya neden oldugu gdsterilmistir'>"

Literatirde 4-CPA ile oksidan olaylar arasindaki iliskiyi
gOsteren yeterli sayida arastirmaya rastlanmamistir.  Yasamin
baglangicindan itibaren 4-CPA’ya maruz kalanlarda oksidan olaylarin
organizmada daha yikici etkilerinin olmasi beklenebilir.



Bu bilgiler dogrultusunda galigmamizda dogumdan hemen
sonra ve puberte doneminde 4-CPA’'ya maruz kalan siganlarin karaciger

dokusundaki oksidan ve antioksidan olaylarin incelenmesi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. ENDOKRIN BOZUCULAR

EB; saglikh bir organizmada veya onun gelecekteki neslinde
endokrin sistemin g¢alismasini degistirerek, saglik sorunlarina neden olan

disardan alinan madde veya madde karigimlardir.

Bunlar uzun sure iginde once gevrede birikirler, sonra su,
hava, gida kaynaklari, calisma alanlari ve ev ortaminda kullanilan esyalar

araciligi ile insan vicuduna alinirlar.

EB’ nin etkileri; endokrin bozucu ie kargilasma yasina,
suresine, miktarina, tek veya karisim madde ile karsilasma durumuna
gore degisebilmektedir. Kimyasal maddelerin ne kadar fazla olursa, ortaya
¢ikan bozukluklarin derecesi de o kadar agir oimaktadir. Ornegin gebelik
doneminde karsilagilan EB’ ler; dogum agirhgini, boyunu ve endokrin
bezlerin c¢aligsmasiyla ilgili esik degerleri degistirebilmektedir. Bu
kimyasallarin ¢odu plasenta da etkisiz hale getirlemezler. EB’ lerin
plasenta araciligi ile anneden fetluse, sut araciligi ile anneden bebege
gectigi gdsterilmistir '%°.



2.1.1. Endokrin Bozucularin Etki Mekanizmalari

Endokrin  bozucular; hormonun yapimini, tasinmasini,
yikimini ve atimini degistirebildikleri gibi, hedef hucredeki etkilerini de
degistirebilmektedirler. Klinikte ortaya ¢ikan bulgular, tum etkilerin
toplamina goére gergeklesmektedir. Endokrin bozucularin baslica etki
mekanizmalari sunlardir:

1. Hormonlarin yapimi tzerine arttirici veya azaltici etki

2. Hormonlarin tasinmasi Uzerine arttirici veya azaltici etki

3. Hormonlarin metabolizmasi Uzerine arttirici veya azaltici etki
4. Hormonlarin atihmi Gzerine arttirici veya azaltici etki

5. Hormonlarin hedef hiicredeki etkisine benzer veya ters etki

EB’ ler, endokrin sistem Uzerine etkilerini daha ¢cok hormon
benzeri Ozellikleri sayesinde agonisit ya da antagonist yolla gdsterirler.
Dolayisiyla ergenlikte Ostrojenik, antiostrojenik, androjenik, antiandrojenik
veya dogrudan GnRH sistemi Uzerine olan etkileri goriliir. Ostrojenik
etkilerini Ostrojen reseptorlerine direkt olarak baglanarak, aromataz
aktivitesini arttirarak, Ostrojene olan duyarhligi arttirarak ya da GnRH
sistemi Uzerinden dolayl olarak endojen Ostrojen uretimini arttirmak yollari

ile gdsterebilirler. Bunlar sonugta erken ergenlige yol agabilirler " 8197,

Antiéstrojenik ve androjenik etkilerin aracisi daha ¢ok
aromataz enzim aktivitesinin inhibisyonu ve steroidojenik enzim Gretimidir.
Antiandrojenik etkilerin ortaya c¢ikisinda ise testikuler steroidogenezisi
baskilamalari ve androjen reseptorlerini bloke etmeleri rol oynar. Sonugta
EB’ ler, etki sekline gore erken ergenlik, gecikmis ergenlik, cinsel

farklilasma bozukluklari olusturabilirler 78817,



Tablo1: Endokrin Bozucular **'

Fitoostrojenler

Daidezein, Geniestein, Formononetin, Biokanin-A,
Prunetin, Pratensein, Glisetein, Ekuol,
Desmetilangolestin, Enterolakton, Enterodiol,

Matairesinol, Zearalanon

Organohalojenler

Dioksinler, Furanlar, Poliklorinebifeniller,

Hekzaklorobenzen, Pentaklrofenon

BBDH ( 2-4-diklorofenoksi asetik asit [2,4-D], 4-CPA,

Pestisitler 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. Endokrin Bozucularin Siniflandiriimasi
EB’ ler iki grup altinda ele alinmaktadirlar;
a)Dogal endokrin bozucular (DEB)

b)Sentetik endokrin bozucular (SEB)

2.1.2.1.Dogal Endokrin Bozucular

Bunlar, cinsiyet gelisiminden sorumlu Ostrojen, testosteron
gibi dogal hormon yapisindaki maddelerdir. Dogal hormon yapisinda
olduklarindan; kolayca yikilir, depolanmazlar. Soya fasulyesi, yonca filizi
gibi bitkiler; fitoOstrojen denilen dogal 6strojen icermektedirler ve vicutta
dogal Ostrojen gibi etki etmektedirler. Bu gruptan en iyi bilineni
fitodstrojenlerdir. Fakat vlcutta Uretilen Ostrojene goére oldukga zayif
etkilidirler. Fitodstrojenler ancak yogun ve bol miktarda alindiklarinda
ostrojeniktirler, dusuk konsantrasyonlarda ise antiostrojenik etki

gosterirler'®” 115145,

Fitodstrojenlerin,  6zellikle  izoflavonlarin,  antioksidan
Ozellikleri in vitro ve in vivo calismalarla goOsterilmigtir. Bunlar, serbest
radikalleri dogrudan veya antioksidan-supuricu enzimleri etkileyerek,
oksidatif DNA hasarini  Onleyebilirler. Calismalar, diyetle alinan
izoflavonlarin Low Density Lipoprotein’lerin (LDL) oksidasyonuna karsi

direnci arttirdigini géstermektedir '?°.

Toda ve Shirataki'nin yaptiklari bir arastirmada, reaktif
oksijen tdrlerinin neden oldugu lipid peroksidasyonuna dort farkl
fitodstrojenin etkileri incelenmis ve izoflavonlarin kimyasal yapilar ile

antioksidan aktiviteleri arasinda iliski gdsterilmistir "*2°.



Tablo 2: Endokrin bozucularin etki sekline gore siniflandiriimasi’?’.

Etki Tird
Diklorodifeniltrikloretan (DDT) ve metabolitleri,
Ostrojenik Metoksiklor,Metopren, Fitoostrojenler (yuksek
konsantrasyonda),Poliklorine bifeniller(PCBs)
Bisfenol A, Endosulfan, Dioksinler
Antiostrojenik Fitodstrojenler (dusuk konsantrasyonda)
Androjenik Testosteron, Trembolen asetat
Antiandrojenik Fitalatlar, Diklorodifenildikloroetilen
(DDE),Vincozolin

2.1.2.1.1. Fitodstrojenlerin Siniflandiriimasi ve Yapilari >

Fitodstrojenler kimyasal yapilarina goére izoflavonlar,
izoflavanlar, flavanonlar, kalkonlar, lignanlar, kumestanlar, makrolitler,
stilbenler ve steroller olarak siniflandirilir. Yapida temel olarak bulunan
fenolik grup Ostrojen agonisti veya antagonisti 6zelliklerini gostermede
onemli rol oynar. Kimyasal olarak ¢ok cesitlilik gosteren fitoostrojenler,

bitkilerde fenilpropan ve basit fenollerden sentezlenmektedir.

izoflavon ve Kumestanlar bitkide kendiliginden sentez
edildikleri igin, bazen intrinsik Ostrojen bilesenleri olarak da kabul
edilmektedirler. Makrolit yapisinda olan rezorsiklik asit laktonlar tahil
artnlerine bulasan kufler tarafindan Uretildikleri igcin mikoostrojenler olarak

tanimlanir.




Etkisi nedeniyle Uzerinde en c¢ok calisilan fitoOstrojenler
izoflavonlardir. Digerleriyle yapilan calisma sayisi ¢cok azdir. izoflavonlar
bitkilerde dort temel yapida bulunabilir; aglikon, glikozit, malonil glikozit
veya asetil glikozit yapi. Aglikon vyapilar daidzein (7,4'—dihidroksi
izoflavon), genistein (5,7,4’-trihidroksi izoflavon) ve glisitein (7,4’—dihidroksi
6-metoksi izoflavon) gibi konjuge olmamis yapidadir. 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.

izoflavonlar bitkilerde dogal olarak sekerlerle konjuge yaplilar
halinde, yani glikozit halde bulunurlar. 6’-O-asetilglukozit ve 6-O-
malonilglukozit yapilar ise, aglikona baglanan seker molekulu diginda,
asetil veya malonil molekulu igerirler. Aglikon yaplilar ise konjuge olmamis

yapilardir.

Bitkilerden izole edilen izoflavonlarin bir gogunun ostrojenik
etkisi olmadigi, etkili olanlarin da &strojenik etkilerinin ayni olmadigi
saptanmistir. Ornegin genistein en gliclii dstrojenik etkiyi gdsterirken, soya
izoflavonlarinin % 5-10’unu olusturan glisitein diger izoflavonlardan ¢ok

daha zayif 6strojenik 6zellige sahiptir.

Kumestanlar yapisal olarak izoflavonlara benzerler. Bir gogu
Wong tarafindan listelenen kumestanlar igcinde en &6nemli Ostrojenik
aktiviteye sahip olan bilesikler 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 bilegigi,
enterolakton ve enterodiolii vermektedirler. izoflavonlar gibi enterolakton

ve enterodiol de barsak mikroflorasinin bitki lignan onculeri UGzerindeki



aktivitesi sonucunda olusurlar. Enterolaktonun bunun disinda 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.

Fitodstrojenlerin, her birinin yogun olarak bulunduklari besin
kaynaklari farkliik gostermektedir. izoflavonlarin bilinen en iyi kaynagi
kuru baklagiller (bezelye, fasulye, mercimek vb.), Ozellikle de soya
fasulyesidir. Bugin en c¢ok kullanilan izoflavon kaynaklari soya
fasulyesinin islenmesi ile elde edilen gesitli Grtnler olup, bunlarin basinda
soya unu, soya protein izolatlari, tofu, soya sutl, soya yogurdu ve soya
sehriyesi gelir. Calismalar kus uzimu ve kuru Uzum gibi kaguk tanel

meyvelerin iyi fitodstrojen kaynaklari oldugunu gostermektedir.

Diyetin temel fitoostrojen bilesikleri 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 tohnumudur.

2.1.2.2. Sentetik Endokrin Bozucular

GuUnluk yasamda, sanayide, tarimda kullanilan birgok Grandn
icinde bulunan EB’lerin en iyi ve eski bilineni guglu ostrojenik etkisi olan
dietilstilbestrol (DES)dur. ilk defa 1938 yilinda dretilen ve tim diinyada
gebelik toksemisi, erken dogum tehdidi gibi nedenlerde yaygin olarak

kullanilan bu maddeye maruz kalan annelerde, meme kanseri sikliginin 2
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kat arttigi saptanmistir. Bu annelerin kiz bebeklerinde ise serviks kanseri,
germ hdcreli over kanseri, serviko-vajinal displazi, vajinal “clear-cell”
adenokarsinomanin arttigi ve bu etkilerin dstrojenik etkilerinden oldugu

kanitlanmistir. Bu kimyasalin kullanimi yasaklanmistir “°.

Tarimda kullanilan pestisitler, fungisitler, herbisitler ile
gunlik yasamda sik kullanilan temizlik maddeleri, kozmetik Grunler,
boyalar, plastik maddeler ve ¢ozuculer gibi birgok kimyasalin endokrin
bozucu olma ihtimali vardir. Bu maddelerin ¢gogu vicut tarafindan yikilp
zararsiz hale getirilmeleri zor oldugu ve genelde yag dokusunda
birikmeleri nedeniyle vicutta uzun sure kalip zararli etkide

bulunabilirler’®1%7.

EB’lere yasamin hangi doneminde maruz kalindigi zararli
etkileri agisindan énem tasir. Ornegin intrauterin yasamda bir dioksin olan
2,3,7,8-tetraklorobenzo-p-dioksin(TCDD) ile karsilasilan erkek kemirgen
hayvanlarin i¢ ve dig genital organlarinin maskulinizasyonunda, testislerin
inmesinde, androjen uretiminde ve spermatogenezde sorunlar yasandigi
saptanmistir. Ancak TCDD ile postnatal karsilasmada sadece
spermatogenez, somatik ve genital buyumenin olumsuz etkilendigi
bildirilmistir %788
EB’lerin olusturacadi olumsuz etkide, karsilasilan doz ve
kargilagsma suresi de ortaya ¢ikacak sonuglar icin 6nem tasir. Etkilenme
suresi ve dozu arttikca ortaya cikacak olumsuz etkiler daha gsiddetli

olabilmektedir 837988

Tarimda, evlerde, endustride kullanilan pek c¢ok madde
endokrin bozucu icermektedir. EB’ler organizmada Ozellikle Ureme
sistemini, tiroid hormonlarinin g¢alismasini olumsuz etkilemektedir.

intrauterin yasam (reme organlarinin farklilasmasi acisindan kritik bir
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donem oldugundan, bu dbénemde EB’lere maruz kalinmasi ureme
organlarinda ve reseptorlerinde geri dontsimsuz, ciddi patolojilere neden

olabilmektedir 3",

Pombo ve ark.; EB’lere maruz kalinan yasa gore ¢ocuklarda;
erken veya ge¢ ergenlik, vajen kanseri, kanser sikliginda artma,
kriptorsidizm, hipospadias, sperm sayisinda azalma, testosteron
dizeyinde azalma, Ureme sistemi gelisim sorunlar, obezite, tiroid
bozukluklari, SSS gelisim bozukluklari, dugik dogum agirhigi, hiperaktivite,
o6grenme problemleri, zeka diuzeyinde azalma gdrulebildigini, erigkinlerde
ise meme kanseri, endometriyozis, embriyo ve foétal o&lumler,
malformasyonlu ¢ocuklar, testis kanseri, prostat kanseri, sperm sayisinda
azalma, sperm kalitesinde azalma, testosteron duzeyinde azalma, tiroid

hormon diizeylerinde degisiklikler goriilebildigini bildirmislerdir 2> 1% 131,
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2.1.2.3. Endokrin Bozucularin Ureme Sistemi Disindaki Etkileri **'

Disi ve Erkeklerde

Kanser

Kanser hucre g¢ogalmasinin ve anjiyogenezisin
azalmasi (fitoostrojenler), iyi ve kotu huylu
kanserlerde azalma (soyali besinler) disinda
endometrial hiperplazi, vajinal adenokarsinom,
uterus kanseri, meme kanseri gelisme riski artis,
testis kanseri riskinin artmasi,prostat kanseri

gelisme riskinin artmasi veya azalmasi

Teratojenik Etkileri

iskelet kalsifikasyonlari, ventrikiillerde genisleme,
gebelerde yavru sigan sayisinin azalmasi, yagsayan
yavru sigan sayisinin azalmasi, intaruterin 6lim,

abortus, dustuk dogum agirhgi

Tiroid Fonksiyonlari

Fetal tiroid hormon bozukluklari, tiroid hormonu
konjugasyon bozuklugu, serum tiroksin

seviyelerinde dugukluk.

Kardiyovaskiiler
Etkiler

Kolesterol dusuklugu ve antioksidan etkiler

(fitoostrojenler), trombosit agregasyon bozukluklari

Kemik mineral dansitesi uzerine olumlu

Kemik .
(fitoostrojenler) ve olumsuz etkiler, epifizlerin erken
ya da ge¢ kapanmasi
. Postnatal blyume bozukluklar, vucut agirhgi
Diger

azhgi, erkek/kiz yavru oraninin azalmasi
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2.2, Pestisitler

Pestisitler; bitkilere zarar veren hastalik etmenlerini,
zararlilari ve yabanci otlari yok eden kimyasal bilesiklerdir. Pestisit
yabanci kaynakli bir kelime olup pest=zararli, cide = oldurici anlamina
gelmektedir. Tariml drUnlerinin yetistiriciligi, depolanmasi, tasinmasi,
dagitimi sirasinda veya gidalarin, zirai UrGnlerin iglenmesi sirasinda
istenmeyen zararlilari yok etmek ve kontrol etmek igin kullanilan kimyasal
maddelerdir. Bu terim, BGD ile hasat zamanindan Once veya sonra
depolama ve tasima sirasindaki bozulmadan korumak igin kullanilan

maddeleri de kapsamaktadir'?®.

Pestisitler; formulasyon sekillerine, kullanma teknigine, etki
sekillerine,kimyasal yapilarina ve bilesimindeki etkili madde grubuna gore
cesitli sekillerde siniflandirilabilir. En uygun olani etkili madde gruplarina

gore yapilan siniflandirmadir '%’.

2.2.3 Etkili Madde Gruplarina Goére Pestisitler ™

) insektisitler: Boceklere kargi kullaniliriar.

* Klorlanmig Hidrokarbonlar (Organik Klorlular)
* Organik Fosforlular

» Karbamatlilar

* Sentetik Pyretroidler

« Benzoil Ureler

* Bakteriler

* Digerleri
II) Akarisitler: Akarlara karsi kullanilirlar.

* Halojen ve Oksijenliler

* Amin ve Hidrazin Turevleri
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* Dinitrofenol Esterler
« Kukartlaler

* Organik Kalaylilar

* Digerleri

1) Kis Miicadele ilaclari ve Yazlik Yaglar

IV) Nemasitler, Fumigantlar:

zararlilarina kargi kullanilirlar.

V) Rodentisitler ve Molluskisitler: Kemirgenlere karsi kullanilirlar.

VI) Fungisitler: Mantarlara kargi kullanilirliar.

» Koruyucu Fungisitler

« Sistemik Fungisitler

VIl)Herbisitler: Yabani otlara karsi kullanilirlar.

* Fenoksi Bilesikler

» Karbamatlar

« Ure Bilegikleri

« Siilfonil Ureler

* Anilinler

» Amidler ve Anilidler
* Benzoik Asitler

* Pikolinik Asitler

* Organik Halojen Asitler
* Diazinler

* Triazinler

* Benzonitriller

* Siklohekzonlar

« imidazolinonlar

Nematod (kurt) adi verilen toprak alti
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» Triazoller
* Okzadiozoller
* Amino Fosfonatlar

* Digerleri

VIIl)Zirai Mucadelede kullanilan Diger Maddeler
* Demirli Bilesikler

* Bocek Cezp edicileri

2.2.2. Turkiye’de Ve Diunyada Pestisit Kullanimi

Pestisitlerin en dnemli kullanim alanlari tarimsal savasimdir.
Bu bilesikler piyasada serbest olarak satildigindan dolayr kullanimlari
oldukga yaygindir. Gunimuzde ¢ogunligu organik bilesikler olmak Uzere
yaklasik 1500 aktif pestisit maddesi 2000 tarim zararlisina Kkarsi
kullanilmaktadir °.

Organofosforlu bilesikler gelismekte olan Ulkelerde kullanilan
olan en 6nemli pestisit grubudur. Organoklorlu pestisitler ise ¢cevrede daha
uzun sure aktif halde kalmalari, bioakumule olabilmeleri ve
parcalanmalarinin yavas olmasi nedeniyle daha az kullaniimaktadir.
Dunya ¢apinda, yilda ortalama 2,5-3 milyon ton pestisit kullanildi§i ve bu
bilesiklerin %46’sinin herbisit, %31’inin insektisit, %18’inin fungusit oldugu
tahmin edilmektedir. Pestisitlerin %80 gibi buylk bir bolumunin gelismis
ulkelerde kullanilmasina karsin, zehirlenme olgularinin gcogu gelismekte
olan veya gelismemis Uulkelerde meydana gelmektedir. Dunya Saglik
Orgiiti  raporlarinda, her vyil yaklasik olarak 3 milyon pestisit
zehirlenmesinin  meydana geldigi ve bu zehirlenmelerin 220.000’inin

élimle sonuglandig belirtiimektedir °.
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Ulkemizde zirai miicadele amaciyla 346 pestisit aktif
maddesi iceren 1483 ila¢ kullaniimaktadir. TUrkiye’de tarim ilaci tiketimi,
1979’dan 2002 yilina kadar gecen surede %45 oraninda artis gostermistir.
Eldeki verilere gore ulkemizde vyillik pestisit tuketiminin %401t Akdeniz

bélgesinde yogunlasmaktadir °.

Bununla beraber, yogun ve bilingsiz pestisit kullaniminin
sonucunda gidalarda, toprak, su ve havada kullanilan pestisitin kendisi ya
da donusum arunleri kalabilmektedir. Hedef olmayan diger organizmalar
ve insanlar Uzerinde olumsuz etkileri gorulmektedir. Pestisit kalintilarinin
onemi ilk kez 1948 ve 1951 yillarinda insan vicudunda organik klorlu

pestisit kalintilarinin bulunmasiyla anlasiimistir®.

Pestisitlerin  bazilari  toksikolojik agidan  bir  zarar
olusturmazken, bazilarinin kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta
mutasyon olusturucu etkileri saptanmistir. Pestisit kalintilarinin en énemli
kaynagi gidalardir. Bu nedenle 1960 yilinda FAO ve WHO “Pestisit
Kalintilari Kodeks Komitesi’ni kurmuslar ve bu komitenin c¢alismalari
sonucu konu ile ilgili tanimlamalar yapilmig, bilimsel arastirma verilerine
dayanilarak gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum kalinti degerleri
saptanmistir. Ulkemizde de tarimsal Urlnlerde kullanilan pestisitlerin
gidalarda bulunmasi musaade edilebilir maksimum miktarlari Griin ve ilag

bazinda belirlenmistir 8.

Pestisitin dogrudan etkisi deri, solunum veya pestisit
bulasmis gida maddelerinin alinmasi ile olmaktadir. Pestisitin dogrudan
toksik etkisi, onun toksisite diizeyine ve pestisit ile temas etme derecesine
baghdir. ikincil tiirde etkiler pestisit kalintilarini iceren bitki ve hayvan
dokularinin besin maddesi olarak degerlendiriimesi esnasinda ortaya
cikar. Ozellikle klorlanmis hidrokarbonlar viicut ya§ dokusunda birikme

Ozelligindedirler. Bu tir besin almis olanlarda, olim veya fizyolojik
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bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica pestisitin ikinci derecede kontamine
oldugu canliyi yiyen diger tirler de bundan etkilenmektedirler. Zira besin
halkasinin sonunda kalinti konsantrasyonu fazla biriktiginden predator
turler daha genis Olgude tehlikeye dusmektedirler. Pestisit
uygulamalarinda ayrica hedef olarak secilmeyen c¢esitli toprak

organizmalarinin da etkiledigi bilinmektedir'?.

Pestisitler vucutta birikim yaparak toksisite gostermektedirler.
Vucuda alindiklarinda enzimler etkisiyle bozunarak bir kismi vucuttan

atilmaktadir .

insanlarda zehirlenmeler pestisitlerin viicuda deri, solunum
veya sindirim yollari ile alinmasi ile gerceklesmektedir. ilagh gidalarin
yenmesi ile ortaya ¢ikanlar en yaygin olanlardir. Zehirlenme akut(bir
defada tek bir dozdan) veya kronik (uzun surede birikim sonucu) olarak iki
sekilde gergeklesir. Gidalardaki pestisit kalintilarinin vicuda alimi ile
olusan kronik zehirlenme sonucu, akciger hastaliklari, kanser, beyinde
hasar, karaciger ve bdbrekte nekrozlar olusabilir. Teratojen, mutajen ve
allerjen etki gosteren pestisitler de vardir. ilagh gidalarin yenmesi ile

ortaya gikanlar en yaygin olanlardir %,

Herbisitler ve fungusitler akut toksisitelerine oranla kronik
toksisiteleri 6nemli olan pestisitlerdir. Kullanilan herbisitlerden biri 2,4
D’dir. Bu etkili maddenin sentezlenmesi asamasinda dioksinlerle bulasma
riski bulunmaktadir *3. Dioksinler hem cok zehirli hem de kanser yapicl
maddelerdir. Bu nedenle birgok Ulke tuketilecek 2,4 D’li preparatlarin
dioksinden arindirilmis olmasi kosulunu getirmistir >3, Ancak (ilkemizde
bdyle bir kosul yoktur. Bu nedenle tlketilen 2,4 D’li preparatlarin dioksinle

kirlenmis olabilecedi suphesi bulunmaktadir.
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Bu preparatlardan olan Parathion-methy, chlorpyriphos-ethyl
ve endosulfan gibi insektisitler insanlarda o&zellikle endokrin sistemi

etkileme &zelligindedir 2°27.

Ayrica Methamidophos’un kromozomlar
lizerine etkisinin olabilecedi belirtimektedir **”". Fungusitler kronik
toksisite yonunden olduk¢a onemlidir. Mancozeb, propineb, thiram ve
maneb gibi fungisitlerin kanser yapici ve teratojenik risklerinin
bulunmasinin yani sira endokrin sistemi ve sinir sistemi Uzerinde olumsuz

etkileri vardir 2473371

. Son yillarda pestisitlerin endokrin sistemi bozucu
etkileri Uzerinde 6nemle durulmaktadir. CUnku Ostrojen ve testosteron gibi
cinsiyet hormonlarinin sentezlerini azaltarak Ureme ve gelismeyi
engelledikleri, immuln sistemi ve merkezi sinir sistemini negatif yonde
etkiledikleri, karaciger ve bobrek yetmezliklerine neden olduklari

bildirilmistir .

Pestisitlerin dnemli bir kismi sindirim sisteminden kolayca
emilmektedir. Organofosforlu pestisitler lipofilik olup, iyonize olmadiklari
icin oral ve inhaler alim sonrasi kolayca emilirken, organoklorlu pestisitler
Ozellikle yagda c¢o6zunerek vucuda alindiklari icin daha kolay emilir.
Organoklorlu pestisitler, kimyasal olarak dayanikli olmalari, yagda yuksek,
suda dusuk c¢ozundrlige sahip olmalari, biyotransformasyonlarinin,
parcalanmalarinin ve vucuttan atilimlarinin yavas olmasi nedeniyle
cevrede ve canlilarda birikerek uzun sure etki gostermektedirler. Deri yolu
ile emilim yavas olmasina karsin uzun sureli maruziyetlerde ciddi

zehirlenmeler gériilebilmektedir °.

Pestisitler, emildikten sonra siklikla yag doku, karaciger,
bdbrekler ve tukirik bezlerine gecerler. Sindirim sisteminden emilim
lenfatik sistemden c¢ok portal ven aracihdl ile karacigerle tasinarak
olmaktadir. Dokuya gegen pestisitler ¢esitli sekillerde metabolize edilerek
biyotransformasyona ugrarlar ve sonugta bir kismi detoksifiye olurken bir

kismi da daha toksik bilesiklere doniiserek aktif hale gelirler °
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2.2.3. Pestisitlerin Etki Mekanizmalari

2.2.3.1. Norotoksisite

Organoklorlu bilesikler; ozellikle sinapslari etkileyerek sinir
iletimini bozmakta ve sonugta beyin Gzerinde toksik etki gostermektedir.
Ornegin Endosulfan, dieldrin ve endrin gibi bilesikler benzer bir etki ile
GABA reseptor ionofor kompleksinin pikrotoksin baglanma noktasina
baglanmaktadir. Yapilan ¢alismalarda baglanma derecesi ile akut toksik
belirtiler ve konvilziyon arasinda korelasyon olabilecegi belirtiimektedir.
Endosulfan ayrica seratonerjik sistemi etkileyerek saldirgan davranig
Ozelliklerini arttirmaktadir. Kan basincinda artis, gegici hipotermi
izlenebilen diger bulgulardir "'%°. Endosulfanin temel ekti mekanizmasi,

konvulziyon olusturan santral sinir sistemi stimulasyonudur.

Organofosforlu bilesikler ise; toksik etkilerini kolinesteraz ve
psodokolinesteraz enzim inhibisyonu yaparak gerceklegtirirler. Bu
bilesiklerin tiyoesterleri “okso” (P=0) haline donustikten sonra inhibitor
Ozellik kazanirlar. Bu nedenle Tiyoester (P=S) bagi iceren ilaglar etkin
olabilmesi i¢cin P=0O’ya donusmelidir. Bu nedenle organofosfatli ajanlarin 2

tipetkileri gézlenir %°.

a) Direk etkililer; P=0O vyapisindadirlar, aktivasyona ihtiya¢g duymadan
dogrudan kolinesterazi inhibe eden sarin, tabun gibi sinir gazlari ve
tetraetil pirofosfat (TEPP), diklorvos (DDVP) gibi insektisitler bu gruptandir.

b) indirek etkililer; P=S iceren bilesiklerdir. Biyotransformasyon ile P=0
donusimul sonrasinda aktive olarak asetilkolin esterazi inhibe ederler.
Diazinon, bir oksijen analogu olan “diazoxon”a donustukten sonra

kolinesteraz inhibisyonu yapabilen indirek etkili bir maddedir.
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Bu asamada sinaps araligindaki asetilkolin yikilamayacak ve
postsinaptik aksiyon potansiyeli artmaya devam edecektir. Organofosfatli
bilesikler asetilkolinesteraz enziminin aktif kismina karbamatlara goére
daha kuvvetli bir gsekilde baglanirlar. Bu baglanma irreversible oldugu igin
sinaptik fonksiyon ancak yeni asetilkolin yapimindan -birka¢ hafta- sonra
dizelmektedir. Asetilkolinin asir birikimi; merkezi sinir sistemi kolinerjik
iletimi, somatik sinirler, otonomik gangliyonlar, parasempatik sinir uglari ve

yer yer sempatik sinirleri uyarir ve ilerleyen dénemde felce yol acar '* %,

2.2.3.2. immunotoksisite

Organofosforlu pestisitler asetilkolinesteraz’ a ek olarak
immuan sistem ve kompleman aktivasyonunda onemli rol oynayan serin
hidrolazlari da inhibe edebilmekte dolayisiyla ikincil  olarak
immunotoksisite de meydana gelmektedir. Sonugta immin sistem

elemanlarinda yapisal ve fonksiyonel bozukluklar olusmaktadir *'.

2.2.3.3. Mutajenezis

Calismalarda pestisitlerin bir kisminin mutajenik etkileri ile
kromozom bozukluklarina neden oldugu saptanmistir. Endosulfanin
CYP3A indluksiyonu yaparak DNA bozukluklarina sebep olabildigi fakat

karsinojenik 6zelliginin net bir sekilde aciklanamadigi ifade edilmektedir %°.

2.2.3.4. Serbest radikaller

Pestisidlerin toksisitelerinde dnemli rol oynarlar. Pestisidler,
oksidatif strese, serbest radikal Gretimine, antioksidanlarda degisime yol
acabilirler. Pestisit zehirlenmelerinde mekanizmalardan biri de lipid
peroksidasyonudur "®. Bu mekanizmalarla agiga cikan serbest radikallerle

hicre zarlari, DNA, RNA gibi yapilarda hasar meydana gelir. Bu durum,
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pestisidlerin parankimatdz organlar, kaslar, sinirler ve benzeri yerlerde

neden olduklari hasarin temel nedenleri arasinda yer almaktadir &

DDT ve metoksiklorun oksidatif stres ve lipid peroksidasyona
neden oldugu bildiriimektedir. Metoksiklorun ayrica erkek Ureme sistemi
uzerindeki olumsuz etkileri gdsterilmistir ve bu etkilerin spermlerde
antioksidan koruyuculugun azalmasina bagl oldugu ifade edilmektedir *42.
Yapilan ¢alismalarda DDT ve lindanin gibi bir takim pestisitlerin
immunotoksik etkilerinde serbest radikallerin sorumlu oldugu gosterilmistir
8 Endosulfan ile dieldrinin de oksidatif strese yol actigi bildiriimektedir.
Oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu sonucunda artan malondialdehit

dizeyi endosulfan hasarinin onemli bir gostergesidir. LD50 nin altindaki

dozlarda bile endosulfan, miyokard hiicrelerini etkiler 2.
2.3. Bitki Buylime Duzenleyicileri

Bitki blyume duzenleyicileri, bitkiler tarafindan olusturulan
veya disaridan verilen, ¢ok kuguk miktarlarda disaridan verildiginde bitkide
blylume, gelisme ve diger fizyolojik olaylari olumlu ya da olumsuz yonde
etkileyebilen organik maddelerdir. Bunlar olustuklari dokularda etkin
olabildikleri gibi diger bitki kisimlarina tasinabillirler ve bu etkinligi diger

organlarda da gésterebilen organik maddelerdir '%°.

Bitki bunyesinde Uretilen bu maddelere bitki hiicrelerinde su
ve iyon gecirgenligi, solunum reaksiyonlari, protein sentezi gibi fizyolojik
olaylari kontrol edebildikleri igin bitki hormonu ya da fitohormon
denilmektedir. Bitkinin kok surgln, yaprak, cicek, meyve olusumu ve
gelisimi gibi yasamsal olaylarda fitohormonlar énemli rol oynamaktadirlar
™ Bitki bilylime diizenleyicileri dogal ve sentetik olmak iizere iki grupta
toplanmaktadir. Dogal olanlar bitkinin kendisi tarafindan sentezlenmekte,

yapay olanlar ise bitkilerden izole edilen ve kimya enduUstrisi tarafindan
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geligtirilen degisik yapi ve 6zellikteki maddelerdir. Dogal BGD’ lara oranla,
sentetik BBD’ larin bazi bitkilerde daha ¢ok etkili olduklari ve Urlinu daha

cok artirdiklari tespit edilmi§tir58.

Elde edilen maddelerin bir kismi buyumeyi tegvik ederken
(oksin, sitokinin, gibberellin ) diger bir kismi da engellemektedir (absissik
asit, etilen...). Bitki blyume ve gelismesini baglatip hizlandiranlara uyarici
(stimulator), buyume ve gelismeyi yavagslatip durduranlara da engelleyici
(inbibitor) denilmektedir. BGD’leri gelismeyi uyarici ve engelleyici
maddeler olarak birbirinden kesin sinirlarla ayirmak pek muamkuin degildir.
Cunku bitki bUyumesinin degisik devrelerinde degisik bitki organlarina
uygulanabilen BBD’ler konsantrasyona bagh olarak farkli etkiler
gosterebilmektedir. Ornegin bir oksin olan Naftalen asetic acid (NAA)
ciceklenme sonrasinda gelisecek olan UGrunin seyreltimesi amaciyla
kullanilirken daha sonra ayni bitkinin hasat éncesinde meyve dokmesini
Oonlemek amaciyla kullanilabilmektedir. Bu sebeple BGD’ lerin
kullanilmasinda istenilen sonuglarin alinmasi igin uygulama zamaninin ve

konsantrasyonlarinin iyi ayarlanmasi gerekir "’

Hormonlar, o6nceleri yalniz tohumlarin ¢imlenmesinde,
meyve, fidan ve celiklerin koklendiriimesinde kullaniimigtir. Daha sonra
tohumdan hasada kadar gecen ara donemde de uygulanmaya
baslanmistir. Burada hedeflenen verim artigi, Gran kalitesinin ylkseltiimesi
ve bitkilerin hastalik ve zararlilara kargi dayaniklihgin arttiriimasi, tohum
cimlenme gucunun arttinlmasi, ¢iceklerin tesvik edilmesi veya
geciktiriimesi, soguga karsi dayanikhiligin arttirimasi, meyve tohumunun
arttinilmasi, meyve iriliginin arttirlmasi, periyodisitenin azaltilmasi, meyve
olgunlugunun erkene alinmasi veya geciktirimesi, meyve kalitesinin
iyilegtirilmesi, hasadin kolaylagtirilmasi, meyve muhafaza suresinin
uzatilmasi, meyve renginin iyilestiriimesi, meyve ve yaprak dokumlerinin

kontroll, doku kualtart calismalari, 1slah ¢alismalari, bitkilerin hastalik ve
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zararhlara dayaniklihginin arttirilmasi, yabanci ot kontroli gibi sayisiz

amagclardir '8,

Ancak, bunlara ulasmak igin sentetik BGD kullaniimalari
esnasinda dikkat edilmesi gereken bir takim onemli noktalar vardir.
Bunlardan oncelikli olanlari da bitkiye verilecek sentetik hormonun
uygulanma zamani ve dozudur. CunkU insan sagligi agisindan olumsuz

etkilerin ortaya cikmasinda énemli rol oynar ™.

Dogal BBD'ler 5 gurupta incelenmektedir "°.
1. Oksinler
2. Giberillinler
3. Sitokininler
4. Etilen
5. Dorminler (Absisik Asit)

Bitkide uyarici etki yapan hormonlar, oksinler, gibberellinler
ve sitokininlerdir. Bitkide bluyumeyi engelleyen hormonlar ise, absisik asit

(ABA) ve etilendir.

2.3.1. Oksinler

Bitkilerde boyca blyumeyi saglayan ve gelismeyi etkileyen
en 6nemli gruptur. Suni elde edilen oksinler genelde yabanci otlarin yok
edilmesinde kullanilir. Bunlar bitki kdkinde az bulununan, dolayisiyla
bitkilerin buyuyen u¢ kisimlarindan, genis yapraklarindan ve geligmis
embriyolarindan elde edilen hormonlardir. Hicre bdlinmesi, buaylimesi ve
doku farklilasmasini diuzenler. Cok fazla salgilandiginda veya disaridan
fazla uygulanmasi halinde buyumeyi durdururken az salgilandiginda bitki
yapraklari dokulmeye baslar. Meyve vermede etkindir. DOllenmis gigcegin
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dokulmesini engeller. Ovaryumun gelismesini ve c¢ekirdeksiz meyve

olusumunu saglar """

Domates, elma, salatalik gibi birgok bitkide dollenme
olmaksizin (partenokarpi) meyve olusumunu gergeklestirirler.

Ayrica oksin’ in Bor elementi eksikligi gdsteren bitki
dokularinda birikerek dokuda nekroza neden oldugu ve oksin
metabolizmasi ile Bor eksikligi arasinda yakin bir iligkinin oldugu

saptanmistir 17,

2.3.2 Giberillinler

ilk defa Japonya’da Gibberella fujikuroi mantarlarindan izole
edilmislerdir, oksinler gibi hiicre bolinme ve buyumelerini arttirarak boy
uzamasini saglamaktadirlar. En belirgin etkileri bitkinin hacimce blyumesi
ve bolunmesidir. Ayrica verim ve Kkalitenin arttinimasiyla ilgili degisik

fizyolojik gelismelerde nemli etkinliklere sahiptir .

Gibberellinler oksinlere gore 1s1ga daha az duyarl olup,
yiksek dozlardaki uygulamalarda daha az depresif etki gdsterirler """,

Gibberellinlerin  tohumlarin dinlenme veya uyku halini
(dormansi) kirarak c¢imlenmeyi tesvik ettikleri bilinmektedir. Bitkisel
organlardaki dormansinin sona ermesi gibberellin miktarindaki artis ile
orantili olmaktadir. Giberellinlerin oksinler gibi partenokarpik meyve

olusumunu artirdiklari hatta bazen daha etkin olduklari bilinmektedir'.
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2.3.3. Sitokininler

Sitokininler  hicre  bdélinmesini  artirarak, blUylUmenin
duzenlenmesinde etkililidirler. Bitkilerde hucre bolunmesini hizlandirdigi,
nukleik asitleri duzenledigi, uglarda baskinhk ve dallanmayi tegvik ettigi,
tomurcuk olusumunu baslamasini uyardigi, tohumlarin filizienme sansini
artirdigi, besinlerin taginmasina ve metabolizmaya etki ettigi gigeklerin,
meyvelerin ve yapraklarin yaslanmasini ve dokulmesini 6nledidi,

kdklenmeyi engelledigi tespit edilmistir ™.
2.3.4. Etilen "’

Basit bir bilesik olan etilen (C2H4) bitkinin kendisi tarafindan
uretilen ve gaz formunda yuksek etkili bir BGD’ dir. Tum dokularda

uretilebilmektedir, sentezi bir gcok ¢evre faktorine bagl olarak artabilir.

Etilen, meyve olgunlugunu arttirir, yaprak ve meyve
dokimuanu hizlandinir, gigceklenmeyi diuzenler, celikten kdklenmeyi tesvik

eder, uyku halini kirar ve bitkinin boyuna uzamasini engeller.

Etilen gesitli meyve ve sebzelerde olgunlagmayi gabuklagtirir
ve gaz formunda oldugundan sadece iginde bulundugu bitkiyi degil, komsu
bitkilere de yayilarak etkiler. Bu yonu ile etilen ekonomik agidan énemlidir

ve hasat sonrasi olgunlagsmayi tesvik amaciyla da kullaniimaktadir

2.3.5. Dorminler (Absisik Asit) %°

Genel bir bitki gelisim engelleyicisi olan absissik asit (ABA)
bitkinin dinlenme fazina girisinden sorumlu bir dizenleyici olup, miktari
uyku halindeki tohum ve tomurcuklarda yuksektir. Bitkilerde uyku halini

(dormansi) tesvik eder ve tohumun ¢imlenmesini engeller.
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Blyime ve gelisme dodneminde buyumeyi destekleyen
maddeler bitkide hakimken bu dénemin sonuna dogru absisik asit daha

fazla artar ve buyime kontrol altina alinir.
2.4. 4-Klorofenoksiasetik Asit (4-CPA)

Ulkemizde 4-CPA, Tarim Bakanhg izni ile gesitli formiillerde
ortu alti sebzecilikte, Ozellikle domates uretiminde yaygin olarak

kullaniimaktadir 74126144,

Sekil 1: 4-CPA’nin kimyasal formiilii
Cl1

&
Q—CH;—C
N
OH

Bir bitki buyime stimilatori olan 4-CPA, indol asetik asit gibi
davranan fenolik asit turevi yapay oksinlerdendir. IAA bitki gereksinimin
her eversinde bitki buyumesinden sorumludur. Fakat i1sikta hizla okside
olarak inaktif hale gectigi icin tarimda kullanimi yaygin degildir. Kapali
formuld CgH;CIO; olan 4-CPA’nin molekdl agirhigr 186.60 gram/mol ve
erime derecesi 157-159°C’dir, etil alkol, aseton, sicak su gibi ¢ozulculerde
cozuniir'™,

4-CPA hormon tabiatli herbisit olarakta
kullaniimaktadir’®.Sadece cicekler Uzerinde etkilidir ve meyvenin normal

olmasini saglar, olgunlasmayi arttirici etkisi de vardir'>.
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Gunumuzde oOzellikle kudltirde c¢icek agma doneminde
puskdrtme metodu ile uygulanmakta, cigeklerin meyveye dontsmesini
tesvik etmektedir "#1%6'% 4-CPA icin gidalarda bir st sinir belirlenmis
olmasina ragmen, tuketiciler i¢in toksik olmayan kalinti miktari 0.5 mg/kg
seviyesi guvenli olarak kabul edilmistir. 4-CPA’nin serumdaki toksik
konsantrasyonu >400 mg/L’dir. 4-CPA’ nin domatesteki 0.2 mg/kg
altindaki kalintisi guvenli, 0.5 mg/kg Uzerindeki kalintisi ise riskli olarak
degerlendirilmigtir. Domatesin kabugunun soyulmasi durumunda ise kalinti
miktari %36 azalmaktadir. Bu nedenle, 6zellikle kis aylarinda seralarda
hormon kullanildigindan bu uygulama ile vicuda alinacak kalinti

miktarinin azalacag ifade edilmektedir™®’.

Klorofenoksi herbisitlerinin insanlarda deri ile temasta
“klorakne” denilen siddetli bir dermatite de neden oldugu, Tavsanlarda ise

siddetli goz irritasyonu yaptigi gdzlenmistir'®'.

Klorofenoksiasetik asitlerle akut zehirlenmelerde 6lum orani
yiksektir. Ornegin yapilan ¢alismalarda 2703 mg/kg dozunda 4- CPA’nIn
siganlarin  %50’sini dldurdugu saptanmig, ayrica yurime bozuklugu,

hipoaktivite, agri duyusu kaybi gibi klinik bulgular gézlenmistir'*.

4-CPA’nin inhalasyon yoluyla verildigi baska ¢alismada, 5.25

mg/L Ustiindeki dozlarda deneklerin yarisi kaybedilmistir "4,

Klorofenoksiasetik asit grubu herbisitlerin baglica akut toksik
etkileri, kas sistemi ve merkezi sinir sistemi Uzerinde olmaktadir. 2,4-D
yuksek dozda hayvanlarin kaslarinda zayiflik, vicut hareketlerinde
diizensizlik yapar. Ozellikle iskelet ve kalp kasinda harabiyet gozlenir.
Ayrica bobrek yetmezligi, karaciger harabiyeti ve pulmoner 0dem de
olusabilir. insanlardaki akut zehirlenme belirtileri de hayvanlardakine

benzemektedir. 2,4-D’ye, calisma sartlari nedeniyle maruz kalanlarda,
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etkenin deri ve inhalasyon yolu ile girisi sonucunda norolojik bozukluklar

ortaya cikabilir '?°.

Gebeligin 6-15. gun araliginda oral olarak 0, 150, 300, 600
ve 1000 mg/kg/gun dozunda 4-CPA uygulanmasinin gebelik Uzerindeki
etkleri incelendiginde 300 mg/kg/guin uygulamalarinda annede tremor, kilo
kaybi, halsizlik gibi olumsuz etkilerin goérdlduga saptanmistir.
1000mg/kg/gun dozunda mortalite gézlenmigtir. 600 ve 1000 mg/kg/gun
dozlarindaki uygulamalarda fetisun vicut agirhiginda azalma ve iskelet

sisteminde bozukluklar tespit edilmistir '?°.

Ergenlik donemindeki etkileri incelemek amaci ile yapilan bir
calismada ise; 20 gunluk digi ve erkek si¢anlara oral yoldan 25, 50, 100
mg/kg/giin dozunda 4-CPA uygulanmis ve doza baglimh olarak MDA ve

NOXx diizeylerinin artti§i, GSH diizeylerinde ise azalma saptanmistir *'.

2.5. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri, dis orbitallerinde bir veya birden
fazla paylasilmamis elektron igceren molekullerdir '35 Her tiirden kimyasal
ve biyokimyasal tepkime atomlarin dig orbitallerindeki elektronlar
sayesinde gerceklesir. Dig orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi
serbest radikallerin reaktivitesini olaganustu artirdidi icin, serbest radikaller

kimyasal aktifligi yiiksek molekdllerdir '°%43,

Bu bilesikler organizmada normal metabolik yollarin igleyisi
sirasinda veya gesitli dig etkenlerin etkisiyle olusmaktadir. Etki streleri cok
kisa olmasina ragmen, yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktiftirler
ve tum hulcre bilesenleri ile etkilesebilme o6zelligine sahiptirler. Aerobik
metabolizmasi olan memelilerde, serbest radikallerin baslica kaynagi
oksijendir'. Canlilarin yasamlari igin mutlak gerekli olan oksijen, hiicre
icinde c¢esitli reaksiyonlardan gecgerek su haline donusturulirken hicre igin
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gerekli enerji de saglanir. Fakat bu suregte oksijenin %1-3' U tam olarak
suya doniisemez, slperoksit anyonu ve hidroksil radikali olusur '°.
Serbest radikaller radyasyon, oksijen toksisitesi, iskemi reperflizyon
hasarlari, enfeksiyonlar, enflamasyonlar, yaslanma, kanser, diyabet,
katarakt, ateroskleroz gibi hastalik sureglerinin yani sira bir ¢ok
ndropsikiyatrik bozukluklarin agiklanmasinda da karsimiza c¢ikmaktadir
31124 Dagilimlari  6zellik nedeniyle, oksijenin elektronlardan ikisi
eslesmemistir. Bu yuzden oksijen bazen diradikal olarakta degerlendirilir.
Oksijenin bu 06zelligi onun diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girmesini ve radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona

girmesini saglar *°.

Dolayisiyla biyolojik sistemlerdeki en oOnemli serbest
radikaller, oksijenden olugsan radikallerdir. Bunlar oksijenin kendisi,
superoksit (O, —), hidrojen peroksit (H2O,) ve hidroksil radikali (OH- —) dir
ve serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynarlar >.

2.5.1. Singlet Oksijen ( OZ)

Singlet oksijen, molekuler oksijenin yuksek enerji ile
uyariimis formu olup biyolojik sistemlerde fotosentez reaksiyonlari
sirasinda olugsmaktadir. Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunun
reaktivitesi cok yiiksektir. ihtiva ettigi yiiksek enerjiyi cevreye dalga enerjisi

seklinde vererek yeniden oksijene donebilir veya kovalent tepkimelere

-6 5
girer. Singlet oksijenin yarilanma omra 10 ile 10 saniye arasinda olup
karbon-karbon gift baglari ile tepkimeye girme egilimi yiiksektir "%,
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2.5.2 Siiperoksit Radikali (O5)

Hemen hemen tum aerobik hicrelerde oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu, serbest superoksit radikal anyonu meydana

gelir %3,

Superoksit radikali, ksenobiyotikler gibi ajanlarla, ksantin
oksidaz'in rol aldigi enzimatik tepkimelerle, bazi oksidaz tepkimelerinde,
fagositoz sirasinda ve elektron transportu sistemi sirasinda olusur.
Superoksit radikali, SOD ile katalizlenen enzimatik dismutasyona girerek

azalir %3,

2.5.3. Hidrojen Peroksit (H>O5)

Molekuler oksijenin, ¢evresindeki molekullerden iki elektron
almasi veya superoksitin bir elektron almasi sonucu olusur. Peroksit
molekult iki hidrojen atomuyla birleserek hidrojen peroksiti (H202)
meydana getirir. H,O, membranlardan gecgebilen, uzun oémdarla bir
oksidandir. Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil Uretimi,

stiperoksitin dismutasyonu ile olur *°.

Biyolojik sistemlerde siklikla goérulen slUperoksidin Uretimi
yoluyla olusmaktadir ve bdylece iki slperoksid anyon radikali birbiriyle,

hidrojen peroksit ve oksijeni verecek sekilde reaksiyona girerler '%.

Superoksit  radikallerinin  temizlendigi bu tepkimeye
dismutasyon tepkimesi denir. Bu reaksiyon SOD araciligi ile veya spontan
olarak olusabilir. H2O, bir oksidan olmakla birlikte serbest radikal degildir,
fakat biyolojik membranlara kolaylikla girebilmesinden dolayi organik

substratlarin gcoguyla yavas reaksiyona girebilir.
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2.5.4. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin gecis metallerinin
varliginda indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu) meydana gelir.

Son derece reaktif bir oksidan molekuldir. Serbest
radikallerin olusturdugu hlcre hasarindan en fazla sorumlu tutulandir.
Yarilanma omru ¢ok kisadir. Olustugu yerde buyuk hasarlara neden olur.
Tioller ve yag asitleri gibi gesitli molekullerden bir proton kopararak yeni

radikallerin olugsmasina yol agar 53

2.5.5. Reaktif Nitrojen Urlinleri

Nitrik oksit (NO) son yillarda tanimlanan ve birgok biyolojik
olayda onemli roli olan ¢ok kisa yari omurli bir serbest radikaldir.
Vaskuler sistemde endotel kaynakli gevsetici faktor olarak tanimlanan
nitrik oksit ve diger bir son Urun olan sitrullin, argininden NO sentaz enzimi
araciligi ile sentez edilir. Olugsan NO iginde bulundugu mikro ¢cevrede gore
nitrosonyum katyonu, nitroksil anyonu ya da O, ile reaksiyona girerek
oksidatif hasarda rol oynayan peroksinitrit (ONOO") gibi reaktif nitrojen
Giriinlerine (RNU) dénusebilir '22.

Bazi fizyolojik sartlarda ara form olan S nitrososistein ya da

S-nitroso-glutatyon formunda bulunabilir *°.

NO fizyolojik konsantrasyonlarda hemen tim organ
sistemlerde degisik biyolojik etkilere sahiptir ®''%°. Gastrointestinal sistem
duz kasi, hava yollari duz kasi ve kavern6z dokulardaki vaskuler duz

kaslarin gevsemesinde 6nemli bir aracidir.
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NO merkezi sinir sisteminde hafizanin sekillenmesi de dahil
cesitli fonksiyonlari bir nérotransmiter olarak destekler '*8. Periferde ise
gastrointestinal sistem ve genitouriner sistemle ilgili ¢esitli fonksiyonlari
diizenler'™®. Konak savunmasi ve immunulojik reaksiyonlarda da rolii
vardir . Artmisg NO, vazodilatasyona sebep olurken diger taraftan trombosit
adezyon ve agregasyonunun engellenmesi ile mikrosirkilasyonda

rahatlamaya neden olur, dokularin oksijenlenmesini saglar 2>,

Ancak yuksek konsantrasyonda savunma amaci ile sitotoksin
gibi rol oynar 8 NO araciligiyla olusan DNA hasarinda c¢ekirdek i¢inde
poli (ADPriboz)polimeraz aktivasyonu olur. NAD, tlkenir ve bu da hucre

élimiine yol acar '"*1%,

2.5.6 Serbest Radikallerin Biyolojik Hedefleri '*2

Serbest radikaller hicre ve dokularda birgok zarara yol
acmaktadir. Bu zararlar soyle siralanabilir:
a) DNA' nin tahrip olmasi,
b) NUkleotit yapili koenzimlerin yikimi,
c
d

e) Protein ve lipitlerle kovalan baglantilar yapmasi,

)
) Lipit peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,

) Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,

)

f) Zar proteinlerinin tahribi, tasima sistemlerinin bozulmasi,

g) Seroid ve yas pigmenti denilen bazi maddelerin birikimi

h) Proteinlerin tahrip olmasi ve protein “turnover” nin artmasi

i) Tiollere bagimli enzimlrin yapi ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hucre
ortaminin tiol/disUlfit oraninin degismesi

j) Kollogen ve elastin gibi uzun émdurli proteinlerdeki oksido-rediksiyon
olaylarinin bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olusmasi

k) Mukopolisakkaritlerin yikimi
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2.5.7. Serbest Radikallerin Hasar Yapici Etkileri

2.5.7.1. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikallerin en zarar verici etkisi lipid
peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu sonucu membranlarda yapisal

ve fonksiyonel hiicre hasari ve hiicre 6limii meydana gelir 3 64104,

Cunkd membrandaki fosfolipidler lipid peroksidasyonu, zar
fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden
olan ve bodylece zar lipid yapisini degistirerek hticre yapi ve fonksiyonlarini

bozan bir olaydir '?

. Kolesterol ve yag asitlerinin doymamig badglari,
serbest radikellerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon urunleri
olustururlar. Poliansatlire yad asitlerinin  oksidatif yikimi, lipid
peroksidasyonu olarak bilinir ve kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid peroksidayonu ile meydana gelen

membran hasari geri doniisiimsiizdiir °.

Hucre membranin i¢ ve dig taraflarinda polar gliserofosfat
gruplar bulunurken orta boélgede lipid peroksidasyonun olustugu hidrofobik
¢oklu doymamis yag asitleri uzanmaktadir % Lipid peroksidasyonu, lipid
molekulinde iki doymamis bant arasinda bulunan metilen gruplarindan bir
hidrojen atomunun uzaklastiriimasiyla baslar ve lipid radikali olusur.
ilerleme fazinda, olusan lipid radikali oksijen ile reaksiyona girerek lipid
peroksitleri veya lipid hidroperoksitleri olugturur. Lipid peroksit radikali de
diger lipid, protein ve serbest radikallerle reaksiyona girebilir. Cesitli zincir
reaksiyonlar sonucunda yeni radikaller Uretilir ve bu olayl surekli hale
getirir 3 %

Malondialdehit (MDA), dien konjugatlari, lipid

hidroperoksitler, alkanlar  gibi aranler, membranlardaki lipid
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peroksidasyonun bir gostergesi olarak kullaniimaktadir. Perokside
membranlar tiyobarbitlrik asit (TBA) ile renk reaksiyonu verir ve bu
olusum MDA élguimunde tiyobarbiturik asit reaktif madde(TBARS) testinin

temelidir °.

2.5.7.1.1. Lipid Peroksidasyonunun Patolojik Etkileri %

I. Lipid peroksidasyonu sonucu membran akiskanhgdi azalir ve normalde
hicre icine gegcemeyen maddelerin hlcre ic¢ine girigleri artar.

II. Lipid peroksitler ve alkoksil radikaller, triptofan ve sistein gibi protein
kisimlarina ataklar yaparak protein yapisini bozar ve hasar meydana
getirirler.

[ll. Lipid peroksidasyonu sirasinda aktiviteleri icin sufhidril ve amino
grubuna gereksinim duyan, 6zellikle hormonal uyarilara hicrenin cevap
verme imkani saglayan yluzey reseptorlerini inhibe ederler.

IV. Hicre membranina yakin yerlesimdeki DNA molekulleri de lipid
peroksidasyonundan hasar gorurler ve bazen DNA’'nin replikasyonu
yapilamaz.

V. Bazi aldehitler biyolojik sivilarda kemotaktik etki gosterirler.

VI. MDA gibi aldehitler, LDL’ yi modifiye ederek metabolik yolu
degistirebilir.

2.5.7.2 Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, proteinlerin ROS veya oksidatif stres

48 Protein

artnleri ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir
oksidasyonunun biyokimyasal sonuglari, enzim aktivitesindeki azalma,
protein fonksiyonlarinin kaybi, proteaz inhibitor aktivitenin kaybi, protein
agregasyonu, proteolize artmis / azalmig yatkinlik, reseptor aracili
endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler, immunojen

aktivitedeki artis olarak siralanabilir 62,
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2.5.7.3. DNA Oksidasyonu

Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da tek ve ¢ift dal kiriklari,
abazik alanlar, baz modifikasyonlari (baz katiimi, bazlarda yeniden
dizenlenme), seker hasari meydana gelebilir veya DNA ile protein
arasinda capraz baglanma olabilir. Bazi sartlarda oksidatif modifikasyon
sonucunda DNA antijenik karakter kazanmakta ve anti DNA antikorlari

olusmaktadir 3%,

2.5.7.4. Karbonhidrat Oksidasyonu

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu; Hidrojen peroksit,
peroksitler ve okzoaldehidler meydana gelir. Bag dokunun onemli bir
mukopolisakkariti  olan  hiyaluronik  asidin, inflamatuar  eklem
hastaliklarinda, sinovial sivida artmis olan H,O, ve O20] - ile pargalandigi

gosterilmistir >,
2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen turlerinin olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasari Onlemek igin vlcutta birgok savunma mekanizmalari
gelismigtir. Bunlar “antioksidan savunma sistemleri” veya Kkisaca
“antioksidanlar’ olarak bilinirler. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir
reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen turlerini toplayarak lipid

peroksidasyonunu inhibe ederler >,
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2.6.1. Dogal (Endojen) Antioksidanlar °*'*

2.6.1.1. Enzimler

¢ Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistemi
e Superoksit Dismutaz

o Katalaz

e Glutatyon Peroksidaz

e Glutatyon-S-transferaz

e Hidroperoksidaz

2.6.1.2. Enzim Olmayanlar

a) Lipid fazda bulunanlar
e a - tokoferol (E vitamini)

e [3- karoten

b) Sivi fazda (Hucre sitozolinde veya kan plazmasinda) bulunanlar
Askorbik asit, Melatonin, Urat, Sistein, Serulplazmin,
Transferin, Laktoferrin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin, Metionin,
Albumin, Bilirubin, Glutatyon
Tam bunlarin disinda sedanter yasam, sters, yaslanma, doku
hasarlari ve ateroskleroz, emilim bozukluklari, inflamasyon vb.
hastaliklarda endojen faktorlere dahil edilmektedir.

2.6.2. Eksojen Antioksidanlar (ilaclar) °*"*

e Ksantin Oksidaz inhibitorleri: Tungsten, Allopurinol, Oksipurinol,
Folik asit, Pterin aldehid.
e Soya Fasulyesi inhibitorleri: Ksantin dehidrojenazin proteolitik etki

sonucu ksantin oksidaza donusumunu inhibe ederler.
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e NADPH Oksidaz inhibitérleri: Adenozin, Lokal Anestezikler,
Kalsiyum Kanal Blokerleri, Non-Steroid Antiinflamatuar ilaglar,
Cetiedil, Difenilin iodunyum, Rekombinant Siiperoksit Dismutaz,
Trolox-C: E Vitamini Analogudur.

e Endojen Antioksidan Aktiviteyi Arttiran Maddeler: Glutatyon
Peroksidaz aktivitesini arttiran Ebselen, Asetilsistein.

e Diger Nonenzimatik Serbest Radikal Toplayicilari: Mannitol,
Albumin, DMSO.

e Demir Redoks Déngisiinin inhibitérleri:  Desferroksamin,
Serulplazmin

e Nétrofil Adezyon inhibitorleri

« Sitokinler: TNF ve interlékin-|

e Barbituratlar

e Demir Selatorleri

Ayrica diyetsel faktorlerle ( doymamis yag asidi, hayvansal
proteinlerden zengin gida alimi gibi), ¢evresel faktorler ( sigara dumani,
radyasyon ve hava kirliligi) bu grupta ele alinmaktadir.

Organizmadaki bilinen en taninmis reaktif oksijen radikallerini
daha az toksik Urunlere donusturen antioksidan en dnemli enzimler SOD,
CAT ve GSH siklusu enzimleri (glutatyon peroksidaz, glutatyon reduktaz,

glukoz-6-fosfat dehidrojenaz) dir.

Organizmanin oksidan-antioksidan dengesi bir ¢ok faktore
baglidir. Bunlar endojen ve eksojen olarak iki ana bolumde incelenebilir.
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2.6.3 Siuiperoksit dismutaz

Bu enzim superoksit anyonunu (O -) hidrojen peroksit ve
molekuler oksijene donusturir. Metabolik agamalarda fizyolojik olarak
uretimi fazla olan superoksitin, hicre igi aktivitesini dusuk tutarak hicreleri
O, radikalinin etkilerinden korumada gorev alr.

SOD
20+2H —— H2O, + O,

Spontan olarak da olusabilen bu reaksiyon SOD

katalizorlugunde yaklasik 4000 kez daha hizli olusur.

Ug blyiik SOD tipi bildirilmistir. Bunlardan Cu, Zn iceren

enzim stoplazmada, Mg igeren enzim ise mitokondride bulunmaktadir.

SOD akivitesi dokular arasinda farkliliklar gosterir. Karaciger,
bdbrek, dalak ve adrenal bezlerde ylksek seviyededir. Aktivite doku

oksijenlenmesine duyarli olan biyosentez yoluyla dizenlenmektedir.

2.6.4 Katalaz

Katalaz sitoplazma ve daha ¢ok peroksizomlarda yeerlesmis
olan ve vyapisinda demir bulunduran bir enzimdir. HyOz'nin suya
doénusturtlmesinden sorumludur.

Katalaz
2H, 0 ——»  2H,O + O3

insan eritrositlerinde dnemli miktarda katalaz bulunmasina
ragmen, hidrojen peroksitin buradan uzaklastirimasindaki temel
mekanizmanin NADPH, glutatyon rediktaz / peroksidaz yolu oldugu

dustintlmektedir ™'.
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Fakat Katalaz reaksiyonu i¢in “Michaelis Sabiti“(Km) nispeten
yuksektir ve katalaz H202'in olustugu tim komponentlerde bulunmaz, bu
Ozellik katalazin oksijen radikali olusumundan korunmada ikincil 6neme

sahip oldugunu dusundurmektedir. .
2.6.5. Glutatyon

Glutatyon (GSH) %90 ° karacigerde sentezlenen oksidatif
stresten korunmada rolu olan ve tiyol grubu igeren 6nemli bir endojen

antioksidandir.. Suda ¢dzinir ve indirgeyici bir ajandir "®

. Glutatyon
(GSH), tim memeli hicrelerinde bol miktarda (0.5-10 mM) sentezlenir. Bu
sentez 2 basamakta gergeklesir. Birinci basamakta, y-glutamilsistein
sentetaz isimli enzim GSH'In prekursor amino asidleri olan glutamat ve
sisteinden, y-glutamilsisteinin olusumunu katalizler. ikinci basamakta ise

glutatyon sentetaz, glisin ve y-glutamil-sisteinden glutatyonu olusturur.

GSH bagiml antioksidan sistem Gp-x ve glutatyon reduktaz
olarak iki enzimi ve GSH’ nun okside ( GSSG ) ve redukte ( GSH
Yformlarini igerir. Gp-x birgok hicrenin sitozol’'inde bulunur ve hidrojen
peroksit ve yag asidi hidroperoksitleri (eger hucre zari fosfolipaz tarafindan
fosfolipitlere pargalanirsa ) Uzerinde etkilidir 8 En 6nemli 6zelliklerinden

biri aktif bolgesinde selenyum tasimasidir 6.

Gp-x tetramer yapidadir ve 4 tane selenyum atomu igerir. Bu
enzimin eritrositlerdeki temel iglevi H,O,' yi suya indirgemek, hlcre zari
proteinlerinin ve enzimlerinin sulfidril gruplarini  redukleyerek hucre
batinltigund saglamaktir. Ayrica prostaglandin ve I0kotrien sentezinde ve
katabolizmasinda da rol oynar *°. Gp-x, H,O,' yi suya indirgerken idirgeyici

gug olarak 3 amino asitli bir polipeptid olan indirgenmis GSH’ 1 kullanir
39,119
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indirgenmis glutatyon (GSH) igerdigi tiyol grubu aracihgi ile
hicre icinde redoks potansiyeli ylksek bir ortam saglayarak, hucreyi
oksidatif hasarlara kargi korur. Tepkimeye giren GSH’lar okside olur ve
bisulfit baglariyla birbirlerine baglanarak indirgeyici guglerini Vyitirirler.
Tepkimenin devam edebilmesi icin okside glutatyonlar ( GSSG) ve
NADPH’ n kullaniimasi ve glutatyon rediktaz tarafindan katalizér bir
tepkiyle tekrar indirgenmis glutatyona (yalnizca glutatyon olarakta
adlandiriimaktadir.)gcevriimesi gerekmektedir. Bu tepkide ko-faktor olarak
kullanilan NADPH’ In tekrar sentezi igin ise hekzosmonofosfat santina ve
santi anahtari olan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimine gerksinim

vardir#.

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

bu yiizden yiiksek GSH ve diisiik GSSG seviyesi 6nemlidir *.
2.6.6. Tiyol

Tiyoller, bunlarin aktif halleri olan sulfidril kalintilarinin (-SH)
varhigiyla tanimlanmis organik sulfar tarevleri sinifidir. Kimyasal olarak
tiyoller merkaptanlardir (R-SH) ve biyolojik merkaptanlar ¢ogu zaman
biyotiyoller olarak adlandirilirlar. Biyotiyoller, buyuk molekul agirlikli protein
tiyolleri ve dusuk molekdl agirhikh  serbest tiyoller olarak

siniflandirilabilirler''®.

Tiyoller, aerobik yasam sekillerine dagilmistir. Biyolojik

sistemlerde  bulunan tiyoller antioksidan savunma sistemlerinin
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koordinasyonunda esas

fonksiyona sahiptir '8

Tiyol antioksidanlar gesitli mekanizmalarda rol oynarlar 3.

Tiyol / disulfur redoks tamponu bileseni olarak
Metal kelatlayici olarak
Radikal supuracu olarak

Ozel redoks reaksiyonlarinda substrat olarak (glutatyon gibi)

roli oynamasi dahil olmak Uzere sayisiz

Sadece proteinlerdeki disulfat baglarinin 6zel indirgeyicisi olarak

(tiyoredoksin gibi)

Tiyollerin  dnemli bir karakteristik 6zelligi, indirgeme

yetenegine sahip olmalarndir. Tiyoller indirgen Ozellikte olup negatif

standart indirgeme potansiyeline sahipti. Bu ylzden oksidan-tiyol

etkilesiminde, oksidan tiyolln indirgeyici gicuinin harcanmasiyla daha az

toksik ilgili bir tire doénusdur, tiyolin kendisi ise disulfir haline (R-S-S-R)

yukseltgenir. Bir tiyol (R-SH), -SH grubundan bir H atomu kaybiyla ve

kukurtten bir elektron kaybiyla bir thiyl radikali (R-Se¢) olusur. Fizyolojik

pH'ta thiyl radikalleri kararsizdir ve disilfiir haline déntisebilir '*°.

Tablo 3: Bazi biyolojik redoks ciftlerinin reduksiyon potansiyelleri

indirgenme yari reaksiyonu

Standart rediiksiyon potansiyeli /V

1/2 O2 + 2H+ + 2e-— H20 0.816
Fe3+ + 2e-— Fe2+ 0.771
Sistin + 2H+ + 2e-— 2 sistein -0.220
GSSG + 2H+ + 2e-— 2 GSH -0.230

Lipoik asit + 2H+ + 2e-— 2
dihidrolipoik asit

-0.290
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Biyotiyoller, hucreleri reaktif oksijen turler sebebiyle olusan
oksidadif hasara karsi koruyan olaganustl etkili antioksidanlardir. Bu
antioksidan reaksiyonlarda tiyolin bir elektron kaybetmesiyle thiyl radikali
olusur 2,

RSH — RSe + H+ + &

Tiyollerin serbest radikaller ve hidrojen peroksitle reaksiyonu
sonucu thiyl radikali olusur .

RSH + R'* - R'H + RS-

RSH + O,- + H+ — RS+ + H,0;

2RSH + H;0; — 2RSe + 2H20

RSH + «OH — RS- + H;0

Kikurt iceren bilesiklerin antioksidan aktiviteleri genel bir
egilim izler. Bilesigin yapisindaki indirgenmis form (-SH grubu) ne kadar

fazla ise bilesik o kadar giiclii antioksidan etki gosterir *".

Tiyol bilesikleri, glutatyon peroksidaz reaksiyonunda bir
subtrat olan GSH gibi 6zel antioksidan fonksiyonlarina sahip oldugu kadar

radikal stipliriicii gibi genel antioksidan 6zelliklere de sahiptir 3",

Antioksidan 6zelliklerinin yani sira tiyoller, protein sentezi ve
yapisl, sinyal aktarimi, hicre bliyumesi ve ¢ogalmasi, hlcre olumlerinin
dizenlenmesi, ksenobiyotik metabolizma ve bagisikligin dizenlenmesi

gibi fonksiyonlara sahiptir.

Canli dokulardaki tiyol bilesiklerin énemli 6zelliklerinden bir

digeri de tiyol/disiilfiir bilesimini diizenleyici gorev yapmalaridir 44,

Disulfar baglari, ¢bzunebilir proteinlerin yapisal kararlliginin

saglanmasinda temeldir. Disulfur baglarinin olusumu ve kirllmasi, ortamin
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redoks potansiyelini tayin eden elektron donor ve akseptorlerin varligina
baglidir. Boylece hlcre igi veya hicre disi ortama tiyol ilavesi protein yapi

ve fonksiyonunda kuvvetli etkilere neden olabilir.
Tiyol ve disulfur arasindaki denge reaksiyonu denkleminde
tanimlanmistir 2.

2R-SH <> R-SS-R + 2™ + 2H+ (2.6) 7

2.6.6.1 Tiyol Grubu iceren Antioksidan Bilesikler

Tiyol grubu igeren endojen bilesiklerden indirgenmis
glutatyon (GSH), sistein, homosistein, dihidrolipoik asit (DHLA) ve bunlarin
disulfarleri olan yukseltgenmis glutatyon (GSSG), sistin, homosistin, lipoik
asit (LA) 6nemli antioksidanlardir. N-asetil sistein (NAC), sisteamin, 1,4-
ditiyoeritritol (DTE), glutatyon etil ester (GSHEE) ve metiyonin diger tiyol

grubu antioksidanlaridir *.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Arag ve Geregler

3.1.1. Laboratuvar Cihazlari
Spektrofotometre ( UV-1208 Shimadzu )

Homojenizatoér ( Hiedolph Diax 900 )

e Sogutmali santrifuj ( MPW - 350 )

e Elektronik tarti ( Sartorius basic )

e Su banyosu ( Guft DBS 12734 )

e Vorteks (Nive NM 110-02488)

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

ELx 800 Bioelisa Reader

3.2. Uygulanan yontemler
Bu ¢alisma tarih ve G.U.ET-09.049 kod numaral etik kurul
karari ile Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Fizyoloji Anabilim Dal’'nda

gergeklestirilmistir.

3.2.1.Deney Hayvanlari ve Gruplar

Laboratuar sartlarina uygun, kolay uyum gdstermeleri, kisa
surede ve fazla sayida yavru vermeleri, Uretimlerinin kolay ve ucuz olmasi
sebebiyle galisma igin siganlar tercih edildi. Calismada Gazi Universitesi
Deney Hayvanlari Uretim Merkezinden temin edilen 12 erkek, 12 disi adet

Wistar Albino sigan kullanildi.

Deney suresince laboratuvarin sicakhgi ortalama 22 + 2°C,

nisbi nem ortalama %5015 olarak ayardi. 12 saat aydinlk 12 saat karanlik
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olacak sekilde aydinlatiima saglandi. Hayvanlara igme suyu olarak cesme
suyu verildi. Batun siganlar, %24 proteinli standart sican yemi ile sinirsiz

beslenmeye tabi tutuldu.

Calisma, yeni dogmus olan Wistar Albino cinsi erkek ve disi
sicanlarda gercgeklestirildi. Dogumu takiben yavru sigcanlar anneleri ile
beraber ayni kafeste tutuldu. Annelere 4-CPA’ nin 25 mg/kg/gun dozu oral
yoldan verildi ve yavru siganlarin sut emme doneminde (20 gun) anne
suta araciligi ile 4-CPA’'ya maruz kalmalari saglandi. 20. gunun sonunda
(sutten kesilme doénemi )tim yavru siganlar gruplarina ve cinsiyetlerine
gore ayri kafeslere alindi. Disi ve erkek si¢anlar yapilan uygulamaya gore
kendi icinde 2 gruba ayrildi. Sadece sut emme doneminde 4-CPA
uygulanan siganlar puberte donemine kadar sinisiz beslenmeye tabi
tutuldu ve normal icme suyu verildi. Dogumdan puberte dénemine ( 50
gun ) kadar 4-CPA’ nin 25 mg/kg/gin dozuna maruz kalan siganlara ise
sutten kesildikten sonra da 4-CPA ( 25 mg/kg/gin dozu ) oral yoldan
gunde tek doz olarak verildi.

3.2.2. Deneydeki calisma gruplari

E20 (n=6): Dogumdan sonraki sut emme doneminde ( 20 gun) annelerine
25 mg/kg/gun 4-CPA verilen erkek sigcanlar (Laktasyon)

E50 (n=6): Dogumdan puberte déonemine kadar ( 50 giin) 25 mg/kg/gun 4-
CPA’ ya maruz kalan erkek siganlar(Laktasyon+ oral)

D20 (n=6): Dogumdan sonraki sit emme doneminde ( 20 gliin) annelerine
25 mg/kg/gun 4-CPA verilen disi siganlar(Laktasyon)

D50 (n=6): Dogumdan puberte donemine kadar ( 50 gun) 25 mg/kg/gun 4-

CPA’ ya maruz kalan disi siganlar(Laktasyon+ oral)
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Son uygulamadan 24 saat sonra intramuskuler
(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 gostergesi olarak kabul edilen MDA duzeyi, TBARS
madde olusum yontemi ile, antioksidan kapasitenin gostergesi olan GSH
ve protein tiyol dizeyi spektrofotmetrik ydntemle, 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 yéntemiyle calisildi.

Karaciger doku ornekleri tartildi. Homojenizator ile 100 mg
doku + 9 ml serum fizyolojik iginde buzlu ortamda homojenize edildi. Daha
sonra homojenat 15 dk sire ile 4000 rpm’de, +4°C de santrifiij edildi ve

supernatan alinarak 4000 rpm’de 8 dk tekrar santrifuj edildi.

Kullanilan Reaktifler
e %10luk TCA
e 9%0.67’lik TBA

e N- Butanol

Ornekten 250 pl alinarak tizerine 1000 pl % 0.67’lik TBA ve
1000 pl %10°luk TCA eklendi. Vorteksle iyice karigtirilarak kaynayan su
banyosunda 95°C’ de 45 dk bekletildi ve daha sonra oda isisina kadar
sogutularak 2000 pl batanol eklendi. 5000 rpm’de 10 dk santriflj edildi.
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Batanol fazindan 300 pl supernatan alinarak numunelerin optik dansitesi

spektrofotometrede 535 nm’de, kore karsi okundu.

3.3.2. Dokuda Glutatyon Tayin Yontemi

Dokuda GSH tayini icin modifiye Ellman yontemi kullanildi.

Kullanilan Reaktifler
e 0,3 M NaH2PO4
e DTNB (0,4 mg/ ml %1’lik sodyum sitrat)

Karaciger doku ornekleri TBARS yoOntemindeki gibi
homojenize edilip santrifuj edildikten sonra 2 hacim supernatan, 8 hacim
NaH2PO4 ve 1 hacim DTNB c¢ozeltisi ile karistirildi. Oda isisinda 5- 10 dk
bekletildikten sonra karisimin absorbansi spektrofotometrede kore karsi
412 nm dalga boyunda 6lgiildii. GSH diizeyleri 13,600 mol™ cm™ katsayisi
kullanilarak umol / gr doku olarak ifade edildi.

3.3.3. Lowry protein tayini

Doku protei tayini Lowry ve arkadaslarinin metoduna gore
tayin edildi. Deney alkali tamda ( Cu*?), peptit bag! tarafindan Cu*' forma
donustirtimesi, Cu™, tirozin, sistein ve triptofan radikallerinin fenolik folin
reaktifi ile kompleks olusturarak, stabil olmayan indirgenmis

molibdenum/tungsten mavisini olugturma prensibine dayanir.
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Kullanilan Reaktifler
e % 2'lik Na,COsiginde 0.1 N’ lik NaOH ( A)
e % 2’lik Na-K tartarat ( B1)
e % 1'lik CuSO4 (B2)
e Folin ciocalteu’s fenol reaktifi
e Creaktifi=33ml(A)+1ml(B1)+1ml(B2) karisimi olarak
hazirlandi.

Standart olarak 1 mg/ml sigir serum albumini ( BSA )

kullanildr.

Kor Standart 1 Standart 2 Numune

Homojenat - 10 pl

BSA 50 pl 100 pl -

Distile su 100 pl 50 pl 90

C reaktifi 2000 pl 2000 pl 2000 pl 2000 pl
Tapler vorteks yapildiktan sonra 15 dk karanhkta bekletildi.
Folin 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

Folin reaktifi eklendikten sonra tupler vorteks yapilir ve oda
iIsisinda 1 saat karanlikta bekletildikten sonra 750 nm’ de kore karsi

numuneler ve standartlar okutulur.
Protein miktari hesaplanmasi:

Protein miktari ( mg/ml )= ( AbNUMUNE / AbSTANDART )X Standart

konsantrasyonu
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3.3.3.1. Karaciger dokusu tiyol diizeylerinin hesaplanmasi

Doku tiyol dizeyleri Sedlak ve arkadaslarinin tarif ettigi

yontemine gore tayin edildi.

Ayni dokularda protein miktari Lowry ve arkadaglarinin

metodu ile belirlendi.

Karaciger doku ornekleri 1/5 oraninda ( 200 mg doku/ 800 ml
) serum fizyolojik tamponda, buz i¢inde, sogukta homojenize edildi.
Homojenitdér sogutmali santrifujede 5000 g’ de, 10 dakika,

+4°C’ de santrifiij edildi. Sipernatan ile caligildi.

Kullanilan Reaktifler

e 5,5'-Dithio-bis(2-nitrobenzoic acid), ( DTNB; Ellman’s reagent ) saf
metanol icerisinde hazirlandi.

e 0.2 M Tris tamponu (pH: 8.2 ), (Tris EDTA ); 12.1 gr Tris bir miktar
deiyonize suda ¢ozuldukten sonra Uzerine 50 ml 0.2 M EDTA Na;
ilave edilir. PH: 8.2 ye 1 N HCI ile ayarlandiktan sonra deiyonize
su ile 500 ml’ ye tamamlanir.

e 0.4 M Tris tamponu (pH: 8.9 ), (Tris EDTA ); 24.2 gr Tris bir miktar
deiyonize suda ¢ozuldukten sonra Uzerine 50 ml 0.4 M EDTA Na;
ilave edilir. PH: 8.2 ye 1 N HCI ile ayarlandiktan sonra deiyonize
su ile 500 ml’ ye tamamlanir.

e %50’ lik TCA
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3.3.3.2. Karaciger Dokusu Total Tiyol Dizeylerinin

Saptanmasi

Tablo 4 Karaciger Dokusu Total Tiyol Duzeylerinin Saptanmasi

Kor Numune
Homojenat - 250 pl
Distile su 250 pl -
Tris EDTA ( pH: 8.2) 750 pl 750 pl
DTNB 50 pl 50 pl
Saf metanol 1950 pl 1950 pl

Numune ve koru iceren tupler 15 dk, karanlikta ve her 5 dk’ da
vortekslenerek beklendi. Sure sonunda 15 dk, 3000 g’ de santrifuj edilen

tupler 412 nm’ de kore kargi okutulur.

3.3.3.3. Karaciger Dokusu Non-Protein Tiyol Duzeylerinin

Hesaplanmasi

Tablo 6 Karaciger Dokusu Non-Protein Tiyol Diuzeylerinin
Hesaplanmasi

Kor Numune
Homojenat - 250 pl
Distile su 450 pl 200 pl
TCA S0 ul 50 pl

Tlpler vortekslendikten sonra 15 dk 5000 g’ de santrifij

edilir. SUpernatan ile calisilir.

Supernatan - 200 pl
Tris EDTA (pH: 8.9) 400 pl 400 pl
DTNB 10 pl 10 pl
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MikrokUvette ayrigmasi saglaniktan sonar homojenat

icermeyen kore karsi 412 nm’ de okutulur.

3.3.3.4.Protein Tiyol Duzeylerinin Hesaplanmasi

5,5'-Dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) i¢in 412 nm’ de

absorbsiyon katsayisi 13600 M'em™ olarak hesaplanmistir.

Protein tiyol ( nmol/mg protein ) = Total tiyol ( nmol/mg ) — Non-protein tiyol

( nmol/mg )/ protein ( mg/l )

3.3.5. Dokuda NOx tayin yontemi

Dokuda NO’ in temsilcisi olarak nitrit+nitrat (NOx)
dizeylerinin tayininde modifiye Griess yontemi kullanildi.96 Standart
olarak deiyonize su ile hazirlanmig sodyum nitratin 0-50 pyM dilusyonlari
kullanildr.

Kullanilan Reaktifler
e Fosfat tamponu (pH 7,4)
e 0.3 NNaOH
e %10’luk ZnSO4
e VaCl;
e Silfanilamid
e NEDD

Doku o6rneklerini pH 7,4 olan fosfat tamponu ile 5:1 (w/v)
oraninda homojenize edildi. Homojenat +4 0C de 3000x g de 20 dk
santrifij edilerek supernatan ayrildi. 0,5 ml supernatan alinarak Uzerine
250 pl 0.3 N NaOH ilave edildi. Oda isisinda 5 dk inhibisyonuna birakildi.
Ustiine 250 mikrolitre %10’luk ZnSO4 ilave edildi. Vortekslenen karisim +4
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0 C de 3000g de 5 dk santrifiij edildi. Ust fazin tamami ayrilarak +4 0 C de
14000 rpm de 5 dk daha santrifiij edildi.

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

okundu
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Sekil 2: NOx Tayininde Standart Solusyonlara Karsiik Gelen

Absorbanslarin Olusturdugu Dogrusal Regresyon Grafigi
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3.4. istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS istatistik paket
programi ile yapilmistir. Gruplar arasi kargilagtirmalarda ANOVA varyans
analizi kullanildi. ikili karsilastirmalar icin denek sayisinin az olmasi
nedeniyle non parametrik “Mann Whitney U” testi kullanildi. Tium degerler
ortalama + Standart Hata (SH) olarak verildi. P < 0.05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tablo 6 :Tiim gruplara ait ortalama * standart hata degerleri.

E20 E50 D20 D50
MDA(nmol/mgprotein) 549+0.50 |6.78+0.88 4.39 + 0.60 4.45 +0.38
GSH (umol/gr doku ) 0,27 +0.004 | 0,24 £ 0.024 | 0,29 +0.0097 | 0,28 + 0.006
P-SH ( nmol/mgprotein) | 68.15+2.48 | 47.86 £5.04 | 76.22+8.56 | 60.29 +£5.42
NOx (umol/gr doku ) 6.86+0.97 | 6.64+1.10 5995+0.94 | 4720+1.23

E20 (n=6): Dogumdan sonraki sut emme doneminde ( 20 gun) annelerine

25 mg/kg/gun 4-CPA verilen erkek sigcanlar

E50 (n=6): Dogumdan puberte dénemine kadar ( 50 giin) 25 mg/kg/gun 4-

CPA’ya maruz kalan erkek siganlar

D20 (n=6): Dogumdan sonraki sit emme doneminde ( 20 gliin) annelerine

25 mg/kg/gun 4-CPA verilen disi siganlar

D50 (n=6): Dogumdan puberte donemine kadar ( 50 gin) 25 mg/kg/gun 4-

CPA’ ya maruz kalan disi siganlar
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4.1. Karaciger Dokusu TBARS Duzeyleri

Karaciger dokusu MDA seviyeleri igin tim gruplar
kargilastirildiginda dogumdan puberte donemine kadar 4-CPA uygulanan
erkek ve disi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmustur(p=0,028; p< 0.05 ) (Tablo7). Ancak sadece sut emme
déneminde 4-CPA uygulanan (20 gun) ve dogumdan puberte dénemine
kadar 4-CPA uygulanan (50 gun) erkek ve disi gruplar kendi aralarinda
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlh fark bulunmamistir (p> 0.05

).
Garfik 1: Erkek ve Disi Siganlarda Doku TBARS Diizeyleri

Malondialdehit

nmol/mg protein
O =_2NWH OO N ©©
Il L L L L L L L L I

E20 E50 D20 D50
Gruplar

Tablo 7: 4-CPA uygulanan erkek ve disi siganlarin MDA diizeylerinin

karsilastirmalarina ait p degerleri

GRUPLAR P degeri
E20 - ES0 0.347
D20 - D50 0.630
E20 - D20 0.273
ES0 - D50 0.028*
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4.2. Karaciger Dokusu GSH Duzeyleri

Karaciger dokusu GSH duzeyleri tium gruplar arasinda

kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir( p> 0.05 )

(Tablo 8).

Grafik 2: 4-CPA Verilen Erkek ve Disi Sigcanlarda Doku GSH Duizeyleri

GSH DUZEYLERI

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15 -
0,1 -
0,05

mikromol/gr doku

E20

ES50
GRUPLAR

D20

D50

Tablo 8: 4-CPA uygulanan erkek ve disi sicanlarin GSH diizeylerinin

karsilagtirmalarina ait p degerleri

GRUPLAR P degeri
E20 - ESO 0.588
D20 - D50 0.132
E20 - D20 0.093
ES0 - D50 0.484
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4.3. Karaciger Dokusu Protein Tiyol ( P-SH ) Duizeyleri

Karaciger dokusu protein tiyol dizeyleri tim gruplar arasinda
kargilastirildiginda sut emme doneminde ( 20 gun) ve dogumdan puberte
donemine kadar 4-CPA uygulanan ( 50 gun ) erkek sigan grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken( p=0.016; p<0.05 ) (Tablo 9), st
emme ddoneminde ( 20 gun) ve dogumdan puberte donemine kadar 4-CPA
uygulanan ( 50 gun ) disi sigan grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmamigtir ( p>0.05 ). Yine digi-erkek gruplar arasi yapilan
kargilastirmalarda da istatistiksel olarakanlamli fark bulunmamistir. (
p>0.05)
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Grafik 3: 4-CPA Verilen Erkek ve Disi Siganlarda Protein Tiyol ( P-SH )

Duzeyleri

Protein Tiyol gruplar
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nmol/mg protein

E20 E50 D20 D50
Gruplar

Tablo 9: 4-CPA uygulanan erkek ve disi siganlarin Protein Tiyol ( P-

SH ) Diizeylerinin karsilagtirmalarina ait p degerleri

GRUPLAR P degeri
E20 - ESO 0.016*
D20 - D30 0.175
E20 - D20 0.465
E50 - D50 0.117
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4.4. Karaciger Dokusu NOx Duzeyleri
Karaciger dokusu NOx duzeyleri tUm gruplar arasinda
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir( p> 0.05 )

(Tablo 10).

Grafik 4: 4-CPA Verilen Erkek ve Disi Sicanlarda NOx Duizeyleri

NOx DUZEYLERI

mikromol/gr doku

E20 E50 D20 D50
GRUPLAR

Tablo 10: 4-CPA uygulanan erkek ve disi sicanlarin NOx diizeylerinin

karsgilastirmalarina ait p degerleri

GRUPLAR P degeri
E20 - ESO 0.937
D20 - D30 0.818
E20 - D20 0.588
E50 - D50 0.179
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5. TARTISMA

Tarimsal verimin arttinlmasinda veya tarim zararlilarn ile
mucadele kimyasallarin kullanimi insanlarda ve diger canli turlerinde farkh
uygulama sureclerinde toksisite ve kalici bozukluklar gibi sorunlarin

cikmasinda neden olmustur.

Arastirmamiz iki amaca gore planlanmigtir. Bunlardan ilki
dogumdan sonra 4-CPA uygulanan annelerin sutu ile 20 gun boyunca
beslenen yavrularin karacigerinde meydan gelen degisikliklerin
incelenmesidir. Digeri ise hem anne sutu ile beslenme evresinde endirekt
olarak, hem de ergenlik doneminde 30 gun sure ile direkt olarak 4-CPA’ ya
maruz kalan deneklerin karacigerindeki bazi oksidan parametrelerin

incelenmesidir.

Bu c¢alismada uygulama yapilmamis denek grubu
olusturulmamistir. CUnku bolimumuzde daha 6nce 50 gunluk ergen
ratlarda yapilan paralel bir arastirmada MDA, GSH, NO’ nun bizdeki 50
gunlik uygulama dénemine uyan, 30 gun sureyle degisik dozda 4-CPA
verilerek normal degerleri tespit edilmistir. Dolayisiyla bu dlgimler, bizim
deneylerimizde de kontrol bulgulari olarak kullaniimigtir.

GUnumuzde yapilan galigmalar ¢odu patolojik olayda serbest

radikallerin katkisi oldugunu kanitlamaktadir.

Pestisitlerin toksik etkilerinde de lipid peroksidasyonun rolu
oldugu gosterilmistir. BBDH’lerin toksik etkilerine duyarli olunan dénemin

ise puberte dncesi dénem oldugu ifade edilmektedir ™',
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Karaciger metabolik aktivitenin en fazla oldugu organdir ve
yuksek doz 4-CPA uygulamasinin hepatoselller nekroza neden oldugu

bildirilmistir '

Hepatositlerdeki mikromozal enzim sistemleri i¢ ve dis
kaynakli bircok bilesigin oksidasyonunda sorumludur. Bunlarin amaci
organizmada maddeleri inaktive ve aktive etme, steroid hormon sentezine
katilma, yag asidi ve turevlerini metabolize etme gibi koruyucu etkilerdir.
Fakat siklikla metabolitleri yuksek derecede reaktif molekullere
donustirmek, istenmeyen hicre hasari, hicre 6lumi veya mutasyon gibi

zararli sonugclara da neden olabilirler.

Pestisitlerin ve diger cevresel kimyasallarin toksik etkilerinde

de radikallerin araci olabilecegi gézlenmistir ™.

Hucre igindeki sitokrom P450 enzimlerinin toksik ajanlarla
etkinlesmesi  sonucunda olusan oksidatif hasar hicrede lipid
peroksidasyonu, DNA hasari ve protein degisikliklerine yol agmaktadir.
MDA lipid peroksidasyonun gostergesi olarak kabul edildigi i¢in bizim
calismamizda da MDA’nin karaciger doku duzeyleri incelenmistir.

Bolumumuzde daha o6nce vyapilmis olan benzer bir
arastirmada ergenlik doneminde deneklerde normal karaciger doku MDA

diizeyi 4,5+0,22 nmol/mg protein olarak olciilmistiir ™’

. Bizim deney
sartlarimizda 4-CPA uygulamalarinin digilerde karaciger MDA’sIni

degistirmedigi fakat erkek deneklerde arttirdigi sdylenebilir.
Literatirde disi ve erkek karaciger dokusundaki lipid

peroksidasyon kapasitesinin farkh oldugu bildirilmistir. Benzer bulgu cyt-
P450 izoenzimleri icinde saptanmistir 4.
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Aragtiricilara gore karacigerdeki cyt-P450 izoenzim aktivitesi
cinsiyete bagl degisiklik gdostermektedir ve bu agiga ¢ikan ROS miktarini

etkilemektedir.

Arastirmamizda 4-CPA’ya maruz kalan erkek deneklerin hem
20 glnlik suit emme siresi sonunda ve hem de 50 gunluk ergenlik
doéneminde lipid peroksidasyon dederlerinin disilerden daha ylksek olmasi
dikkat cekti. Fakat sadece 50 gunluk deneklerin cinsiyete bagh MDAlari
arasindaki fark istatistksel olarak anlaml bulundu.

Lin ve ark.’lar toksik hepatik zedelenmelerde geligimini
tamamlamamis karaciger dokusunun, erigkinlere kiyasla daha dayanikli

83-85

oldugunu bildirmislerdir Bunun mekanizmasinin da cyt-P450

sisteminin  gelisimini tamamlamamis olmasi ve doku yenileme

mekanizmalarinin daha aktif olmasi ile aciklanmistir 8- 8.

Karacigerdeki enzimlerin yagsamin ilk donemlerinde daha
disuk miktarlarda oldugu ve puberte doéneminde eriskinlerdeki
seviyelerine ulastigi, erkeklerde disilere oranla daha dusuk oldugu
gbzlemlenmistir . Winzer ve ark. gére oksidatif stres cinsiye bagl olarak
degisiklik gdstermektedir ™.

Muhtemelen bizim erkek deneklerimizdeki ylksek MDA
degerleri, 4-CPA’'nin disilere kiyasla erkeklerde daha yuksek indikleyici
etki gostermesi veya erkeklerdeki daha duguk antioksidan kapasite ile
aciklanabilir.

Calismamizda antioksidan sistemlerin etkisini tespit etmek
amaciyla karaciger dokularinda total tiyol ve tiyol gruplarinin bir bolumuana
olusturan GSH duzeyleri incelendiginde GSH’nin cinsiyete ve uygulama

suresine gore degismedigi gdzlendi.
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Total tiyol duzeylerinin ise digilerde daha yuksek bulunmasi,
bu deneklerdeki diusik MDA duzeyleri ile uyumlu bir bulgu olarak

yorumlandi.

Tiyol duzeyleri 4-CPA’'ya maruz kalma suresine gore
karsilastirildiginda; her iki cinsiyette de 20 gunlik sut emme dénemindeki
deneklerin karaciger duzeylerinin, 50 gin uygulama yapilanlara kiyasla

onemli derecede yuksek oldugu gorulda.

Ergen karacigerdeki tiyol azalmasi muhtemelen oksin(4-
CPA)’e maruz kalma suresine bagli olarak bu indirgeyici ajanin daha fazla
kullanilmis  olabilecegini dugsundurmektedir. Bu bulgu 4-CPA’nin
prooksidan etkisinden, basta sistein ve metiyonin aminoasitlerini icerenler
olmak Uzere proteinlerin ne kadar etkilendiklerini gostermesi bakimindan

6nem tasimaktadir 6120,

GSH duzeylerinin degismemis olmasi dokuda oncelikli olarak
kullanildigini  ve/veya karacigerin gelisimini tamamlamamis olmasi
nedeniyle GSH'In yeterince tekrar Uuretilemedigini dusundirmektedir.
Cunkl yeni dogan ratlarda GSH duzeyinin yetiskinlerdekinin %57’°si kadar
oldugu gésterilmistir " '2°. Ayrica Duygu ve ark. ergenlige ulasmis kontrol
ratlarda karaciger GSH dizeyinin ylksek oldugunu ve bu dénemde 4-CPA

verilenlerde degerlerin 6nemli dercede azaldigini géstermiglerdir.

Bu arastiricilarin 25 mg/kg/gun 4-CPA verilen ergenlerinde
ortalama karaciger GSH degeri 4.7+ 0,13 pmol/gr doku olarak olgulurken
bizim dogumdan itibaren 4-CPA’ya maruz kalan ergenlerimizde
0.24+0.024 pmol/gr doku oldugu goézlenmigtir. Bu fark dogumdan sonra 4-
CPA ile beslenen annenin sutu aracihgi ile yavrunun antioksidan sistemini

etkileyebilecegini diistindirmektedir **'.
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Toksik zedelenmelerde vyikici veya koruyucu etkileri
olabilecek molekullerden biri de NO’dur. NO’nun superoksit anyonlari ile
reaksiyona girerek peroksinitrit olusturmasi hepatotoksik etki yapabilir 24,
NO radikal temizleyici ve lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunun inhibe

147 Sitokin aracili hiicre Slimunii

edici etkisi ile koruyucu rol oynar
engeller®. Bu mekanizmada P13K/Akt sinyal yoluyla, Aktnin eNOS
aktivasyonu (fosforilasyonu) nu arttirdigi dolayisiyla NO yapimini sagladigi
endotel hucre kulturlerinde gosterilmistir 40 P13K inhibitorleri ile yapilan
deneylerde hepatik zedelenmenin Oonlenmeside bulgulari

desteklemektedir.

Literatirde yeni dogan ratlarda eNOS mRNA aktivitesinin,
yasamin 20. ginune kadar artarak erigkin duzeyine ulastigi bildiriimektedir
108

Bolumumuzde yapilan paralel ¢alismada 50 gunlik normal
disi ve erkek rat karaciger dokusunda ortalama NO duzeyleri sirasiyla
14.1+0.77 ve 13.9+0.83 pmol/gr doku bulunmustur '.  Bizim
calismamizda yasamlarinin ilk 20 veya 50 gununde 4-CPA’ya maruz
kalanlarin NO’lar1 arasinda fark olmamasi, fakat degerlerin normal

seviyenin yaklagik yarisi duzeyinde olgulmesi dikkat gekmigtir .

Dusik NO konsantrasyonlarinda, hem oksidasyonunu,
DNA’nin fenton tipi oksidasyonunun ve lipid peroksidasyonunun énledigi
g6z dnlne alindidinda bizim deney sartlarimizda koruyucu etkisinin olmasi

beklenebilir 46

Diger taraftan 4-CPA’ya maruz kalindiginda hepatositlerdeki
mikrozomal enzim sistemlerinin maturasyonlarinin énlenme olasigida
mevcutur. Bu sartlarda ilaglar, gida katkilari, pestisitler, cevresel kirleticiler

vb. kimyasallarin dokularda birikmesi 6nem kazanir.
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6. SONUG

Calismamizda laktasyon doéneminde 4-CPA verilen bir
annenin sutu ile beslenen yavrularinda karaciger oksidan ve antioksidan
sistemlerinin, ergenlik doneminde itibaren 4-CPA’ya maruz kalanlara

kiyasla daha ileri derecede etkilendigi gosterilmigtir.

4-CPA etkilerinin daha iyi degerlendirilebilmesi icin ayni
deney sartlarinda diger organlardaki etkilerinin ve dokulardaki 4-CPA
birikimlerinin  incelenecegi yeni ¢alismalara gereksinim  oldugu

anlasilmistir.
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7. OZET

DOGUMDAN PUBERTE DONEMINE KADAR 4-CPA’ YA
MARUZ KALAN SIGANLARDA KARACIGER OKSIDAN VE
ANTIOKSIDAN SiISTEMLERININ INCELEMESI

4-CPA , indol astik asit ( IAA) gibi davranan, yapay, fenoksi
asetik asit tlrevi oksinlerdendir. Ozellikle domates (Uretiminde yaygin
olarak kullaniimaktadir. Ayrica bitkilerde biraktiklari kalintilar nedeniyle

istenmeyen etkilere neden olmaktadirlar.

Literatirde 4-CPA ile ilgili c¢esitli toksisite ¢aligmalar
bulunmaktadir. Bunlarin ¢ogunlugu ureme ve endokrin sistem (zerine
yogunlasmistir. 4-CPA’ nin uygun doz ve uygun zamanda kullanilmamasi
durumunda hepatoselller nekroza neden oldugu ifade edilmektedir. Ayni
zamanda puberte Oncesi donemde uygulanan 4-CPA’ nin karaciger
dokusunda cinsiyete bagli olmaksizin lipid peroksidasyonunu ve

inflamatuar reaksiyonlari arttirdigini goésteren bir calisma da mevcuttur.

Bu bilgiler 15131 altinda g¢alismamizda dogumdan puberte
donemine kadar 4-CPA’ ya maruz kalan siganlarda karaciger oksidan ve

antioksidan olaylari incelemeyi amagladik.

Aragtirmamizda, yeni dogmus, Wistar Albino cinsi 12 erkek,

12 digi sigan kullanildi. Bunlar 4 gruba ayrildilar.

E20 (n=6): Dogumdan sonraki sut emme déneminde ( 20 glin) annelerine
25 mg/kg/gun 4-CPA verilen erkek sigcanlar

E50 (n=6): Dogumdan puberte donemine kadar ( 50 gun) 25 mg/kg/gun 4-
CPA’ya maruz kalan erkek siganlar
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D20 (n=6): Dogumdan sonraki sit emme doneminde ( 20 gliin) annelerine
25 mg/kg/gun 4-CPA verilen disi siganlar

D50 (n=6): Dogumdan puberte donemine kadar ( 50 gin) 25 mg/kg/gun 4-
CPA’'ya maruz kalan disi siganlar

D20 ve E20 grubundaki digi ve erkek yavrular, laktasyon
dénemindeki annelerinden, anne suti aracilidi ile 20 glin boyunca bu
oksini almig oldular. D50 ve E50 gruplarindaki deneklere ise sut emme
doneminden itibaren sonra da 30 gunluk puberte doneminde oral olarak
25 mg/kg/gun 4-CPA verilemye devam edildi. Son uygulamadan 24 saat
sonra intramuskuler (IM)Rompun+Ketamin (50+60-100mg/kg) anestezisi
ile denekler feda edildi. Dokudaki lipid peroksidasyonunun gostergesi
olarak kabul edilen MDA dizeyi, TBARS madde olusum yontemi ile,
antioksidan kapasitenin gostergesi olan GSH ve protein tiyol duzeyi
spektrofotmetrik yontemle, nitrit nitrat toplami olan NOx dlzeyi ise Griess
yontemi ile Olguldld. Sonuglar Anova ve Mann- Whitney U testleri ile
degerlendirildi. P< 0.05 degerleri anlamli kabul edildi.

Arastirmamizda 4-CPA’ ya maruz kalan erkek deneklerin
hem 20 gunluk sit emme doneminde hem de 50 gunlik ergenlik
doéneminde lipid peroksidasyon degerlerinin digilerden daha yuksek oldugu

saptandi.

Karaciger dokusu tiyol dizeylerinin ise disilerde daha ylksek
bulunmasi, bu deneklerdeki disuk MDA duzeyleri ile uyumlu bir bulgu
olarak yorumlandi. Her iki cinsiyette de 20 gunluk sit emme donemindeki
deneklerin karaciger dokusu tiyol duzeylerinin 50 gun uygulama

yapilanlara kiyasla énemli derecede yuksek oldugu goruldu.
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20 gun ve 50 gun 4-CPA’ ya maruz kalan deneklerin NOx
duzeylerinde ise fark saptanmadi. Ancak degerlerin normal seviyenin

yaklasik yarisi dizeyinde olmasi dikkat cekmistir.

Bu bulgular laktasyon doéneminde 4-CPA verilen bir annenin
suti ile beslenen vyavrularinda karaciger oksidan ve antioksidan
sistemlerinin, ergenlik ddoneminden itibaren maruz kalanlara kiyasla daha

ileri derecede etkilendigini dusundurmektedir.
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8. SUMMARY

INVESTIGATION OF LIVER’'S ANTIOXIDANT AND
OXIiDANT SYSTEMS AT THE RATS, WERE EXPOSED TO 4-CPA
FROM BiRTH UNTIL THE PUBERTY PERIODS

4-CPA is one of the artificial auxines derived from phenoxy
acetic acid behaving like indole acetic acid (IAA). It is especially commonly
used in the production of tomato. Furthermore are leading to undesired

effects due to residues left on the plants.

There are various toxicity studies related to 4-CPA in the
literature. Most of these have been focused on reproduction and endocrine
system. In case 4-CPA is not used in convenient doses and at properly
times, was expressed that leads to hepatocellular necrosis. Meanwhile
there is a study showing that 4-CPA applied in the pre-puberty period is
icreasing the peroxidation of lipids and inflammatory reactions in the tissue

of liver without being depending to gender.

In the light of these information in our study we aimed to
analyze the oxidant and antioxidant events of liver at the rats exposed to
4-CPA from birth and until the puberty period.

In our study 12 male, 12 female new born Wistar Albino race

rats have been used. They have been separated in 4 groups.

E20 (n=6): Male rats to which mothers 25mg/kg/day 4-CPA has been
applied within the period of lactation (20 days) following the birth

E50 (n=6): Male rats exposed to 25mg/kg/day 4-CPA from the birth until
puberty period (50 days)

71



D20 (n=6): Female rats to which mothers 25mg/kg/day 4-CPA has been
applied within the period of lactation (20 days) following the birth

D50 (n=6): Female rats exposed to 25mg/kg/day 4-CPA from the birth until
puberty period (50 days)

The female and male babies from D20 and E20 group have
been taken this auxine during 20 days by means of milk of mother from
their mothers within the lactation period. The subjects from D50 and E50
groups have been continued to be given with 25 mg/kg/day 4-CPA orally
within the 30 days puberty period following the lactation period. 24 hours
later following the last administration the subjects have been sacrificed
with intramuscular (IM) (Rompun + Ketamine (50+60-100mg/kg)
anesthesia. MDA level accepted as the indicator of lipid peroxidation from
the tissue, has been measured with TBARS substance creation method,
GSH which is the indicator of antioxidant capacity and thyol level
spectophotometric method, and the NOx level which is the total of nitrite
nitrate has been measured with Giress method. The results have been
evaluated with Anova and Mann-Whitney U tests. P<0.05 values have

been accepted as significant.

In our study it has been determined that lipid peroxidation
values both within the 20 days lactation period and 50 days puberty period

of the male subjects exposed to 4-CPA are higher that female subjects.

The higher values of thyol level in the lever tissue of female
subjects have been commented as a finding consistent with lower MDA
levels from these subjects. It has been seen that at the both genders the
thyol levels from liver of the subjects within 20 days lactation period are

significantly higher that the subjects exposed to 50 days administration.
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Difference has not been determined in the NOx levels of the
subjects exposed for 20 and respectively 50 days to 4-CPA. However
attention has been drawn by the values which were about the half level at

the normal level.

These findings give rise to thought that oxidant and
antioxidant systems of lever of the babies nourished with mother milk to
which 4-CPA has been administrated within the lactation period, are
affected on highest degree when compared to those exposed as of
puberty period.
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Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji Anabilim
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sevgilerini benden esirgemeyen sayin hocalarim; Prof. Dr. Aydan Babul’ e,
Prof. Dr. Deniz Erbas’ a, Prof. Dr. Bilge Génul’ e, Prof. Dr. Lamia Pinar’ a,
Prof. Dr. Sibel Dincer’ e, Prof. Dr. Kazime Gonca Akbulut’ a ve Dog. Dr.

Cigdem Ozer’ e en igten tesekkirlerimi sunarim.
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