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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

PESTIiSITLERIN OLUSTURDUGU OKSIiDATIF KARACIiGER HASARINA
KARSI LUPEOLUN ROLU

Melis COREMEN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Nihal Omiir BULAN

Diinyadaki niifus artis1 ile paralel olarak artan besin ihtiyacini karsilamak ve aclik sorununun
cozlimlenebilmesi i¢in Ozellikle tarimsal arazilerdeki pestisit kullanimi yildan yila artis
gostermektedir. Pestisitler, zararli canlilarin (b6cek, mantar vb.) kontrol altinda tutulmasi igin
kullanilan bilesiklerdir. Pestisit kalintilarinin meyve ve sebzelerde birikim gosterdigi ve bu
birikimin kabul goren sinirlarin ¢ok {istiinde oldugunu gosteren bir¢ok calisma mevcuttur.
Pestisit kullanimindaki artis beraberinde hem birgok cevre sorununu getirmekte hem de hedef
olmayan organizmalarla birlikte insan sagligim1 da tehdit etmektedir. Pestisitlerin yaygin
kullaniminin toprak, su, hava ve besinde kirlilikle sonuglandigi, pestisitle yiiklii yiizeylerden
temas ile besinlerin kontamine oldugu ve bu yolla, yetiskin ve ¢ocuklarin diyet yoluyla
pestisitlere maruz kalmalarinin potansiyel olarak arttig1 bildirilmistir. Dikloro difenil
trikloroethan (DDT) gibi ¢evrede kalici organoklorlu pestisitlerin yasaklanmasindan sonra
biyolojik olarak daha kolay ayrigabilen bir alternatif olarak kullanilmaya baglanan
organofosforlu pestisitler, su anda diinyada en yaygin kullanilan pestisit grubudur. Ancak kolay
ayrisabilme 6zelliklerine ragmen, organofosforlu pestisitlerin 6zellikle memeliler tizerinde akut
toksisitesi daha yiiksektir ve her yil yaklagik 100.000 insanin kazara maruz kalmasi sonucunda
oliimiine sebep olmaktadir. Organofosforlu pestisitlere kronik maruziyetin, ileri donemlerde
norodejeneratif hastaliklar, endokrin sistemde bozukluklar, solunum yolu rahatsizliklar gibi
bir¢ok saglik sorununu beraberinde getirebilecegine dair ¢aligmalar literatiirde bulunmaktadir.
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Pestisitlerin etkisiyle oksidatif stres parametrelerinde artis goriilmektedir. Organofosforlu
pestisitlerle olusan oksidatif hasarin sebebinin, asetilkolinesteraz enziminin inhibisiyonu ile
artan serbest radikallerin olabilecegini gosteren in vitro ve in vivo galismalar mevcuttur. Ancak
pestisitlerin etki mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilmis degildir ve arastirilmasi gereken
birgok soru bulunmaktadir. Pestisitlerin neden oldugu oksidatif hasari ortadan kaldirmak ya da
azaltmak tizere ¢esitli antioksidanlarin kullanimina y6nelik ¢aligmalar son yillarda literatiirde
yerini almaya baglamistir. Lupeol, gilinliik diyette aldigimiz beyaz lahana, biber, salatalik ve
domates gibi sebzelerde ve zeytin, incir, mango, ¢ilek ve kirmizi tiztim gibi meyvelerde bulunan
bir triterpenoitttir. Cesitli ¢alismalarda lupeoliin antiinflamatuar, antitimor, antikanser,
antidiyabetik, antimutajenik, kardiyoprotektif ve hepatoprotektif aktivitelere sahip oldugu
bildirilmistir.

Calismamizin amact; ¢ok genis bir kullanim alanina sahip olan pestisitlerin neden oldugu
karaciger toksisitesini belirleyebilmek, antioksidan 6zelligi bilinen lupeoliin olas1 koruyucu
velveya iyilestirici etkilerini gozlemlemek ve insan sagligini bozabilecek bu durumdan
korunmanin yollarina dikkat ¢ekebilmektir. Bu ¢alismada deney gruplar1 her bir grupta yedi
erkek Wistar albino si¢an olacak sekilde dokuz gruba ayrilmistir. Kontrol gruplarina sirasiyla
serum fizyolojik, 50 mg kg misir yagi ve 20 mg kg lupeol gavaj yolu ile verilmistir. Pestisit
gruplarina sirastyla; 50 mg kg™* malathion, 10 mg kg * klorprifoz, 50 mg kg™ tebukonazol; ayni
dozlarda pestisit verilmis olan diger ii¢ gruba es zamanli olarak oksidatif hasar istiinde
iyilestirici ve/veya koruyucu roliinii arastirmak i¢in 20 mg kg™ lupeol gavaj yolu ile verilmistir.
10 giiniin sonunda disekte edilen sicanlardan histolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal
incelemeler icin karaciger dokusu alinmigtir. Bu ¢aligmanin kapsaminda, karacigerde ortaya
cikan histolojik degisimler hematoksilen-eosin ve Masson’un ti¢lii boyast uygulanarak ve
prolifere hiicre nukleer antijeni pozitif hiicre sayist ise immiinohistokimyasal yontemlerle
belirlenerek 1sik mikroskobu altinda incelenmistir. Biyokimyasal metod ile karacigerde reaktif
oksijen tdrleri, lipid peroksidasyonu ve glutatyon dizeyleri; karacigerde katalaz, stiperoksit
dismutaz, asetilkolinesteraz aktiviteleri ile serumda asetilkolinesteraz aktiviteleri belirlenmistir.
ELISA yontemiyle asetilkolinesteraz ve tiimdr nekroz faktor-a diizeyleri belirlenmistir.

Caligmamizda, lupeoliin, pestisitlerin olusturdugu hasar1 gosteren biitiin parametrelerde
tyilestirici ve/veya koruyucu etkisi oldugu goézlenmistir. Sonug olarak, diinyada kullanimi
giderek artan pestisitlerin etkisiyle olusabilecek karaciger hasarmi en aza indirebilmek igin
lupeoliin kullaniminin miimkiin olabilecegini ilk kez belirleyerek klinik uygulamalara katki
sagladigimizi sdyleyebiliriz.

Haziran 2020, 114 sayfa.

Anahtar kelimeler: Organofosforlu pestisit, lupeol, karaciger, oksidatif hasar, toksikoloji.
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With the increasing population, the use of pesticides in agricultural lands is increasing every
year to meet the demand for food. Pesticides are chemicals used to control harmful organisms
such as some insects and fungi. There are many studies showing that pesticide residues
accumulate on fruits and vegetables and this accumulation is well above acceptable limits.
Excessive pesticide use causes many environmental problems and threatens human health as
well as non-target organisms. It has been reported that the common use of pesticides leads to
the earth, water, air pollution, and food contamination by interacting with surfaces contain
pesticides. The exposure to pesticides increases when those foods consumed by adults and
children through diet. Organophosphorus pesticides are the most widely used group of
pesticides in the world today after and organochlorine pesticide Dichloro diphenyl
trichloroethane (DDT) was banned. Because the organophosphorus pesticide is a good
alternative and easily biodegradable more than organochloride pesticides. However, despite
their easy degradability, organophosphorus pesticides have higher acute toxicity, especially on
mammals, and result in the death of approximately 100,000 people annually. Also, in case of
exposure with pesticides, oxidative stress parameters increase but these mechanisms are not
fully understood. For this reason, there are many aspects to be investigated about of metabolism
of pesticides. Moreover, it has been stated in many studies that chronic exposure to
organophosphorus pesticides can lead to various health problems, such as neurodegenerative
disorders and respiratory diseases.
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In case of exposure to pesticides, oxidative stress parameters increase and these mechanisms
are not fully understood. There are many in vitro and in vivo studies in the literature regarding
oxidative damage showing that it is induced by free radicals as a result of AChE inhibition in
the organisms after exposure to organophosphorus pesticides. However, there are many aspects
to be investigated about of metabolism of pesticides. There are various experimental studies
have been carried out on antioxidants that have healing and protective effects against oxidative
damage caused by pesticides. Lupeol is a triterpene found in fruits and vegetables such as white
cabbage, fig, mango, strawberry, and concord grape. It has been shown that lupeol has an anti-
inflammatory, antimutagenic, anti- cancerogenic, cardioprotective, and hepatoprotective
features in various studies.

Our study aims that to determine the liver toxicity caused by pesticides whit a wide range of
uses, effects of lupeol that have antioxidant features in terms of liver toxicity, and to draw
attention to the ways of protection from this condition that may impair human health. In this
study, the male Wistars albino rats were randomly divided into nine groups of seven animals
each. Control groups were given saline, 50 mg kg  corn oil, and 20 mg kg * lupeol via gavage,
respectively. Pesticide groups respectively were given 50 mg kg* malathion, 10 mg kg™
chlorpyrifos, and 50 mg kg™ tebuconazole via gavage. And the other three pesticide groups
were given the same doses of pesticide and also 20 mg kg * lupeol via gavage to investigate the
antioxidant role for ten days. Liver tissue was removed from the dissected rats after exposure
and histological, immunohistochemical and biochemical, examinations were performed. Here
in this work, under the light microscope, histological changes in the liver were examined by
using hematoxylin-eosin and Masson trichome dye and Proliferating cell nuclear antigen
positive cell numbers were examined by immunohistochemical methods. Also, liver reactive
oxygen species, lipid peroxidation and glutathione levels, catalase, superoxide dismutase, liver,
and serum acetylcholinesterase activities were determined by the biochemical method. ELISA
was used to determine acetylcholinesterase and tumor necrosis factor-a levels.

It was found out that when lupeol as given with pesticides, lupeol showed healing and protecting
effect for all parameters on the damages pesticides caused. As a conclusion, using lupeol to
minimize the damage caused by pesticides, which are used worldwide, on the liver was proven
for the first time and this finding can make a contribution to clinical studies in the future.

June 2020, 114. pages.

Keywords: Organophosphorus pesticide, lupeol, liver, oxidative damage, toxicology
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1. GIRIS

Pestisitler, 6zellikle tarim zararlilarin1 6nlemek veya kontrol altinda tutmak amaciyla kullanilan
kimyasallardir. Diinya niifusunun ve gida ihtiyacinin artmasmin bir sonucu olarak pestisit
kullanim1 da kiiresel Olcekte artis gostermektedir. Pestisit kullanimindaki artis hem c¢evre
kirliligine sebep olmasi hem de canlilar {izerindeki olumsuz etkisi sebebiyle kontrol altina
alinmasi1 gereken bir sorun haline gelmektedir. Pestisit terimi insektisit, herbisit, fungusit,
kemirgen ve nematisit Oldiriicii gibi genis bir kullanim alanimi kapsamaktadir. Sentetik
olmayan pestisitler tarih boyunca tarimda verimliligi arttirmak amaciyla kullanilmistir. Fakat
organoklorlu ve organofosforlu pestisitlerin esas olarak kullanimi 2. Diinya Savasi’na
dayanmaktadir (Hamilton ve Crossley, 2004). Pestisit liretimi 20.Y1izyilda en yiiksek seviyeye
ulagmistir ve iiretim 1950 yilinda 0,2 milyon ton iken, 2000 y1l1 itibariyle bu say1 5 milyon tona
kadar yikselmis bulunmaktadir (Carvalho, 2017). 2017 verilerine gore dunyada pestisit
kullanimi kg ha* olarak hesaplandiginda Asya ve Amerika kitas1 sirasiyla 3.67 ve 3.57 kg ha't
oranla basi ¢gekmektedir (Faostat, 2017).

Pestisitlerin tarimda yaygin kullanimiyla birlikte bu kimyasal artiklarin ¢evreye yayilmasi,
karasal ve sucul ekosistemlerin dengesini bozmakta, insan saglig1 agisindan da ciddi bir tehdite
yol agmaktadir (Carvalho, 2017). “Diinya Doga ve Dogal Kaynaklart Koruma Birligi”’nin 2015
yilinda yayinladig: ‘Sistemik Pestisitlerin Biyogesitlilik ve Ekosistemler Uzerindeki Etkilerinin
Diinya Capinda Biitlinlesik Degerlendirmesi’ adli raporunda, sistemik uygulanan pestisitlerin
ozellikle tozlastirict canlilar, kara ve su omurgasizlari, amfibiler ve kuslar olmak Uzere
1000’den fazla tiir i¢in ciddi olumsuz etkilerinin oldugu ifade edilmistir (Dudley ve dig., 2017).
Bir¢ok arastirma ile herbisitlerin %95’inden ve insektisitlerin ise %98’inden fazlasinin hedef
organizmalara ulasamadigi, rlizgar ve akarsular ile uzak alanlara taginarak gesitli bitki ve

hayvan tiirleri i¢in tehlike olusturdugu gosterilmistir (Pariona, 2017).

Pestisitler ayrica insan saglig1 agisindan da dnemli olumsuz etkilere sahiptir. Kanser, obezite,
astim, alerji gibi hastaliklar ile iliskisi oldugu bir¢ok arastirma ile ortaya konulmustur
(Carvalho, 2017; Herndndez ve dig., 2011; Liu ve dig., 2015; Kim ve dig., 2017). Cok diisiik
dozlara maruziyet durumunda bile 6zellikle gelisimin erken evrelerinde, dogum kusurlarina ve

fetal 6liimlere sebep olabilmektedir (Kim ve dig., 2017). Diinya genelinde her y1l pestisitlerin



yanlis kullanimina bagli yaklasik 355.000 kisi hayatin1 kaybetmektedir (Carvalho, 2017).
Organafosforlu pestisitler dogrudan merkezi ve ¢evresel sinir sistemi iistiine etki etmektedir.
Pestisitlere akut veya kronik maruziyet redoks tepkimeleri {istiinde olumsuz etkiler yaratip,
bircok organda lipid peroksidasyonuna ve antioksidan kapasitenin azalmasina sebep olmaktadir

(Avci ve dig., 2018).

Oksidatif stres, doku hasar1 ile de olusabilen, reaktif oksijen tiirlerinin artmasiyla birlikte
dengenin bozulmasi ve bdylelikle antioksidan sistemin yetersiz kalmasi sonucu meydana
gelmektedir. Serbest radikaller eslesmemis elektron ¢iftine sahiptirler ve bu durum onlara asir1
reaktiflik kazandirarak DNA, lipidler ve karbonhidratlar gibi 6nemli makromolekiillerin
yapisina zarar vermelerine sebep olur (Kim ve dig., 2017). Canli sistemlerde bu oksidatif hasara
kars1 gelistirilen birgok savunma mekanizmasi mevcuttur. Bu savunma mekanizmalari
enzimatik veya enzimatik olmayan yollardan gerceklestirilir (Prasad ve dig., 2008; Yavari ve
dig., 2015). Enzimatik olmayan antioksidanlardan biri olan lupeol, bircok sebze ve meyvede
bulunan antikarsinojen, antiinflamatuar ve antimutajenik 6zelligi olan bir triterpen tiirevidir
(Tsai ve dig., 2016). Lupeol 6zellikle beyaz lahana, biber, salatalik, domates gibi sebzelerden
ve zeytin, incir, mango, ¢ilek, siyah iiziim gibi meyvelerden diyet yoluyla alinmaktadir.
Lupeolun, hem in vitro (Saleem ve dig., 2008) hem in vivo (Kumari ve Kakkar, 2012)
calismalarda, gesitli farmakolojik etkileri oldugu gosterilmistir (Saleem, 2009). Ornegin bir
calismada, aflatoksin ile olusturulan karaciger hasarinda lupeoliin s6z konusu hasarin
giderilmesinde koruyucu rolii oldugu ortaya konulmustur (Preetha ve dig., 2006). Bir baska
caligma ile karaciger hasari olusturulan farelerde lupeoliin, antioksidan enzimlerden glutatyon
(GSH) seviyeleri ve katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidazin
(GSH-Px) aktivitelerini yiikselttigi goriilmiistiir (Prasad ve dig., 2007).

Bu tez ¢alismasinda, pestisitlerin karaciger dokusunda olusturdugu histolojik hasar1 ve lupeoliin
bu hasar Gizerine olan etkisini belirlemek igin, hazirlanan doku kesitleri Hematoksilen-Eozin ile
Masson’un ii¢lii boyast kullanilarak incelenmistir. Hiicre proliferasyonunun saptanmasi igin
notral formalin ile fikse edilen karaciger dokusuna prolifere hiicre nikleer antijeni (PCNA)
immiinohistokimyas1 uygulanmistir. Biyokimyasal yontemlerle karaciger reaktif oksijen tiirleri
(ROT), lipid peroksidasyonu (LPO) ve GSH seviyeleri, CAT ve SOD aktiviteleri ile karaciger
ve serum asetilkolinesteraz (AChE) aktiviteleri tayin edilmistir. ELISA metodu ile AChE ve

timor nekroz faktor-o. (TNF-a) diizeyleri 6lgiilmiistiir.



Calismada, pestisitlerin etkisiyle olusan histopatolojik ve biyokimyasal hasarlar ve bu hasarlar
Uzerinde bir antioksidan olan lupeoliin koruyucu etkisinin olup olmadigin1 in vivo deneysel bir
modelle ortaya koymak amaglanmistir. Caligmamizin, diinya ¢apinda kullanimi gittikge artan,
pestisitlerin etkileri {izerine yapilan ¢alismalara 151k tutabilecegini, bdylece lupeoliin, insan
sagligini tehdit edecek boyutta kullanilan, ¢agimizin énemli sorunlarindan biri haline gelen
pestisit zararlarinin tedavisinde uygulanmasina yonelik klinik caligmalara 6énemli bir katki

saglayacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PESTIiSITLER

Pestisitler, tum dunyada, mahsuliin korunmasina yonelik verim artis1 ve ucuz maliyeti sebebiyle
yaygin olarak kullanilmaktadir (Pan ve dig., 2018). Tarimda basit bir sekilde uygulanabilir
olmasi ve hizli etki gostermesi ile iirlinii hem zararlilardan hem de yabanci otlardan korumadaki
basaris1 sayesinde 1940 yilindan itibaren pestisitlerin Uretimi ve kullanim1 giderek artan bir
grafik ¢izmektedir (Tiryaki ve dig., 2010). Giinlimiizde pestisit kullanimi diinya ¢apinda yilda
2 milyon tona ulagmistir. Bu pazarmn biiyiik bir kismini Cin olusturmakta ve onu Amerika
Birlesik Devletleri ile Arjantin takip etmektedir. 2020 yil1 itibariyle pestisit kullaniminin 3,5
milyon tona kadar artig gosterecegi tahmin edilmektedir (Sharma ve dig., 2019).

Tarih boyunca, cesitli kimyasal maddeler tarimda {iriinii korumak amaciyla pestisitlerden ¢cok
once kullanilmaktaydi. Ornegin, Siimerliler 4500 y1l 6nce bocekleri ve akarlari kontrol altinda
tutmak i¢in kiikiirt kullanmaktaydilar (Bernardes ve dig., 2015). 3200 y1l 6nce Cinliler arsenik
ve civa bilesenlerini viicut bitlerinden korunmak i¢in kullanirlardi (Unsworth, 2010). ilk olarak
1876 yilinda sentezlenen dikloro difenil trikloroethan (DDT) ise 2. Diinya Savasi’ndan sonra
yaygin olarak zararlilarla miicadelede kullanilmaya baslandi. DDT baslarda insan saglig1 i¢in
zararsiz, etkili ve ucuz bir kimyasal olarak goziiktiiglinden ¢ok ¢esitli varyasyonlari da tiretildi.
1962 yilinda Rachel Carson yazdig: “Silent Spring” isimli kitabinda DDT’nin hem ¢evre hem
de insan i¢in zararlarindan bahsederek, DDT kullaniminin kisitlanmasina dair toplumda bir
biling olusturdu. 1967 yilinda kus yumurtalarinin kabuklarindaki ¢abuk kirilma ve incelmenin
DDT kullanimiyla dogrudan iliskili oldugu ingiliz bir arastirici tarafindan kanitlandi. DDT nin
hedef organizmalar haricinde kuslar ve baliklar tizerindeki olumsuz etkileri, ekosistemdeki
kaliciliginin yiiksek olmasi gibi zararl etkileri g6z 6ntinde bulundurularak 1972 yilinda Birlesik
Devletlerde ve sonrasinda diger iilkelerde DDT kullanimi yasaklanmaya baslandi1 (Bernardes
ve dig., 2015). Sonradan yapilan ¢esitli aragtirmalar ile DDT nin akut ve kronik maruziyetinin,
bireylerde meme kanseri riskini arttirdigi, ayrica diyabet ve karaciger hastaliklarina sebep
oldugu gosterilmistir (Tang ve dig., 2014; Li ve dig., 2017). DDT nin bu zararh etkileri géz
oniinde bulundurularak daha secici ve daha giivenli yeni pestisitlerin iiretilmesi i¢in ¢alismalar
baslatildi, boylelikle organoklorlu, organofosforlu, karbamatli ve piretroid tlirevi sentetik

pestisitler ortaya ¢ikmistir (Bernardes ve dig.;2015; Mcafee, 2017). Gilnlmizde dinya



genelinde kullanilan pestisit ¢esidinin 2000’den fazla oldugu bilinmektedir (Wang ve dig.,
2019).
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Sekil 2. 1: Pestisit kullaniminin yillara gére degisim grafigi (Fao, 2017)

Pestisit kullaniminin halk sagligi ve gevre ig¢in dogurabilecegi zararlar birgok arastirma ile
ortaya konulmustur. Fakat bununla birlikte, pestisitler olmadan gida tiretimi diisiis gdsterecek,
gida fiyatlarinda artis meydana gelecek ve iiriin miktarindaki bu kaybi 6nlemek i¢in daha fazla
dikili tarim alanlarina gereksinim olacaktir (Bernardes ve dig., 2015). Ayrica, bazi arastiricilar
taze meyve ve sebze tiiketmenin faydasinin, tiikketilen bu gidalardaki pestisit kalintilarinin
yaratacagi riskten, daha fazla oldugunu diisiinmektedirler. Bunun yani sira pestisitler, insanlar
icin bulasict hastalik yapan organizmalari etkisiz hale getirmek konusunda da 6nemli bir rol
oynamaktadir (Maksymiv, 2015). Pestisitler, liriinlerin iyilestirilmesi ve bulasict hastaliklarin
kontroliinde kullanigh goziikse bile, uzun siireli maruziyette hem ¢evreye hem insan sagligina
doniik olumsuz etkiler yaratmaktadirlar. Bu kimyasallar ekosistemde birikim gosteren, stabil
ve toksik maddelerdir. Bu sebeple asir1 kullanimi bir takim olumsuz sonuglar
dogurabilmektedir. Pestisitlerin ilk kullaniminda, hedef canlilarin popiilasyonunda ciddi bir
azalma gozlenir; fakat ileriki zamanlarda pestisite karsi diren¢ gosteren bu canlilarin
popiilasyonu giderek artar ve nihayetinde uygulanan pestisit etkisiz hale gelir. Ornegin, 1970’li
yillarda Meksika’da bir pamuk tarlasinda kurtlara karsi uygulanan pestisitin en sonunda
inaktiflesmesi sonucu, tirtinii korumanin bir yolu kalmayinca 285,000 hektar alana sahip tarla

terkedilmistir (Wilson ve Tisdell, 2001). Dogrudan veya dolayl1 olarak havaya, suya ve topraga



karisan pestisitler tiim ekosistemde canlilar i¢in ciddi saglik problemleri olusturabilmektedir.
Yapilan in vivo ¢alismalardan elde edilen bilgiler 1s181nda, pestisitlerin birgok organin yapisal
fonksiyonunu bozarak, endokrin, sinir ve (reme sistemlerini olumsuz yonde etkiledigi,
norodejeneratif hastaliklar ve gelisim bozukluklarina sebep oldugu goriilmektedir (Mostafalou
ve Abdollahi, 2013; Sharma ve dig., 2019).

19. Yiizyilin ortalarindan bu yana sanayinin gelismesiyle birlikte pestisit kullanimindaki
yiikselig, beraberinde ekolojik dengenin korunmasma doniik kaygilara yol agmaktadir.
Biyogesitliligin olumsuz etkilenmesi, gida gilivenliginin azalmasi ve su kaynaklarinin
kirlenmesine doniik kaygilar pestisit kullaniminin yol actigi 6nemli problemlerin sonucudur
(Ozkara ve dig., 2016). Pestisit kalintistyla kontamine olan toprak yiizeyi, bazi pestisitlerin
kaliciliginin yiiksek olmasi ve hedef olmayan organizmalara toksik etkisi gibi sebepler gittikce
daha da artan bir endise yaratmaktadir. 2015 yilinda Avrupa Birligi iiyesi 11 {ilkeden toplanan
375 toprak 6rnegi incelenmis ve %80’den fazla drnekte pestisit kalintilarina rastlanmistir (Silva
ve dig., 2019). Pestisitlerin uygulandig: topraktaki adsorpsiyon dereceleri topragin cesidine,
uygulanan pestisitin molekiiler yapi, boyut, sekil, ¢oziiniirliik, polarite gibi 6zelliklerine bagli
olarak degisebilmektedir (Gevao ve dig., 2000). Ayrica pestisit kalintilari besin zinciri yoluyla
taginabilmekte ve kiimes hayvanlarindan baliklara, bitkisel yaglardan ¢esitli meyve ve sebzelere
kadar birgok trunde tespit edilebilmektedir (Grewal ve dig., 2017). Polonya’da yapilan bir
calismada 547 meyve ve 479 sebze Ornegi lizerinde pestisit kalintilar1 incelenmis ve sonuglara
gore incelenen meyve orneklerinin 277’sinde (%50,6) ve sebze 6rneklerinin 99’unda (%20,7)’
unda pestisit kalintilarina rastlanilmistir. Pestisit kalintilarinin en ¢ok biriktigi meyveler; siyah
kustiziimii (%438,6), liziim (%50), elma (%61,9), Bektasi liziimii (%66,7), ve sebzeler de; tatl
biber (%55,6), domates (%59,5), kereviz (%62,5) olarak belirlenmistir (Szpyrka ve dig., 2015).
Belgika’da yapilan benzer bir ¢alismada 6lglim yapilan 1413 adet meyve ve sebze Grneginin
%72’sinde pestisit kalintisina rastlanilmis ve %6’simin standart degerleri astig1 gosterilmistir

(Claeys ve dig., 2011).

Pestisitler cesitli yollarla yeralti su kaynaklari, goller ve akarsulara ulasarak tatli su kaynaklarini
kontamine etmekte ve dolayisiyla buradaki biyogesitliligi tehlike altina sokmaktadir (Lorenz ve
dig., 2017). Hem yiizeyde hem de yeralt1 sularinda olusan pestisit kirliligi buradaki faunayz,

bitki ortiistinii ve bu suyu kullanan insan sagligini etkileyebilmektedir (Maksymiv, 2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041008X13000549?via%3Dihub#!
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Pestisitlerin su ve toprak kirliligine sebep olmasi sadece gida gilivenligini bozmakla kalmayip
insan sagligini da tehdit etmektedir. Pestisit uygulamalarindan direkt olarak etkilenen en 6nemli
meslek grubu ciftciler olup, yapilan gesitli caligmalarla pestisitlerin bu bireylerde kontrol
gruplarina kiyasla DNA hasar1 ve oksidatif stres seviyesinde artigsa, serum asetilkolinesteraz
aktivitesinde azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (Atherton ve dig., 2009; Remor ve dig,
2009). Yapilan deneysel ¢alismalar ve epidomiyolojik arastirmalar pestisitlerin karsinojenik
etkisi oldugunu Ozellikle prostat, akciger ve l6semi kanseriyle baglantili oldugunu ortaya

koymaktadir (Blair ve dig.,2015).

Pestisitlerin gruplandirilmast ¢esitli yollarla yapilabilmektedir. Bunlardan biri kimyasal
yapilarima gore gruplandirmadir. Bu smiflandirmaya gore; organofosforlu (klorprifoz,
diazinon), organoklorlu (DDT, aldrin), karbamatli (aldicarb) ve pretroit (sipermetrin) grubu
pestisitler olarak ayrilirlar. Benzer kimyasal 6zelliklere sahip pestisitler, ekosistemde kalicilik
ve taginim ile toksisite mekanizmasinda benzer 6zellik sergilerler. Ayrica pestisitleri, kontrol
ettikleri canli tiiriine gore siiflandirmak da miimkiindiir. Ornegin insektisitler boceklere karsi
korumada etkiliyken, herbisitler bitki ve yabani otlara, fungisitler mantarlara kars1, rodensitler

de kemirgenlerle miicadelede tercih edilmektedirler (Bernardes ve dig., 2015).
2.1.1. Organofosforlu Pestisitler

Organofosforlu pestisitler (OP), ilk elde edilisi iki yiizy1l dncesine dayansa da 6zellikle II.
Diinya Savasindan sonra linlenmis ve su anda diinyada en ¢ok kullanilan pestisit gruplari
arasinda yerini almistir (Costa, 2017). Ozellikle organik klorlu pestisitlerle kiyaslandiginda
organizma iizerinde daha az toksik etkilere sahip olmasi ve dogada kaliciliginin alt1 ay gibi kisa
bir siire olmasi sebebiyle sik¢a tercih edilmeye baslanmistir (Reynoso ve dig., 2019). OP’lerin
Schrader tarafindan 1937 yilinda genel yapilar1 ortaya konulmustur. Bir fosfor, siilfiir ya da
oksijen atomuyla ¢ift bag kurmakta, yan gruplar ise genelde alkoksi gruplarindan olugsmaktadir

(Costa, 2017).
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Sekil 2. 2: Organofosforlu pestisitlerin genel kimyasal form{li

Organofosforlu pestisitlerin ana ¢alisma mekanizmasi AChE enzimini geri doniisiimsiiz olarak
inhibe etmektir. AChE, bir norotransmitter olan asetilkolinin yikimindan sorumlu;
noromuskular kavsakta, kolinerjik noronlarda ve kirmizi kan hiicrelerinde bulunan 537
polipeptid uzunlugunda sinir sisteminin en 6nemli enzimlerindendir (Costa, 2017). Asetilkolin,
asetil koenzim A ve kolinden meydana gelmektedir ve AChE, asetilkolinin, asetatla koline
hidrolizini saglamaktadir. Sinaptik boslukta salgilanan asetilkolin, muskarinik ve nikotinik
reseptorlere baglanarak kas hiicresinin depolarizasyonunu saglamaktadir. Organik fosforlu
pestisitler, asetilkolinesterazin aktif bolgesindeki serin aminoasidinin hidroksil grubundaki
oksijeni fosforilleyerek enzimi etkisiz hale getirmektedirler. Fakat bu noktada enzim hala bir
oksim grubu ile aktif hale dondiiriilebilmektedir. Eger fosforillenme olduktan sonra bu asamay1
bir alkil grubunun ayrilmasi takip ederse enzim artik geri doniisiimsiiz sekilde inhibe olmaktadir
ve bu siireg yaslanma olarak adlandirilmaktadir (Costa, 2017; Lorke ve Petroianu, 2019).
Asetilkolinesterazin inhibe olmasiyla birlikte asetilkolinin yikilamamasi sonucu asetilkolin,
kolinerjik sinapslarda birikmektedir ve noronlarda asir1 uyarilmaya sebep olmaktadir.
Kolinerjik sendrom veya kolinerjik kriz ad1 verilen bu durum da terleme, tiikiiriik ve bronsial
salgida artig, hipertansiyon, kusma ve karinda kramp ile solunum yolunun fel¢ olmasina kadar
genis spektrumda komplikasyonlara sebep olmaktadir (Lorke ve Petroianu, 2019).
Organofosforlu  pestisitlere  gastrointestinal, solunum veya dermal yolla maruz
kalinabilmektedir. Pestisitlere en fazla maruz kalan meslek gruplarini tarim ¢alisanlari, ¢iftciler
ve pestisit ilaclamasi1 yapan isciler olusturmaktadir. Bu meslek gruplari arasinda yapilan
epidemiyolojik ¢aligmalarda pestisite maruziyet sonucunda periferik sinir sisteminde hasar,
anksiyete ve depresyon ile ndoropsikolojik bozulmalar gorulebilmektedir (Lukaszewicz-
Hussain, 2010; Jokanovi¢, 2018). Malathion, klorprifoz ve diklorpozun dahil oldugu organik
fosforlu pestisitler beyinde antioksidan ve pro-oksidan dengesini bozarak oksidatif stresi


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Petroianu%2C+Georg+A
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Petroianu%2C+Georg+A

arttirmaktadir. Oksidatif stresin olusumunda rol oynayan reaktif oksijen tiirleri, apoptotik ve
anti-apoptotik protein miktarlarinda dengesizlige, mitokondriyal membran degisimine ve
sitokrom C salinimina sebep olabilmektedir. Artmis oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu
Alzheimer hastaliginda goriilen amiloid beta birikimine, seramid iiretiminin baglamasina ve
apoptozu uyaran JNK, ERK1/2, MAP kinaz ifadelerinin degismesine neden olmaktadir (Yadav
ve dig., 2016). Cachle Country calismasi pestisitlere maruziyet ile Alzheimer hastalig1
arasindaki iligkiyi aydinlatmaya yonelik yapilan ¢aligmalardan birisidir. ABD Utah’da Cache
tarim ilgesinde yasayan 5092 katilimci, pestisite maruz kalan ve kalmayan bireyler olarak
siniflandirildi. Maruz kalinan pestisitin ¢esidi belirlendi. Deney katilimcilari ii¢, yedi ve on yil
arayla biligsel islevlerin degerlendirildigi teste tabii tutuldular. Sonuglar, demans ve Alzheimer
hastaliginin pestisite maruz kalan gruplarda anlamli sekilde artis oldugunu gostermektedir. Bu
calismada ayrica Alzheimer hastaligina yakalanma riskinin organofosforlu pestisite maruz
kalanlarda, organoklorlu pestisite maruz kalanlara gore, daha yiiksek oldugu gosterilmistir

(Hayden ve dig., 2010; Zaganas ve dig., 2013).
2.1.1.1. Malathion

Malathion, Diethyl 2-[(dimethoxyphosphorothioyl)sulfanyl] butanedioate genis spektrumlu
organofosfat grubu bir insektisit olup ilk olarak 1956 yilinda onaylanmigtir. Malathion renksiz
veya kehribar renginde, su, alkol, ester ve ketonda kolayca c¢oziinen bir kimyasaldir.
Uluslararas1 Kanser Aragtirmalari Dernegi (IARC) kayitlarina gore, olasi karsinojen (grup 2A)
simifinda bulunmaktadir. Malaoxon, malathionun parcalanma trini olup malathiondan ¢ok

daha toksiktir ve kolinesterazlarin inhibisyonuna sebep olmaktadir (Edwards, 2006).

Sekil 2. 3: Malathionun kimyasal yapisi
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Malathionun farelere ii¢ farkli doz verildigi bir calismada (2.5, 5 ve 10 mg kg ) kemik iliginde,
verilen dozla dogru orantili olarak kromozom aberasyonlarinda artis oldugu saptanmustir (Giri
ve dig., 2002). Yapilan baska bir calismada ise 90 giin boyunca oral yolla 50 mg kg * malathion
verilen siganlarda serum alanin aminotransferaz (ALT), aspartat transaminaz (AST), alkalen
fosfataz (ALP) ve laktat dehidrogenaz (LDH) degerlerinin arttigi gozlenmistir. Bu enzimlerin
yuksekligi karaciger hasarinin gostergesi olmakla birlikte histopatolojik bulgular da bu durumu

desteklemektedir (Aboubakr ve dig., 2019).
2.1.1.2. Klorprifoz

Klorprifoz, O,0-Diethyl O-3,5,6-trichloropyridin-2-yl phosphorothioate, organofosfat grubu
bir pestisit olup, patenti 1966 yilinda “Dow Chemical Company” tarafindan alinmistir.
Klorprifoz, renksiz veya beyaz renkli, merkaptan benzeri kokuya sahip, kristal kat1 kivamda
sudaki ¢oziiniirliigii az, organik bilesiklerde ise kolayca ¢oziinen bir yapiya sahiptir (Eaton ve
dig., 2008). Klorprifoz-oxon, klorprifozun pargalanma iriiniidiir ve kolinesterazlarin
inhbisyonuna sebep olur. Klorprifozun genotoksik, immiinotoksik ve norotoksik etkisi yapilan

calismalarla ortaya konulmustur (Sharma ve dig., 2019; Mahmoud ve dig. 2019).

Cl Cl

Sekil 2. 4: Klorprifozun kimyasal yapisi

Rohlman ve Ismail’in (2019) Misir’da 12-21 yas arasinda pestisit uygulamasi yapan isgiler
Uzerinde yapmis oldugu bir ¢alismada dikkat daginikligi ve hiperaktivite bozuklugu ile
klorprifoz uygulamasi arasinda korelasyon oldugu saptanmistir. Yapilan gesitli arastirmalar ile
klorprifoz maruziyetinin depresyon ve anksiyete ile dogru orantili oldugu gdsterilmektedir

(Chen ve dig., 2011).


https://en.wikipedia.org/wiki/Dow_Chemical_Company
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2.1.1.3. Tebukonazol

Tebukonazol,  1-(4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-3-(1,2,4-triazol-1-ylmethyl)  pentan-3-ol,
tarimda meyve ve sebzeleri mantar kontaminasyonuna karst korumak i¢in siklikla kullanilan
triazol grubu bir fungusittir. Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi’na (EPA) gore
insan sagligr icin olas1 karsinojen kimyasallar sinifinda bulunmaktadir. Tebukonazol,
mantarlarin hiicre zarinda bulunan bir sterol olan ergosteroliin sentezini engeller. Aerobik
kosullar altinda topraktaki yarilanma 6mrii 49-610 giin arasinda degismektedir ve topraktaki

hareketliligi orta derecededir (Zelonkova ve dig., 2019).
C(CHs)s
HO-CCH 7
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Sekil 2. 5: Tebukonazoliin kimyasal yapisi.

Yang ve dig. (2018) yaptiklar bir caligmada; tebukonazoliin SOD aktivitesini si¢an karaciger,
bobrek ve testis dokularinda arttirdigi, glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesini ise karaciger
ve bobrek dokusunda arttirirken, testis dokusunda azalttig saptanmustir. Sirastyla 50 mg kg *
ve 100 mg kg * tebukonazol maruziyetine birakilmis hamile siganlar arasinda yapilan bir baska
calisma ile, hamileligin 21. giiniinde fetal testis testesteron seviyelerinde diisiis ve erkek

siganlarda disilesme goriildiigl tespit edilmistir (Taxvig ve dig., 2007).

2.2. SERBEST RADIKALLER VE OKSIiDATIF HASAR

Serbest radikaller, bir veya daha fazla sayida eslenmemis elektron iceren, bu yiizden kararsiz
yapida bulunan ve kararli hale gecebilmek i¢in diger organik bilesiklerle reaksiyona girme
egiliminde olan asir1 reaktif atom veya molekiillerdir. En basit serbest radikale, tek bir elektrona
sahip hidrojen (H) atomu o6rnek olarak verilebilir. Cok kisa yarilanma omiirleri oldugundan
serbest radikalleri sentezlemek, depolamak, dolayisiyla onlarin biyokimyasal ve patofizyolojik

stireclere katilimlarini anlamaya ¢alismak, oldukga zordur (Laher, 2014).
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Serbest radikallerin meydana gelmesi gesitli yollarla olabilir. Ornegin radikal olmayan bir
molekiiliin bir elektron kazanmasi (Y+e~ —Ye) veya kaybetmesi (X-e~ —Xe) yani
eslenmemis bir elektrona sahip olmasiyla meydana gelebilir. Ayrica bir molekiildeki kovalent
bagin kirilmasi (homolitik boliinme) ile paylasilan elektronlardan her birinin bir atoma gitmesi
(X : Y> Xe +Ye) ile yine eslenmemis bir elektrona sahip radikaller olusur. Bir
molekiildeki kovalent bag kirildiginda her iki elektronda ayni atoma gelirse (X : Y — X~ +
Y*), buna da heterolitik boliinme adi verilir. Bu durumda iki yeni reaktif olusmaktadir

(Halliwell ve Gutteridge, 2015).

Serbest radikaller, oksijen kaynakli meydana geliyorsa reaktif oksijen tiirleri (ROT),
nitrojenden meydana geliyorsa reaktif nitrojen tiirleri (RNS) adin1 almaktadir. Oksijen kaynakli
radikaller icin peroksil (ROO-), hidroksil (OH"), alkoksil (RO«) ve siiperoksit anyonu (O2);
nitrojen kaynakli radikaller i¢in de nitrik oksit (NO¢) ile azot dioksit (NO¢) 6rnek verilebilir.
Bunlarin yaninda hidrojen peroksit (H20:), serbest radikal olmadig1 halde, en reaktif serbest
radikal olan OH" ’i olusturma ozelliginden dolay1 reaktif oksijen tiirevi olarak kabul edilir
(Halliwell ve Whiteman, 2004). Serbest radikaller canlilar igin sadece zararli etkilere sahip
degildir; ayn1 zamanda canliligin kdkeni ve evrimi i¢in de onemli rollere sahiptir. Oksijen
radikalleri, sinyal iletimi ve gen transkripsiyonunda rol oynamaktadir. Endotel hiicrelerinde
tiretilen nitrik oksit ise diiz kas hiicrelerinin gevsemesi, 16kositlerin adezyonu igin gerekliyken,
aktive olmus makrofajlar tarafindan iiretilen nitrik oksit bagisiklik yanitin olusmasi i¢in
onemlidir (Fang ve dig., 2002). Serbest radikallerin bilinen bu faydalarinin yani sira canlilarda
belirli bir diizeyin lstiine ¢ikmasi proteinler, lipitler ve DNA’nin yapisini1 bozarak tehlikeli
sonuclar dogurabilmekte ve canlilarda bircok hastaligin temelini olusturmaktadir. Serbest
radikaller, enzimlerde aktivite kaybina, DNA’da meydana getirdigi degisiklikler ile mutasyona
ve kansere sebep olabilmektedir. Lipitler ise serbest radikallerden en cok etkilenen
makromolekullerdir (Devasagayam ve dig., 2004).

Lipitlerin yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinin C-H (metilen) grubunun oksijen ile
yiikseltgenerek bozulmasiyla lipit peroksidasyonu (LPO) gerceklesir ve etan, alkol, aldehit
veya pentan gibi yan {irlinler olusur. (Devasagayam ve dig., 2004). Baslama, gelisme ve
sonlanma olarak U¢ asamada gergeklesen lipit peroksidasyonunun ilk asamasinda, bir yag
asidinden hidrojen atomu koparak karbon merkezli reaktif lipitler (L+) meydana gelir. Stabil
olmayan bu reaktif lipit, molekiler oksijen ile reaksiyona girerek lipit peroksit radikallerini

(LOO¢) olusturur. Olusan bu lipit peroksit radikalleri de yeni reaktif lipitleri meydana getirir ve
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bdylece zincirleme bir reaksiyon olusmus olur. Lipit peroksil radikallerine H* eklenmesi ile
olusan lipidhidroperoksit’in yikimi ile o6zellikle lipit peroksidasyonunun onemli belirteci
sayilan malondialdehit (MDA), 4-hidroksi-2-e-nonenal (HNE), akrolein gibi sekonder Uriinler
olugmaktadir (Marnet, 1999).

LPO iiriinleri ve 6zellikle oksitlenmis lipitlerden olusan aldehitler ROT’a gore ¢ok daha kararli
yapidadir. Bu nedenle hiicrede iiretildigi yerden uzak bolgelere yayilarak hasar1 genisletebilir.
LPO drunlerinin proteinlerle olusturdugu eklentiler, hiicrede sinyal yolaklarinin bozulmasi,
protein ve DNA hasari gibi biyolojik etkilere sebep olabilmektedir. ROT ve sekonder triinlerin
olusturdugu bu hasara oksidatif hasar denmektedir. Halliwell ve Whiteman (2004) oksidatif
hasari, canli organizmalarin bilesenlerine ROT saldirisinin neden oldugu biyomolekiiler hasar
olarak tamimlamigtir. Alzheimer, kanser, kalp yetmezligi ve immiinolojik bozukluklarda hiicre
icinde artmis LPO iirtinleri gozlenmistir; bunlar oksidatif hasarin sebep oldugu diisiiniilen

hastaliklardan sadece birkagidir (Ramana ve dig., 2013; Gegotek ve Skrzydlewska, 2019).

2.3. ANTIOKSIDAN SiISTEM

Antioksidanlar, hiicrede serbest radikallerin ve reaktif metabolitlerin meydana getirdigi toksik
etkileri engelleyen veya ortadan kaldiran, canlinin savunma mekanizmasinin bir pargasidir.
Antioksidanlar1 birincil, sekonder, endojen, eksojen, enzimatik veya enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak etkilesim sekline gore siniflandirmak miimkiindiir (Shivakumar ve
Yogendra, 2018). Eksojen antioksidanlar arasinda vitamin E, vitamin C, folik asit, ve 3-karoten
gibi Ozellikle sebze ve meyvelerden diyet yoluyla alinan vitaminler sayilabilir. Endojen
antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan seklinde iki gruba ayrilmaktadir. Enzimatik
olan antioksidanlar; superoksit radikalinin katalizinden sorumlu SOD ve hidrojen peroksitin
parcalanmasindan sorumlu CAT ile GSH-Px enzimleridir. Enzimatik olmayan
antioksidanlardan en Onemlisi serbest radikallerle dogrudan reaksiyona girerek oksidatif
hasarin engellenmesini saglayan GSH’dir (Halliwell ve Gutteridge, 2015; Karabulut ve Gilay,
2016).

Antioksidan sistem, viicutta iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin verdigi zarar1 dnlemeye ¢aligsarak
veya ortadan kaldirarak oksidan-antioksidan sistem arasindaki dengenin kurulmasinda 6nemli

rollere sahiptir. Epidemiyolojik ¢aligmalar, antioksidanlarin oksidatif stresin yol agtig1 kanser,
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norodejeneratif hastaliklar ve  DNA mutasyonu gibi hiicre i¢indeki hasar1 azalttigini

gostermektedir (Pisoschi ve Pop, 2015).
2.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar, oksidanlar1 daha az toksik molekiillere ¢evirerek ortamdan

uzaklastiran SOD, GSH-Px ve CAT gibi hiuicrede tretilen enzimlerdir.
2.3.1.1. Superoksit Dismutaz

[k olarak sigir eritrositlerinde tanimlanan ve insanlarda ii¢ farkli izoformu olan SOD biitiin
aerobik organizmalarda bulunan bir metalloproteindir. Hiicre iginde sitozolde bulunan SOD,
Cu (bakir) ve Zn (cinko) igeren bir aktif bolge ve ayrica iki alt birime sahip en yaygin bulunan
formdur. Hiicre disinda plazmada bulunan SOD sadece Cu, mitokondride lokalize olan SOD

ise manganez (Mn) icerir (Halliwell ve Gutteridge, 2015).
SOD
02_' +02_‘ +2H —— HQOE + 02

Superoksit anyon radikalinin (O2") katalitik olarak uzaklastirilmasinda etkili olan SOD, birer

molekil Oz 'nin H202 ve Oy olarak radikal olmayan molekiillere pargalanmasini saglar.
2.3.1.2. Katalaz

Katalaz birka¢ bakteri ve alg tiirii haricindeki biitiin aerobik canlilarda bulunur. Hayvanlarin
ozellikle karaciger ve eritrositlerinde bulunan katalaz, hiicre iginde peroksizomlarda lokalize
olmaktadir. Katalaz dért alt birimden olusmaktadir ve her alt birim aktif bolgesinde demir (Fe*?)
icermektedir (Halliwell ve Gutteridge, 2015).

CAT
2H,0," —————2H,0+0,

Katalaz oksidatif bir ajan olan ve hiicre igin toksik etki yaratan hidrojen peroksitin su ve

oksijene parcalanmasini saglar.
2.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz

GSH-Px su ana kadar tanimlanmis sekiz farkli izoformu bulunan ¢ogunlukla sitozolde ve bazen
mitokondride konumlanan bir antioksidandir. GSH-Px dort alt birimin her biri bir selenyum

(Se) atomu igeren, selenyum bagiml bir selenoenzimdir. Selenyum bagimli olmayan GSHPx
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cesitli ksenobiyotiklerin detoksifikasyonundan ve organik hidroperoksitlerin yikimindan

sorumludur (Halliwell ve Gutteridge, 2015).

GPx

H20,+2GSH —— GSSG+2H0

Selenyum bagimli GSH-Px hidrojen peroksit basta olmak tizere hidroperoksitlerin alkol ve suya
ayrismasini saglar. Lipid hidroperoksitlerine de etki ederek lipidleri peroksidasyondan koruyan

onemli bir enzimdir.

2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda en 6nemlisi glutatyon olmakla birlikte melatonin,
albiimin, iirik asit ve cesitli meyve ve sebzelerde bulunan lupeol (Nagaraj ve dig., 2000)

sayilabilir.
2.3.2.1. Glutatyon

Biitiin 0karyotik ve bazi prokaryotik hiicrelerde bulunan, glutamik asit, sistein ve glisinden
meydana gelen tripeptid antioksidandir. Glutatyonun; askorbat metabolizmasinin
diizenlenmesi, proteinlerin katlanmasi, proteinlerin siilfidril gruplarmin oksitlenmesinin ve
capraz baglanmasinin dnlenmesi, GSH-Px ve GST enzimleri igin kofaktor gorevi gérmesi ve

dolayisiyla antioksidan etki gostermesi gibi hiicre i¢inde dnemli rolleri bulunur.
2.3.2.2. Lupeol

Lupeol, kapali formiilii CzoHsoO olan anti-inflamatuar (Geetha ve Varalakshmi, 2001),
antioksidan (Gupta ve dig., 2012), anti-diyabetik (Gupta ve dig., 2012) ve karaciger koruyucu
(Preetha ve dig., 2006) etkisi gosterilmis bir triterpen tiirevidir. Lupeol 6zellikle beyaz lahana,
domates, mango, cilek, soya fasulyesi ve salatalik gibi c¢esitli meyve ve sebzelerde
bulunmaktadir. Son yillarda, kinikte kullanimi i¢in giderek artan bir ilgiyle terapdtik etkileri
Ustline arastirmalar yapilmaktadir (Saleem, 2009). Tchimene ve dig. (2016) yaptiklari
calismada, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), Demir (I1I) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giicii
(FRAP), Troloks Esiti Antioksidan Kapasite (ABTS) gibi antioksidanlarin etkilerinin

belirlenmesinde kullanilan testleri uygulayarak, lupeoliin, serbest radikalleri ortamdan
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uzaklastirdigini, lipid peroksidasyonunu azalttigini ve endojen antioksidan seviyelerinde artis

meydana getirdigini gostererek, antioksidan 6zelligini kanitlanmiglardir.

Sekil 2. 6 : Lupeoliin kimyasal yapisi.

Lupeoliin hem in vitro hem de in vivo kosullar altindaki etkileri bir¢ok ¢alismada ele alinmistir.
In vitro yapilan galismalar sonucu, lupeoliin hepatokarsinom hiicrelerinde mitokondriye
bagimli yolla apoptozu indiikledigi ve kanser tedavilerinde kullanilabilecegi sonucuna
varilmigtir (Li ve Xiao, 2018; Shen ve dig., 2019). ALT ve AST enzimleri saglikli bireylerde
kan serumunda diisiik diizeylerde seyreden karaciger enzimleridir. Preetha ve dig. (2006)
yaptiklari bir ¢aligmada lupeol ile 6n muameleden sonra aflatoksin verilen si¢anlarda karaciger
hasarimin gostergesi olan serum ALT ve AST enzim diizeylerinde ciddi bir diigiis gériildiigiinii
ve lupeoliin karaciger hasarina kars1 koruyucu etkisi oldugunu rapor etmislerdir. Bunula birlikte
lupeoliin diyabetik si¢anlarda insiilin seviyelerini diizenleyerek kan glukozu dizeyini

diisiirdligii, anti-hiperglisemik ve antioksidan etkisi oldugu saptanmistir (Ramu ve dig., 2016).

2.4. KARACIGER

Karaciger, yetiskin bir insanda 1300-1700 gram (g) arasinda degisen bir agirliga sahip olup,
diyaframin hemen altinda karin boslugunun sag iist kisminda bulunmaktadir ve viicutta bircok
fizyolojik olaym gerceklestigi hayati bir organdir (Trefts ve dig., 2017). Karaciger, serum

proteinlerinin sentezi, aminoasit, lipid ve karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesi ve
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detoksifikasyon islemleri gibi baslica gorevlere sahiptir. Dort adet lobdan olusan karaciger
periton ile kaplhidir, bunun altinda ince bir bag dokusundan olusan, elastik ve kollejen lifler
iceren Glisson kapsuld bulunur (Kierszenbaum, 2006). Hepatik lobiiller karacigerin en kii¢iik
islevsel birimleri olup altigen seklinde bir yapiya sahiptirler. Altigenin her kdsesinde, bir safra
kanali, bir hepatik arter ve bir portal venden olusan portal bolge bulunur. Alt1 adet portal
bolgenin ortasinda bir merkezi ven bulunur. Karacigere hepatik arter ve portal venden giren kan
karaciger siniizoidlerinden gecerek merkezi vene dogru akar (Duncan ve dig., 2009). Portal ven
karacigere aminoasit, karbonhidrat ve diger sindirim besinleri acisindan zengin fakat oksijen
acisindan fakir kan tagimaktadir. Karacigerin oksijen gereksinimi ise hepatik arter vasitasiyla
karsilanmaktadir (Young ve dig., 2013). Karaciger hepatik lobiiliinde hepatik artere yakin
kisim, Zon 1 olarak adlandirilip, oksijen ve besin acgisindan zengin bolgeyi olusturur. Merkezi
venin ¢evresini Zon 3 olusturur ve oksijen bakimindan en fakir bolgedir. Zon 2 ise bu iki

bolgenin arasinda kalan kisimdan olusur (Mescher ve Junqueira, 2018).


https://www.google.com/search?rlz=1C1FLDB_enTR526TR529&q=junqueira%27s+basic+histology:+text+and+atlas+luiz+carlos+uch%C3%B4a+junqueira&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LVT9c3NEwyM7DMyspOUuIGcY2MDA0MyuK1ZLKTrfST8vOz9cuLMktKUvPiy_OLsq0SS0sy8osWsXpkleYVlqZmFiWqFyskJRZnJitkZBaX5Ofkp1daKZSkVpQoJOalKCSW5CQWK-SUZlYpJCcW5eQXK5QmZxzekqgA1w4A4lsXbYcAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjQ_9WJurTlAhVYiVwKHSseA1EQmxMoAjARegQIEBAN
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Sekil 2. 7: Karaciger lobiilii genel goriiniimii (Guleg ve dig., 2010)

Karacigerde baslica dort hiicre grubu bulunur. Biyosentezden sorumlu ve karacigerin %70-
80’ini olusturan hiicre grubu hepatositlerdir. Karacigerin endotel hiicreleri ise siniizoidlerin
duvarin1 déseyen ve kan ile hepatositler arasinda bariyer gorevi goren hiicrelerdir. Karacigerin
diger iki hiicresi; makrofaj gorevi géren Kupffer hiicreleri ve A vitamini ile lipid depolayan

karaciger yildizs1 hiicreleridir (Carrero ve Pifieiro, 2004).

Karaciger hepatositlerine gen ekspresyonu ve biyokimyasal aktivite acisindan bakildiginda
biitiin hepatositlerin fonksiyonunun ayni olmadig1 saptanmistir. Hepatositlerin, hepatik lobiil
icinde bulunduklan fiziksel konuma gore farkli islevlere sahip olduklar1 gosterilmistir. Portal

bolgeye bitisik bulunan hepatositler, lire dongiisiinde kullanilan enzimleri salgilar ve amonyag1
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iireye doniistiiriirken; merkezi vene yakin bdlgede bulunan hepatositler glutamin sentazi

eksprese ederek glutamin olusturmak amaciyla amonyak kullanirlar (Duncan ve dig., 2009).

Karacigerin en 6nemli gorevlerinden biri, canlinin her giin maruz kaldig1 ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonudur. Bu detoksifikasyon islemi karacigerde iki asamada gergeklesir. Faz 1
olarak adlandirilan ilk basamakta, sitokrom P450 proteinleri olarak adlandirilan hem grubu
(demirli-porfirin) iceren enzimler rol alir. Faz 1 reaksiyonlar1 oksidasyon, rediiksiyon ve
hidroliz olarak &zetlenebilir. Faz 1 asamasinda meydana gelen metabolitler ana molekiilden
daha toksik olabilir. Faz 1 asamasinda meydana gelen bu ara molekiillerin, Faz 2 agamasinda
metilasyon, asetilasyon veya glutatyon konjugasyonu ile suda ¢6ziiniir formu olusturularak
viicuttan atilimi saglanir. Faz 2 igin detoksifikasyon asamasi da denilebilir. Ilaglar ve cevresel
toksik maddeler, karacigerdeki toksik metabolitlerin iiretimi ve detoksifikasyon arasindaki
dengenin bozulmasina, bunun sonucunda karaciger toksisitesine sebep olabilir (Pifieiro-

Carrero ve Pifieiro, 2014).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HAYVANLARIN TEMINIi

Calismamiza “Bezmidlem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu” nun
26.10.2018 tarih ve 2018/248 sayil1 karari ile etik kurul onay1 verilmis ve ¢alisma siiresince
Etik Kurul ilkelerine bagli kalinmistir. Calismada kullanilan ve agirliklart 200-300 gram
arasinda degisen 8-10 haftalik 63 adet Wistar albino tiirii yetiskin erkek sigan, “Istanbul
Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii” tarafindan temin edilmistir. Tiim
deney siireci “Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi”nde
tamamlanmistir. Deney Oncesinde siganlar, yeni ortam kosullarina aligsabilmeleri i¢in 1 hafta
boyunca karantinada tutulmuslardir. Siganlar hem alistirma periyodu hem de deney siiresince
kontrollii laboratuvar sartlarinda, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik fotoperiyodu, 22 £2 °C sabit
sicaklik, %50-60 nem oraninin oldugu laboratuvar ortaminda sehir suyu ve standart pellet yem

ile beslenmislerdir. Deney siireci baglamadan Once biitiin siganlarin agirliklari tartilmistir.

Antioksidan olarak kullandigimiz Lupeol, Carbosynth Ltd. (Birlesik Krallik) ve kullanilan
pestisitler ticari Urtin olup; Malathion Agrofarm A.S.(Tiirkiye), klorprifoz Safa Tarim (Turkiye)
ve tebukonazol Agrofarm A.S. (Tiirkiye) tarafindan temin edilmistir.

3.1.1. Deney Protokoli

Lupeol ve pestisitler giinliilk olarak hazirlanan ana stoktan hayvanin agirligina gore
hesaplanarak gavaj yolu ile verilmistir. Ana stok; 15 ml misir yaginda 0,24 g lupeol, 30 ml musir
yaginda 0,24 g klorprifoz, 30 ml misir yaginda 4,8 g malathion ve 30 ml misir yaginda 2,4 g

tebukonazol ¢6ziindiiriilerek hazirlanmistir.

Rastgele secilen laboratuvar hayvanlari, her bir grupta yedi sican olacak sekilde dokuz gruba

ayrilmustir. Gruplar;

Kontrol Grubu: %0,9’luk serum fizyolojik, Misir Yag1 Grubu: 50 mg kg misir yagi, Lupeol
Grubu: 20 mg kg * lupeol, Malathion Grubu: 50 mg kg “*malathion, Klorprifoz Grubu: 10
mg kg * klorprifoz, Tebukonazol Grubu: ilk 4 giin 50 mg kg *, son 4 giin 25 mg kg *
tebukonazol, Malathion + Lupeol Grubu: 50 mg kg "' malathion + 20 mg kg * lupeol,
Klorprifoz + Lupeol Grubu: 10 mg kg "* klorprifoz + 20 mg kg * lupeol, Tebukonazol +
Lupeol Grubu: ilk 4 giin 50 mg kg " tebukonazol + 20 mg kg * lupeol, son 4 giin 25 mg kg *
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tebukonazol + 20 mg kg " lupeol olarak diizenlenmistir. Tiim uygulamalar 10 giinde 8 kere

olacak sekilde gavaj yolu ile yapilmistir.

3.1.2. Diseksiyon

Deney periyodunun sonunda, diseksiyondan bir gece Once, hayvanlarin oral beslenmesi
kesilerek sadece su icmelerine izin verilmistir. Anestezi 50 mg kg ketamin hidrokloriir
(Ketalar®, Eczacibasi) ve 10 mg kg* Xylazine HCI (Alfazyne®, Hollanda) kas icine enjekte
edilerek gercgeklestirilmistir. Diseksiyondan once agirliklari tartilan sicanlarm Kkalplerinin
atriumundan, biyokimyasal incelemelerde kullanilmak {izere, serum eldesi saglanmasi
amaciyla, kan ornekleri alinmistir. Disekte edilen hayvanlarin karaciger dokusu histolojik
incelemeler icin Bouin fikstatifine, immunohistokimyasal incelemeler icin nétral formalin
fikstatifine alinmistir. Biyokimyasal incelemeler i¢in alinan dokular %0,9’luk serum fizyolojik
icinde, ELISA metodu uygulanacak dokular fosfat tamponlu tuz cozeltisi (PBS) icinde

calismanin yapilacag giine kadar -80 °C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2. HISTOLOJIK YONTEMLER

Histolojik incelemeler i¢in alinan karaciger dokular1 20-22 saat boyunca Bouin fikstatifinde
bekletilmistir. Fikse edilen dokular fikstatifin giderilmesi i¢in bir hafta boyunca giinde ti¢c defa
%70 etil alkolden gegirilmistir. Bir hafta sonunda rutin takip islemlerinden gecirilen dokular
(%70, %80, %90, %96, %100 yiikselen etil alkol serisi) en son asamada saydamlastirma igslemi
i¢cin ksilende bekletilerek parafine gomilmiistiir. 4 um kalinliginda alinan doku kesitlerine,
Hematoksilen & Eozin (HE) ve Masson’un ti¢lii boyasi prosediirleri uygulanarak, histolojik
hasarin mikroskopta incelenmesi i¢in uygun hale getirilmistir. Olympus CX 41 model 151k
mikroskobu ile incelenen ve Olympus DP71 model kamera ile fotograflari ¢ekilen preparatlarin

yari-kantitatif histopatolojik hasar dereceleri literatiir dogrultusunda yapilmistir.
Histolojik skorlama:

Karaciger hasarinin yar1 kantitatif histolojik degerlendirilmesi Belaid-Nouira ve dig. (2013)’nin
tarafindan bildirilen Kriterlere gére belirlenmistir. Karaciger dokusu histolojik hasar skorlamasi
icin hazirlanan preparatlar saat yoniinde kaydirilarak ve rastgele secilen 10 alanda, x400
blyltmede 151k mikroskobu altinda yapilmistir. Hepatosit 1sinsal diziliminde bozulma, piknotik

niikleus, eozinofilik sitoplazma, siniizoidlerde genisleme, vakuolizasyon, mononiiklear hiicre
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infiltrasyonu, niklear vakuolizasyon, vazokonjesyon, fibrozis, nekroz, hiperemi gibi 1s1k
mikroskobu kriterleri g6z Oniine alinarak her bir bireye ait karaciger kesitlerindeki histolojik
hasarlar degerlendirimistir. Her bir histolojik kriter O (hasarsiz), 1 (az hasar), 2 (orta hasar) veya

3 (siddetli hasar) seklinde derecelendirilmistir.

3.2.1. Immiinohistokimyasal Yontemler

Immiinohistokimyasal yontemler icin karaciger dokulari 22 saat boyunca %10’luk nétral
formalinde fikstatifinde tespit edilmistir. Dokular daha sonra fikstatifin giderilmesi icin bir
hafta boyunca giinde ii¢ defa %70’lik etil alkolden gecirilmis ve rutin takip islemlerinden
gegirilerek parafine gomiilmiistiir. Leica mikrotom cihazinda alinan kesitler PCNA (Santa Cruz
Biotechnology, SC-56) primer antikoruyla, ‘streptavidin-biotin peroksidaz’ yontemi (Javois,

1999) uygulanarak imminohistokimyasal olarak incelenmistir.

PCNA Immiinohistokimyasi

Parafin bloklardan alinan 4 pum kalinligindaki karaciger kesitleri Poly-L-lizin kapl lamlara
yapistirilmistir. Deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra distile suya alinan
kesitler, antijen iyilestirmesi amaciyla mikrodalga firinda 700 Watt’ta sitrat tamponu (Ph 6)
igerisinde 15 dakika inkiibe edilmistir. 3 kez 5’er dakika PBS (fosfatla tamponlu tuz ¢ozeltisi,
pH 7.4) ile yikanan kesitler, membran permeabilizasyonu i¢in distile su ile hazirlanan %0,3’liik
Triton X-100 ile 5 dakika inkiibe edilmistir. Endojen peroksidaz aktivitesini kaldirmak i¢in
kesitler 15 dakika %3’liikk H20> iginde bekletilmistir. PBS ile yikamanin ardindan UltraVision
Polyvalent HRP (Thermo Scientific TP-125-HL) kiti kullanilarak, kitin onerdigi sekilde
islemlere devam edilmistir. Spesifik olmayan boyanmalarin engellenmesi i¢in 10 dakika blok
solisyonunun ardindan PBS ve Triton-X ile 1:50 oraninda sulandirilarak hazirlanan PCNA
primer antikoru (Santa Cruz SC-56) oda 1sisinda 1 saat uygulanmistir. Bu asamada negatif
kontrol kesitlere sadece PBS uygulanmistir. PBS ile tekrar yikanan kesitlere biyotinlenmis
sekonder antikor ile 30 dakika muamelenin ardindan 15 dakika streptavidin peroksidaz enzimi
uygulanmistir. PBS ile yikamanin ardindan kromojen olarak AEC (3-Amino-9-Etilkarbazol)
(ThermoScientific Chromogen & Substrate TA-125-HA) ile 30 dakika inkibe edildikten sonra
renk olusumu mikroskop altinda gézlemlenmistir. Sonrasinda 5 dakika distile suda bekletilerek
reaksiyon durdurulmus ve zit boyama amaciyla kesitlere 1:1 oraninda sulandirilan Mayer

Hematoksilen solusyonu (Bio Optica, CAT No: 05-06002/L) 20-30 saniye uygulanmistir.
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Tekrar distile suya alindiktan sonra kapatma islemi su bazli Vision Mount (Thermo Scientific

TA-125-UQG) ile yapilmistir. Kesitler incelenene kadar + 4 °C’de muhafaza edilmistir.

PCNA boyanma derecesi degerlendirilirken rastgele secilen 500 hiicrede, PCNA pozitif
reaksiyon veren hiicreler sayilmistir. Boyanma gdsteren hiicrelerin sayisinin, toplam hiicre

sayisina orani yiizde olarak hesaplanmustir.

PCNA pozitif kript hiicre sayis1
PCNA pozitif hiicre indeksi (%) = X 100

Toplam kript hiicre sayisi

3.3. BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Homojenizat hazirlanirken karaciger dokusu tartilmistir. Tartilan doku cam homojenizatorde
%0,9’luk serum fizyolojik ile homojenize edilerek % 10’luk (w/v) karaciger dokusu
homojenizati hazirlanmistir. Homojenizatlar 10.000 x g’de +4 °C’de 20 dakika santrifiije
edilmistir. Elde edilen karaciger doku homojenizatlar1 Eppendorf tiiplerine konularak -76 °C’de

deney gliniinde kullanilmak tizere saklanmuistir.

3.3.1. Karaciger Dokusu AChE Seviyelerinin Belirlenmesi

Dokuda Asetilkolinesteraz (AChE) seviyelerinin tespiti Rat AChE Sandwich Elisa Kiti
(Bioassay Technology Laboratory, E0724Ra) kullanilarak yapilmistir. Yontem, antijen antikor
ozgilligiinden faydalanilarak, oOrnekte miktart bilinmeyen bir enzimin veya proteinin
seviyelerinin belirlenmesi esasina dayanir. Konsantrasyonu 160 U/L olan 120 ul standart
soliisyona 120 pl standart sulandirma tamponu eklenerek stok standart soliisyonu
hazirlanmistir. Stok standart sollisyonu seri olarak standart sulandirma tamponu ile seyreltilerek
80 U/L, 40 U/L, 20 U/L, 10 U/L ve 5 U/L konsantrasyonlarinda standartlar elde edilmistir.
Standartlar hazirlandiktan sonra 1 saat igerisinde kullanilmistir. Mikropleytin kuyucuklari sigan
ACHhE antijenine kars1 tiretilen antikor ile kaplidir. Standart kuyucuklarina 50 pl standart, 6rnek
kuyucuklarina 40 pl 6rnek ve 10 pl anti-AChE antikoru eklenmistir. Sonra tim kuyucuklara 50
ul Streptavidin HRP eklenmistir ve kuyucuklarin iistii kapatilarak ve 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edilmistir. Kor kuyucuklar: hari¢ tiim kuyucuklar yikama tamponu ile 5 kez yikanmistir. TUm

kuyucuklara 50 pl substrat soliisyon A ve daha sonra 50 ul substrat soliisyon B eklenmistir.
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Karanlikta 10 dakika inkiibe edilmistir. TUm kuyucuklara 50 pl durdurma tamponu eklenmistir.
Ortama eklenen substrat, enzim bagli sekonder antikordaki enzimle reaksiyona girerek {iriin
meydana getirir ve drnekteki AChE miktar1 ile dogru orantili olarak renk degisimi meydana
gelir. Bu reaksiyon, durdurma ¢ozeltisi ile sona erdirilirek, Elisa okuyucuda 450 nm dalga

boyunda olgtimler yapilmis ve standart grafik olusturulmustur.

3.3.2. Karaciger Dokusu ve Serumda AChE Aktivitelerinin Belirlenmesi

Elde edilen siipernatantlarda ve serumda AChE aktivitesi Ellman ve dig. (1961) tarafindan
belirlenen metoda gore tayin edilmistir. EIlman yonteminin ana prensibine gore; substrat olarak
kullanillan asetiltiyokolinin ortamda bulunan AChE enzimi sayesinde hidrolize ugrayarak
tiyokoline indirgenmesi ve tiyokolinin Ellman reaktifi olan DTNB ile (5,5 -ditiyo-bis-(2-
nitrobenzoik asit)) reaksiyonundan sar1 renkli bilesigin olugsmasidir. 450 nm dalga boyunda

absorbansi Ol¢iiliir ve sar1 rengin siddeti ile AChE aktivitesi dogru orantilidir.

Kullanilan Cozeltiler

Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (0.1 M; pH 8.0): 1,42 g Na2HPO4 bir miktar distile suda
cozillerek, son hacim 100 ml’ye destile su ile tamamlanmstir. 1,36 g KH2POj4 bir miktar distile
suda c¢ozulerek, son hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanmistir. pH 8.0 tamponu igin 9,5
hacim Na;HPO4 ve 0,5 hacim KH2POs olacak sekilde karistirilmustr.

DTNB Cozeltisi (Ellman Reaktifi) (0.01 M): 0,02 g DTNB 5 ml olacak sekilde hazirlanan

tampon ¢ozelti ile hazirlanmistir.
Etopropazin (8,52 x 10 M): 0,015 g etopropazin tartilarak, 5 ml distile suda ¢6zllmiistiir.

Asetilkolintiyoiyodir (0.015 M): 0,0434 g asetilkolintiyoiyodir tartilarak, 10 ml distile suda

¢cOzUlmustiir.

Kor tlpa igin 2700 pl tampon ¢ozelti Gzerine 100 pl DTNB ilave edilmistir. Numune tipi icin
2550 pl tampon ¢ozelti Gzerine 200 pl doku homojenizati, 100 ul DTNB ve 50 pl etopropazin
ilave edilmistir. Tupler ¢alkalanarak, 5 dakika 37 °C’de inkiibe edilmistir. Ardindan numune
tiptine 100 pl asetilkolintiyoiyodir ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ornek ve kor tuplerinin 0. ve 5.

dakikalardaki absorbanslar1 412 nm’de Olgiilerek aktiviteleri hesaplanmustir.
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3.3.3. Karaciger Dokusu ROT Seviyelerinin Tayini

ROT miktarlar1 Zhang ve dig. (2018) tarafindan belirlenen metoda gore tayin edilmistir. Sul
stpernatant, 55 ul HEPES (0.02 M) ve 90 pl taze 2 ', 7'-diklorofluoresein-diasetat (20 pM)
karistirtlmistir. 96 kuyucuklu plakada ve 37 ° C'de 30 dakika inkibe edilerek 485 nm dalga
boyunda ekstinksiyon degerleri ve 530 nm dalga boyunda emisyon degerleri ol¢iilmiistiir.

Aradaki fark alinarak, ¢ckan sonuglar mg protein degerine boliinmiistiir.

3.3.4. Karaciger Dokusu LPO Seviyelerinin Belirlenmesi

Elde edilen siipernatantlarda LPO Ledwozyw ve dig., (1986) tarafindan belirlenen metoda gore
tayin edilmistir. Yontem, MDA gibi LPO sonucu olusan iriinlerin reaksiyonu ile meydana

gelen pembe renkli bilesigin 532 nm dalga boyunda okunmasi esasina dayanmaktadir.

Kullanilan Cozeltiler

Triklorasetik Asid Cozeltisi (1.22 M) (0.6 M HCI’de):49,83 g triklorasetik asit (TCA) 0,6 M
HCI’de ¢oziildi ve 250 ml’ye 0,6 M HCI ile tamamlanmustir.

NaOH (1 M): 4 g NaOH bir miktar destile suda ¢6zuldl ve hacmi distile su ile 100 ml’ye

tamamlanmastir.

Tiyobarbittrik Asid Cozeltisi (0.047 M):500 mg tiyobarbitirik asit (TBA) 6 ml 1 M NaOH

ve 69 ml distile suda ¢Ozulmiistiir.

Standart Cozeltisi (4.4 nmol/mL 1,1,3,3-tetra etoksi propan): 0,1 ml 1,1,3,3-tetra etoksi

propan distile su ile 100 mI’ye tamamlanmustir.
n-Butanol: Direkt orijinal sisesinden kullanilmustir.

Numune tipd igin 0,5 ml doku homojenizati ve Uzerine 2,5 ml 1.22 M TCA eklenerek 15 dakika
boyunca oda sicakliginda beklenmistir. Kor tupt i¢in 0,5 ml distile su ve 2,5 ml 1.22 M TCA
cozeltisi, standart tlpd icin 0,5 ml standart ¢ozeltisi ve 2,5 ml 1,22 M TCA ¢o6zeltisi alinmistir.
Kor, numune ve standart tiplerinin hepsine 0,75 ml TBA c¢0zeltisi ilave edilmistir. Tupler, 30
dakika boyunca kaynar su banyosunda bekletilmistir. Ardindan, tiipler sogutularak, butin
tiplere 2 ml n-butanol ilave edilip vortekslenmistir. Tiim tiipler, 10 dakika 3000 rpm’de
santriflij edilmistir. Butanol fazi alinarak, numune ve standart tiiplerinin absorbanslari, kor

tiiptine kars1 532 nm dalga boyunda spektofotometrede olciilmiistiir.
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3.3.5. Karaciger Dokusu GSH Seviyelerinin Belirlenmesi

Elde edilen siipernatantlarda, GSH diizeyleri Beutler (1975) tarafindan belirlenen metoda gore
tayin edilmistir. Yontem, siilfidril gruplarinin Ellman ayiraci (5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik
asit) ile girdigi reaksiyon sonucu olusturdugu sar1 rengin 412 nm dalga boyunda olgiilmesi

esasina dayanir.

Kullanilan Cozeltiler:

Cokturme Cozeltisi:1,67 g metafosforik asit, 0,2 g EDTA Naz ve 30 g NaCl metal iyonlari
icermeyen distile suda cozilerek 100 ml’ye tamamlanmistir. Cozelti +4°C’de 3 hafta

dayaniklidir.

Sodyum Sitrat Cozeltisi (%1): 1 g sodyum sitrat distile suda c¢ozilerek 100 ml ’ye

tamamlanmistir. Bu ¢6zelti belirtme reaktifi hazirlanirken kullanilmistir.

Belirtme Reaktifi (Ellman Ayiraci) (%40 mg DTNB): 40 mg 5°-5’-ditiyo-bis-2-nitro benzoik
asid (DTNB) %1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziillerek 100 ml’ye bu ¢ozelti ile
tamamlanmistir. Cozelti +4°C’de 13 hafta dayaniklidir.

Sekonder sodyum Fosfat Cozeltisi (0.3 M): 4,26 g Na2HPO4 biraz destile suda ¢ozllmiistiir

ve 100 ml’ye tamamlanmustir.

Glutatyon Standart Cozeltisi: 100 mg glutatyon (GSH) distile suda ¢ozilerek 100 ml’ye
tamamlanmistir. Bu stok c¢ozeltiden 2, 4, 6, 8, 10 mg GSH/100 ml olacak sekilde glutatyon

standartlar1 hazirlanarak, bunlar yardimiyla glutatyon standart egrisi ¢izilmistir.

Deneyin Yapilisi: 0,5 ml doku homojenatina, 0,75 ml ¢oktirme ¢ozeltisi eklendikten sonra
vortekslenerek, 3000 rpm’de 5 dk santrifuje edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatantlar
toplanmustir. Kor tupt icin icin 0.5 ml distile su alindi, 2 ml 0.3 M Na;HPO4 ¢ozeltisi ve 0,25
ml belirtme reaktifi ilave edilip karistirildiktan sonra 5 dk oda sicakliginda beklenmistir.
Numune tipd igin 0,5 ml supernatant, 2 ml 0,3 M Na2HPO4 ¢Ozeltisi ve 0,25 ml belirtme reaktifi
ilave edilip karistirildiktan sonra 5 dk oda sicakliginda beklenmistir. Standart tupt igin ise, 0,5
ml standart ¢6zelti alinarak, 2 ml 0.3 M NaxHPO4 ¢ozeltisi ve 0,25 ml belirtme reaktifi ilave
edilip karistirildiktan sonra 5 dk oda sicakliginda beklenmistir. Ornekler 412 nm dalga boyunda

kor tiiptine kars1 okunmustur.
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3.3.6. Karaciger Dokusu CAT Aktivitesinin Belirlenmesi

Karaciger dokusundaki katalaz (CAT) aktivitesi, Aebi yontemine gore tayin edilmistir.
Yontem, H202’nin katalaz enzimi vasitastyla H2O’ya doniisiimiinii saglarken meydana gelen

absorbans degerinin azalmasinin 240 nm’de dl¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Aebi, 1984).

Kullanilan Cozeltiler

Serum Fizyolojik (% 0.9 NaCl): 9 g NaCl distile suda ¢oziilerek hacmi 1 L’ye distile su ile

tamamlanmastir.

Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (50 mM; pH 7.0): 0,708 g NazHPO4 bir miktar distile
suda ¢ozilerek, son hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanmustir. 0,680 g KH2PO4 bir miktar
distile suda ¢ozilerek, son hacim 100 mI’ye distile su ile tamamlanmistir. pH 7.0 tamponu igin
9 hacim Na;HPO4 ve 1 hacim KH2PO4 olacak sekilde karigtirtlmistir.

H202 (30 mM): Yogunlugu 1.13 g/ml olan %35°lik H202’den 258 pul alinarak, 50 mM pH 7.0

olan sodyum-potasyum fosfat tamponuyla hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.

Kor tapd, 0,5 ml %0,9 NaCl tzerine 2 ml 30 mM H20: ¢ozeltisi eklenmesi ile hazirlanmistir,
Numune tupu ise 0,5 ml doku siipernatantina 30 mM H20, cozeltisi ilave edilmesi ile

hazirlanmistir. Tiiplerin absorbansi 0. ve 1. dakikalarda 240 nm’de okunmustur.

3.3.7. Karaciger Dokusu SOD Aktivitesinin Tayini

Elde edilen siipernatantlarda, SOD aktiviteleri Mylroie ve dig. (1986) tarafindan belirlenen
metoda gore tayin edilmistir.

Kullanilan Cozeltiler

Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (50 mM) (pH 7.8): 0,708 g Na;HPO4 bir miktar distile
suda ¢Ozulerek, son hacim 100 ml’ye destile su ile tamamlanmistir. 0,680 g KH2PO4 bir miktar
distile suda ¢oziilerek, son hacim 100 mI’ye distile su ile tamamlanmistir. pH 7.8 tamponu igin
9 hacim Na;HPO4 ve 1 hacim KH2PO4 olacak sekilde karistirilmastir.

Etilendiamintetraasetik Asid (EDTA) (0.1 mM): 0,0037 g EDTA tartilarak, hazirlanan 50
mM pH 7.8 sodyum-potasyum fosfat tamponu i¢inde ¢ozllmiistiir.
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Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (10 mM) (pH 7.8): 0,142 g NaHPO4 bir miktar distile
suda cozilerek, son hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanmustir. 0,136 g KH2PO4 bir miktar
distile suda ¢ozulerek, son hacim 100 mI’ye distile su ile tamamlanmistir. pH 7.8 tamponu igin
9 hacim Na;HPO4 ve 1 hacim KH2POy4 olacak sekilde karigtirtlmistir.

Riboflavin Cozeltisi (0.2 mM): 7,3 mg riboflavin tartilarak, hazirlanan 10 mM pH 7.8 sodyum-

potasyum fosfat tamponunda ¢ozUlmustiir.
o-Dianisidin Hidroklortr Cozeltisi: 19 mg o-dianisidin, 10 ml distile suda ¢ozilmiistiir.

SOD (120 1U /ml) Stok Standardi: Liyofilize SOD standardi 120 IU /ml olacak sekilde soguk
distile su ile ¢ozulerek ve bu stok standartdan uygun hacimler alinarak deney ortaminda 2, 4, 6,
8, 10 tinite SOD olmasi saglanir. Standartlar degerleri okunarak, absorbans ve konsantrasyon
arasinda grafik ¢izilmistir. Kor tipd icin 2,7 ml sodyum-potasyum fosfat ¢ozeltisine, 0,1 ml o-
dianisidin ve 0,2 mL riboflavin ¢ozeltisi ilave edilmistir. Numune tipd icin 2,6 ml sodyum-
potasyum fosfat ¢cozeltisine, 0,1 mL doku homojenizati, 0,1 ml o-dianisidin ve 0,2 ml riboflavin
cozeltisi ilave edilmistir. Standart tupt icin 2.6 ml sodyum-potasyum fosfat ¢ozeltisine, 0.1 ml
standart cozeltisi, 0,1 ms o-dianisidin ve 0,2 ml riboflavin ¢ozeltisi ilave edilmistir. Tlpler
vortekste karigtirilarak, 460 nm’de tiiplerin ilk absorbans degerleri okunmustur. Okumadan
sonra butun tdpler floresans 1sikta 8 dakika bekletilerek; ardindan 460 nm’de kore karsi ikinci
absorbans degerleri okunmustur. Standart grafigi yardimiyla yapilan seyreltmelerde géz 6niine

aliarak doku homojenizatinin SOD aktivitesi (U/g protein) cinsinden hesaplanmuistir.

3.3.8. Serum TNF-a Seviyelerinin Belirlenmesi

Serumda TNF-a seviyelerinin tespiti Rat Tumor Necrosis Factor Alpha Sandwich Elisa Kiti
(Bioassay Technology Laboratory, E0764Ra) kullanilarak yapilmistir. Y6ntem, antijen antikor
ozgilligiinden faydalanilarak, ornekte miktart bilinmeyen bir enzimin veya proteinin
seviyelerinin belirlenmesi esasina dayanir. Konsantrasyonu 1280 ng/L olan 120 ul standart
solusyona 120 pl standart sulandirma tamponu eklenerek stok standart sollisyonu
hazirlanmistir. Stok standart soliisyonu seri olarak standart sulandirma tamponu ile seyreltilerek
320 ng/L, 160 ng/L, 80 ng/L ve 40 ng/L konsantrasyonlarinda standartlar elde edilmistir.
Standartlar hazirlandiktan sonra 1 saat igerisinde kullanilmistir. Mikropleytin kuyucuklari
TNF-a si¢an antijenine kars1 iretilen antikor ile kaplidir. Standart kuyucuklarina 50 pl standart,

ornek kuyucuklarina 40 pl 6rnek eklenmistir ve 10 pl anti-TNF-a antikoru eklenmistir. Sonra
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standart ve Ornek kuyucuklarna 50 pl Streptavidin-HRP eklenmistir. Kuyucuklarin {istii
kapatilip 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Koér kuyucuklari hari¢ tiim kuyucuklar yikama
tamponu ile 5 kez yikanmistir. Tiim kuyucuklara 50 pl substrat soliisyon A ve daha sonra 50 pl
substrat solisyon B eklenerek, karanlikta 10 dakika inkiibe edilmistir. Ortama eklenen substrat,
enzim bagli sekonder antikordaki enzimle reaksiyona girerek driin meydana getirir ve drnekteki
TNF-o miktar1 ile dogru orantili olarak renk degisimi meydana gelir. Reaksiyon, durdurma
cozeltisi ile sona erdirilirek ve sar1 rengin olusumu i¢in 10 dakika bekletilmistir. Absorbans
Elisa okuyucuda 450 nm dalga boyunda okunmustur. Standartlarla elde edilen degerlerle ¢izilen

grafikten yararlanarak TNF- o diizeyi hesaplanmustir.

3.3.9. Total Protein Tayini

Standart olarak sigir serum albumini (BSA) kullanilarak Lowry yontemine gore yapilmistir
(Lowry ve dig., 1951). Yontemin esasi, alkali ortamda bakir iyonlar1 ile reaksiyona sokulan
proteinlerin Folin ayiraci ile indirgenmesi sonucu olusan mavi rengin siddetinin

spektrofotometrik olarak dl¢ilmesidir.

3.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Tim analizler NCSS paket programi ve Graphpad Prism kullanilarak gercgeklestirilmistir.
Verilerin  normal dagilim gosterip gostermedigi  Kolmogorov-Smirnov  testi ile
belirlenmistir. Biyokimyasal sonuglarin degerlendirilmesinde unpaired t-testi ve  ANOVA
varyans analizi uygulanirken, total histolojik skor sonuclart One way ANOVA ve post hoc
Tukey test, immiinohistokimya sonuclarinda ise ikili gruplar arasinda Mann Withney U
nonparametrik testi uygulanmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmugtur.

Tum grafikler Origin programinda ¢izilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HISTOLOJIiK BULGULAR

Karaciger dokusuna ait kontrol ve deney gruplarina ait preparatlar Olympus CX 41 model 151k

mikroskobu altinda incelenmistir.

4.1.1. Kontrol Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait bireylerde karaciger dokusunun genel morfolojik goriiniimiin hakim oldugu
gbzlemlenmistir. HE ve Masson’un i¢lii boyasinin uygulandigi kesitlerde hepatositlerin
diizgilin 1s1nsal dizilimde oldugu, sentral ven, sinuzoid ve portal alanlarin normal histolojik

goriinlime sahip oldugu goriilmistiir.
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Sekil 4. 1: Kontrol grubu. Karaciger dokusunun normal histolojik gériiniimii, santral ven (SV), HE
boyama, Bar: 100 pum.

Sekil 4. 2: Kontrol grubu. Karaciger dokusunun normal histolojik goriiniimii, santral ven (SV),
Masson’nun ii¢lii boyasi, Bar: 100 pm.
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4.1.2. Misir Yagi Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Misir yagi grubuna ait bireylerde karaciger dokusuna ait genel morfolojik goriiniimiin hakim
oldugu gézlemlenmistir. HE ve Masson’un iiglii boyasinin uygulandigi kesitlerde hepatositlerin
1sinsal dizilimde oldugu, sentral venlerin, sinuzoidlerin ve portal alanlarin normal histolojik

goriinlime sahip oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4. 3: Misir yagi grubu. Karaciger dokusunun normal histolojik gériiniimii, santral ven (SV), HE,
Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 4: Misir yagi grubu. Karaciger dokusunun normal histolojik goriiniimii, santral ven (SV),
Masson’nun ii¢lii boyasi, Bar: 100 pm.

4.1.3. Malathion Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Malathion grubuna ait bireylerin HE ile boyanan kesitlerinde hepatositlerin 1ginsal diziliminde
bozulma, siniizoidlerde genisleme, piknotik nukleus, mononiklear hicre infiltrasyonu,
vakuolizasyon oldugu gozlenmistir. Masson’un iiglii boyasina ait kesitlerde vaskiiler

konjesyon, hiperemi ve hafif derecede nekroz ile fibrozis gozlenmistir.
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Sekil 4. 5: Malathion grubu. (A) Hepatosit 1sinsal diziliminde bozulma, siniizoidal geniseleme
(—), mononiiklear hiicre infiltrasyonu (=), Vaskiler konjesyon (%), HE, Bar:100 pm

(B) Vakuolizasyon (V), Nekrotik alan (€), HE, Bar: 50 um.
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Sekil 4. 6: Malathion grubu. Hepatosit 1sinsal diziliminde bozulma, hiperemi (H), siniizoidal

genisleme (—), Vaskler konjesyon (* ), Nekrotik alan ((), fibrozis (dirsek ok), Masson’un tig¢lii
boyasi, Bar: 100 pm.

4.1.4. Klorprifoz Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Klorprifoz grubuna ait bireylerin HE ile boyanan kesitlerinde hepatositlerin 1sinsal diziliminde
belirgin bozulma, siniizoidlerde genisleme, mononiklear hiicre infiltrasyonu ve piknotik
nukleus sayisinda ciddi artis gOzlenmistir. Ayrica ¢ogu hepatositin niikleusu icinde
vakuolizasyon oldugu dikkat ¢ekmistir. Masson’un {iglii boyasina ait kesitlerde ¢ogu sentral
ven de vaskiler konjesyon, nekroz, birgok alanda hiperemiye ve hafif derece 6zellikle portal

alan cevresinde fibrozise rastlanmistir.
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Sekil 4. 7: Klorprifoz grubu. (A, B) Hepatosit 1sinsal diziliminde bozulma, siniizoidal genisleme

(—), Vaskiiler konjesyon (%), piknotik nukleus (kalin ok), mononiiklear hiicre infiltrasyonu (=),
nlklear vakuolizasyon (dirsek ok), HE, Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 8: Klorprifoz grubu. Hepatosit 1sinsal diziliminde bozulma, Vakuolizasyon (V), fibrozis
(dirsek ok), hiperemi (H), Masson’un ti¢lii boyasi, Bar: 100 pm.

4.1.5. Tebukonazol Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Tebukonazol grubuna ait bireylerin HE ile boyanan kesitlerinde hepatositlerin 1sinsal
diziliminde belirgin bozulma, siniizoidlerde genisleme, eozinofilik hiicre sayisinda ve
mononiiklear hiicre infiltrasyonunda artis ile nukleus icerisinde vakuolizasyon goriilmiistiir.
Masson’un iiglii boyasina ait kesitlerde vaskiiler konjesyon, nekroz ve bir¢cok alanda hiperemiye

rastlanmistir.
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Sekil 4. 9: Tebukonazol grubu. (A, B) Hepatosit 1sinsal diziliminde bozulma, siniizoidal genisleme

monondiklear hiicre infiltrasyonu (=), eosinofilik hiicre (E), niiklear vakuolizasyon (dirsek ok),

(=),

HE, Bar: 50 pm ve 100 pm.
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Sekil 4. 10: Tebukonazol grubu. Hepatosit 1ginsal diziliminde bozulma, hiperemi (H), Vaskdler
konjesyon (*), fibrozis (dirsek ok), Masson’un {iglii boyasi, Bar: 100 um.

4.1.6. Lupeol Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Lupeol grubuna ait bireylerin HE ile boyanan kesitlerinde hepatositlerin diizgiin 1sinsal
dizilimde oldugu, sentral ven, sinuzoid ve portal alanlarin normal histolojik goriiniime sahip
oldugu goriilmiistiir. Masson’nun {i¢lii boyasina ait kesitlerde genel olarak kontrol grubuna

yakin goriiniimde olsa da hafif derece hiperemiye rastlanmistir.
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Sekil 4. 11: Lupeol grubu. Karaciger dokusunun normal histolojik goriiniimii, santral ven (SV), HE,
Bar: 100 pm.

Sekil 4. 12: Lupeol grubu. Karaciger dokusunun normal histolojik goriiniimii, santral ven (SV),
Masson’un ti¢lii boyasi, Bar: 100 um.
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4.1.7. Malathion + Lupeol Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Malathion + Lupeol grubuna ait bireylerin HE ile boyanan kesitlerinde hepatositlerin diizgiin
1s1sal gorlinlime daha yakin oldugu, malation grubuna gore siniizoidlerde genislemenin,
niklear vakuolizasyonun azaldigi goriilmiistiir. Masson’nun ii¢lii boyasina ait kesitlerde hafif

derece vazokonjesyon, hiperemi ve nekroza rastlanmaktadir.

Sekil 4. 13: Malathion + Lupeol grubu. Diizgilin hepatosit 1s1nsal dizilimi, sentral ven (SV), HE, Bar:
100 pm.
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Sekil 4. 14: Malathion + Lupeol grubu. hiperemi (H), Vaskiiler konjesyon (*), Masson’un tiglii
boyasi, Bar: 100 pm.

4.1.8. Klorprifoz + Lupeol Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Klorprifoz + Lupeol Grubuna bireylerin HE ile boyanan kesitlerde hepatositlerin diizgiin 1gmnsal
gorlinlime daha yakin oldugu, klorprifoz grubuna gore sintizoidlerde genislemenin, niikleer
vakuolizasyonun, piknotik niikleusun ve mononiiklear hiicre infiltrasyonun azaldig:
goriilmiistiir. Masson’nun ti¢lii boyasma ait kesitlerde hafif derece hiperemi ve vaskiler

vazokonjesyon olmakla birlikte nekroz ve fibrozis goriilmemistir.
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Sekil 4. 15: Klorprifoz+ Lupeol grubu. Diizgiin hepatosit 1sinsal dizilimi, siniizoidal genisleme (—),
HE, Bar: 100 pm.

Sekil 4. 16: Klorprifoz + Lupeol grubu. Diizgiin hepatosit 1smnsal dizilimi, Vaskiiler konjesyon (%),
Masson’un iiglii boyasi, Bar: 100pm.
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4.1.9. Tebukonazol + Lupeol Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Tebukonazol + Lupeol Grubuna bireylerin HE ile boyanan kesitlerde hepatositlerin diizgin
1s1nsal goriiniime daha yakin oldugu, tebukonazol grubuna gore siniizoidlerde genislemenin,
niikleer vakuolizasyonun, piknotik niikleusun ve mononiiklear hiicre infiltrasyonun azaldigi
goriilmiistiir. Masson’nun iiclii boyasina ait kesitlerde hafif derecede hiperemi ve vaskiiler

vazokonjesyon olmakla birlikte nekroz ve fibrozis gézlenmemistir.

Sekil 4. 17: Tebukonazol + Lupeol grubu. Diizgiin hepatosit 1sinsal dizilimi, siniizoidal genisleme
(—), HE, Bar: 100 pum.
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Sekil 4. 18: Tebukonazol + Lupeol grubu. Diizgiin hepatosit 1sinsal dizilimi, Vaskdler konjesyon

( * ), Masson’un {i¢lii boyasi, Bar: 100 um.



4.1.10. Karaciger Histolojik Hasar Skoru

Tablo 4. 1: Karaciger dokusunun yari kantitatif olarak degerlendirilmesi.

. . . K MY [MAL| CP | TEB | LUP [ M+L | C+L | T+L
Histolojik Kriter
n=4 n=7 | n=7 n=7 n=7 n=7 n=7 n=7 n=7
Eozinofilik Hicre 0 0 3 2 8 0 0 1 0
Hepatosit Diziliminde 1 1 12 12 12 1 8 7 ’
Bozulma
Siniizoidlerde genisleme 1 1 16 19 14 2 11 11 5
Vakuolizasyon 0 1 12 5 10 1 6 8 3
Monontiikleer Huicre 0 1 9 10 14 1 9 5 6
Infiltrasyonu
Vazokonjesyon 1 0 15 19 13 3 6 2 11
Piknotik niikleus 0 0 1 9 0 0 0 2
Fibrozis 0 0 1 0 0 1 1
Nekroz 0 0 9 16 2 8 3 3
Hiperemi 2 5 15 14 13 7 7 4 9
Nuklear Vakuolizasyon 0 0 11 11 9 0 4 2 3
Ortalama 1,25 1,28 | 14,85 | 17,57 | 15,28 | 2,42 8,42 6,28 6,42

*Kontrol (K), Misir yagi (MY), Malathion (MAL), Klorprifoz (CP), Tebukonazol (TEB), Lupeol
(LUP), Malathion+Lupeol (M+L), Klorprifoz+Lupeol (C+L), Tebukonazal+Lupeol (T+L).

Histolojik incelemeler neticesinde elde edilen sonuglara gore; pestisit verilen gruplarin
hepsinde kontrole kiyasla histolojik hasarda istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmektedir
(p<0,05). Histolojik hasar misir yag1 grubuna goére de pestisit gruplarinda anlamli bir artig
sergilemektedir (p<0,05). Pestisit gruplarina antioksidan uygulanmasi sonucu malathion ve
malathion + lupeol grubu arasinda; klorprifoz ve klorprifoz + lupeol grubu arasinda;

tebukonazol ve tebukonazol + lupeol grubu arasinda istatistiksel olarak histolojik hasarda

anlamli bir azalma oldugu goriilmektedir. (p<0,05).
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Sekil 4. 19: Histolojik Hasar Skoru, (ortalama + Standart sapma), *:p<0,05.

4.2. PCNA IMMUNOHISTOKIMYASINA AIT BULGULAR

Immiinohistokimyasal incelemeler sonucunda elde edilmis olan karaciger PCNA pozitif
hiicrelerin gruplara gore dagilimi, tablo 4.2 ve sekil 4.21°de gosterilmistir. Deney gruplari
arasinda PCNA immiinohistokimyasi sonuclar1 agisindan anlamli bir farkin varligt Mann-
Whitney U testi ile degerlendirilmistir. Sonuglara gore; pestisit verilen gruplarin hepsinde
kontrole kiyasla PCNA (+) hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenirken
(malathion i¢in p<0,01; klorprifoz i¢in p<0,05; tebukonazol i¢in p<0,05); misir yagi grubuna
kiyasla ise sadece malation (p<0,01) ve tebukonazol (p<0,05) deney gruplarinda anlamli bir
artis goriilmektedir. Klorprifoz grubu ise msir yagi grubuna gore artis gosterse bile istatistiksel
olarak anlaml1 bir fark bulunmamaktadir. Pestisit gruplarma lupeol uygulanmasi sonucu PCNA
(+) hiicre sayisinda malathion ve malathion + lupeol grubu arasinda (P<0,01); klorprifoz ve
klorprifoz + lupeol grubu arasinda (P<0,05); tebukonazol ve tebukonazol + lupeol grubu
arasinda (P<0,01) istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gorulmektedir. Antioksidan
verilmis olan pestisit gruplarinin kontrol, misir yagi ve lupeol gruplari ile arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunamamustir (P<0,01).
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Sekil 4. 20: PCNA pozitif hicrelerin goriildigii karaciger kesitleri (A-I). (A) Kontrol grubu, (B) Misir
Yagi grubu, (C) Lupeol grubu, (D) Malathion grubu, (E) Klorprifoz grubu, (F) Tebukonazol grubu,
(G) Malation + Lupeol grubu, (H) Klorprifoz + Lupeol grubu, (1) Tebukonazol + Lupeol grubu, PCNA
pozitif hiicreler (—), Bar: 100 um.

Tablo 4. 2: % PCNA Pozitif Hiicre Sayis1 (Ortalama + Standart sapma).

Deney Grubu Ortalama + Standart sapma

Kontrol 1,5+0,48
MY 2,11 +0,55
MAL 4,31 + 0,69

CP 3,74 +1,83
TEB 4,23 +1,48
LUP 1,63+0,56
M+L 2,09 +£0,74
C+L 1,89+£0,79
T+L 1,66 £ 0,90
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Sekil 4. 21: % PCNA Pozitif Hiicre Sayis1 *:p<0,05; **: p< 0,005.

4.3. BIYOKIMYASAL BULGULAR

4.3.1. Karaciger Dokusu AChE Seviyelerine Ait Bulgular

Karaciger AChE seviyelerine ait tablo 4.3 ve sekil 4.22°de gosterilmistir. Deney gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamuistir (P> 0,05).
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Tablo 4. 3: Karaciger Dokusu AChE Seviyeleri
Karaciger AChE Seviyeleri
Deney Grubu (ng AChE mg protein™),
Kontrol 6,73+ 1,33
MY 6,58 + 1,27
MAL 6,88 + 1,02
CP 6,76 + 0,83
TEB 7,30 +1,35
LUP 6,25+ 1,32
M+L 6,67 =+ 0,80
C+L 6,89 + 0,95
T+L 7,22 +1,48

*(Ortalama + Standart sapma).
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Sekil 4. 22: Karaciger AChE Seviyeleri (ng mL™), (ortalama + Standart sapma). One way ANOVA ve
post hoc Tukey test (p:0,05).

4.3.2. Karaciger Dokusu AChE Aktivitesine Ait Bulgular

Tiim gruplara ait karaciger dokusu AChE aktiviteleri tablo 4.4 sekil 4.23’de gosterilmistir. Elde
edilen sonuclara gore, tlim gruplar arasindaki anlamli bir farklilik oldugu bulunmustur (Panova
= 0,0001). Kontrol grubuna lupeol uygulanmasi sonucunda AChE aktivitelerinde anlamsiz bir
azalma gozlemlenirken, misir yag: verilen gruba ait AChE aktivitelerinde ise anlamsiz bir artis
meydana geldigi saptanmustir. Kontrol grubuna malathion, Klorprifoz ve tebukonazol
uygulanmasi ile AChE aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
gorilmustiir (°P <0,005). Malathion, klorprifoz ve tebukonazol gruplarina lupeol uygulanmasi
ile bu (i¢ gruba ait AChE aktivitelerinde pestisit gruplarina gére anlaml bir artma oldugu tespit
edilmistir (°P <0,0001; °P <0,005; 9P <0,005).
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Tablo 4. 4: Karaciger dokusu AChE Aktivitesi

Deney Grubu Karaciger AChE Ak_tivitesi
(mU mg proteint),

K 277,53 + 26,06
MY 299,92 + 31,88
MAL 154,40 + 26,50
cp 186,53 + 9,712
TEB 214,52 +7,27°
LUP 257,40 + 31,60
M+L 329,25 + 46,27"
C+L 267,17 + 24,67¢
T+L 347,80 + 19,531

Panova 0,0001

*(Ortalama + Standart sapma).

3P <0,005 kontrol grubuna gére; °P <0,0001 malathion grubuna gére; °P <0.005 klorprifoz

grubuna gore; 9P <0,005 tebukonazol grubuna gére.
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Sekil 4. 23: Karaciger Dokusu AChE Aktivitesi (mU mg protein?), (ortalama * Standart sapma).
**: p<0,005; ***: p<0,0001.
4.3.3. Serum AChE Aktivitesine Ait Bulgular

Kontrol ve deney gruplarina ait serum AChE aktiviteleri tablo 4.5 ve sekil 4.24’de
gosterilmistir. Kontrol ve deney gruplar1 arasindaki farkliliklar oldugu goriilmiistiir (Panova =
0,0001). Elde edilen sonuclara gore, kontrol grubuna lupeol ve misir yagi uygulanmasi ile
AChE aktivitelerinde anlamsiz bir azalma oldugu saptanmistir. Malathion, tebukonazol ve
Klorprifoz gruplarina ait serum AChE aktiviteleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, anlaml
bir azalma meydana geldigi gozlemlenmistir (*P <0,05; °P <0,005). Malathion, klorprifoz ve
tebukonazol gruplarina lupeol uygulanmasi ile bu degerlerin anlamli olarak yiikseldigi

goriilmiistir (°P <0,05; 9P <0,05; ¢P <0,05).
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Tablo 4. 5: Serum AChE Aktivitesi

Deney Grubu Serum AChE Aktivitesi (U ml?),
K 49,10 £ 5,18
MY 46,18 + 4,60
MAL 39,17 + 1,942
ol 27,76 + 5,44°
TEB 40,23 + 3,05
LUP 47,95 + 4,72
M+L 47,93 + 4,56°
C+L 39,28 + 2,57¢
T+L 54,79 + 9,38
Panova 0,0001

*(Ortalama + Standart sapma).

3P <0,05 kontrol grubuna gore; °P <0,005 kontrol grubuna gére; °P <0,05 malathion grubuna
gore; 9P <0,05 klorprifoz grubuna gére; ®P <0,05 tebukonazol grubuna gore.
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Sekil 4. 24: Serum AChE Aktivitesi (U mL™), (Ortalama * Standart sapma). *:p<0,05; **:p<0,005.

4.3.4. Karaciger Dokusu ROT Seviyelerine Ait Bulgular

TUum gruplara ait karaciger dokusu ROT seviyeleri Tablo 4.6 ve sekil 4.25°de gosterilmistir.
Kontrol ve deney gruplari arasindaki anlamlilik degeri P anova = 0,0001 olarak bulundu. Elde
edilen sonuglara gore, kontrol grubuna lupeol ve misir yagi uygulanmasi ile ROT seviyelerinde
anlamsiz bir artma meydana geldigi saptanmistir. Malathion, tebukonazol ve klorprifoz gruplari
ile kontrol gruplarina ait ROT seviyeleri karsilastirildiginda, bu degerlerin deney gruplarinda
anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir (*P<0,0001). Malathion, Klorprifoz ve tebukonazol
gruplarma lupeol uygulanmast ile bu degerler anlamli olarak tersine ¢evrilmistir (°P <0,05; P
<0,05; 9P <0,005).
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Tablo 4. 6: Karaciger Dokusu ROT Seviyeleri

Deney Grubu ROT Seviyeleri (ROT mg protein™)
K 0,45+ 0,25
MY 0,83 +£0,09
MAL 3,00 £ 0,832
CP 522+ 1,772
TEB 3,80 £ 0,68%
LUP 0,57 £0,22
M+L 1,22 +0,35°
C+L 1,78 = 0,40°
T+L 1,88 0,23
Panova 0,0001

*(Ortalama + Standart sapma).

3P<0,0001 kontrol grubuna gore; °P <0,05 malathion grubuna gére; °P <0,05 klorprifoz

grubuna gore; 9P <0,005 tebukonazol grubuna gére.
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Sekil 4. 25: Karaciger Dokusu Reaktif Oksijen Turleri (ROT mg protein™), (Ortalama + Standart
sapma). *:p<0,05; **:p<0,005, ***:p<0,0001.

4.3.5. Karaciger Dokusu LPO Seviyelerine Ait Bulgular

Kontrol ve deney gruplar karaciger dokusuna ait LPO seviyeleri tablo 4.7 ve sekil 4.26’da
gosterilmistir. Tiim gruplara ait LPO diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu
gOrllmiistiir (Panova = 0,0001). Kontrol grubuna lupeol uygulanmasi ile LPO diizeylerinde
anlamli bir artis oldugu goriiliirken (*P < 0,05), kontrol grubuna misir yaginin verilmesi ile LPO
diizeylerinde anlamsiz bir artis oldugu bulunmustur. Malathion, Kklorprifoz ve tebukonazol
uygulanan deney gruplarina ait LPO diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, bu
seviyelerin anlaml1 olarak arttig1 goriilmiistiir (3P < 0,05; °P < 0,0001 ). Malathion, klorprifoz
ve tebukonazol gruplarina lupeol verilmesi ile bu gruplara ait LPO diizeylerinde anlaml1 olarak
bir azalma oldugu bulunmustur (°P < 0,05; 9P <0,05 ; °P < 0,0001).
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Tablo 4. 7: Karaciger Dokusu Lipid Peroksidayonu

ey s | Ko o
K 1,30 £ 0,24
MY 1,53+ 0,29
MAL 2,33 £ 0,372
CP 2,99 + 0,882
TEB 2,42 +0,26°
LUP 1,90 + 0,322
M+L 1,61 +0,32°
C+L 1,61 +0,12¢
T+L 1,03 +0,22°
Panova 0,0001

*(Ortalama + Standart sapma).

3P < 0,05 kontrol grubuna gore; °P < 0,0001 kontrol grubuna gore; °P < 0,05 malathion

grubuna gére; 9P <0,05 klorprifoz grubuna gére ; °P < 0,0001 tebukonazol grubuna gore.
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Sekil 4. 26: Karaciger Dokusu Lipid Peroksidasyonu (nmol MDA mg protein), (Ortalama + Standart
sapma). *:p<0,05; ***:p<0,0001.

4.3.6. Karaciger Dokusu GSH Seviyelerine Ait Bulgular

TUum gruplarin karaciger dokusuna ait GSH seviyeleri, tablo 4.8 ve sekil 4.27°de gosterilmistir.
Elde edilen sonuclara gore, tim gruplar arasindaki anlamlilik P anova = 0,0001 olarak
bulunmustur. Kontrol grubuna lupeol uygulanmasi ile GSH diizeylerinde anlamsiz bir azalma
gozlemlenirken, kontrol grubuna misir yagi uygulanmasinin ise GSH diizeylerinde anlamli
olarak bir artts meydana getirdigi gorllmistir (*P < 0,05). Kontrol grubuna malathion,
Klorprifoz ve tebukonazol uygulanmasi ile GSH diizeylerinde anlamli olarak azalma meydana
geldigi goriilmiistiir (°P < 0,05; °P < 0,0001). Malathion, klorprifoz ve tebukonazol gruplarina
lupeol verilmesi ile bu gruplara ait GSH diizeylerinde anlamli bir artis oldugu bulunmustur ( °P
< 0,05; 9P<0,0001; °P < 0,05).
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Tablo 4. 8: Karaciger Dokusu Glutatyon Seviyeleri

Deney Grubu Kat’s;i]%‘lfrcgﬁts]tg%rlr (izﬁ}ygleri,
K 7,17 +0,98
MY 9,30 + 1,04°
MAL 3,93 + 1,04°
cp 3,98 + 1,448
TEB 2,61+0,73°
LUP 6,31 + 1,96
M+L 10,06 + 2,83°
C+L 8,70 + 0,97
T+ 5,79 + 0,48°
Panova 0,0001

*(Ortalama + Standart sapma).

3p < 0,05 kontrol grubuna gore; °P < 0,0001 kontrol grubuna gére; °P < 0,05 malathion

grubuna goére; 9P<0,0001 klorprifoz grubuna gére ; °P < 0,05 tebukonazol grubuna gore.
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Sekil 4. 27: Karaciger Dokusu Glutatyon Seviyeleri, (nmol GSH mg protein™),

(Ortalama * Standart sapma) *:p<0,05; ***:p<0,0001.

4.3.7. Karaciger Dokusu CAT Aktivitesine Ait Bulgular

Tum gruplarin karaciger dokusuna ait CAT aktiviteleri, tablo 4.9 ve sekil 4.28”de gosterilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, tiim gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir (Panova
= 0,0001). Kontrol grubuna lupeol uygulanmas: ile CAT aktivitelerinde anlamsiz bir artis
gozlemlenirken (P>0,05) kontrol grubuna musir yagi uygulanmasmin CAT aktivitelerinde
anlamli olarak bir artis meydana getirdigi saptanmistir (°P < 0,05). Malathion ve tebukonazol
uygulanan deney gruplarina ait CAT aktiviteleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli
olarak azalmistir (®P < 0,05). Klorprifoz grubuna ait CAT aktiviteleri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda meydana gelen azalmanin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu saptanmustir.
Malathion, klorprifoz ve tebukonazol gruplarina lupeol verilmesi ile CAT aktivitelerinde
anlamli olarak artis oldugu belirlenmistir (bP < 0,0001; °P < 0,05; 9P < 0,05).
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Tablo 4. 9: Karaciger Dokusu Katalaz Enzim Aktivitesi

Deney Grubu Karaciger Katalaz Enz?mlAktivitesi (muU
mg protein)
K 176,78 + 14,01
MY 203,15 + 11,382
MAL 102,80 + 25,49
cp 159,37 + 31,54
TEB 136,90 + 16,85
LUP 217,98 + 44,29
M+L 225,29 + 14,21°
C+L 229,49 + 37,14°
T+L 271,97 + 63,801
Panova 0,0001

*(Ortalama + Standart sapma).

3P < 0,05 kontrol grubuna gére; °P < 0,0001 malathion grubuna gére ; °P < 0,05 klorprifoz

grubuna gore; 9P < 0,05 tebukonazol grubuna gore.
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Sekil 4. 28: Karaciger Dokusu Katalaz Enzim Aktivitesi (mU mg protein?), (Ortalama + Standart
sapma). *:p<0,05; ***:p<0,0001.

4.3.8. Karaciger Dokusu SOD Aktivitesine Ait Bulgular

Kontrol ve deney gruplar1 karaciger dokusuna ait SOD aktiviteleri tablo 4.10 ve sekil 4.29°da
gosterilmistir. Tiim gruplar arasindaki anlamlilik degeri Panova = 0,0001 olarak belirlenmistir.
Lupeol uygulanan kontrol grubuna ait SOD aktivitelerinde anlamsiz bir artma gozlemlenirken,
misir yagi uygulanan kontrol grubu SOD aktivitelerinin ise anlamsiz olarak azaldig: tespit
edilmistir. Malathion, klorprifoz ve tebukonazol uygulanan gruplar ile kontrol grubu
karsilastirildiginda bu gruplara ait SOD aktivitelerinin anlamh olarak azaldig1 belirlenmistir (°P
<0,05; P <0,005). Malathion, klorprifoz ve tebukonazol kgruplarina lupeol uygulanmasi ile
SOD aktivitelerinde anlaml1 bir artma meydana geldigi goriilmiistiir (P <0,05; 9P <0,05; °P
<0,005).
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Tablo 4. 10: Karaciger SOD Enzim Aktivitesi

Deney Grubu Karaciger SOD Aktivitesi (U g protein),
K 3,54 +1,02
MY 2,65+ 0,31
MAL 1,88 +0,36°
cP 2,02 +0,57°
TEB 1,42 +0,21°
LUP 4,15+ 1,15
M+L 3,64 + 0,95°
C+L 2,87 +0,48¢
T+L 2,74 +0,41°
Panova 0,0001

*(Ortalama + Standart sapma).

3P <0,005 klorprifoz grubuna gore; °P <0,05 kontrol grubuna gére; °P <0,05 malathion

grubuna gére; 9P <0,05 klorprifoz grubuna gére; ®P <0,005 tebukonazol grubuna gore.
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Sekil 4. 29: Karaciger Dokusu SOD Enzim Aktivitesi (U mg protein), (Ortalama + Standart sapma).
*:p<0,05; **:p<0,005.

4.3.9. Serum TNF-a Seviyelerine Ait Bulgular

Tum gruplara ait serum TNF-a. seviyeleri, tablo 4.11 ve sekil 4.30’de gosterilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, kontrol ve deney gruplar arasindaki anlamlilik degeri Panova = 0,0001 olarak
bulunmustur. Kontrol grubuna lupeol uygulanmas: ile TNF-a seviyelerinde anlamsiz bir
azalma meydana gelirken, misir yagi uygulanmasi ile bu seviyelerde anlamsiz bir artis oldugu
saptanmistir. Malathion, klorprifoz ve tebukonazol uygulanan deney gruplarinda TNF-a
seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak artti81 belirlenmistir (*P <0,05). Malathion,

klorprifoz ve tebukonazol gruplarna lupeol verilmesi ile TNF-a seviyeleri anlamli olarak

azalmistir (bP <0,005; °P <0,0001; 9P <0,0001).
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Tablo 4. 11: Serum TNF-a Seviyeleri

Deney Grubu Serum TNF- a Seviyeleri (ng L)
K 7,30+ 2,62
MY 8,97 £ 0,78
MAL 14,11 + 3,302
CP 26,93 + 2,10°
TEB 11,00 + 0,982
LUP 4,95 + 1,30
M+L 6,93 + 2,24°
C+L 5,29 + 1,15°
T+L 5,12 + 1,444
Panova 0,0001

*(Ortalama + Standart sapma).

3P <0,05 kontrol grubuna gore; °P <0,005 malathion grubuna gére; °P <0,0001 klorprifoz
grubuna gore; 9P <0,0001 tebukonazol grubuna gore.
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Sekil 4. 30: Serum TNF-o. Seviyeleri (ng L), (Ortalama * Standart sapma). *: p<0,05;
**:p<0,005;***:p<0,0001.
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5. TARTISMA VE SONUC

Birlesmis Milletler tarafindan hazirlanan rapora goére su anda 7,71 milyar olan diinya
niifusunun, 2055 yil itibariyle 10 milyara, yilizyilin sonunda ise 11,2 milyara yiikselecegi
tahmin edilmektedir. Artan niifus ve mevcut tarim arazilerinin {retim kapasitesi
karsilastirildiginda, iiretilen gidanin diinya niifusunun ihtiyacina yetersiz kalacagi agiktir. Niifus
artisinin yanmi sira iklimde meydana gelen degisiklikler sonucunda, tarim arazilerinin bu
durumdan olumsuz bir sekilde etkilenecegi ongoriilmektedir. Bu sebeple, tarimda pestisit
kullaniminin azalmak yerine giderek artacagi kagmilmaz goziikmektedir (Miraglia ve dig.,
2009). Ancak, pestisit kullanimmin insan, ¢evre ve gida giivenligi acgisindan
degerlendirildiginde risk olusturdugu yapilan arastirmalar sonucu ortaya konmustur (Garcia ve

dig., 2016; Meftaul ve dig., 2020).

Tiirkiye’de 2007 verilerine gore 48,000 ton olan pestisit kullanimi, 2018 yili sonu verilerine
gore 55,000 tona ¢ikmuistir. Pestisit kullaniminda bir¢ok Avrupa iilkesinin gerisinde olunsa bile,
goriildiigii gibi Tiirkiye’de pestisit kullanimi1 yildan yila giderek artis gostermektedir (Tiryaki
ve dig. 2010). Tek problem pestisit kullanimindaki artis degildir; ayn1 zamanda Tiirkiye’de
kullanilan pestisitlerin toksisitesi de onemli bir sorundur. Avrupa iilkeleri ve Amerika Birlesik
Devletleri, ¢evresel etkisi daha diisiik ve biyota lizerinde daha az toksik pestisitleri tercih
ederken, Tiirkiye’de kullanilan pestisitlerin toksisitesi ve g¢evre ile uyumu dikkate

alinmamaktadir.

Kuskusuz pestisit kullaniminda en fazla zarar goren meslek gruplar, ciftciler, tarim is¢ileri ve
ilaglama yapan calisanlar ile tarim arazilerinin ¢evresinde ikamet eden insanlardir. Ayrica, cogu
pestisit gidalara piiskiirtiilerek uygulanmakta ve bu besinlerin tliketilmesiyle pekg¢ok kisi
pestisitlere maruz kalmaktadir (Cobanoglu ve dig., 2020). Ulkemizde yaygin olarak kullanilan
pestisit ¢esitlerinden biri de organofosforlu pestisitlerdir ve bunlar 6nemli norotoksik ajanlardir.
Sadece hedef organizmaya spesifik hareket etmezler. Dolayisiyla tiim canlilar igin risk
olusturmaktadirlar. OP’lerin etki mekanizmasi, AChE enzimini inhibe ederek kolinerjik
sistemin agirt uyartlmasi sonucu canliy1 felg etmektir (Costa, 2017). Ayrica yapilan in vivo
caligmalar ile akut ve kronik olarak organofosforlu pestisitlere maruz kalmanin, B ve T

lenfositleri ile NK hiicrelerinin canlilig1 ve fonksiyonu iistiinde zararl etkilere sahip oldugu,
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boylelikle pestisitlerin 6nemli immiinotoksik etkisi oldugu gosterilmistir (Noworyta ve dig.,

2014; Lee ve Choi, 2020).

Karaciger, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda énemli rol oynadig1 igin pestisit gibi zararli
kimyasallardan ilk etkilenen organlarin basinda gelmektedir. Bir¢ok pestisit karaciger sitokrom
p450 enzimleri tarafindan biyotransformasyona ugramaktadir. Bu detoksifikasyon siirecinin ilk
adimidir. Sitokrom p450'ler monooksijenaz enzim sistemidir ve bir substrata (organofosfat) bir
molekiil oksijen atomu ekleyerek oksidasyonunu saglar. Bu reaksiyonun sonucunda
organofosforlu pestisitlerden meydana gelen metabolitler ¢ok daha toksik etkiye sahiptir.
Stirekli antioksidan gereksinimi saglanamazsa bu metabolitler antioksidanlarin tilkenmesine
boylelikle antioksidan dengenin bozularak oksidatif hasarin olusmasina sebep olur.
Epidemiyolojik aragtirmalar, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklarin azalan bu
antioksidan kapasiteyle bir iliskisi olduguna isaret etmektedir (Lukaszewicz-Hussain, 2010).
Ayrica OP’lerin hidrolize edilmesinden sorumlu olan enzim, paraoksonaz (PON1) geni
tarafindan kodlanan A-esterazdir. Alzeheimer, Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklara
yakalanma ihtimalinin PON1 geninin polimorfizmine sahip kisilerde daha yiiksek oldugu ve bu
genin aktivitesinin OP maruziyetinde artis gosterdigine dikkat cekilmistir (Mostafalou ve
Abdollahi, 2018).

Literatiirde pestisitlere kisa veya uzun donem maruz kalmanin karacigerde oksidatif hasari
arttirarak, histopatolojik degisimlere ve DNA hasarina sebep olduguna isaret eden birgok
calisma vardir (Karami-Mohajeri ve dig., 2017). Oksidatif stres karacigerde patolojik bir
slirecin baglamasina ve ilerlemesine zemin hazirlamaktadir. Jacobsen-Pereira ve dig. (2018)
pestisit ilaglamasi yapan elli kisi iistiinde yaptiklar1 aragtirmada, pestisite kronik olarak maruz
kalmanin sonucunda Comet analizi ile belirlenen DNA hasarinin ve oksidatif stres
belirteglerinin arttigina isaret etmislerdir. Azmi ve dig. (2006)’da Pakistan’da ilaglama yapan
seksen ii¢ ig¢iden aldiklar1 kan Ornekleriyle yaptiklar1 calismada, pestisit kalintilar1 ile ALP
enzimi diizeylerindeki artig arasinda pozitif korelasyon oldugunu gostermislerdir. ALP

yuksekligi karaciger hasari, kanser gibi hastaliklarda yiiksek diizeylerde seyretmektedir.

Oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan karaciger hasarinda, uygulanan antioksidanlarin, serbest
radikal siiplirme yetenekleri sayesinde, karacigerde 1yilestirici veya koruyucu etkileri oldugunu
ortaya koyan deneysel calismalar mevcuttur (Li ve dig., 2015). Ornegin, Elzoghby ve dig.,

(2014) malathion ile hasar olusturulmus sicanlara tedavi amaciyla C vitamini ve yesil ¢ay
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ekstrat1 uygulamiglardir ve sonugta karacigerde artan MDA seviyelerinin azaldigini, bozulan
antioksidan dengenin ise diizeldigini bildirmislerdir. Ayrica, pestisit ile olusturulan oksidatif
hasarin A vitamini, E vitamini, ¢inko, selenyum, aleo vera ve zencefil gibi ¢esitli bitki
ekstratlari kullanilmasi sonucu azaldigini bildiren ¢aligsmalar da mevcuttur (Mansour ve Mossa,
2010; Shokrzadeh ve dig., 2012; Ma ve dig., 2013).

Bu tez ¢alismasinda, pestisitlerin sebep oldugu karaciger oksidatif hasarina karsi ¢esitli meyve
ve sebzelerden elde edilen bir antioksidan olan lupeoliin etkileri arastirilmistir. 50 mg kg
malathion (Fortunato ve dig., 2006), 10 mg kg ! klorprifoz (Tanvir ve dig. 2016) ve 50
mg kg " tebukonazol (Taxvig ve dig., 2007) olmak iizere ii¢ farkl1 pestisit gavaj yolu ile 10 giin
boyunca sicanlara uygulanmistir. Ayni1 dozlarda pestisit uygulanan diger {i¢ gruba ise 10 mg
kg™ lupeol kombine sekilde gavaj yolu ile verilmis ve karaciger dokusu iizerinde iyilestirici
ve/veya koruyucu etkisini belirlemek amaciyla, histolojik, immunohistokimyasal ve
biyokimyasal analizler uygulanmistir. Lupeol, son zamanlarda 6zellikle apoptozu diizenleyici
roli ile dikkat ¢eken ve artan bir ilgiyle farmakolojik 6zellikleri arastirilan pentasiklik yapida
lupan tipi, mango, siyah ¢ay, havug, salatalik, kuru iiziim ve biber gibi pek ¢ok bitkide bulunan
bir triterpen turevidir (Gallo ve Sarachine, 2009). Lupeolin anti mikrobiyal, anti inflamatuar
ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanimi aragtirilmaktadir

(Gallo ve Sarachine, 2009).

Pestisitler ve karacigerdeki toksisiteleri tizerine yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda
morfolojik degisimlerin gozlendigini belirten ¢alismalardan birinde, Kalender ve dig., (2010)
28 gin boyunca 27 mg kg ! malathion uyguladiklar1 sicanlarda karaciger dokusunda
mononiklear hiicre infiltrasyonu, hiperemi, nekroz, siniizoidlerde genisleme ve vaskiiler
konjesyon gibi histopatolojik bulgular gozlemlemislerdir. Yapilan bir baska ¢aligmada ise 50
mg kg™ malathion verilen sigan karaciger dokusunda portal vende konjesyon ve fibrozis,
piknotik nlkleus ve vakuolizasyon gibi histopatolojik degisimler tespit edilmistir (Aboubakr ve
dig., 2019). Degisen dozlarda 30 giin boyunca malathion uygulanan siganlarda folikiil uyarici
hormon (FSH), luteinlestirici hormon (LH) ve testosteron hormon seviyelerinin kontrole
kiyasla 6nemli 6l¢iide diistiigli ve testis dokusundaki histolojik incelemelerde cogu seminifer
tiibiilde apoptotik hiicreler, piknotik niikleus ve liimende bulunan spermatozoa sayisinda
azalma rapor edilmistir (Slim ve dig., 2016). Tripathi ve Srivastav (2010), 5 mg kg * ve 10 mg

kg ! olmak iizere 2 farkli dozda verdikleri klorprifozun 2, 4, 6 ve 8 haftalik zaman araliklarinda
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sigan karacigeri Tlstiinde yaptiklart mikroskobik incelemede siniizoidlerde genisleme,
hepatositlerde dejenerasyon, niklear dejenerasyon, mono niklear hicre infiltrasyonu,
hiperkromatik ve hipertrofik niikleus bulgular1 saptamislardir. Klorprifozun karaciger
morfolojisi Ustiinde yarattigi hasar1t gostermek icin yapilan bir baska c¢alismada ise
siniizoidlerde genisleme, nekrotik hiicre, mono niiklear hiicre infiltrasyonu, vakuolizasyon ve
O0dem tespit edilmistir (Ezzi ve dig., 2016). Triazol grubu fungisitlerin, hepatosellilar
vakuolizasyonu, lizozomlarda asir1 fosfolipit birikimi ile karakterize fosfolipidozu ve karaciger
yaglanmasini tetikledigi bildirilmistir (Knebel ve dig., 2019). Triazol grubu bir pestisit olan
tebukonazolin 30 giin boyunca 100 mg kg * uygulandig1 sican karaciger dokularinda 16kosit
infiltrasyonu, vakuolizasyon ve nekrozis gibi histopatolojik bulgular rapor edilmistir (Saad ve

dig., 2017).

Calismamizda klorprifoz, malathion ve tebukonazol uygulanan si¢an karacigerlerinde hepatosit
1s1nsal diziliminde bozulma, vaskiiler konjesyon, siniizoidlerde genisleme, mononiiklear hiicre
infiltrasyonu, hiperemi, nekrotik hepatositler, vakuolizasyon, eozinofilik hiicre ve piknotik
niikleus, fibrozis gibi literatiir ile paralel hasar bulgular1 tespit edilmistir. Ayrica metotreksat ile
hasar olusturulmus sican karacigerinde (Kanel, 2007), diyabet hastalarinin karaciger
biyopsilerinde ve alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasinda (Abraham ve Furth, 1994)
hasar bulgusu olarak gosterilen niklear vakuolizasyonun varligi, bu ¢alismada pestisit verilen

bltun gruplarda gorilmektedir.

Literattirde, lupeoliin hepatoprotektif rolii oldugunu gdsteren calismalar mevcuttur. Bu
caligmalardan birinde, aflatoksin verilerek karaciger histolojisinde dejeneratif degisimlerin
gozlendigi; aflatoksin ve lupeoliin birlikte verildigi gruplarda ise karaciger hasarinin azalmis
oldugu gosterilmistir (Preetha ve dig., 2006). Yine bir bagka ¢alismada, n- asetil-p- aminofenol
ile olusturulan karacigerdeki doku hasarima etkisi arastirilan lupeoliin, vakuolizasyon,

hiperkromazi ve hepatik lezyonlar1 azalttig1 tespit edilmistir (Kumari ve Kakkar, 2012).

Bu caligma, pestisitler ile olusturulan oksidatif karaciger hasarina karsi lupeoliin koruyucu
ve/veya iyilestirici etkilerinin incelendigi ilk in vivo ¢alisma olmasi sebebiyle orijinal bir
arastirmadir. Bu ¢alismanin sonucuna gore, biz de literatiirle paralel olarak, pestisitlerin
karacigerde meydana getirdigi histopatolojik hasar bulgularinin, lupeol verilen gruplarda ¢ok
daha az oldugunu ve iyilesme goriildiigiinii sdyleyebiliriz. Lupeol verilen tiim pestisit

gruplarinda 6zellikle hepatosit 1ginsal diziliminin kontrole yakin bir goriiniim sergiledigi,
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piknotik niikleus, vaskiiler konjesyon, siniizoidlerde genisleme, niiklear vakuolizasyonun,
fibrotik ve nekrotik alanlarin azaldigi tespit edilmistir. Sonug olarak lupeoliin, pestisitlerin
olusturdugu histopatolojik hasara kars1 karaciger dokusu {izerinde koruyucu bir etki yaptigini

sOyleyebiliriz.

Hicre proliferasyonunun morfolojik ozelliklerini gostermesinden dolayi, hiicre ¢ogalma
indeksinin belirlenmesi amaciyla PCNA proteininin immiinohistokimyasal olarak saptanmasi
siklikla kullanilan bir yontemdir (Sheen-Chen ve dig., 2003). Yaptigimiz ¢alismada da,
karaciger dokusunda proliferasyondaki degisimleri belirlemek amaciyla, hiicre niikleus antijeni
olan  PCNA proteini immiinohistokimyasal yontemle gosterilmistir. NuUKkleik —asit
metabolizmasinda, PCNA’nin en iyi anlasilan gorevi, DNA replikasyonunda oynadig: roldiir;
o yiizden hiicre proliferasyonunun gostergesi olarak hiicrede PCNA’nin ¢esitli yontemlerle
degerlendirilmesi tercih edilmektedir. PCNA hucre siklusunun G1 evresinde sentezlenmeye
baslamaktadir ve pik noktasina sentez evresinde ulasmaktadir (Kelman, 1997). G2 evresinde
ise PCNA miktarn diisiis gostermektedir; fakat siirekli boliinen hiicrelerde hiicre siklusu
boyunca PCNA az da olsa eksprese edilmektedir. Bunlara ek olarak PCNA’nin hiicre siklusu
boyunca, kontrol noktalarindaki proteinlerle etkilesime girdigi ve bu nedenle hiicre
regiilasyonunda 6neme sahip oldugu gosterilmistir (Kelman, 1997; Muskhelishvili ve dig.,
2003). Karacigerde PCNA pozitif hiicre sayisindaki artisin bir hasar gostergesi oldugu
diistintilmektedir. Tebukonazol benzeri azol grubu fungisitler ile muameleden sonra, ilk 30
giine kadar, karaciger PCNA diizeylerinin artis gosterdigi tespit edilmistir (Wolf ve dig., 2006).
Bingiil ve dig. (2013) yaptiklar1 c¢alismada, karaciger ic¢in toksik oldugu bilinen N-
diethilnitrosamin verilen sicanlarda, PCNA pozitif hiicre sayisinin artig gosterdigini tespit
etmiglerdir. Saggu ve dig. (2014) cesitli endiistriyel temizleyicilerde bulunan bir kirletici olan
4-tert-octylphenol’un verildigi siganlarda, MDA seviyelerinde yiukselme, antioksidan enzim
diizeylerinde ise diisiis gordiiklerini, bu artan oksidatif hasara paralel olarak karaciger PCNA
pozitif hiicre sayisinda da yiikselmenin ortaya ¢iktigini bildirmislerdir. Bir baska calisma ile,
Klorprifoz verilen siganlarin siit bezlerinde ve DDT verilen siganlarin karaciger hiicrelerinde
ylzde PCNA pozitif hiicre sayisinda artis oldugu saptanmistir (Harada ve dig., 2016; Ventura
ve dig., 2016). Malathionun sicanlarda meme bezlerinde karsinogeneze yol actig1 ilk kez
Cabello ve dig. (2001) tarafindan gosterilmistir. Birgok karsinojenin hiicre proliferasyonunu
arttirdig1 bilinmektedir. Ornegin, hepatosellular karsinomasi olan 76 hasta iistiinde yapilan

arastirmada PCNA ekspresyonlarinda 6nemli bir artis oldugu gosterilmistir (Ma ve dig., 2016).
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Bu calisma kapsaminda da organofosforlu ve triazol grubu pestisitlerin, karaciger PCNA
diizeylerinde anlamli bir artisa yol actigi goriilmekte ve bu sonug, pestisit maruziyetinin

karacigerde neoplastik degisimleri tetikleme potansiyeli tastyabilecegini diisiindiirmektedir.

Lupeol, son zamanlarda farmokolojik etkileri ¢okga arastirilan ve birgok kanser tiiriinde fayda
sagladig1 goriilen klinik 6neme sahip bir antioksidandir. Lupeoliin karaciger kanseri, prostat
kanseri ve cilt kanseri modelleri Ustlinde anti-kanser 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir
(Prasad ve dig., 2007, 2018; Nigam ve dig., 2009). Lupeoliin anti kanser aktivitesi Liu ve dig.
(2015) tarafindan aragtirllmistir. Bu arastiricilar ¢alismalarinda pankreas kanser hiicre hattini
BALB/c farelere enjekte etmislerdir. Lupeol ile tedaviden sonra farelerde PCNA
ekspresyonunun azaldigini, apoptozun indiiklendigini bildirmislerdir. Boylelikle tiimdriin
geriledigini ve lupeoliin anti-kanser etkisi oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde bu
calismada da, pestisit ve lupeol verilmis gruplarda PCNA diizeylerinde anlamli bir azalma
goriilmektedir. Bu sonug, lupeoliin olas1 bir pestisit hasar1 sonrasinda olusabilecek karsinojenik

etkiler agisindan onleyici bir faktor olabilecegini gostermektedir.

Organofosforlu pestisitlerin spesifik hedefi AChE enzimidir ve organofosforlu pestisitler
enzimin inhibisyonuna sebep olmaktadir. Bu sebeple AChE enzimi organofosforlu pestisit
zehirlenmelerinde bir biyobelirte¢ olarak kabul gérmektedir. AChE, bir ndrotransmitter olan
asetilkolinin yikimindan sorumlu, sinir sisteminin énemli bir enzimidir. Ozellikle néromuskular
kavsakta ve kolinerjik sinapslarda bulunan AChE, kolinerjik sinapslarin uyarilmasini saglayan
asetilkolin norotrasmitterini hizli bir sekilde hidrolize ederek asetat ve koline yikimini
saglamaktadir. Karacigerde metabolize olan organofosforlu pestisitler AChE’nin aktif
bolgesindeki serin aminoasidine kovalent bag ile baglanir ve bdylelikle asetilkolinin
baglanmasini engelleyerek enzimi inaktiflestirir. Sinapslarda artan asetilkolin, post-sinaptik
noron veya kas hiicresinin siirekli uyarilmasina sebep olur. Bu durumda, sonugta canliy1 felce
ugratarak oliimiine sebep olabilmektedir (Lionetto ve dig., 2013). Organofosforlu pestisitlere
akut ve kronik maruziyetin, AChE enzim aktivitesini inhibe ettigini gosteren birgok calisma
vardir. Pestisite maruz kalmis ve hayatinda hi¢ pestisite maruz kalmamis toplam 134 giftei
lizerinde yapilan karsilagtirmali bir caligmanin sonuglarina gore, pestisit maruziyetinde serum
AChE aktivitelerinde 6nemli bir diisiis, inflamasyonda artis ve DNA hasar1 tespit edilmistir
(Taghavian ve dig., 2016). Yapilan bir baska calismada pestisit ilaglamas1 yapan is¢ilerdeki
AChE inhibisyonu ve depresyondan intihara kadar degisen genis spektrumda noropsikiyatrik
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hastaliklara yakalanma riski arasinda paralellik oldugu ortaya konulmustur (Serrano-Medina ve
dig., 2019). Khadairi ve dig. (2018) siganlara ii¢ hafta boyunca verilen 50 mg kg malathionun,
karaciger AChE aktivitesini 6nemli derecede azalttigini gostermislerdir. Bir bagka calismada
76 mg kg klorprifozun uygulandig1 sicanlardaki AChE enzim aktivtesinin degisimi 24, 48 ve
72. saatin sonunda incelenmistir. Calismanin sonucunda karaciger, bobrek ve serum AChE
aktivitelerinin giderek azalan bir grafik cizdigi goriilmiistiir (Sharma ve dig., 2019). Ayrica
yapilan ¢alismalarla klorprifoz ve malathiona kronik maruziyetin, serum AChE aktivtesini
onemli derecede inhibe ettigi goriilmiistiir (John ve dig., 2001; Uchendu ve dig., 2017).
Tebukonazol triazol grubu bir pestisit olmasina ragmen, AChE enzim aktivitesini azalttiZina
dair ¢aligmalar literatiirde mevcuttur. Tebukonazolun 0.9, 9 ve 27 mg kg™ olacak sekilde farkli
dozlarinin uygulandigi bir calismada, kalp AChE aktivitesini onemli Olgiide azalttigi

goriilmistiir (Othmeéne ve dig., 2020).

Bu yapmis oldugumuz calismanin sonuglarina goére, pestisit uygulanan biitiin gruplarda hem
karaciger dokusunda hem de serumda AChE aktivitelerinde 6nemli dl¢iide diisiis gdzlenmistir.
Lupeol ve pestisit birlikte uygulandiginda ise, lupeoliin karaciger ve serumda AChE
aktivitelerinde ylikselme meydana getirdigi goriilmektedir. AChE diizeylerinin belirlenmesi
icin kullandigimiz Elisa testi sonuglarina gore gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamagtir.
Bu bulgumuzu destekler nitelikte bir ¢alismada, farkli dozlarda malathion (100, 200 ve 400 mg
kg™) uygulanan siganlarda, Elisa ile belirlenen AChE degerleri arasinda fark gozlenmemistir
(Severcan, 2016). Pestisitlerin AChE aktivitesi tizerinde olumsuz etkilerinin oldugunu, fakat
pestisitler etkisiyle AChE enziminin yapisal olarak bozulmadigini ve miktar olarak
degismedigini sdylemek miimkiindiir. AChE aktivitesinin diismesinin AChE miktarinin
azalmasiyla iliskisi olmadigini, pestisitlerin AChE enzimine dogrudan baglanarak
inaktivasyonuna sebep oldugunu sdyleyebiliriz. Lupeoliin, pestisit verilen gruplardaki AChE
aktivitelerini arttirmasi, AChE enzim inhibisyonu ile olusabilecek olumsuz etkileri

azaltabilecegini gostermektedir.

Inflamasyon dogustan gelen bagisikligin énemli bir pargasi olmakla birlikte birgok adimda
dizenlenen kompleks bir stregtir. TNF-o, makrofajlar veya monositler tarafindan iiretilen,
inflamasyonun baslamasinda etkili bir sitokindir.  Ayrica TNF-o’nin, farklilasma, apoptoz,
nekroz ve proliferasyon gibi hiicrede ¢esitli fizyolojik rolleride bulunmaktadir (Akash ve dig.,

2018). Lipopolisakkaritler basta olmak {izere bakteri, virlis ve timdr hiicreleri gibi birgok
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uyarana cevaben TNF-a sentezi artis gostermektedir. TNF-a’nin diisiik seviyelerde bulunmasi
hiicreler i¢in koruyucu etki gosterirken, yiiksek diizeylerde bulunmasi doku hasariyla
sonuglanmaktadir (Cayakar, 2018). Navaei ve dig. (2018) yapmis olduklar in vitro ¢aligmada,
saglikli bireylerden alman lenfosit kiiltiiriine 75 pg ml ** klorprifoz uygulanmasi sonucu TNF-
a seviyelerinde artis oldugunu bildirmislerdir. Akut malathion zehirlenmesi ile hastaneye
bagvuran 35 hastadan alinan kan 6rnekleriyle yapilan ¢alismada TNF-a seviyelerinde 6nemli
derecede artig saptanmistir (Seth ve dig., 2008). Yapmis oldugumuz calismanin sonuglarina
gore pestisit verilen bltun gruplarda TNF-a diizeylerinde anlamli bir artig goriilmektedir.
Pestisitlerin etkisi sonucu ROT’daki artisin TNF-o diizeylerini de arttirarak inflamasyona sebep
oldugunu ve immiintoksik etki gosterdigini soyleyebiliriz. Lupeoliin biyolojik olarak birgok
rolii oldugu bilinmektedir ve bunlardan biri de ¢esitli arastirmalarla ispatlanmis olan anti-
inflamatuar etkisidir. Lupeolun, inflamasyona sebep olan ¢esitli yolaklar iizerine etki ederek,
inflamatuar siirecte rol oynayan molekiillerle dogrudan veya dolayli olarak miidahalesinin
oldugunu gosteren c¢alismalar mevcuttur (Saleem, 2009). Bu ¢alismalardan birinde, akut
inflamasyon olusturulan farelere Pimenta racemosa ekstratindan elde edilen lupeolin
uygulanmasi1 sonrasi, TNF-a ve IL-1 diizeylerinin diistiigii ve bu sayede lupeoliin pro-
inflamatuar molekiillerin seviyelerini azaltarak inflamasyonu oOnledigini ortaya konmustur
(Fernandez ve dig., 2001). Yapilan bir bagka in vivo ¢alismada yiiksek kolesterol i¢eren diyetle
beslenen siganlarda serum TNF-a seviyelerinin arttigi fakat lupeol uygulanmasiyla TNF-a
diizeylerinin 6nemli dlglide azaldig: tespit edilmistir. Bu azalmaya sebep olarak; TNF-o’nin
diizenlenmesinde gorevli olan ve bir¢ok tiimoriin gelisimi ve ilerlemesinde rolii oldugu
diistiniilen nikleer faktor kappa B (NF-xB)’nin inhibisyonunun oldugu gésterilmistir (Sudhahar
ve dig. 2007).

Calismamizin sonuglarina gore, pestisit gruplarina lupeol uygulanmasiyla butin gruplarda
TNF-o diizeylerinde azalma goriilmiistir. Lupeoliin, TNF-o {izerine etki ederek pestisit

hasartyla olusabilecek inflamasyonu azaltabilecegini diisiinmekteyiz.

Serbest radikaller hiicrenin metabolizmasi sirasinda meydana gelen reaktif molekullerdir.
Kararsiz yapida olduklarindan hiicredeki makromolekiillere saldirarak yapilarina zarar
vermekte ve boylece kanser, ndrodejeneratif hastaliklar gibi gesitli hastaliklarin patogenezinde
rol almaktadirlar. Hiicrede bulunan antioksidanlar, ROT’un meydana getirdigi hasarlar

onlemek icin viicudun olusturdugu ilk savunma hattidir. Hiicrede; pestisit, radyasyon, agir
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metaller, gesitli ilaglar ROT miktarindaki artisa sebep olmakta ve antioksidan miktarlarinin
yetersiz kalmasi oksidatif hasarla sonu¢lanmaktadir. Ornegin in vitro calismalardan birinde,
fare timosit hiicrelerine malathion ve permetrin pestisitlerinin uygulanmasi sonrasinda ROT
seviyelerinde ciddi bir yiikselme oldugu saptamistir (Olgun ve Misra, 2006). Mostafalou ve dig.
(2012) sicanlardan izole ettikleri karaciger hiicrelerine malathion uygulamasiyla, ROT
seviyelerinde anlamli bir artis gérmiislerdir. Yapilan in vivo bir ¢alismada; 20, 50 ve 100 mg
kg ! dozlarda akut, 2 ve 4 mg kg * dozlarda kronik klorprifoz uygulamasina maruz kalan
sicanlarda hem beyin hem de karacigerde ROT miktarinin artis gosterdigi goriilmiistiir (Mehta
ve dig. 2009). Zebra baligmmin larvalart istiinde yapilan bir ¢alismada, tebukonazolun
maksimum lethal olmayan ve LCio dozlarinin uygulanmasi sonucu ROT seviyelerinde artisa
sebep oldugu bildirilmistir (Li ve dig., 2020). Kumari ve Kakkar (2012) siganlara n- asetil-p-
aminofenol verildiginde ROT seviyelerinde artisa sebep olarak bununla paralel oksidatif
hasarm arttigini; lupeol uygulanmasi sonrasinda ROT seviyelerinin 6nemli dl¢lide diistiigiinii
bildirmislerdir. Bu ¢aligmanin sonuglaria gore, pestisit verilen bitiin gruplarda karaciger ROT
seviyelerinde ciddi derecede artis goriilmiistiir. Pestisit gruplarinda, pestisitlerin meydana
getirdigi ROT u diizenlemede antioksidan miktarlarinin yetersiz kaldig1 gériilmektedir. Lupeol
+ pestisit gruplarinda ise ROT seviyelerinin kontrol diizeylerine yaklagsmasa bile 6nemli 6l¢iide

diislis gostermesi lupeoliin antioksidan etkisinin sonucudur.

Calismamizda pestisit uygulanmasi sonucu karacigerde ortaya ¢ikan oksidatif hasarin varligi
lipid peroksidasyonu diizeyleri saptanarak ortaya konmustur. Lipid peroksidasyonunda,
ozellikle doymamis yag asitlerinin bozulmasi ile zincirleme bir reaksiyon meydana
gelmektedir. Lipid peroksidasyonunun artmasi, eritrositler, karaciger ve bobrek gibi organlarin
fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlarinda bozulmalara sebep olabilir (Uchendu ve dig.,
2012). Canlilarin maruz kaldigi klorprifoz ve malathion gibi pestisitlerin, hiicrelerin lipofilik
yapilart sebebiyle lipid peroksidasyonu diizeylerini arttirarak oksidatif hasara yol a¢malari
olasidir. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucunda agiga ¢ikan MDA oksidatif
hasarin ana belirtecidir. Serbest radikallerin artis1 ile dogru orantili olarak MDA seviyeleri de
artis gostermektedir ve lipid peroksidasyonunun derecesi MDA dizeyleri olgllerek
belirlenmektedir. Ranjbar ve dig. (2002) organofosforlu pestisit ilaglamasi yapan 45 isci
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, oksidatif stres belirteci olan MDA seviyelerinin kontrol bireylere
kiyasla ytikseldigini, antioksidan kapasitenin ise azaldigin1 gdstermislerdir. Yapilan bir diger

calismada, sicanlara 200 mg kg malathion uygulanmasi sonrasinda MDA seviyelerinin,
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karaciger dokusunda kontrole kiyasla %50 oraninda arttig1 gdsterilmistir (Dhouib ve dig.,
2015). Bu caligmalara benzer sekilde, klorprifoz ve tebukonazol verilen siganlarda karacigerde
MDA seviyelerinin anlamli sekilde arttig1 saptanmistir (Mansour ve dig. 2011; Saad ve dig.,
2017). Xu ve dig. (2017) yapmis olduklari ¢alismada ¢evresel dozlarda klorprifozu tek basina
ve kadmiyumla birlikte 3 ay boyunca gavaj yoluyla sicanlara vermislerdir. Caligmanin
sonucunda, klorprifoz hem tek basina uygulandiginda hem de kadmiyumla birlikte verildiginde
beyinde lipid peroksidasyonunun ve ayni zamanda oksidatif protein hasarinda ortaya ¢ikan
protein karbonillerinin artis gosterdigini saptamiglardir. Caligmamizda da karacigerde, ROT
artistyla paralel olarak, lipid peroksidasyonu seviyelerinin pestisit verilen gruplarda kontrole
kiyasla anlamli derecede yiikseldigi, pestisit gruplarina uygulanan lupeolun ise lipid
peroksidasyonu duzeylerini 0nemli derecede azalttigi tespit edilmistir. Lupeolin, ROT
seviyelerini diisiirerek lipid peroksidasyonunu azaltmasi sonucu oksidatif hasarin da derecesini

azalttigini diisiinmekteyiz.

Canli yapilarda meydana gelen oksidatif hasarin onarilmasi i¢in enzimatik ve enzimatik
olmayan pek ¢ok savunma sekli vardir. Enzimatik olmayan antioksidanlar grubuna giren GSH
hem ksenobiyotiklerin hem de endojen bilesiklerin detoksifikasyonunda 6nemli rol oynar.
GSH’nin sitozolik konstantrasyonlart Oze, NO« ve OHe gibi ROT turlerinin direkt olarak
stpdrilmesinde gorevlidir. GSH, hiicre icindeki makromolekullerin (DNA, protein, lipid)
oksitleyici ajanlara karsi korunmasinda gorevlidir. Pestisit ile maruziyet sonucunda hem in
vitro hem de in vivo ¢alismalar, GSH nin antioksidan aktivitesinin negatif olarak etkilendigini
gostermistir. Akbel ve dig. (2018) sicanlarda malathion maruziyetinden sonra, kan, karaciger,
bobrek, kalp ve beyin dokularinda GSH miktarimin  6nemli dOlglide  diistiigiini
gbzlemlemislerdir. Yang ve dig., (2018) sicanlara 50 mg kg? tebukonazol uygulanmasi
sonucunda GSH seviyelerinde diisme oldugunu goéstermislerdir. Diger bir calismada ise artan
lipid peroksidasyonuyla birlikte GSH seviyelerinin diisiis gosterdigi gifade edilmistir (Goel ve
dig., 2005).

Lupeoliin antioksidan etkisinin arastirildigi bir ¢alismada streptozotosin enjeksiyonu ile diyabet
olusturulmus sicanlarin pankreas dokusu incelenmistir. Diyabetik sicanlarin pankreasinda
MDA seviyelerinde artis ile GSH, CAT, SOD ve GST antioksidan seviyelerinde azalma tespit
edilmistir. Diyabetik sigcanlara lupeol tedavisinden sonra, MDA miktarinda 6nemli bir azalma

ve antioksidan seviyelerinde 6nemli Ol¢lide diizelmeler bildirilmistir (Gupta ve dig., 2012).
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Lupeoliin hepatoprotektif roliinii ortaya koyan caligmalardan birinde, sicanlara uygulanan ve
toksik etkisi bilinen kadmiyumun karacigerde artan LPO seviyeleri ve azalan antioksidan enzim
aktivitelerine neden oldugu tespit edilmistir. Lupeol uygulanmasi sonucunda GSH

seviyelerinde ve SOD, CAT enzim aktivitelerinde artig saptanmistir (Sunitha ve dig, 2001).

Bu tez calismasinin sonucuna gore, pestisit verilen biitiin gruplarda GSH seviyelerinde 6nemli
Olclide azalma, bununla paralel olarak MDA seviyelerinde artis goriilmektedir. GSH’nin hiicre
icindeki konsantrasyonlarinin azalmasinin sebebi oksidatif stres sonucu artan kullanimindan
kaynaklidir. Hiicre i¢cindeki GSH azliginin, hiicreyi oliime gotiirecek yollari indiikledigi
gosterilmistir (Circu ve Aw, 2012). Calismamizda, lupeoliin pestisit gruplariyla birlikte
verildiginde, GSH seviyelerini yiikselttigi goriilmiistiir. Bu sonuglar, lupeolin antioksidan etki
ile karaciger oksidatif stresini azaltarak, GSH seviyelerinde yiikselmeye sebep oldugunu

gostermektedir.

Lupeoliin protektif etkisini arastirdigimiz bu ¢alismada, incelenen antioksidan enzimlerden biri
olan katalaz, hidrojen peroksitin su ve oksijene indirgenmesinde gorev almaktadir. Gupta ve
dig., (2019) si¢anlara malathion uygulamasi sonrasinda karaciger CAT aktivitelerinde ciddi bir
diisiis gozlemlemislerdir (Gupta ve dig., 2019). Calismamizda, malathion ve tebukonazol
gruplarinda, CAT aktivitesinde kontrol bireylere gore anlamli bir azalma; klorprifoz verilen
gruba ait CAT aktivitelerinde ise istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma oldugunu tespit
ettik. Prasad ve dig. (2007) kanserojen bir madde olan 7,12-dimetilbenz (a)antrasen (DMBA)
ile oksidatif hasar olusturulmus siganlara 7 giin boyunca 25 mg kg lupeol enjekte etmislerdir.
Calismanin sonucunda, lupeol verilen si¢anlarda, karacigerde LPO’nun azaldigi ve SOD, CAT
gibi antioksidan seviyelerinin yiikseldigi goriilmiistiir. Bu ¢aligmada elde ettigimiz sonuglara
gbre de pestisit gruplarina lupeol uygulamasi ile CAT aktivitelerinin artis gosterdigi
gorulmektedir.

SOD, siiperoksit anyonunun oksijen ve hidrojen perokside doniisiimiinde rol oynayan ve ¢esitli
reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerini kontrol altinda tutan énemli bir enzimatik antioksidandir.
SOD aktivitesinin pestisit maruziyetinden nasil etkilendigine dair yapilan g¢alismalardan
birinde, pestisit ilaglamasi1 yapan iscilerden alinan kan 6rneklerinde hem ytiksek hem de diisiik
doz organofosforlu pestisite maruziyetin SOD aktivitelerini diistirdiigii bildirilmistir (Lopez ve
dig., 2007). Khan ve dig. (2005) yapmis olduklar1 bir ¢alismada klorprifoz ve bagka bir

insektisit olan sipermetrinin birlikte verildigi sican karacigerinde SOD aktivitesinde %50
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oraninda azalma gozlenmistir. Saad ve dig. (2017) 30 giin boyunca 100 mg kg * tebukonazol
uygulanmasi ile sicanlarin karaciger SOD aktivitelerinde 6nemli 6l¢lide azalma gordiiklerini
bildirmislerdir. Bizim elde ettigimiz sonuglara gore, literatiir ile uyumlu sekilde pestisit verilen
bitiin gruplarda SOD aktivitelerinde anlamli bir diislis goézlenmistir. SOD aktivitesinin
azalmasi, 0zellikle hiicre zarin yapisal proteinleri ve ¢oklu doymamis yag asitleri i¢in toksik
etkisi olan superoksit radikalini arttirarak, lipid peroksidasyonunda yikselmeye sebep
olmaktadir. Calismamizda SOD aktivitelerinin, pestisit gruplarina lupeol uygulanmasi
sonrasinda artig gosterdigi saptanmustir. Elde edilen sonuglara, benzer sonuglarin elde edildigi
caligmalarda 6rnegin, aflatoksin ve kadmiyum ile hasar olusturulan sigan karaciger dokusunda
SOD aktivitesinin lupeol uygulanmasi sonrasi artis gosterdigi belirlenmistir (Sunitha ve dig.,
2001; Preetha ve dig., 2006). Lupeollin pestisit ile azalan SOD aktivitelerinde meydana

getirdigi ylkselme, sliperoksit anyonu ile olusabilecek hasarlar1 ortadan kaldirabilir.
Bu calisamadan elde ettigimiz sonuglar1 kisaca 6zetleyecek olursak;

e Pestisit verilen biitiin gruplardaki bireylerde karacigerin normal morfolojik
goriinimiinden uzaklagtigi, hiperemi, vaskiler konjesyon, piknotik nikleus,
sinilizoidlerde genisleme ve mononiiklear hiicre infiltrasyonu basta olmak iizere cesitli
hasar bulgulari1 saptanmistir. Lupeol ile tedavi sonrasinda karacigerde pestisit hasari ile
meydana gelen histopatolojik hasarin azaldigi ve kontrol grubuna yakin bir goriiniim
sergiledigi goriilmiistiir.

e Karacigerdeki hiicre proliferasyonunun gosterilmesi amaciyla degerlendirdigimiz
PCNA’nin pestisit verilen biitiin gruplardaki diizeylerinin kontrol bireylerine gore artis
gosterdigi saptanmustir. Lupeol + pestisit uygulanmasinin PCNA diizeylerini biitlin
gruplarda azalttig1 tespit edilmistir.

e Organofosforlu pestisit toksisitesinin en 6nemli gostergesi olan AChE enzim
aktivitelerinin, pestisit verilen biitiin gruplarda hem karaciger dokusuda hem de serumda
azaldig1 gosterilmistir. Lupeol + pestisit verilen bitin gruplarda ise AChE
aktivitelerinde artis oldugu saptanmistir.

o Pestisitler, TNF-a seviyelerinde artis meydana getirmistir. Lupeol + pestisit gruplarinda

TNF-a diizeylerinin azaldig1 saptanmuigtir.
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Pestisit gruplarinda ROT diizeylerinde artis meydana gelmektedir. Lupeol + pestisit
gruplarinda azalan ROT degerleri ise lupeoliin yetersiz kalan antioksidan sisteme
yardim ederek ROT siipiiriilmesinde 6nemli bir yere sahip oldugunu gostermektedir.
Oksidatif hasarin en 6nemli gostergelerinden olan MDA seviyeleri pestisit verilen biitiin
gruplarda karaciger dokusunda onemli Olgiide artmistir. Lupeol + pestisit verilen
gruplarda MDA seviyelerinde azalma goriilmiistiir.

Pestisit verilen biitiin gruplarda karaciger dokusunda antioksidan dengenin bozuldugu
GSH, SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin negatif olarak etkilendigi gortilmiistiir.
Lupeol + pestisit gruplarinda bozulan antioksidan dengenin iyilestigi goriilmektedir.
Lupeol uygulanmasimin karacigerde pestisitlerin meydana getirdigi reaktif oksijen
tirlerini ortadan kaldirarak olusabilecek oksidatif hasar iistiinde koruyucu ve/veya

tyilestirici etkisi oldugunu sdylemek miimkiindiir.
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