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Bu ¢alismada, endokrin bozucu kimyasal olarak siiflandirilan ve 6zellikle baliklarda
tireme fizyolojisine etkileri bilinen, ancak yapilan son calismalarda metabolitlerinin
ksenobiyotik gibi ekosistemde hareket ettigi, boylece antioksidan savunma
mekanizmasma etkisi oldugu diistiniilen sentetik progestinlerden biri  olan
Levonorgestrel (LNG)' in farkli doz ve siirelerde uygulanmasinin, Zebra baliklarinda
(Danio rerio) antioksidatif metabolizma iizerine etkileri incelenmistir. Deneme
baliklarr, LNG’ nin diisiik (0,312 pg/L) ve yiiksek (6,24 pg/L) olmak iizere iki farkli
dozuna 24, 48 ve 96 saat siire ile maruz birakilmislardir. Bu asamada, akut
biyodeneylerden statik deney yontemi uygulanarak, deneyler ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmigtir. Deneme plani uygulandiktan sonra baliklar disekte edilerek kas ve
karaciger doku ornekleri toplanmistir. Bu orneklerde antioksidan enzim aktivitesi ve
lipid peroksidasyon diizeyi sirasiyla, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve malondialdehit (MDA) analizleri ile Olglilmistiir.
Yapilan bu ¢alismada, enzim aktivite degerlerinin LNG doz uygulamasindan etkilendigi
ancak istatistik olarak yapilan degerlendirme sonucu tespit edilen farkliliklarin 6nemsiz
oldugu belirlenmistir (p<0,05). Yiiksek doz uygulamasinin artan zamanla SOD enzim
aktivite degeri tizerinde etkili olup, her iki doku agisindan da degerlerde artisa neden
oldugu tespit edilmistir. CAT enzim aktivite degerlerinin O6zellikle yiiksek doz
uygulanan gruplardan elde edilen degerlerde degiskenlik gosterdigi, GPx enzim aktivite
degerlerinin ise yiiksek doz LNG uygulamasinda, 6zellikle karaciger dokusunda yiiksek
aktiviteye neden oldugu saptanmistir. MDA degerlerine gore, karaciger dokusunda
diisik doz LNG uygulamasinin, kas dokusu ile karsilastirildiginda, azaldigi, yiiksek
dozda ise benzer degerlerin tespit edildigi, buna bagli olarak karaciger dokusunun kas
dokusuna gore LNG uygulamasina daha duyarli ve oksidatif stres i¢in iyi bir indikator
oldugu tespit edilmistir.
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ABSTRACT
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THE EFFECTS OF LEVONORGESTREL APPLICATION IN DIFFERENT
DOSE AND PERIODS ON ANTIOXIDATIVE METABOLISM OF ZEBRA
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In this study, the application of Levonorgestrel (LNG), one of the synthetic progestins
classified as an endocrine disrupting chemical and known to have effects on
reproductive physiology particularly in fish, nonetheless, whose metabolites are thought
to act like xenobiotics in the ecosystem, in different doses and durations, on
antioxidative metabolism in Zebra fish were investigated. Fish were exposed to two
LNG as low (0.312 pug/L) and high (6.24 pg/L) doses for 24, 48 and 96 hours. At this
stage, the static test method of acute bio-assay, was applied and the experiments were
carried out in triplicate. Subsequently the experiment plan was performed, muscle and
liver tissue samples were collected by dissecting the fish. In these samples, antioxidant
enzyme activity and lipid peroxidation level were measured by SOD, CAT, GPx and
MDA analysis, respectively. For this study, it was determined that enzyme activity
values were affected by LNG dose administration, however the differences determined
as a result of the statistical evaluation were found insignificant (p<0,05). High-dose
application had an effect on the SOD enzyme activity value with increasing application
time and caused an accelaeration in the values in terms of both tissues, CAT enzyme
activity values fluctuated particularly the values obtained from the high-dose applied
groups, and GPx enzyme activity values were observed in high-dose LNG application,
demonstrated high activity especially in the liver. According to the results of the MDA,
low-dose LNG application in liver tissue showed a decrease compared to muscle tissue,
whereas similar values were determined at high doses. In this sense, liver tissue was
found more sensitive to LNG application compared to muscle tissue and a better
indicator for oxidative stress.
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Keywords: Zebra fish, Danio rerio, Synthetic progestin, Levonorgestrel, Antioxidative
metabolism
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1. GIRIS

Siirekli artan Diinya niifusu, ¢arpik kentlesme, plansiz ve bilingsiz endiistrilesme, verimi
artirmak amaci ile kullanilan tarim ilaglar, yapay giibreler ve deterjan gibi cesitli
kimyasal ajanlar ¢evreyi kirletmekte ve dogal yasam i¢in bir risk olusturmaktadir. Sucul
ekosisteme degisen konsantrasyonlarda (ng/L’ den pg/L’ ye kadar) giris yapan dogal ve
sentetik orijinli mikrokirleticiler, ¢cogunlukla antropojenik olup igerisinde endokrin

bozucu kimyasallar (EBK) da bulunmaktadir (Rocha ve Rocha 2022).

EBK olarak da bilinen bazi maddeler (gestajenler, progestojenler veya progestinler)
hiicresel reseptorlerde diisiik dozlarda bile hareket edecek sekilde tasarlanan hormonal
ilaglarmn aktif maddeleridir. Bu kimyasallar ve metabolitleri, sucul ekosisteme insan ve
hayvan kaynakli dogal atiklar ile dogum kontrol ilact olarak kullanilan tibbi
uygulamalar araciligiyla ulagmaktadir (Hoffmann vd., 2012). Bunlarin arasinda
ekosistemi en ¢ok etkileyenler ise steroid hormonlar olup (Fent, 2015), balik basta
olmak iizere kabuklu su iirlinleri veya sucul omurgasizlar gibi hedef disi tiirleri tehdit
etmektedir (Lénge vd., 2001; Pawlowski vd., 2004; Sumpter ve Johnson, 2005; Jobling
vd., 2006; Caldwell vd., 2008; Tyler ve Jobling, 2008; Besse ve Garric, 2009; Christen
vd., 2010).

Steroid hormonlardan olan progesteron ve progestinlerin (sentetik progestin/gestajen)
biiylik bir bolimi 1960 ve 1970" li yillarda tasarlanmis olup, anti-gonadotropik
Ozelliklere sahiptir. Baliklarda iireme iizerine olumsuz etkileri (Zeilinger vd., 2009;
Paulos vd., 2010; Runnalls vd., 2013) uzun zamandir siiregelen ¢aligmalarla tespit
edilmistir. Hormon diizeylerinde degisiklige (Runnalls vd., 2013), ergin balik (Zucchi
vd., 2013, 2014) ve embriyolarda (Zucchi vd., 2012) transkripsiyonel etkilere, cinsiyet
gelisiminde degisiklige (Liang vd., 2015) ve disi baliklarda erkek sekonder cinsiyet
ozelliklerinin uyarilmig gelisimi gibi etkilere sahip olduklari kanitlanmistir (Zeilinger
vd., 2009; Runnalls vd., 2013). Ancak progestinlerin, sentetik Gstrojenik steroidler ile
birlikte yogun olarak kullanilmalarmma ragmen ekotoksikolojik etkileri yeterince

irdelenmemistir (Fent, 2015).



"Gonanlar ve estranlar" olarak adlandirilan sentetik bir progestin olan Levonorgestrel
(LNG), testosteron tiirevi olarak bilinmekte ve diisilk konsantrasyonlarda dahi sucul

organizmalar lizerinde negatif etkileri bulunmaktadir (Rocha ve Rocha 2022).

LNG, progesteron igeren haplarin yanisira kombine oral kontraseptiflerde bulunmakta
veya hormon implantlarinin icerigini olusturmaktadir. Ayrica bu kimyasal, insanlarda
ovulasyonu Onleyerek servikal mukusun kalitesini bozmakta ve spermatozoanin

girigini etkileyecek sekilde degistirmektedir (Croxatto, 2002).

Sucul ortama antropojenik giris yapan LNG’ nin model organizma olan Zebra Balig
(Danio rerio)’ nda etkileri ise cinsiyet farklilagmasi, ergenligin erkene cekilmesi,
yumurtalik olgunlagsma siiresi ve iireme basarisini olumsuz etkilemesi, olgun oosit
sayisinin azalmasi, sirkadiyen gen diizenlemesinin degisimi, karaciger fonksiyonunun
bozulmasi ve kulucka sonrasi hayatta kalma oraninin diigmesi olarak bildirilmistir

(Rocha ve Rocha 2022).

LNG ve metabolitleri ekosistemde Ostrojenik bilesikler olarak hareket ederek ayni
zamanda ksendstrojenler ile sinerjik etki de gostererek serbest radikal olusumunu
tetiklemektedir. Bu baglamda, serbest radikaller ve/veya reaktif oksijen tiirleri (ROT)
ile antioksidan sistem arasinda olusan diizensizligin sonucu olarak oksidatif stres
meydana gelmektedir. Olusan bu oksidatif hasara kars1 normal fizyolojik kosullarda
hiicreler antioksidan savunma sistemleri tarafindan korunmaktadir. Bu noktada,
antioksidan savunma sistemini olusturan elemanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olmak tiizere iki gruba ayrilir. Enzimatik olanlar; siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve
glutatyon-S-transferaz (GST)' dir. Bu parametrelerin 6lgiim ve takip edilmesi 6zellikle
olas1 ¢evresel Kkirlilik diizeylerinin tespitinde ve organizmada getirdigi hasarin

belirlenmesinde 6nem arz etmektedir (Yildiz, 2011).

Gilinlimiize kadar yapilan ¢alismalar, gestajenlerin farkli sucul organizmalarda iireme
fizyolojisi lizerindeki etkilerine primer olarak yogunlasmis olup, antioksidan savunma

mekanizmasina odaklanan ¢alismalar ise sadece bivalvia tiirleri ile yapilan az sayida



calisma (Contardo-Jara vd., 2011) ile sinirlidir ve balik tizerinde yiiriitiilmiis herhangi

bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Gestajenlerin bivalvia tiirlerinde antioksidan savunma sistemi {izerinde etkilerinin
goriilmesi, baliklar iizerindeki etkilerinin ne sekilde gelisebilecegine yonelik arastirma

sorusunu ortaya ¢ikarmaktadir.

Bu baglamda, bu tez calismasinda, ozellikle baliklarda iireme fizyolojisine etkileri
bilinen, ancak yapilan son ¢alismalarda metabolitlerinin ksenobiyotik gibi ekosistemde
hareket ettigi, boylece antioksidan savunma mekanizmasina da etkisi oldugu
diisiiniilen LNG' nin farkli doz ve siirelerde uygulanmasinin Zebra baliklarinda

antioksidatif parametreler {izerine etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Endokrin Bozucu Kimyasallar

Ekosistemde canlilar arasindaki dengeyi bozan risk etmenleri incelendiginde en énemli
grubu EBK'’ larin olusturdugu goriilmektedir. EBK’ lar olarak siniflandirilan
kimyasallar, pestisitleri, tiiketici tirinleri ve endiistriyel uygulamalarda kullanilan birgok
bilesik sinifini, ayn1 zamanda farmasétikler ile dogal ve sentetik hormonlari da
kapsamaktadir. EBK' lar dogada dogal olarak bulunabildigi gibi (sarimsak, maydanoz,
kahve gibi besinlerde bulunabilen fitodstrojenler ancak ¢ok fazla alindiginda bu etkiyi
gosterir) degisik sentetik ve endiistriyel {riinler (fungusit, herbisit, boya, plastik
coziiciiler gibi), evsel malzemeler (temizlik malzemeleri, parfiim gibi), ilaglar (dogum
kontrol haplari, dietilstilbestrol gibi) ve agir metaller (arsenik, kadmiyum, uranyum,
kursun, civa gibi) igerisinde de yer alabilmektedir. AB’ nin 2013 Kasim ayinda
yeniledigi ve cesitli arastirmalarda EB etkisi belirlenen 546 kimyasal i¢in hazirladigi
simiflandirma sistemine gore, bu kimyasallarin 147" sinin ylksek miktarda iiretildigi,
cevrede kalict oldugu ve Kategori 1 olarak simiflandirilabilecegi, 66'smin potansiyel
tehlikeli oldugu, 60’ ma ise insanlarin maruz kaldigi bildirilmektedir (Yurdakok

Dikmen, 2017).

Uluslararas1 Kimyasal Giivenlik Programi (IPCS), Diinya Saglik Orgiitii (DSO),
Birlesmis Milletler Cevre Programi (UNEP) ve Uluslararast Calisma Orgiitii’ niin
(UNEP) 2002 yilinda ortaklasa diizenledigi Endokrin Bozucularin Bilimsel Olarak
Global Belirlenmesi/Degerlendirilmesi” toplantisinda endokrin bozucu kimyasal
(EBK) tanimlamasi "lireme, gelisme ve/veya davranislardan sorumlu olan dogal
hormonlarin sentez/liretim, salinim, tasinma, baglanma, aktivite ve viicuttan
atilmalarina etki eden ekzojen madde ve/veya madde karigimlar1" olarak yapilmigtir

(Yurdakok Dikmen, 2017).

Bir¢ok EBK, steroid hormonlar veya tiroid hormonlar ile etkilesimde olup, protein ya
da peptid yapidaki hormonlarin sentez ve uyarilarini da etkileyebilirler (Aksan ve
Ozdemir, 2016).



Endokrin bozucular etkilerini, ozellikle, 0Ostrojen, androjen, progesteron, tiroid
hormonlari, retinoid reseptorler iizerinden gosterir; bunlarin disinda, niikleer, niikleer
olmayan steroid hormon, nonsteroid (aril hidrokarbon reseptorii), steroid sentezi ve/veya
metabolizmasinda yer alan enzimatik yolaklar ile endokrin-lireme sistemlerini olusturan
diger mekanizmalar tizerinde de etkili olmaktadirlar. Cok diisik dozlarda bile
reseptorlerin etkinlesmesi, hedef hiicre reseptdr seviyelerinin degistirilmesi yoluyla
dogrudan hedef bolgede aktive olabilmeleri (Darbre, 2015) ve non-monotonik doz-yanit
iliskisi EBK i¢in karakteristiktir. Non-monotonik etkilerini, reseptor yarismasi, reseptor
seciciligi, reseptor down regiilasyonu, farkli gen aktivasyonu ve yarismaci
mekanizmalar {izerinden yapabilir (Yurdakok Dikmen, 2017). EBK’ lar histon
deasetilazlarin inhibisyonuna ve protein kinazlarin indiiksiyonuna da neden olabilirler
(You vd., 2001; Jansen vd., 2004; Yildiz Fendoglu vd., 2019). Endojen hormonlar gibi
¢ok diisiikk dozlarda biyolojik yanit olustururlar. Bununla beraber, hormonlarin aksine
kiimiilatif etki gosterdikleri i¢in canlida olusturduklart biyolojik yanit ¢ok daha etkili

olabilmektedir.

EBK' lara maruz kalmanin epigenetik olarak da canlilara etki ettigi bilinmektedir.
Canlinin DNA yapisinda herhangi bir degisiklige neden olmadan, genetik bilgide olusan
degisim ve bu etkinin maruz kalan birey veya nesilde degil, daha sonraki nesillerde de
gozlenebilmesi "epigenetik etki" olarak tanimlanmaktadir, 6zellikle de EBK’ lara maruz
kalma sonucunda epigenomda degisiklikler meydana geldigi ifade edilmistir (Bursch
vd., 1984). Yildiz Fendoglu vd., (2019) meydana gelen bu degisimlerin canlilarda
gelisim geriligi, kanser (Diamanti-Kandarakis vd., 2009, Swedenborg vd., 2009) ve
mental diizensizlikler gibi farkli hastalik tiirlerinde tetikleyici faktor olabilecegini

bildirmistir.

EBK’ lar, dopaminerjik ve seratonerjik reseptorler ile sinir sistemine etki ederek, santral
sinir sisteminin morfolojisini degistirerek davranig kaliplarim1 da etkileyebilirler.
Ozellikle, kritik gelisimsel donemlerde EBK’ lara maruz kalmanin ciddi nérotoksik
etkilerinin olabilecegi 6ne siiriilmektedir (Frye vd., 2012). Ayrica polikarbonat denilen
sert, seffaf plastik ve epoksi reginede bulunan bir kimyasal olan Bisfenol A (BPA)' nin

sizofreni ve diger norotoksik patolojilerle yakindan iligkisi oldugu, yenidoganlarda,



bebeklerde ve ¢ocuklarda da BPA maruziyeti sonucu néronal, davranigsal ve bipolar

bozukluklar olabilecegi tespit edilmistir (Brown vd., 2009).

EBK' lar, sucul ekosisteme 6zellikle antropojenik faaliyetler (atik su aritma tesisi sulari,
endiistriyel atiklar, evsel desarj vb.) ve yagislar ile giris yapmaktadir (Carnevali vd.,
2018; He vd., 2018). EBK' larin olusturdugu kirlilik profili yalnizca sucul ekosistemi
tehdit etmemekte, ayrica tiim besin zincirini de etkileyerek su tirtinleri tiretim ve tiikketim
acisindan olusturdugu risk etmeni ile insan sagligina biiyiik zararlar olusturmaktadir. Bu
konuda, EBK kapsamina giren farkli kirleticiler iizerine yapilan pek cok calisma
bulunmaktadir (Kazeto vd., 2004; Caballero-Gallardo vd., 2016). Su ortaminda bu
Kirleticilerden olan hormonlarin varligi, 6zellikle hedef disi farkli sucul canlilarda
(balik, ¢ift kabuklu, gastropod vb.), gonadal anomaliler, tireme yetersizligi, vitellojen
indiiksiyonu, dogurganligin azalmasi ve interseks bireylerin gelisimi gibi olumsuz
etkilere neden olmakta (Czarny vd., 2019) ayrica, popiilasyonda da azalma
goriilmektedir (Horiguchi, 2006).

Ekosistemi en ¢ok etkileyen ve en gii¢lii EBK' lardan oldugu bilinen steroid hormonlar,
giiniimiizde diinya ¢apinda 100 milyonun {izerinde kadin tarafindan kullanilan hormonal
ilaglar ile ¢evresel ortama giris yapmaktadir (Hoffmann vd., 2012). Bu dogurganlik ve
dogum kontrol yontemlerinde tercih edilen hormonal ilaglarin, kullaniminin cinsel
ozgirliik kiiltiiriiniin gelismesiyle her yil kiiresel olarak arttigi1 bilinmekte (Stanczyk vd.,
2013) ve bu ilag pazarmin 2015 yilinda 42,1 milyar dolar iken 2025 yilinda 64 milyar
dolar gibi bir rakama ulagsmasi beklenmektedir (Kaur vd., 2021).

Ayni diger EBK' larda oldugu gibi hormonal ilaglar da idrar ve diski yoluyla
glukuronidler ve siilfatlarla konjuge olabilen hidroksillenmis ve metillenmisg
metabolitler olarak atilmakta (Lai vd., 2000; Junior vd., 2010; Brito vd., 2010) ve evsel
atik sulara karigmaktadir. Bu ilaglar, kanalizasyon aritma tesisleri tarafindan tamamen
ortadan kaldirilamadigindan (Zheng vd., 2008) yiizey sulariin yani sira yeralti sulariin

da kirlenmesine yol agmaktadir.

Yukarida ekolojik ortama giris yollart ve cevresel etkilerinden bahsedilen steroid

hormonlar, gen transkripsiyonu ve hiicre fonksiyonunda degisimler gibi fizyolojik



etkilerini steroid hormon reseptorlerine baglanarak gostermekte (Anonim, 2023) ve
hedef hiicreye ulastiklarinda ayrilarak difiizyonla hiicre icine girmektedirler. Bazilari ise
sitoplazmada reseptor ile birlesmeden ¢ekirdekte gen etkilesimi ve kromatindeki DNA'
dan yeni mRNA olusumunu baglatmaktadirlar (Anonim, 2017).

Ovaryum, testis ve adrenal korteks gibi dokulardan kolestrol bilesiginden sentezlenen
steroid hormonlar (Anonim, 2021), hiicrede 6nce pregnenolona sonra da 21 karbona
sahip yagda ¢oziinen progesterona doniistiiriilir (Anonim, 2017) ve siirrenal Kkorteks

steroid hormonlarin sentezinde ara urundur.

Pregnenolonun progesterona doniisme yolagi, bir dehidrojenaz etkisiyle progesterona
veya spesifik bir 17-hidroksilaz etkisiyle 17-hidroksiprenenolona ¢evrilmesi seklindedir.
Progesteron ve 17-hidroksipregnenolon, spesifik oksijenazlar ve dehidrojenazlar
tarafindan cesitli aktif hormonlara doniisiirler (Anonim, 2017). Progesteron globiiline
baglanarak kanda tasinir. Progesteron ve metabolitlerinin yaklasik %75’ i, safra ile
bagirsaklara iletilerek digkiyla atilir. Progesteronun ana metaboliti pregnanediol olup
idrarla digar1 atilir. Hedef hiicrelerde sitozolik spesifik bir baglayici proteine baglanarak
olusan hormon-reseptor kompleksi, niikleusa tasmir ve kromatinle etkileserek RNA
sentezini etkiler ve boylece hormonal aktivite gosterir (Anonim, 2017). Progesteron,
Ostrojen hormonu ile birlikte sekonder cinsiyet karakterlerinin meydana gelmesinde

onemlidir.

Progesteron hormon etkisi gosteren kimyasal maddelere "gestajen" denir. Progestojen,
gestajen ya da progestin gibi isimler ile kullanilmakla beraber en yaygm kullanilan
ifade "progestin” dir. Dogal progesteron hormonu organizmada ¢ok hizli inaktive
oldugundan, cesitli sentetik progestinler gelistirilmistir. Progesteron ve sentetik
progestinler, esas olarak progesteron reseptorii (PR) olmak iizere, androjen reseptorii
(AR), Ostrojen reseptorii (ER), glukokortikoid reseptorii (GR) ve mineralokortikoid
reseptorii (MR) gibi reseptorler araciligiyla etki ederler (Fent, 2015).

Sentetik progestinler, strojenik, antiandrojenik ve androjenik olarak ¢esitli hormonal

aktivitelere sahip olabilirler. Ayrica, pek cok oral kontraseptif (sentetik bir dstrojen ve



bir progestin karisimidir) ve hormon tedavisi ilaglarinin da bir pargasidir (Hoffmann
vd., 2012) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Instraseliiler reseptorler ya da membran aracili reseptorler ile hormon
etkinlesmesi ve hiicresel yolaklar semasi (Yurdakok Dikmen, 2017)

2.2 Levonorgestrel

Levonorgestrel (LNG), progestojen iceren haplarin yani sira kombine oral
kontraseptiflerin veya hormon implantlarinin olusturdugu progestinlerden biridir ve
steroid ¢ekirdek yapisina sahip (Durand, 2001) farmasdétik bir molekiildiir (Narvaez vd.,
2019) (Sekil 2.2).



O

Sekil 2.2 Levonorgestrel’ in kimyasal formiilii (Anonim, 2020)

Progesteronun ana biyolojik hedefi olan progesteron reseptoriiniin bir agonisti olan
LNG, ayn1 zamanda, androjen bir hormon olan testosteronunun ana biyolojik hedefi
olan androjen reseptoriiniin de zayif bir agonistidir. Ostrojenik, glukokortikoid veya
antimineralokortikoid aktivitesi diginda 6nemli hormonal aktivitesi yoktur.
Progestojenik aktivitesi nedeniyle antigonadotropik etkileri bulunmakta ve her iKi
cinsiyette de gonadal seks hormonu {iretimini ve dogurganligi baskilayabilmektedir.
Erkeklerde, antigonadotropik etkilerine ek olarak dolasimdaki testosteron diizeyinin

belirgin sekilde baskilanmasina neden olmaktadir (Anonim, 2020).

LNG' nin eliminasyon yarilanma omrii 24 ile 32 saattir, ancak 8 saat kadar kisa ve 45
saat kadar uzun degerler de bildirilmistir. Tek bir oral LNG dozunun yaklagik % 20 - 67’
si idrar ile % 21 - 34' ii ise digki yoluyla atilmakta (Besse vd., 2009; De Alda ve Barcelo,
2000; Torreilles vd., 2009) ve sucul ekosisteme bu sekilde girmektedir. Burada oldukca
aktif olan LNG, balik gibi hedef dis1 organizmalarin endokrin sistemine etki etmekte
(Christen vd., 2010; Lorenz vd., 2011) ve iireme biyolojisini olumsuz yonde
etkilemektedir (Kvarnryd vd., 2011; Lorenz vd., 2011; Yager, 1992).



2.3 Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Canlilarda, kimyasal siiregler (endojen ve eksojen faktorlerin etkisi altinda) 6zellikle
oksitlenme, serbest radikallerin olusmasina neden olur. Hiicrelerde diger molekiillerle
reaksiyona girerek onlara zarar verebilen elektrik yiiklii, dengesiz molekiillere "serbest
radikaller" adi verilmektedir. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller farkli
molekiiller ile kolayca reaksiyona girebilir, boylece hiicrelere ve canliya zarar verebilir
(Anonim, 2009). Serbest radikaller zarar verdikleri molekiillerin serbest radikallere

dontistiigii zincir reaksiyonlar1 da olusturabilirler.

Serbest radikallerin kaynagini molekiiler oksijen olusturmaktadir. Organizmada demir
(Fe), bakir (Cu), ¢inko (Zn) gibi metalleri igceren enzimler araciligryla oksitlenme
reaksiyonlar1 gergeklesmektedir. Oksijenden tiireyen radikaller, canli sistemlerde normal
metabolik reaksiyonlar ya da eksojen faktorler ile olusan radikal tiirlerin en onemli
smifidir ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilmaktadir. Hidrojen peroksit
(H,0,), siiperoksit (O, ), singlet oksijen (*O,) ve hidroksil radikali (OH™) gibi serbest
radikal olmayan bu oksijen tiirleri canli metabolizmasinda toksik etkilere sebep
olabilmektedir (Aslankog vd., 2019).

Serbest radikallerdeki eslesmemis elektronlar, cogunlukla kimyasal reaksiyonlara giren
reaktif radikallerdir. Baz1 ROT’ lar, genellikle '0,, O,.”, H,0,, OH™ gibi molekiillerle
karistirihir. Ornegin; 10, eslesmemis oksijen icermedigi i¢in serbest radikal degildir.
Ancak, oksijenin yiiksek reaktif bir formudur ve bu nedenle oksijenden daha hizli bir
biyolojik molekiildiir. H,O, ise radikal olmamasina ragmen, oksijenden daha yiliksek

aktiviteye sahip oldugu igin reaktif tiirdiir (Akbulut vd., 2014) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Organizmalardaki oksijen metabolizmasi ve ROT arasindaki doniisiim
(Akbulut vd., 2014).

Molekiiler oksijenin (O2) kismi olarak indirgenmesi sonucu olusan iriinler ROT' u
olusturmaktadir. O, genellikle, dort elektron (4e ) mekanizmasi ile indirgendiginde su
molekiilii (H,O) ortaya ¢ikmaktadir. Bu islem, mitokondriyal elektron tagima zinciri
tarafindan gerceklestirilir. Eger tek bir elektron Oj' ye sirali eklenirse bu durumda
stiperoksit anyonu olusur. Bunun yaninda, H,O,, OH’ ne ve OH " a indirgenir. OH’ ya
elektron ve proton eklenmesi sonucunda olusan H,O ile zincir tamamlanir (Akbulut vd.,

2014).

ROT, ¢esitli antioksidanlarla detoksifiye edilebilmekte veya hiicre igi/dist
komponentlerle etkilesebilmektedir. Bu sebeple hiicre kontroliinde olup hiicre igi
konsantrasyonlar genellikle 10~° molar1 ge¢mez (Foyer ve Noctor, 2009; Akbulut vd.,
2014) (Sekil 2.4).
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Oksidan Kronik
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ROT Konsantrasyonu

Zaman

Sekil 2.4 Organizmalarda ROT seviyesinin dinamik yapisi (Lushchak, 2011).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (O, , OH ve H,0,) veya diger serbest radikaller
ile antioksidan sistem arasinda olusan dengesizliktir ve bu dengesizlik hiicrenin 6nemli
kisimlarinda geri doniisiimsiiz hasarlara neden olur. Meydana gelen oksidatif hasar,
kararli durumdaki ROT seviyesini artirir ve antioksidan potansiyeli yeterli ise, ROT
diizeyindeki gegici artis "akut oksidatif stres” olarak isimlendirilir. Antioksidan sistemin
dengede olmadigi zaman ise hizli bir sekilde ROT firetilir ve sistemde "kronik oksidatif

stres” olusur (Akbulut, 2014).

Biyolojik sistemlerde, ROT iiretimi ¢ogunlukla oksijen metabolizmasinin yan iriinleri
olarak iiretilse de aslinda bir¢ok mekanizmasi bulunmaktadir. Canlilarin kullandig
oksijenin %90’ indan fazlasi enerji tretimiyle ilgili elektron transportunun 4e

mekanizmasi ile kullanilmaktadir (Papa ve Skulachev, 1997). Elektronlarin molekiiler
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oksijen ile etkilesime girerek siiper oksit anyonunun olusturdugu mitokondriyal elektron
tasima zincirinin en 6nemli bilesenleri Koenzim Q ve kompleks III" diir (Demin vd.,
1998). Endoplazmik retikulumdaki elektron tasima zinciri ROT’ un en 6nemli ikinci

kaynagidir (Malhotra ve Kaufman, 2007).

Agir metaller, pestisitler, aromatik hidrokarbonlar, poliklorlubifeniller, dioksinler ve
benzer formiilasyonlu gevresel kirleticiler ROT' nin ana grubunu olusturan kirleticilerdir
(Lushchak, 2008; Alak vd., 2013). ROT iiretiminin molekiiler mekanizmasi, NADPH’ in
enzimatik oksidasyonuna baglidir. Bu sistem mikroorganizmalar1 hedef alarak ROT

seviyesini hiicresel diizeyde kontrol eder (Akbulut vd., 2014) (Sekil 2.5).

Kargik fonksivonln oksidaz elektron transpertn

Sitekrom pdS0 /
Miyeloperekssdaz
Oksadatif patlama: Ggesither
Endoplazmik retikulum
Cekirdek
DNA
sitoplazma
lizozomlar
Fe*~
peroksizom Ca®

ksaunis oksidaz

hemoglobin
Hécre membram riboflavim
oksidazlar g tabakan katokelassinler
flavoproteinier

gecks metalleri ' eloktron tramsport sistemi
Lipoksijesaz

Prostaglasdis sentesi
NADPH oksddar (oksdatif pathama: fagosstler)

Sekil 2.5 Endojen kaynaklarin ROT iiretimine etkisi (Akbulut vd., 2014).
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Cevresel kirleticilerden olan herbisitlerin bazi balik tiirlerinin doku ve organlarinda
ROT iiretimini artirarak oksidatif stres gelistirme potansiyeli oldugu asagida detaylari

verilen bazi ¢alismalar ile kanitlanmastir.

Hibrid Amazon baliginda (Pseudoplatystoma sp.) glifosat herbisitinin 15 mg/L dozunun
96 saat siireyle uygulandigr bir akut ¢alismada baliklarda oksidatif stres ve antioksidan
savunma mekanizmasina iliskin parametreler degerlendirilmistir. Arastirmacilar,
baliklarin karaciger ve beyin dokularinda antioksidan aktivitenin arttiini, karaciger ve
kas dokularinda ise TBARS seviyelerinin yiikseldigini tespit etmislerdir (Sinhorin vd.,
2014).

Yaygin bir herbisit olan Diquat’ 1n, 2000 yilinda Wright ve arkadaslar tarafindan sazan
(Cyprinus carpio) baliklarinin karaciger hiicrelerinde ve 2006 yilinda Hook ve
arkadaglar1 tarafindan gokkusagi alabaligi (O. mykiss) solunga¢ dokularinda ROT

tiretimini uyardigi, tespit edilmistir.

Atrazinin, Prochilodus lineatus tiirtinde akut etkisinin belirlendigi bir ¢aligmada ise
farkl hiicre tiplerinde herbisitin antioksidan enzimleri inhibe ettigi gozlenmistir (Santos

ve Martinez, 2012).

Ayrica, Avrupa yilan baligi (Anguilla anguilla)’ nin bir kemopreventif ajan olan B-
naphthoflavone (BNF)' in 2,7 uM dozuna 24 saat maruz birakilmasi sonucunda
solungag¢ ve bobrek dokularinda oksidatif stresin oldukga arttig1 ifade edilmistir (Ahmad
vd., 2006).

Ureten ve Isisag Ugiincii’ niin 2013 yilinda yapti1 ¢alismada, Dioktil adipatin (DOA)
¢ipura (Sparus aurata) baliklarinin karaciger ve solunga¢ dokulari iizerine olan etkileri
incelenmistir. Baliklar DOA ile 250, 500 ve 750 ppm dozlarinda 15 giin siireyle
muamele edilmistir. Buna bagli olarak, dokularda artan kimyasal konsantrasyon ile

birlikte bir dizi hepatoselliiler degisimle, ¢oklu histolojik degisimler rapor edilmistir.
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Bir bagka ¢alismada ise, Goodea gracilis tiirii baliklar 96 saat boyunca 0,01; 0,1; 1; 10;
ve 100 mg/L olmak tizere bes farkli Halometan (klorun azotlu bilesikler ile olusturdugu
kimyasal) dozuna maruz birakilmiglardir. Artan doza bagli olarak ROT iiretiminin

arttig1 ve oksidatif stres olustugu gozlenmistir (Dzul-Caamal vd., 2013).

Arsenik trioksitin 50 pg/L dozda 90 giin boyunca uygulanmasinin zebra baliginin
(Danio rerio) beyin dokusunda ROT iiretimini artirarak oksidatif strese neden oldugu
bildirilmistir (Sarkar vd., 2014).

Sepici ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada, Cyfluthrin sazan
embriyolarina 10 pg/L (subletal doz) olarak 48 giin siireyle uygulanmis ve baliklarin
beyin dokularinda MDA diizeylerinin arttig1 rapor edilmistir.

Kizilg6z baligi (Rutilus rutilus) ile yapilan bir arastirmada, diazonin maddesi 24, 48 ve
96 saatlik siirelerle ve 20, 40 ve 60 pg/L olmak tizere 3 farkli dozda baliklara
uygulanmistir. Yapilan ¢alismada, 24 saatin sonunda CAT aktivite degerlerinin arttigi,

48 ve 96 saatlerde ise degerlerin azaldig1 gézlenmistir (Keramati vd., 2010).

2.4 Antioksidan Savunma Sistemi

Sucul canlilarda yasadiklari ortamda bulunan pek ¢ok farkli degiskene (su sicakligi,
¢ozlinmiis oksijen, kimyasal maddelere maruziyet, predatdr varligi vb.) bagl olarak
ortaya cikan stres, metabolik aktiviteler lizerinde kendini gdstermeye basladiginda
fizyolojik olarak hiicrelerde birgok biyokimyasal degisiklige neden olmaktadir. Tim
bu stire¢ canli metabolizmasinda geri doniisiimii olan veya olmayan hasarlar birakarak
canlmin bir¢ok hayati fonksiyonunu (biiylime, solunum, gelisim, {ireme gibi)
sinirlamaktadir. Bunun yaninda homeostatik dengenin bozulmasina neden olabilmekte
ve bu dengenin tekrar kurulamamasi sonucu 6liimler meydana getirmektedir (Morales
vd., 2004; Tuna-Kelestemur ve Ozdemir, 2011). Bu tip kararsiz ortam kosullarina kars1
canliin yeniden homeostasisini saglayabilmesi ve bunlarin meydana getirdigi hasari
sinirlandirabilmesi i¢in canlilarda antioksidan savunma sistemleri gelismistir

(Cheeseman ve Slater, 1993, Isbir, 1994). Normal fizyolojik kosullarda hiicreler,
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olusan serbest radikal triinleri ve peroksitler gibi molekiillerin neden olabilecegi
oksidatif hasara kars1 antioksidan savunma sistemleri tarafindan korunur (Rice-Evans

vd., 1997).

Antioksidan savunma sistemi asagida belirtildigi tizere bes farkli sekilde gorevini yerine
getirmektedir:

¢ Radikal metabolit iiretiminin énlenmesi,

e Uretilmis radikallerin temizlenmesi,

e Olusan hiicre deformasyonunun onarilmasi,

e Sekonder radikal tireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi ve

e Endojen antioksidan kapasitenin artirilmasi (Akkus, 1995).

2.4.1 Antioksidanlar

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 6nleyen, serbest radikalleri yakalama
ve stabilize etme yetenegine sahip, ayrica yapisinda genellikle fenolik fonksiyon
tastyan molekiillere "antioksidan" adi verilir (Kahkoénen vd., 1999). Antioksidanlar,
vitamin ve mineral gibi besin 6geleri ve viicuttaki kimyasal reaksiyonlar1 destekleyen

protein yapisindaki enzimlerdir (Anonim, 2011) (Sekil 2.6).

Antioksidanlar, mekanizmalarina gore birincil ve ikincil antioksidanlar olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar, mevcut radikallerle reksiyona girerek
bunlarin daha zararli formlara doniismelerini ve yeni serbest radikal olusumunu 6nleyen
bilesiklerdir ve bilirubin, ferritin, seruloplazmin ve {irik asit gibi spesifik olmayan
yiiksek molekiiler agirlikli enzimatik olmayan endojen antioksidanlardir (Akbulut vd.,
2014). Bunlar metal iyonlarmi baglama, serbest radikalleri yakalama, hapsetme ve
siipiirme gibi etkilere sahiptir. Ikincil antioksidanlar ise genellikle bitkiler tarafindan
sentezlenen, ¢esitli vitamin ve fenolik maddelerden olusan, disaridan alinarak etkinlik
gosteren ve enzimatik olmayan ekzojen antioksidanlardir (Jerry vd., 2000; Kolayli vd.,
2003, Kolayli ve Keha, 1999). Bunlar diisiik molekiiler agirlikli olup glutatyon, askorbik

asit (C vitamini) gibi suda ¢oziinen, karotenoid (p-karoten dahil), retinol (A vitamini) ve
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a-tokoferol (E vitamini) gibi yagda ¢oOzilinen bilesiklerdir. Bunlar serbest radikalleri
ortamdan uzaklastirmada gorev alirken ayni zamanda GSH, GPx ya da GST gibi
antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin kofaktorii olarak da rol oynar. Enzimatik
yapida olan antioksidanlar, hiicrenin ¢esitli organellerinde etki gosterirler. SOD, CAT,
Se-GPx, Glutatyon S-transferaz, sitokrom oksidaz, DT-diaforaz gibi enzimleri igerir ve
GR, G6PDH gibi gerekli kofaktorleri saglarlar (Sekil 2.6, Sekil 2.7).

Vitamin E

B - karoten Onarimm

Vitamin C ve E
B - karoten

Lizozom

Serbest Radikal
Sitoplazma

CAT Mitokondri
SOD GPx
SOD+GPx+GR
Hiicre
membrani

Vitamin E +
B - karoten

Sekil 2.6 Hiicrenin antioksidan savunma mekanizmasi (Tuna-Kelestemur ve Ozdemir,
2011)
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ANTIOKSIDANLAR

Dogal Antioksidanlar Yapay Antioksidanlar
E“Ii"lﬂ"l‘i Enzimatik 'U‘Il'llﬂ'l-'ﬂl'l - BHT,, BH.—‘., Tr-ﬂ-lﬂk'i, S0OD
i mimikleri
= Siiperoksit dismutaz Endojen Eksojen
= Katalaz
* Glutatyon peroksidaz o Glutathion . o \;!tnm!u E
o Seruloplazmin = o Vitamin A
= Glutatyon S transferaz o Bilirabin o Vitamin C
. o Ferritin o Flavanoller
= Sitokrom oksidaz
o Laktoferrin o Polifenoller
= Glutatyon rediiktaz o Urik asit

* Glukoz 6- fosfat dehidrogenaz o Hapteglobinler

Sekil 2.7 Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Yildiz, 2011).

2.4.1.1 Siiperoksit dismutaz (SOD; EC.1.15.1.1)

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ilk olarak oksijenli solunum yapan canlilarda Mc.
Cord ve Fridovich tarafindan 1978 yilinda tespit edilmistir. Bu enzim; siiperoksitin,
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene tek elektronlu dismutasyonunu katalizler
(Chaudiere ve lliou, 1999). Bu tepkime sonucunda ortamda olusan H,O,, GPx ve CAT
enzimi ile etkisiz hale getirilmektedir (Yildiz, 2011). Bu reaksiyon spontan olarak
meydana gelebilir, ancak SOD tarafindan katalizlendiginde reaksiyon hiz1 yaklagik 400
kat artabilmektedir. SOD' un ii¢ tipi bulunmaktadir, bunlardan ikisi sitozolde bulunan
dimerik, Cu ve Zn igeren izomer (Cu/Zn-SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik,
Mn ihtiva eden izomerdir (Mn-SOD). Ugiincii tip ise ekstraseliiler SOD’ dir. SOD’ in
ekstraseliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Genel olarak, hiicrede en ¢ok bulunan izomer
sitozolik Cu/Zn-SOD’ dir. Enzimin primer fonksiyonu, hiicreleri siiperoksit radikalinin
zararl etkilerinden korumaktir. Bu sekilde hiicrelerdeki lipid peroksidasyonu da inhibe

edilmis olur. SOD, fagosite edilen bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde de rol
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oynamaktadir. Bu nedenle, SOD graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok onemlidir (Kilbas,
2006).

SOD enzimi hiicre boliinmelerindeki siiperoksit diizeylerini kontrol etme konusunda

oldukca 6nemli bir role sahiptir (Fridovich, 1983 ).

20, +2H*" +SOD — H,0,+ 0,

SOD, iki reaktif oksijen tiirlinii, radikal olmayan molekiillere doniistiirmekle antioksidan
sistemin en 6nemli 6gelerinden birini olusturmaktadir. SOD aktivitesinin fazla oldugu
yerler oksijen kullaniminin yiiksek oldugu dokulardir. Serbest radikali substrat olarak
kullanabilmesi yoniiyle CAT ve GPx’ dan farklilik gostermektedir. Sitozolik (Cu-Zn
SOD) ve mitokondriyal SOD (Mn SOD) aktivitelerinde pH’ nin etkisi farkli olmaktadir,
pH’ nin 7 oldugu durumlarda hem Cu-Zn SOD hem de Mn SOD aktiftir. Cu-Zn SOD’ in
aktivitesi pH 5,5-10 araliginda degismez ancak Mn-SOD aktivitesi pH 7' nin {izerine
ciktiginda kaybolmaktadir (Harris,1992; McCotd ve Fridovich, 1978; Masaki vd., 1988).

SOD' un iiriinii olan H,0,, toksik oldugundan dolay1 bu enzim detoksifiye edici degildir.
Ancak bu reaksiyonla birlikte reaktif oksijen radikallerinin detoksifikasyonunun ilk
asamasi tamamlanmaktadir. Bir sonraki asamada CAT ve GPx H,O., nin suya

dontismesini katalizlemektedir (Harris, 1992).

2.4.1.2 Katalaz (CAT; E.C 1.11.1.6)

1937 yilinda Sumer ve Dounce tarafindan kristalize olarak saflastirilan CAT enzimi
hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda olduk¢a yaygin olarak bulunmaktadir (Yildiz,
2011). CAT (EC.1.11.1.6) glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Enzimin molekiil
agirligi 240 bin daltondur. Her biri ferriprotoporfirin grubu igeren dort adet alt {initeden
olusmustur (Ighodaro ve Akinloye, 2018). Ferriprotoporfirin, prostetik grubunda 43
degerlikli Fe atomu bulunan protoporfirin IX halkasidir (Giirdal ve Ademoglu, 2005;
Onat vd., 2002). Eritrositler yiiksek oranda CAT icermekte olup, CAT aktivitesinin

%98’ den fazlasimi saglarlar. CAT enzim aktivitesinin en yiliksek oldugu dokular
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karaciger ve bobrektir. Enzim, dokularda baslica mitokondri ve peroksizom
partikiillerine bagli olarak bulunmaktadir. Ayrica, endoplazmik retikulum ve
sitoplazmada da aktivite gostermektedir. CAT, okside edici enzimlerin etkisi ile
ortamda olusan H,O, 1 dogrudan suya dondstiiriir. Ortamdaki hidrojen peroksit
konsantrasyonunun diisiik oldugu durumlarda hidrojen peroksiti substrat olarak kullanan
diger antioksidan enzimler (GSH-Px) devreye girerek hidrojen peroksiti ortamdan
uzaklagtirirlar. Ayn etkileri gosteren CAT ve GSH-Px enzimleri, hiicre i¢i yerlesimleri
ve etki yerleri bakimindan farkliliklar gosterirler. CAT enzimi peroksizomlarda daha
etkin iken, GSH-Px enzimi baslica sitozol ve mitokondride etkindir (Kilbas, 2006).
CAT' n indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil-etil hidroperoksitleri gibi kiigiik
molekiillere karsidir. Biiylik molekiillii lipid hidroperoksitlerine ise etki etmez (Jenkins
ve Tengi, 1981). CAT, GPx ile karsilastirildiginda daha yiiksek kararliliktaki H,O,

konsantrasyonlarini temizledigi gézlenmektedir (Radi vd., 1991).

Diistik  konsantrasyonlarda H.,O,” 1 glutatyon peroksidaz pargalarken, yiiksek
konsantrasyonlarda ise katalaz bu gorevi yerine getirmektedir. Gorevi, H,O.' i oksijen ve
suya parcalamak olan CAT, peroksidaz enzim aktivitesine sahip olmakla birlikte bir
molekiil hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya

elektron alicisi olarak kullanabilmektedir (Akkus, 1995).

2 H202 —2 HQO + 02

H,O,' nin diisiik miktarlarda bulunmasi hiicrede fizyolojik islemlerin (hiicre oliimii,
karbonhidrat metabolizmasi, mitokondriyal fonksiyon ve trombosit aktivasyonu Vvb.)
yuriitilmesine yardimer olmaktadir (Droge, 2002). Ancak, H202" nin yiiksek
konsantrasyonda bulunmasinin hiicre i¢in yarattigi zararin etkin bir sekilde

smirlandirilabilmesi i¢in CAT enzimi énemli bir savunma elemanidir (Aslankog, 2019).
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2.4.1.3 Glutatyon peroksidaz (GPx; EC.1.11.1.9)

GSH-Px (EC.1.11.1.9), hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Tetramerik
yapidadir ve 4 selenyum (kofaktor) atomu igermektedir. Enzim aktivitesi heksoz
monofosfat yolunda iiretilen NADPH' a bagimlidir. Diisiik konsantrasyonlardaki H,O»,
oncelikle GSH-Px tarafindan temizlenir. Bu enzim, GSH’ nin okside glutatyona
doniistiigi ortamda H,O,’ i yiiksek spesifite ile detoksifiye etmektedir. GSH’ nin
GSSG haline dontistiigii reaksiyonda GSH-Px enzimi ile H,0; suya indirgenmis olur.
Daha sonra GSH enziminin Katalizledigi reaksiyon ile NADPH harcanarak, okside

glutatyon rediikte hale doniistirtiliir (Kilbas, 2006).

2GSH + H,0; +NADP — GSSG + 2 H,O +NADPH

GPx’' i selenyuma bagimli ve Selenyuma bagimli olmayan olmak iizere iki g¢esidi
bulunmaktadir. Selenyuma bagimli olan GPx (Se- GPx) sitozol ve mitokondride
bulunmakta ve H,O, ve lipid hidroperoksitleri metabolize etmektedir. Selenyuma
bagimli olmayan GPx (non-Se GPx) ise yalnizca lipid hidroperoksitleri metabolize
etmekte ve bu Ozelligi ile lipid peroksidasyonunun baglamasini ve ilerlemesini
onlemektedir (Michiels vd., 1994). Ayrica, E vitamini yetersizliginde peroksidasyona
karst membrani korumakla gorevlidir. Selenyum, GPX’ in bir pargast oldugu i¢in
selenyum eksikliginde GPx yetersizligi gozlenebilmektedir (Jialal ve Grundy, 1993;
Steinberg ve Chait, 1998; Young ve Woodside, 2001; Chao vd., 2002).

GSH-Px" in, fagositik hiicrelerde de ©nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik
hiicrelerin zarar gérmelerini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en
etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, H,O,’ in artmasina ve siddetli
hiicre hasarina yol acar. Sitosolik GSH-Px sitosolde ve mitokondriyal matrikste
bulunur (Yilmaz, 2010).

Aminoasitlerin taginmasi, koenzim gorevinde bulunmasi ve ksenobiyotiklerin
toksisitesinin giderilmesi gibi gérevleri de bulunmaktadir (Aktas, 2005; S6zmen, 2002;
Esterbauer vd., 1992; Arrick ve Nathan, 1984). Lipid peroksitlerinin yag asitlerine
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indirgenmesi islemi sirasinda, glutatyonu kofaktor olarak kullanmasi sebebiyle aktif
merkezinde selenosistein bulunan GPx aktivitesi i¢in glutatyonun belirli bir diizeyde
olmasi gerekmektedir (Devay, 2008; Akkus,1995; Basaga, 1990; Fantone ve Ward,
1985) (Sekil 2.8).

2 GSH
NADP* ROOH veya H,0,
Glutatyon rediikt i
yon reduktaz Glutatyon peroksidaz
NADPH + H*
ROH veya H,O
GSGG

Glukoz 6-fosfat

T Glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz

Glukoz

Sekil 2.8 GPx ve GR' nin katalizledigi reaksiyon (Y1ldiz, 2011).

2.5 Lipid Peroksidasyonu

2.5.1 Malondialdehit (MDA)

Serbest radikallerin neden oldugu hasarlarin en Onemlilerinden olan lipid
peroksidasyonu (de Zwart vd., 1998) coklu doymamis yag asitlerinin (PUFA)
oksidasyonu olarak da bilinir. Biyolojik membranlarda meydana gelebilecek lipid

peroksidasyonu, membran akiskanliginin kaybina, membran potansiyelinin diismesine,
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iyonlara kars1 gecirgenliginin artisina ve sonunda hiicrenin biitiinliigiiniin bozularak
Olimiine yol agar (Yaprak, 1998). MDA lipid peroksidasyonunun sekonder bir {iriinii
olup, lipidlere ait peroksidasyonun belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir indikatordiir
(Ohkawa vd., 1979). Uc karbonlu bir ketoaldehid olan MDA, normal metabolik
sartlarda, once asetat veya malonata kadar okside olur, daha sonra CO,' e indirgenerek
atilir. Lipid peroksidasyonunun ¢ok fazla artmasi sonucunda MDA konsantrasyonu da
artar ve dokulara hasar verir (Ulusu vd., 2003; Devay, 2008).

Proteinlerin lizin rezidiileriyle ve fosfolipidlerin amin gruplariyla reaksiyona girer ve
fonksiyonel bozukluklara yol agar (Uchida, 2003; Devay, 2008). Ayrica, kolaylikla
diffiize olabildiginden, DNA bazlariyla da reaksiyona girerek hasara neden olabilir
(Yildiz, 2011). Biyolojik sistemlerdeki oksidatif stresin Olgiilmesinde giiniimiizde en

yaygin metot, MDA 6l¢timiidiir.

2.6 Sucul Canhlarda Gestajen Maruziyetine iliskin Cahsmalar

Baliklar, amfibiler ve suda yasayan siirlingenler, su ortaminda dogal ve sentetik steroid
hormonlar ile ortamda bulunan farkli kimyasal maddelere maruziyetin etkilerini
gosteren indikatorler olarak kullanilmaktadir (Damstra vd., 2002; Richardson vd., 2005;
Kloas vd., 2009; Bergman vd., 2013). Arastirmalar, Ostrojenik, androjenik ve
tiroidojenik bilesiklerin ve bu bilesiklere ait reseptorlere iliskin bazi antagonistlerin
sucul ekosistem iizerindeki etkilerine odaklanmistir. Balik basta olma {izere tiim sucul
sistemde gestajen maruziyet calismalarinin sonuglari, tireme, gelisme ve davranista

degisiklik oldugunu géstermektedir (Orlando ve Ellestad, 2014).

Baliklarda, c¢evresel gestajenlerin potansiyel etkilerini inceleyen arastirmalar,
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), zebra baligi (Danio rerio), dikence baligi
(Gasterosteus aculeatus), medaka (Oryzias latipes) ve sazangiller (Pimephales
promelas) dahil olmak tizere kemikli baliklarda gergeklestirilmistir. Bazi1 arastirmalar,
progestinlerin farkli baliklarda biyokiimiilasyon yeteneklerini incelemis olsa da,
yayinlanan ¢aligmalarin ¢ogu, baliklarin bir veya daha fazla gestajen konsantrasyonuna

maruz kaldig1 yoniindedir (Orlando ve Ellested, 2014).
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Besse (2009), insanlar tarafindan kullanilan gestajenlerin ¢evre ilizerindeki etkilerini
arastirmigtir. Bu molekdillerle ilgili sinirli verilerden dolayr cevresel risk iizerine
kapsamli bir sonug elde edilemese de, gestajenlerin ve metabolitlerinin tehlikesini ve
biyolojik etkilerini degerlendirmek miimkiin olmustur. Bu kapsamda sonuglar

asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

- Sentetik progestinlerin atik Orneklerinde ve muhtemelen yiizey sularinda,
Ozellikle de metabolitler halinde, 1" ve hatta 100™ ng/L araligindaki

konsantrasyonlarda bulunmasi,

- Progestojenik aktiviteye sahip ana bilesiklerin ve bazi aktif metabolitlerin balikta

yumurtlama davranigini etkileyebilmesi,

- Nortestosterondan tiiretilen progestinlerin metabolitlerinin dstrojenik bilesikler
olarak hareket edebildigi ve bu nedenle etinilestradiol gibi diger ksendstrojenler

ile ek olarak etki edebildigi ve boylece serbest radikal olusumunu tetiklemesi,

- Klormadinon asetat, siproteron asetat ve bunlarin metabolitleri gibi bazi

progestinlerin anti-androjenik olmasi ve sucul tiirler igin risk olusturmasidir.

Pietsch ve arkadaglar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir diger c¢aligmada,
medroksiprogesteron asetatin (MPA), bas ve gévde bobrek hiicreleri tarafindan nitrik
oksit olusumunu 6nemli Ol¢lide azalttigr i¢in baliklardaki dogal bagisiklik sistemini
etkileyebildigi gozlemlenmistir. Hem LNG hem de drospirenonun (DRO) eriskin
sazangillerde (Pimephales promelas) iiremeyi engelledigi bildirilmistir.

Paulos ve arkadaslar1 tarafindan (2010) Japon medaka balig1 ile yapilan 28 giinliik
calismada, Norethindrone (NET)’ in 25 ng/L’ den biiyiik konsantrasyonlarda iiremede
onemli bir diisiise neden oldugu tespit edilmistir. Morfolojik degisikliklerin de
(6rnegin disi baliklarin ylizgeglerinde goriilen benekler), NET maruziyetinin baliklar

tizerinde kuvvetli androjenik bir etkiye sahip olabilecegini gostermektedir.
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Progesteron hormonunun (P4) Pimephales promelas’ da 375 ng/L gibi yiiksek
konsantrasyonda uygulanmasinin, iireme ve embriyonik gelisim agisindan etkileri
incelenmistir. Baliklar 21 giin boyunca 0, 10, 100 ve 1000 ng/L P4 konsantrasyonlarina
maruz birakilmig, deney sonucunda, P4’ iin yumurta sayisi ve ddllenme basarisinda
diisiise neden oldugu ve disilerde gonadosomatik indeksi ve vitellojenin gen

ekspresyonunu énemli 6lglide azalttigi tespit edilmistir (DeQuattro vd., 2012).

Gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) karaciger, bobrek ve dalak dokusunda
MDA, GSH, GPx, GR ve GST enzim aktivite degerleri 21 giin siiresince incelenmistir.
Bu amagla, zerdecal balik yemlerine 10, 20, 40 mg/kg yem olmak iizere 3 farkli doz
olarak ilave edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda zerdecalin uygulandig: tiim
gruplarda MDA seviyesinin diistiigii, GPx, GR ve GST aktivite degerleri ile GSH
diizeyinin ise arttig1 tespit edilmistir (Mise Yonar vd., 2014).

Basgka bir calismada ise progesteron, didrogesteron, drospirenon ve tiim progesteron
tiirevi progestinlerin zebra baliginda beyin aromatazinin (cyp19alb) glial hiicrelerine
iliskin gen ifadesi tizerindeki etkileri arastirtlmistir. Yapilan ¢alismada yesil floresan
protein (GFP) ekspresyonu iizerinde bu progestinlerin etki gostermedigi goriilmiistiir.
Ancak, 19-nortestosteron tiirevi progestinlerin, radyal glial hiicrelerde cypl9alb
ekspresyonunu tesvik ederek Ostrojenik aktiviteyi ortaya cikardigi tespit edilmistir
(Cano-Nicolau vd., 2016).

DeCourten ve Brander’ in 2017 yilinda yaptigi caligmada giimiis baligimin (Menidia
beryllina) birden fazla nesil boyunca EBK’ ya maruz kalmasinin iireme ve gelisme
tizerindeki etkileri aragtirllmistir. Etinilestradiol’ e (EE2) 21 giin boyunca 1 ng/L
dozunda maruz birakilan baliklarin 6nemli 6lgiide etkilendigi, ayrica bir sonraki nesil

tizerinde 6liim oraninda ve gelisimsel deformasyonlarda artis oldugu gozlenmistir.

Yetiskin zebra baliklarinda hipotalamik-hipofiz-gonadal (HPG) ekseni boyunca yumurta
tiretimi, histoloji ve transkripsiyonel ekspresyon profilleri dlciilerek sentetik progestin
norgestrelin (NGT) {iireme {izerine olan etkilerinin incelenmesinin planlandigi bir

caligmada, baliklar 21 giin boyunca 6, 29 ve 69 ng/L NGT' ye maruz birakilmistir. Buna
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gore, 69 ng/L NGT' ye maruz birakilmanin belirli transkripsiyonel degisikliklere yol
actigl gorillmiistir. Bu durum NGT' nin zebra baliklarinda giiclii progestojenik ve
androjenik aktiviteler sergileyebilecegini ag¢iklamistir (Liang vd., 2018).

Hou ve arkadaslarinin (2018) yaptig1 bir ¢alismada, endokrin bozucu bir kimyasal olan
NET’ in Danio rerio iizerinde cinsiyet farklilasmasina dair etkileri ve bu etkilerin altinda
yatan mekanizmalar arastirilmistir. Jiivenil formdaki (déllenmeden 20 giin sonra) zebra
baliklar1 45 giin boyunca 5, 50, 500 ve 1000 ng/L NET' e maruz birakilmislardir.
Aragtirmada, poplilasyonun cinsiyet orani, gonad histolojisi, cinsiyet farklilagsmasi ve
steroidogenezde yer alan diizenleyici genlerin transkripsiyonel profili incelenmistir.
Sonuglar NET’ e maruziyetin, erkeklerde cinsel olgunlugun hizlanmasina ve disi zebra

baliklarinda yumurtalik olgunlagsmasinda gecikmeye neden oldugunu ortaya koymustur.

Bir bagka ¢alismada ise, etonogestrelin erkek ve disi Endler lepisteslerinin (Poecilia
wingei) iireme davranigi, dogurganligi, gonad histolojisi ve sekonder cinsiyet 6zellikleri
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Baliklar, 34 giin boyunca etonogestrelin 3,2 ng/L
ve 320 ng/L olmak {izere iki farkli konsantrasyonuna tabi tutulmustur. Daha sonra
baliklar c¢iftlestirilmis ve etonogestrele maruz kalan baliklarda ¢iftlesme sikliginin
kontrol gruplar ile kiyaslandiginda olduk¢a az oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Kimyasala
maruz kalan tiim disilerin iireyemedigi de gozlenmistir. Ayrica, etonogestrele maruz
kalan disilerde daha az gelismis oosit bulundugu saptanmistir. Sonug¢ olarak, diisiik
etonogestrel konsantrasyonu (3,2 ng/L), erkeklerde iireme basarilarini etkilemeden
ciftlesme aktivitesinde bir azalmaya yol agmis, ancak disilerde iiremeyi tamamen

engellemistir (Steinbach vd., 2019).

Wen-Jun Shi ve arkadaslar1 (2019) tarafindan Dydrogesterone’ in (DDG) yetiskin Danio
rerio lizerindeki kisa stireli etkileri arastirilmistir. Yetiskin zebra baliklar tizerinde
yapilan bu ¢alismada, baliklar, 32 ng/L, 305 ng/L ve 2490 ng/L olmak iizere DDG’ nin
ti¢ farkli dozuna 14 giin boyunca maruz birakilmistir. RT-PCR analizi, DDG’ nin disi
baliklarin beyin dokusunda gonadotropin salgilayan hormon (GnRH) yolaginda yer alan
pek c¢ok genin transkriptini énemli Olgiide artirdigini gostermistir. Erkek bireylerin
beyninde ise bu genlere iliskin transkripsiyonlarin diisiisii gozlenmistir. Yumurtalikta

cypl9ala’ nin transkripsiyonunun 2490 ng/L DDG' de 2,3 kat artigsa sahip oldugu ve
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testiste hsd17b2’ nin transkripsiyonunun ise 305 ng/L DDG’ de 2 kat, 2490 ng/L DDG’
de 2,4 kat arttig1 tespit edilmistir. Histopatolojik analiz, 2490 ng/L DDG’ ye maruz
kalmanin yumurtaliktaki atretik folikiil ylizdesini Onemli Olgiide artirdigini ortaya
koymustur. Bu ¢alismanin sonucunda, DDG’ nin potansiyel endokrin bozucu etkilere

sahip oldugu ve zebra baliklarinda yumurtalik gelisimini etkiledigi belirlenmistir.

NGT' nin, yetiskin disi sivrisinek baliginda (Gambusia affinis) yiizge¢ morfolojisi ve
karaciger transkriptomu iizerine etkileri Hou vd., (2019) tarafindan degerlendirilmistir.
Baliklar, 42 giin boyunca 377 ng/L NGT' ye maruz birakilmis ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, en biiyiik ifade degisikliklerini gosteren genlerin, yiizgec gelisimi,
androjen biyosentezi, lipid ve yag asidi metabolizmalari ile iligkili oldugu tespit

edilmistir.

Chen ve arkadaslar tarafindan 2021 yilinda yapilan bir ¢alismada, yaygin olarak
kullanilan bir progestin olan gestodenin (GES) seks hormonu sentezi ile iligkili genlerin
ifadelerini degistirip degistiremeyecegi ve morfolojik ozelliklerde, kur davraniginda ve
oosit gelisiminde degisikliklere neden olup olmayacagina dair bir deneme yapilmstir.
GES' in farkli konsantrasyonlarina (2,96; 32,9 ve 354 ng/L) 40 giin boyunca maruz
kalan sivrisinek baliginda (Gambusia affinis), ozellikle 354 ng/L’ de, disi baliklarda
erkeklesmeyi etkiledigi, viicut agirliginin boy oranma gore azalma gosterdigi tespit

edilmistir.

Japon medaka (Oryzias melastigma) larvalarma NET’ in 10 giin boyunca 1,31 ng/L
uygulanmasi sonucunda yiizme davranigi, hormon seviyeleri, oksidatif-antioksidan
enzim aktiviteleri, gen transkripsiyon modelleri ve gonad farklilagmasi iizerinde
potansiyel olarak toksik etkilere sahip oldugu rapor edilmistir. Deniz ortaminda bulunan
NET’ in, balik sagligi i¢in potansiyel risklere sahip oldugu ve bu nedenle sucul

kaynaklar1 yok edebilecegi sonucuna ulasilmistir (Dong vd., 2023).

NGT' nin toksisite mekanizmasi hakkinda fikir vermesi amaciyla istiridye Mactra
veneriformis’ te yapilan ¢alismada, 0, 10, ve 1000 ng/L dozlarda, 21 giin boyunca
uygulanan NGT’ nin steroid hormon metabolizmasint bozdugu ve antioksidan savunma

sistemine zarar verdigi kanmitlanmistir. Bu etkiler, NGT’ nin transkriptlerini ve
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metabolitlerini degistirerek istiridyeler iizerinde olumsuz etkilere neden olabilecegini

gostermektedir (Zhao vd., 2023).

2.6.1 LNG maruziyetine iliskin ¢alismalar

Zeilinger ve arkadaslarmin 2009 yilinda yaptigi calismada, LNG' nin sazangillerden
Pimephales promelas iizerine 21 giinliik etkisi incelenmistir. Bu amagla, 0,8; 3,3 ve 29,6
ng/L konsantrasyonda LNG' ye maruz birakilan baliklarda en diisiik konsantrasyon olan
0,8 ng/L" de erkek cinsiyet Ozelligi {izerine etkisinin olmadigi, ancak daha yiiksek
konsantrasyonlar olan 3,3 ve 29,6 ng/L dozunda disilerde erkeklesme tizerine etki ettigi

saptanmistir.

Kroupova ve arkadaglarinin (2014), LNG' nin, sazangillerden bir tatli su balig1 tiirii olan
Rutilus rutilus’” un endokrin sistemi tizerindeki etkileri incelenmistir. Deney 28 giin
olarak planlanmis ve bu siirede baliklar 3, 31, 312 ve 3124 ng/L olmak tizere LNG’ nin
dort farkli dozuna maruz birakilmiglardir. LNG' ye 31 ng/L’ den yiiksek miktarda maruz
kalan erkeklerde, gonadlarda iiretilen ve biiyiik bir androjen olan 11-Ketotestosteron
(11-KT) diizeyinde azalma gozlenmistir. Diger iki doz olan 31 ve 312 ng/L LNG' ye
maruz kalan erkek bireylerin ise yiiksek oranda spermatogonia iirettikleri goriilmustiir.
Ostrojen reseptorleri iizerine 3124 ng/L LNG dozunun hem disi hem de erkek baliklarda
bu reseptorlerde artisa neden oldugu saptanmigtir. Bu ¢alismanin sonuglari, LNG’ nin,
cinsiyet hormonu seviyelerini etkileyerek baliklarin {ireme sisteminde bozukluklara yol

actigin ortaya koymaktadir.

LNG’ nin zebra baliginda (Danio rerio) cinsiyet farklilasmasi tizerindeki etkilerini
arastiran bir ¢alismada embriyolar, ¢evre ile ilgili bes farkli konsantrasyonda (0, 1, 10,
33 ve 100 ng/L) LNG' ye maruz birakilarak cinsel olgunluga kadar gelisimleri takip
edilmistir. D6llenme siirecinden 63 giin sonra yapilan histolojik incelemede, 10, 33 ve
100 ng/L’ ye maruz kalan baliklarda %100 erkeklesme gozlenmistir. Bu calisma,
cevreyle ilgili LNG konsantrasyonlarinin zebra baliginda cinsiyet farklilagsmasina neden

oldugunu ve gonadal gelisimi degistirebilecegini gostermistir (Hua vd., 2015).
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Svensson ve arkadaslart 2016’ da yaptiklar1 ¢alismada, yavru zebra baliklari cinsiyet
farklilagsmasi sirasinda, 5,5; 79 ve 834 ng/L olmak fizere ¢ farkli LNG
konsantrasyonuna maruz birakilmislardir. Bunun sonucunda, en diisiik konsantrasyonda

bile %100 erkeklesmenin goriildiigi bildirilmistir.

Brockmeier tarafindan (2016), Dogu Sivrisinek Baligi (Gambusia holbrooki) ile LNG’
ye maruz kalmanin etki mekanizmalarin1 degerlendirdikleri bir arastirma yapmuslardir.
Bu ¢alismada, progestinlere ve anti-progestajenlere maruz birakilan erkek ve disi
baliklarda hepatik mikroarray analizi yapilmis, LNG’ nin, progesteron ve androjen
reseptOrii antagonistleri ile birlikte maruz birakilma sirasinda anal yilizge¢ biiylimesini
nasil modiile ettigini belirleme yetenegi degerlendirilmistir. Gen ekspresyon analizleri,
48 saat boyunca agonist LNG, antagonist mifepriston veya iki kimyasalin karigimina
maruz birakilan erkek ve disi baliklar {izerinde yapilmistir. Mikroarray analizi
sonucunda, mifepristonun karaciger dokularinda bir anti-progestajen gibi hareket
etmedigini ve LNG' nin embriyo gelisimi ve lipid taginmasi siirecleri lizerinde giicli
etkiler ortaya g¢ikardigi tespit edilmistir. Ayrica LNG' nin disilerde, erkek sekonder
cinsiyet karakter olusumunu tetikledigi, androjen veya LNG’ nin anti-androjen flutamid

varliginda anal yiizgecin uzamasini 6nledigi saptanmustir.

Sicaklik ve endokrin bozucu gibi ¢oklu stres faktorleri arasindaki etkiler tizerine yapilan
bir deneyde, sicakligin ve LNG' nin zebra baliginin (Danio rerio) kondisyonu ve iireme
tizerine etkileri degerlendirilmistir. Sicakligi (temel olarak ortam sicakligini 27°C,
isinmaya (+3°C) kars1 ayarlayarak) ve LNG seviyelerini (10 ng/L ve 1000 ng/L)
degistirerek 21 giin boyunca ¢ok faktorlii bir deney uygulanmistir. Sicakligin artmasi
disilerin gonadosomatik indeksinde (GSI) diisiise neden olurken, LNG’ nin herhangi bir
etkisi gozlenmemistir. Ancak, yumurta sayisi hem sicakliktan hem de LNG’ den
olumsuz olarak etkilenmistir. LNG’ nin 1000 ng/L konsantrasyonuna (her iki sicaklikta
27°C ve 30°C ) maruz birakilan baliklarin tireme faaliyetinde bulunmadigi gézlenmis,
bununla beraber daha yiiksek bir sicaklikta en diisiik progestin dozuna (10 ng/L) maruz
birakilan baliklarda tireme bozuklugu meydana geldigi saptanmistir. Buna gore, yliksek
doz (1000 ng/L) LNG konsantrasyonunda yumurtalikta olgunlasma derecesinin en
diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir. Bu calisma, gelecekteki bir kiiresel 1sinma ve

sentetik hormona maruz kalma senaryosunda, zebra baligi gibi balik tiirlerinin
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tiremesinin tehlikede olabilecegini ve ilgili su ekosistemlerinin yapisint ve isleyisini

etkileyebilecegini gostermektedir (Cardoso vd., 2017).

Cardoso ve arkadaslar1 tarafindan (2019) yapilan ¢alismada iklim degisikligi ve ilag
kirliliginin etkileri incelenmistir. Deneyde, yetiskin zebra baliklar1 21 giin boyunca 27°C
ve 30°C farkli sicakliklarda ve LNG' nin 10 ng/L ve 1000 ng/L farkli dozlarina birlikte
maruz birakilmistir. Elde edilen sonuglarda, sicaklik ve progestinler gibi ¢oklu stres
faktorlerinin zebra baliginin LNG' ye maruz kalan bireyler i¢in hepatosit hacminin say1
dagiliminin (CVN(y)) varyasyon katsayisinda bir artis oldugunu ortaya koymustur. Bu
calisma, LNG' nin potansiyel olarak suda yasayan diger organizmalar iizerindeki etkileri

hakkinda bir uyart isareti olarak goriilmesi gerektigini gdstermistir.

LNG’ nin yiiksek ekolojik riskini gosteren bir diger g¢alismada ise, yumurtadan yeni
¢ikmis minnow balig1 larvalar1 (Gobiocypris rarus) 1 ng/L ve 10 ng/L LNG’ ye 6 ay
boyunca maruz birakilmiglardir. Baliklarin disi/erkek orani maruziyetten etkilenmemis,
buna ragmen yapilan histolojik degerlendirme sonucunda, gonadal gelisimin bozuldugu
ortaya c¢ikmistir. Doz uygulamasinda 1 ng/L LNG, disilerde estradiol ve her iki
cinsiyette de testosteron plazma konsantrasyonlarin1 6nemli dlgiide tesvik etmistir. DNA
metilasyon seviyesinin 10 ng/L’ ye maruz kalan baliklarda testis dokusunda 6nemli

olglide azaldig1 belirlenmistir (Hua vd., 2022).

LNG’ nin zebra midyesinde (Dreissena polymorpha) biyoakiimiilasyonunun ve
antioksidan savunma mekanizmasina olan etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada, LNG’
nin protein hasarma yol actigi ve SOD gen ifadesinin oksidatif stresi gosterecek

sekilde arttig1 tespit edilmistir (Contardo-Jara vd., 2011).

Hoffman ve Kloas (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, LNG’ nin erkek Afrika
penceli kurbagasinda (Xenopus laevis) ciftlesme davranisini etkileyip etkilemedigi
arastirtlmistir. Bunun igin, erkek kurbagalar LNG’ nin ii¢ farkli kontrasyonuna (10'7 M,
10° M ve 10 M) maruz birakmuslardir. LNG' nin tiim konsantrasyonlarinin
kurbagalarda cinsel uyarimi arttirdign gozlenmistir. Bununla birlikte LNG’ nin,

disilerdeki tlireme davranigina olumsuz etkilerinin bulundugu ve LNG' ye maruz
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birakilmanin bu canlilarin iireme basarisinin azalmasina neden olabilecegi sonucu

cikartlmistir.

Lorenz ve arkadaglarmin (2016) Afrika pencgeli kurbagalart (Xenopus laevis) tlizerinde
gerceklestirdigi ¢alismada, LNG’ nin 0,01 ve 10 nM farkli dozlarinin 72 saat
uygulanmasinin tiroid hormonuna etkileri incelenmistir. Yavru kurbagalar iizerinde
yapilan bu c¢alismada beyin-hipofiz dokusunda herhangi bir degisiklik saptanmazken,
tiroidal gen ekspresyonunun LNG' den kolayca etkilendigi gbzlenmistir.

Frankel ve arkadaslarmin 2016 yilinda yaptiklart bir ¢alismada, 8 giin siiresince LNG’
nin 10 ng/L ve 100 ng/L olmak iizere iki farkli doz halinde uygulamasinin sivrisinek
baliklarina uygulanmistir. Anal ylizgeg tizerindeki patoloji ve baliklarin iireme davranisi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Baliklar 100 ng/L LNG’ ye maruz kaldiklarinda erkek
bireylerin cinsel davranigsinda artis oldugu ve baliklarin anal yiizgeglerinde uzama

oldugu goézlenmis, ayrica disilerde erkeklesme goriilmiistiir.

LNG’ nin iki farkli dozunun 24 saat siire ile uygulamasinin (10 nM ve 100 nM), disi
kurbagalarda gonadlar iizerinde erkeklerde testislerde daha yiiksek duyarliliga neden
oldugu tespit edilmistir. Afrika pengeli kurbaga (Xenopus laevis) larvalarinda yapilan bu
deneyde LNG, tiroid sistemini ayni zamanda ciddi bigimde tahrip etmistir. LNG’ nin
yalnizca lireme sistemini etkilemedigi, bunun yaninda tiroid sisteminde bozukluklara yol

acarak canlinin gelisimini de olumsuz etkileyebilecegi bildirilmistir (Zikova vd., 2017).

Ayrica, tatl su salyangozu tiirii olan Lymnaea stagnalis, progesteron, LNG, drospirenon
ve gestoden olmak {izere dort progestajenin karigimma (10 ng/L), 3 hafta boyunca
maruz birakilmistir. Maruziyet sonucunda ilk haftada yumurta tiretimi azalmis ve diistik

kaliteli yumurta gézlenmistir (Zrinyi vd., 2017).

Deniz taragi (Ruditapes decussatus) iizerinde yapilan bir ¢alismada, 1000 ng/L LNG’
nin tek basina veya 20, 24 ve 28°C’ lik artan su sicakliklariyla birlikte kullaniminin
biyokimyasal parametreler ve gonad histolojisi lizerindeki etkileri 28 giin siireyle
arastirllmistir. Deneme sonucunda sadece LNG ile muamele edilen deniz taraklarinda

oksidatif strese karsi savunmada bozulma, lizozomal membran stabilitesinde azalma, ve
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gonad oosit sayisinda azalma oldugu goriilmiistiir. Ayrica, tek basina veya LNG ile
kombinasyon halinde 20, 24 ve 28°C su sicakligi stresine maruz kalmanm, SOD
antioksidan aktivitesini arttirdigi ve canlinin fizyolojik siireclerini  degistirdigi

gozlenmistir (Mannai vd., 2021).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Deneme alani

Denemede, sentetik bir progestin olan Levonorgestrel (LNG)' in farkli doz ve siire
uygulamalarinin Zebra baliklarinda (Danio rerio) antioksidan savunma sistemine olan
etkileri enzimatik antioksidanlar; Siperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT),
Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Malondialdehit (MDA) degerleri iizerinden
incelenmistir. Bu baglamda, denemenin biyodeney boliimii Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Su Uriinleri Miihendisligi Béliimii Akvaryum Uygulama Istasyonu (Uretim
Odasi-6)’ nda gergeklestirilmistir. Arastirmanin temelini teskil eden antioksidan enzim
aktivite dl¢limlerine ait analizler ise Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri
Miihendisligi Bolimii Ekofizyoloji Laboratuvari ile Baran Medikal San. Tic. Ltd. Sti.’
ne (Ankara) ait AR-GE Laboratuvarlarinda yiirtitilmistiir.

3.1.2 Deneme materyali

Denemede grup ortalama agirliklar1 7,24 + 0,19 g ve ortalama uzunluklar1 3,02 + 0,27
cm olan 540 adet Zebra baligi (Danio rerio, Hamilton, 1822) (Sekil 3.1) kullanilmustir.
Deneme baliklar ticari bir iiretici olan Aksu Akvaryum ve Pet Uriinleri Tic. Ltd. Sti’
den (Emek, Ankara) temin edilmistir. Uretici ile dnceden yapilan anlagma geregi
baliklarin sadece bu deneme i¢in istenilen boy ve agirlikta tretimi saglanmustir.
Baliklarin deney ortamina adaptasyonunun saglanmasi i¢in 15 giin once deneme
akvaryumlarina yerlestirilmis ve giinde iki defa ad libitium olarak ticari akvaryum balig

yemi (Tetramin flakes pul balik yemi) ile beslenmislerdir.
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c d
Sekil 3.1 Deneme baliklari [Zebra baligi (Danio rerio, Hamilton, 1822) a,b,c,d]

3.1.3 Deneme iinitesi

Denemede, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Miihendisligi Boliimii
Akvaryum Uygulama Istasyonu (Uretim Odas1-6)’ nda bulunan 96 L su hacmine sahip
27 adet akvaryum kullanilarak deneme gergeklestirilmistir. Her bir deneme grubu (bu
deneme gruplarina ait 24, 48 ve 96 saat olmak {izere ti¢ farkli siire, diisiik ve yiiksek
doz olmak iizere iki farkli doz ve kontrol grubu) i¢in kullanilan 3’ er adet akvaryum
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tesadiifi olarak segilerek, deneme Oncesi temizlenmis ve dezenfekte edilmistir (Sekil

3.2).

Sekil 3.2 Deneme akvaryumlari (a, b)
2.3.1 Denemede kullanilan suya iliskin 6zellikler

Denemede su kaynagi olarak, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri
Miihendisligi Bolimii laboratuvarlarinda da kullanilan sehir sebeke suyu kullanilmig
ve denemeden once 30 giin siiresince dinlendirilerek i¢indeki klorun ugmasi
saglanmistir. Su kalite parametrelerinden ¢6ziinmiis oksijen (CO,), sicaklik (°C), pH,
oksidasyon indirgeme potansiyeli (ORP), amonyak, nitrit, nitrat, sertlik, alkalinite
degerleri deneme Oncesinde her bir deneme grubunda 3 tekrar ve 2 paralel olarak
Olgtilmistir (APHA, 1995) (Cizelge 3.1) (Sekil 3.3).
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Cizelge 3.1 Deneme gruplarinda su Kalite parametrelerine iliskin degerler (Ortalama + Standart sapma) (n=6)

Deneme Deneme Siiresi
Gruplarr* (saat)
CO,
(mg/L)
K,-24 7,15+0,27
K Kp-48 7,24+0,49
K.-96 7,13£0,17
Lp Lp, -24 7,31+0,29
Lpp, -48 7,18+0,43
Lpc -96 7,76£0,43
Ly, -24 8,33+0,25
Ly Ly, -48 8,29+0,59
Ly, -96 7,87+0,54
*K (Kontrol — Sadece Cozgen Madde)

LD (Levonorgestrel Diisiik Doz - 0,312 pg/L)
LY (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 pg/L)

Sicakhik
(§(®)
24,24+0,54
24,56+0,51
24,17+0,16
24,13+0,90
24,71+0,69
24,78+0,08
23,98+0,37
24,99+1,33

24,74+0,64

: Ka-24, Kb-48, Kc-96

8,37+0,10
8,32+0,09
8,38+0,03
8,33+0,04
8,27+0,05
8,19+0,09
8,09+0,25
8,15+0,10

8,16+0,04

ORP
(mV)

17,8842,47
18,2242,15
17,91+1,88
15,6840,71
15,92+1,86
14,61%1,43
16,03+7,49
16,74+3,57

12,64+1,43

:LDa-24, LDb -48, LDc -96
:LYa-24,LYb-48, LYc-96

Parametre

NHs-N NOs-N

(mg/L) (mg/L)
0,16+0,02 1,22+0,36
0,18+0,00 0,99+0,47
0,15+0,01 1,42+0,32
0,17+0,01 1,07+0,13
0,17+0,00 1,04+0,19
0,16£0,03 1,46+0,83
0,09+0,06 1,53+0,53
0,12+0,06 1,35+0,51
0,14+0,02 1,63+0,43

NO,-N
(mg/L)

0,19+0,11
0,06:0,01
0,16+0,24
0,06:0,00
0,06:0,00
0,04+0,01
0,08+0,10
0,05+0,00

0,03+0,00

Sertlik
(mg/L)

11,2742,46
18,00+1,70
11,67+1,87
17,67+1,87
18,0041,71
9,33+6,68
17,67+0,78
16,00£1,21

5,33+1,97

Alkalinite
(mg/L CaCO3)

7,00+1,60
4,00+0,00
6,00+0,00
4,00+0,00
4,00+0,00
3.47+0,82
4,00+0,00
4,00+0,00

3,67+0,78
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Sekil 3.3 Deneme gruplarinda su kalite parametrelerine iligkin degerler (Ortalama +

Standart sapma) (n=6)

3.1.5 Denemede Kullanilan Sentetik Progestine (Levonorgestrel) iliskin Ozellikler
ve Uygulama Dozlarinin Belirlenmesi

Denemede, ticari ad1 d(-) Norgestrel (%99; LNG) olan sentetik progestin Levonorgestrel
(C21H250,) (CAS: 797-63-7) Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) firmasindan temin
edilmis ve %0,1 etanol i¢inde ¢ozdiiriilerek stok soliisyon hazirlanmigtir. Denemede
uygulanan LNG dozlari; 0,312 pg/L ve 6,24 pg/L, Contardo-Jara vd. (2011)" de

aciklanan esaslara gore belirlenmistir.
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3.1.6 Denemede kullanilan arac ve gerecler

a) Spektrofotometre

Su parametrelerinin analizinde Shimadzu UV - 1280 marka spektrofotometre
kullanilmistir. Amonyak ve nitrat degerleri 410 nm, nitrit degeri ise 523 nm dalga
boyunda 6l¢iilmiistiir (APHA, 1995).

Doku orneklerinin enzimatik aktiviteleri belirlenirken ise Rel Assay Diagnostics marka

spektrofotometre kullanilmustir.

b) Multiparametre Su Analiz Cihaz1
Su parametrelerinden pH, ORP ve su sicakligi 6lglimiinde Hanna HI9814 (Hanna

Instruments, USA) model multiparametre su analiz cihazi kullanilmustir.

c) Oksijenmetre

Deneme akvaryumlarinda suda ¢6ziinmiis oksijen olglimleri Consort C6010 (Consort
BBVA, Belgium) model multiparametre 6lgiim cihazi ile gergeklestirilmistir. Ayrica
tasinabilir YSI Professional Plus (Xylem, Inc., USA) model oksijenmetre de

kullanilmistir.

d) Hassas Terazi
Denemenin biyodeney asamasinda baliklarin canli olarak tartimi Kern (Germany) marka

hassas terazi ile yapilmustir.

Denemede kullanilan kimyasallarin ve dokularin tartimi ise Shimadzu (Japan) marka

ATX224R model hasas terazi ile gerceklestirilmistir.

e) Otomatik Pipet
Pipetleme islemleri Gilson (USA) marka otomatik pipet seti kullanilarak

gergeklestirilmistir.
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) Diseksiyon Malzemesi

Diseksiyon malzemesi olarak diseksiyon makasi ve pens kullanilmuistir.

g) Olciim Tahtasi
Deneme baliklarinin boy 6l¢timiinde Vernier Caliper model 0,05 mm hassasiyete sahip

kumpas kullanilmistir.

¢) Sogutucu (-80)

Dokularin saklanmasi asamasinda Wisd (WITEG Labortechnik, Germany) marka

sogutucudan yararlanilmistir.

h) Santrifiij

Santrifiij islemlerinde Hettich marka Mikro 200R model cihaz kullanilmistir.

1) Saf Su Cihazi

Su kalite analizlerinin yapilmas1 asamasmda, Su Uriinleri Miihendisligi Béliimii
Ekofizyoloji Laboratuar1’ nda bulunan ve genel amaglar i¢in kullanilan saf su cihazindan

yararlanilmistir.
1) Homojenizator

Dokularin homojenizasyon isleminde ISOLAB marka homojenizator kullanilmastir.

j) Otomatik Analizatér
Enzim aktivite analizlerinin yiiriitiilmesinde Otto Scientific marka, MINDRAY-BS400

model cihaz kullanilmstir.
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k) Inkiibator
Inkiibasyon isleminde Elabscience marka, E-EL-H1470 model inkiibasyon cihazi

kullanilmustir.

I) Sarf Malzemeleri
Denemede ¢esitli ebatlarda ve sayida erlenmayer, beher, piset, santrifiij tiipii, tartim

kab1, parafilm gibi laboratuara iligskin sarf malzemesi kullanilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Deneme siiresi ve uygulama plam

Denemenin ilk basamagi olarak deneme baliklart LNG’ nin iki farkli dozuna (disiik;
0,312 pg/L, yiiksek; 6,24 ng/L) (Contardo-Jara vd., 2011) 24, 48 ve 96 saat (Keramati
vd., 2010) siire ile maruz birakilmislardir. Bu asamada, akut deneylerden statik
biyodeney yontemi uygulanarak deneyler ii¢ tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir. Her
bir akvaryuma boy ve agirliklari belirlenen, tesadiifi olarak se¢ilen ve biyodeneylerde
kullanilan standart yontemlerde (OECD, 1992., TSE, 1988., 1990) belirtilen balik
sayis1 goz oniinde bulundurularak 20 adet balik konulmustur. Deneme baliklar1 15 giin
boyunca deneme akvaryumlarinda adaptasyon siireci ge¢irmis, deney baslamadan 24

saat once yemleme kesilerek baliklarin sindirim sisteminin bos olmas1 saglanmaistir.
Denemenin ikinci agamasinda, biyodeney gerceklestirildikten sonra deneme gruplarina
ait baliklardan elde edilen orneklerde, antioksidan enzim aktivitesi; SOD, CAT, GPx
ve lipid peroksidasyon diizeyi ise MDA degeri ile belirlenmistir.

3.2.1.1 Etik izin

Deneme baliklar1 icin Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’' ndan
01.07.2020 tarih ve 2020-12-108 karar no ile tiim gerekli izinler alinmstir.
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3.2.2 Antioksidan enzim aktivitesine iliskin analizler

3.2.2.1 Doku orneklerinin hazirlanmasi

LNG’ nin farkli doz ve siirelerdeki etkilerini incelemek amaci ile her deneme grubuna

ait akvaryumdan 20 adet balik disekte edilerek, enzim aktivite 6l¢iimleri i¢in kas ve

karaciger doku oOrnekleri toplanmistir. Bireysel doku agirliklar1 yapilan analizler icin

yeterli olmadigindan her bir deneme grubunda pacal Ornekleme gerceklestirilmistir.

Doku o6rnekleri 2 ml hacime sahip eppendorf tiiplerin igine alinmus, tiiplerin agzi

parafilm ile kapatilarak 6rneklerin kurumasi engellenmis ve analizler gergeklestirilene

kadar —80°C’ de muhafaza edilmistir.

Islem Basamaklari;

-80°C’ de muhafaza edilen kas ve karaciger dokularina ait 6rneklerin
oda sicakliginda (20°C) 5-15 dk. i¢inde ¢oziinmeleri saglanmastir.
Cozdiiriilen doku ornekleri 0,1 g agirliginda hassas terazide tartilarak
900 ml tampon ¢6zelti (140 mmol KCI) igine eklenmistir.

Her bir doku tiipli, buzun i¢inde homojenizatér yardimiyla homojen
hale getirilmigtir.

Homojenizasyon isleminden sonra her bir analiz igin siipernatant
kismindan 50 pl alinarak baska bir eppendorf tiipe aktarilmistir.
Ornekler santrifiij tiiplerine almarak 7000 rpm’ de 5 dakika +4°C’ de
santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonrasi her bir parametre i¢in enzim aktivite degerleri

Olclilmiistiir.
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Sekil 3.4 Doku ornekleri

3.2.2.2 Siiperoksit dismutaz (SOD)

Kor ve ornek kiivetine kimyasallar eklendikten sonra 560 nm’ de aktivite ol¢lilmiistiir

(Cizelge 3.2) (Bayir 2005).

Cizelge 3.2 Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite 6l¢iimii

Kor (ul) Ornek (ul)

Fosfat Tamponu 310 310
NBT 300 300
Na,CO; 200 200
Sigir Albumin 100 100
Ksantin 40 40
Hemolizat - 30
Distile Su 30 -
Ksantin Oksidaz 20 20

Oda Sicakhiginda (20°C) 20 dk. inkiibasyon
CuCl, 500 500

% inhibisyop = [(K&r absorbans-Ornek absorbans)/ (Kér absorbans)] x 100
EU/ml = % Inhibisyon / 50 x 0,1
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3.2.2.3 Katalaz (CAT)

Kor ve ornek kiivetine kimyasallar eklendikten sonra 3 dk boyunca 230 nm' de 1 dk’
daki kore kars1 aktivite olgiilmiistiir (Cizelge 3.3) (Beutler 1984).

Cizelge 3.3 Katalaz (CAT) enzim aktivite 6l¢timii

Kor (ul) Ornek (ul)
Fosfat Tamponu 2990 -
H,O, 10 2990
Hemolizat - 10

EU/ml = (AA x V1)/ (E xVy)

AA : Absorbans farki

V1 : Deney ¢ozeltisinin toplam hacmi (ml)

Vy  : Deneyde 6rnek olarak kullanilan siipernatantin hacmi (ml)

E : Ekstinsiyon katsayisi (1Inmol H,O,' nin olusturdugu absorbans degeri; 0,071)

3.2.2.4 Glutatyon peroksidaz (GPx)

Kor ve 6rnek kiivetine kimyasallar eklendikten sonra NADPH oksidasyonunu takiben
340 nm’ de aktivite (diisiis hesaplanarak) ol¢iilmiistiir (Cizelge 3.4) (Beutler 1984).

Cizelge 3.4 Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivite 6l¢iimii

Kor (ul) Ornek (ul)
Tris-EDTA 100 100
GSH 20 20
Glutatyon rediiktaz 100 100
NADPH 100 100
Hemolizat 10 10
Distile Su 670 660
Ksantin Oksidaz 20 20

37°C’ de 10 dk. inkiibasyon
t-butilhidroperoksit - 10

EU/ml = (AA/E) x (V1/Vy)

AA  : Absorbans farki

V1 : Deney ¢ozeltisinin toplam hacmi (ml)

Vy  : Deneyde 6rnek olarak kullanilan siipernatantin hacmi (ml)

E : Ekstinsiyon katsayis1 (Inmol NADPH' in olusturdugu absorbans degeri; 6,22)
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3.2.3 Lipid peroksidasyonuna iliskin analizler

3.2.3.1 Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in 6rnek kiivetine kimyasallar eklendikten sonra
532 nm’ de 6l¢tim yapilmistir (Cizelge 3.5) (Placer vd., 1966).

Cizelge 3.5 Malondialdehit (MDA/TBARSs) degerinin 6l¢timii

Kor (ml) Ornek (ml) Standart (ml)
% 10 TCA (Renk ayiracr) 5 95 525 525
% 0,8 TBA (Renk ayiraci)
1,1,3,3 Tetraetoxipropan (TEP) - - 0,25
Serum fizyolojik 0,25 - -

20 dk kaynatma (su banyosu)/sogutma
3000 rpm 10 dk santrifiij

MDA= (As / As) * Ks

Ap : Ornek absorbansi

As : Standart absorbansi

Ks : Standart konsantrasyonu

3.2.4 Istatistik Degerlendirme

Denemeden elde edilen gozlem degerleri varyanslarin homojenligi testine tabi tutulmus
ve veri grubuna en uygun test, deney gruplarinda farkli zamanlarda (24, 48, 96 saat),
farkli dokularin (kas ve karaciger) karsilastirilmasi adina Non-parametrik testlerden
Kruskal-Wallis  testi SPSS  26.0 Istatistik Paket Programi kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Antioksidan Enzim Aktivitesine Iliskin Bulgular

4.1.1 Siiperoksit dismutaz (SOD)

Denemede kullanilan iki farkli LNG dozu (0,312 ug/L ve 6,24 pg/L) ve ii¢ farkli
deneme siiresine (24, 48 ve 96 saat) iligkin SOD analizine ait veriler Cizelge 4.1, Sekil
4.1 ve Cizelge 4.2 Sekil 4.2' de sunulmustur. Ortalama degerler arasindaki farkliliklar
Non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ile istatistik olarak degerlendirilmistir
(p<0,05).

Cizelge 4.1 Deneme gruplarinda kas dokusuna iligkin SOD analiz degerleri (Ortalama +
Standart sapma) (n=3)

Deneme Gruplar* Deneme siiresi (saat) SOD (EU/m)
Koos 350,40 + 32,95
K,-24
Ki 218,10 + 0,00°
Ko,0s 207,35 + 64,42%
K K,-48
K 166,60 + 0,00°
Ko,05 196,95 + 127,21%
K.-96
K, 141,40 + 48,65°
Lpa24 200,50 + 74,73?
Lp Lp,.48 174,00 + 106,74%
Lp..96 295,48 + 147,30°
Lya.24 263,28 + 64,45
Ly Ly,.48 269,95 + 134,93
Ly..96 381,58 + 118,34°
*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Igeren, Ky: 1ml Cozgen Madde R;eren) : Ka-24, Ky-48, K-96
Lo (Levonorgestrel Diigiik Doz - 0,312 pg/L) :Lpa-24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 pg/L)  Lya-24, Lyp -48, Ly -96
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SOD (EU/ml)

=T ha o
o i
o~ ~
= o
) S
24 saat
24 saat K0,05 24 saat LDa-24 " 24 saat K1 24 saat LYa-24
48 saat K0,05 48 saat LDb-48 48 saat K1 48 saat LYb-48
B9 saat K0,05 W9 saat LDc-96 96 saat K1 96 saat LYc-96
*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Igeren, Ki: 1ml Cozgen Madde Igeren) 1 Ky-24, Ky-48, K-96
Lp (Levonorgestrel Diigiik Doz - 0,312 pg/L) : Lpa -24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 pg/L) t Lva -24, Lyp -48, Ly -96

Sekil 4.1 Deneme gruplarinda kas dokusuna iliskin SOD analiz degerleri (Ortalama +
Standart sapma) (n=3)

Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1 incelendiginde, tiim deneme gruplarinda SOD degerlerinin kas
dokusunda farkli siirelere bagli olarak LNG doz uygulamasindan etkilendigi ancak
istatistik olarak yapilan degerlendirme sonucu tespit edilen farkliliklarin 6nemsiz

(p<0,05) oldugu belirlenmistir.

Kas dokusunda diisiik doz uygulanan grup, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 24 ve
48 saatlik uygulama gruplarinda SOD enzim aktivite degerlerinde azalma oldugu, ancak
artan zamana bagli olarak 96 saatlik deneme grubunda degerlerin yiikseldigi
gozlenmistir. Yiiksek doz uygulanan deneme grubunda ise tiim deneme gruplarinda
degerlerde artis oldugu gozlenmistir. Diisiik doz uygulanan grupta enzim aktivitesi
degerleri 24, 48 ve 96 saatin sonunda sirasiyla, 200,50; 174,00 ve 295,48 EU/mI olarak
Ol¢iilmiis, yiiksek doz uygulanan deneme grubunda ise 263,28; 269,95 ve 381,58 EU/mI
olarak tespit edilmistir. Yiiksek doz uygulanan grupta zamana bagli olarak diizenli bir

artis s0z konusudur.
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Cizelge 4.2 Deneme gruplarinda karaciger dokusuna iliskin SOD analiz degerleri
(Ortalama + Standart sapma) (n=3)

Deneme Gruplar* Deneme siiresi (saat) SOD (EU/m)
Ko,0s 284,70 + 158,39°
Kga-24
K1 384,25+ 17,61%
Ko.05 269,70 £ 29,13°
K K,-48
Ky 290,25 + 58,19
Ko.0s 139,80 = 23,76°
K.-96
Ky 117,00 + 56,00
Lp,.24 254,97 +138,01°
Lo Lpp-48 161,70 £ 103,14
Lpc.96 173,15 + 59,88%
Ly,.24 229,07 + 114,46°
Ly Lyp.48 214,77 £ 166,69°
Ly 96 267,55 £ 112,06
*K (Koos: 0,05ml Cozgen Madde Igeren, Ki: 1ml Cozgen Madde Iceren) 1 Ky-24, Ky-48, K-96
Lo (Levonorgestrel Diisiik Doz - 0,312 pg/L) : Lpa-24, Loy -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 pg/L) Lva-24, Lyp -48, Lvc -96
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48 saat K0,05 48 saat LDb-48 48 saat K1 48 saat LYD-48
Bo6 saat K0,05 w96 saatLDc-96 96saatK1 96 saat LYc-96
*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Igeren, Ky: 1ml Cozgen Madde Igeren) 1 Ka-24, Ky-48, K-96
Lo (Levonorgestrel Diisiik Doz - 0,312 pg/L) . Lpa-24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 pg/L) Lva-24, Lyp -48, Ly -96

Sekil 4.2 Deneme gruplarinda karaciger dokusuna ilisgkin SOD analiz degerleri
(Ortalama + Standart sapma) (n=3)

Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2 incelendiginde, tim deneme gruplarinda SOD degerlerinin
karaciger dokusunda farkl siirelere bagli olarak LNG doz uygulamasindan etkilendigi
ancak istatistik olarak yapilan degerlendirme sonucu tespit edilen farkliliklarin 6nemsiz

(p<0,05) oldugu belirlenmistir.

Diisik doz ve vyikksek doz wuygulanan gruplar karaciger dokusu acisindan
karsilastirildiginda, 24 ve 48 saatlik uygulamalarin SOD enzim aktivite degerlerinde
diisiise neden oldugu, ancak artan zamana bagl olarak 96 saatlik uygulama grubunda
enzim aktivite degerlerinin ise arttigi gozlenmistir. Diisiik doz uygulanan grupta dlgiilen
SOD enzim aktivitesi degerleri sirastyla, 254,97; 161,7 ve 173,15 EU/ml iken, yiiksek
doz uygulanan grupta, 229,07; 214,77 ve 267,55 EU/ml olarak ol¢tilmiistiir.
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4.1.2 Katalaz (CAT)

Denemede kullanilan iki farkli LNG dozu (0,312 pg/L ve 6,24 ug/L) ve ii¢ farkh
deneme siiresine (24, 48 ve 96 saat) iliskin CAT analizine ait veriler Cizelge 4.3, Sekil
4.3 ve Cizelge 4.4, Sekil 4.4" de sunulmustur. Ortalama degerler arasindaki farkliliklar
Non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ile istatistik olarak degerlendirilmistir
(p=<0,05).

Cizelge 4.3 Deneme gruplarinda kas dokusuna iliskin CAT analiz degerleri (Ortalama
+ Standart sapma) (n=3)

Deneme Gruplar* Deneme siiresi (saat) CAT (EU/mI)
Ko,0s 442,00 + 367,70
K,-24
Ki 936,00 + 0,00°
Ko,0s 299,00 + 91,922
K Kp-48
Ki 286,00 + 0,00%
Ko,0s 208,00 + 36,77
K.-96
Ky 338,00 +220,62%
Lpa-24 368,33 £ 206,312
Lp Lp,-48 218,40 + 134,60°
Lp..96 277,33 £ 100,92%
Lya.24 351,00 + 134,352
Ly Ly,.48 338,00 + 146,16%
Ly..96 372,67 + 169,832
*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Igeren, Ky: 1ml Cozgen Madde Tgeren) : Ka-24, Ky-48, K-96
Lo (Levonorgestrel Diigiik Doz - 0,312 pg/L) :Lpa-24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 ug/L) Lva-24, Lyy -48, Ly -96
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CAT (EU/ml)
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24 saat 96 saat
24 saat K0,05 24 saat LDa-24 7 24 saat K1 24 saat .Ya-24
48 saat K0,05 48 saat LDb-48 48 saat K1 48 saat LYD-48
Bo6 saat K0,05 w96 saatLDc-96 96saatK1 96 saat LYc-96
*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Igeren, Ky: 1ml Cozgen Madde Igeren) 1 Ka-24, Ky-48, K-96
Lp (Levonorgestrel Diisiik Doz - 0,312 pug/L) * Lpa -24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 pg/L) Lva-24, Lyp -48, Ly -96

Sekil 4.3 Deneme gruplarinda kas dokusuna iliskin CAT analiz degerleri (Ortalama =+
Standart sapma) (n=3)

Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3 incelendiginde, tim deneme gruplarinda CAT degerlerinin kas
dokusunda farkli siirelere bagli olarak LNG doz uygulamasindan etkilendigi ancak
istatistik olarak yapilan degerlendirme sonucu tespit edilen farkliliklarin Onemsiz

(p<0,05) oldugu belirlenmistir.

Kas dokusunda diisiik doz uygulanan grup, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 24 ve
48 saatlik uygulama gruplarinda CAT enzim aktivite degerlerinde azalma oldugu, ancak
artan zamana bagli olarak 96 saatlik deneme grubunda degerlerin yiikseldigi
gozlenmistir. Yiiksek doz uygulanan deneme grupbunda ise 24 saatte enzim aktivite
degerinin diistiigii, 48 ve 96 saatlik deneme gruplarinda ise degerlerde bir artis oldugu
gozlenmistir. Diisiik doz uygulanan grupta enzim aktivitesi degerleri 24, 48 ve 96 saatin
sonunda sirasiyla, 368,33; 218,40 ve 277,33 EU/ml olarak ol¢lilmiis, yiiksek doz
uygulanan deneme grubunda ise 351,00; 338,00 ve 372,67 EU/ml olarak tespit
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edilmistir. Diisiik doz uygulanan grupta zamana bagli olarak diizenli bir azalma s6z

konusudur.

Cizelge 4.4 Deneme gruplarinda karaciger dokusuna iliskin CAT analiz degerleri
(Ortalama + Standart sapma) (n=3)

Deneme Gruplarr* Deneme siiresi (saat) CAT (EU/mI)
Ko,0s 169,00 + 91,92°
K,-24
K, 351,00 + 349,312
Ko.0s 897,00 + 349,31°
K Kp-48
K, 1079,00 + 91,920%
Ko,0s 195,00 + 239,00
K.-96
Ky 429,00 + 91,922
Lpa-24 359,67 + 263,832
Lo Lpp48 442,00 + 298,72°
Lp..96 641,33 £ 393,512
Lya.24 333,67 £ 162,30%
Ly Ly,.48 453,14 + 321,20°
Ly.96 398,67 + 276,952
*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Iceren, Kz 1ml Cozgen Madde Iceren) 1 Ki-24, Kp-48, K-96
Lo (Levonorgestrel Diigiik Doz - 0,312 pg/L) . Lpa-24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 ug/L) Lva-24, Lvy -48, Ly -96
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24 saat K0,05 24 saat LDa-24 24 saat K1 24 saat LYa-24
48 saat K0,05 48 saat LDb-48 48 saat K1 48 saat LYD-48
H96 saat KO,05 W96 saat LDc-96 96saat K1 96 saat LYc-96
*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Igeren, Ky: 1ml Cozgen Madde Igeren) 1 Ka-24, Ky-48, K-96
Lp (Levonorgestrel Diisiik Doz - 0,312 pg/L) . Lpa-24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 pg/L)  Lva-24, Lyp -48, Ly -96

Sekil 4.4 Deneme gruplarinda karaciger dokusuna iliskin CAT analiz degerleri
(Ortalama + Standart sapma) (n=3)

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4 incelendiginde, tiim deneme gruplarinda CAT degerlerinin kas
ve karaciger dokusunda farkli siirelere bagli olarak LNG doz uygulamasindan
etkilendigi ancak istatistik olarak yapilan degerlendirme sonucu p<0,05’ e (6nem

derecesine) gore tespit edilen farkliliklarin 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

Karaciger dokusunda diisiik doz uygulanan grupta 24, 48 ve 96 saatlik zamana bagl
degisim sirasiyla, 359,67; 442,00 ve 641,33 EU/ml olarak artis gostermistir. Yiiksek doz
uygulanan grupta ise 333,67, 453,14 ve 398,67 EU/ml olarak Ol¢iilmiistiir. Degerler,
yiiksek doz uygulanan grupta zamana bagl olarak diizenli azalma gostermistir. Diislik
doz uygulanan grupta ise 24 saatin sonunda enzim aktivitesinin arttigi, ancak zamana
bagli olarak 48 saatlik grupta enzim aktivitesinin azaldigi, 96 saatlik grupta ise yine artig
meydana geldigi gézlenmistir. Bu sonuglara gore, deneme gruplarinda CAT enzim
aktivite degerleri, ozellikle de disiik doz wuygulanan baliklarda degiskenlik

gostermektedir.
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4.1.3 Glutatyon peroksidaz (GPx)

Denemede kullanilan iki farkli LNG dozu (0,312 pg/L ve 6,24 ug/L) ve ii¢ farkh
deneme siiresine (24, 48 ve 96 saat) iliskin GPx analizine ait veriler Cizelge 4.5, Sekil
4.5 ve Cizelge 4.6, Sekil 4.6" da sunulmustur. Ortalama degerler arasindaki farkliliklar
Nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ile istatistik olarak degerlendirilmistir

(p=<0,05).

Cizelge 4.5 Deneme gruplarinda kas dokusuna iliskin GPx analiz degerleri (Ortalama

+ Standart sapma) (n=3)

Deneme Gruplar* Deneme siiresi (saat) GPx (EU/mI)
Ko,0s 355,50 + 19,09°
K,-24
K, 336,00 + 0,00°
Ko,0s 368,00 + 46,67
K K,-48
K; 424,00 + 0,00%
Ko,0s 453,00 + 53,74
K.-96
Ky 423,50 + 95,46°
Lpa-24 430,17 + 158,51°
Lp Lp,-48 374,20 £ 62,417
Lp..96 424,83 + 85,05%
Lya.24 402,17 + 126,08?
Ly Ly,.48 362,00 + 52,83%
Ly.96 515,83 +1 53,84%
*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Igeren, Ky: 1ml Cozgen Madde Tgeren) : Ka-24, Ky-48, K-96
Lo (Levonorgestrel Diigiik Doz - 0,312 pg/L) :Lpa-24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 ug/L) Lva-24, Lyy -48, Ly -96
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GPx (EU/ml)
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et e
24 saat
24 saat K0,05 24 saat LDa-24 " 24 saat K1 24 saat LYa-24
48 saat K0,05 48 saat LDb-48 48 saat K1 48 saat LYDb-48
B96 saat K0,05 W96 saat LDc-96 96 saat K1 96 saat LYc-96
*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Igeren, Kyi: 1ml Cozgen Madde Igeren) 1 Ka-24, Ky-48, K-96
Lo (Levonorgestrel Diigiik Doz - 0,312 pg/L) : Lpa -24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 pg/L)  Lya -24, Lyp -48, Ly -96

Sekil 4.5 Deneme gruplarinda kas dokusuna iligkin GPx analiz degerleri (Ortalama +
Standart sapma) (n=3)

Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5 incelendiginde, tiim deneme gruplarinda GPx degerlerinin kas
dokusunda farkli siirelere bagli olarak LNG doz uygulamasindan etkilendigi ancak
istatistik olarak yapilan degerlendirme sonucu p<0,05' e (6nem derecesine) gore tespit

edilen farkliliklarin 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

Kas dokusunda diisiik doz ve yiiksek doz uygulanan gruplar, kontrol grubu ile ayr1 ayri
karsilagtirildiginda 24 saatlik deneme sonunda GPx enzim aktivitesinde yiikselme
oldugu, ancak artan zamana bagli olarak 48 saatlik deneme sonunda diisiik doz
uygulanan grupta enzim aktivitesinin arttigi, yiiksek doz uygulanan grupta ise azaldigi
gozlenmistir. Diisiik doz uygulanan 96 saatlik deneme grubunda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda GPx degerleri agisindan bir azalma tespit edilirken, yiiksek doz
uygulanan grupta artis belirlenmistir. Diisiik doz uygulanan grupta zamana bagh

degisim, 24, 48 ve 96 saat olarak sirasiyla, 430,17; 374,20 ve 424,83 EU/mI olarak,
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yiiksek doz uygulanan grupta ise sirasiyla, 402,17; 362,00 ve 515,83 EU/ml olarak

Olciilmiistiir.

Cizelge 4.6 Deneme gruplarinda karaciger dokusuna iliskin GPx analiz degerleri
(Ortalama + Standart sapma) (n=3)

Deneme Gruplarr* Deneme siiresi (saat) GPx (EU/mI)
Ko,0s 475,00 + 18,382
K,-24
K, 619,50 + 222,74%
Ko,0s 674,00 + 123,04°
K Kp-48
K; 684,00 + 108,89%
Ko.0s 881,68 + 587,00
K.-96
Ky 584,00 + 4,24°
Lpa.24 561,33 + 76,44°
Lp Lpy.48 552,83 + 83,972
Lp..96 910,15 + 400,00%
Lya.24 632,17 £ 197,04%
Ly Ly,.48 543,14 + 99,99°
Ly..96 1055,81 + 460,00%
*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Iceren, Ky: 1ml Cozgen Madde igeren) 1 Ki-24, Kp-48, K-96
Lp (Levonorgestrel Diigiik Doz - 0,312 pg/L) : Lpa -24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 ug/L) Lva-24, Lvy -48, Ly -96
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GPx (EU/ml)

24 saat K0,05 24 saat LDa-24 " 24 saat K1 24 saat LYa-24
48 saat K0,05 48 saat LDb-48 48 saat K1 48 saat LYb-48
H96 saat K0,05 W96 saat LDc-96 96saatK1 96 saat LYc-96
*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Igeren, Ki: 1ml Cozgen Madde Igeren) 1 Ky-24, Ky-48, K-96
Lo (Levonorgestrel Diigiik Doz - 0,312 pg/L) : Lpa -24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 pg/L)  Lya -24, Lyp -48, Ly -96

Sekil 4.6 Deneme gruplarinda karaciger dokusuna iliskin GPx analiz degerleri
(Ortalama + Standart sapma) (n=3)

Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6 incelendiginde, tiim deneme gruplarinda GPx degerlerinin
karaciger dokusunda farkli siirelere bagli olarak LNG doz uygulamasindan etkilendigi
ancak istatistik olarak yapilan degerlendirme sonucu p<0,05" e (6nem derecesine) gore

tespit edilen farkliliklarin 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

Karaciger dokusunda hem diisiik hem de yiiksek doz uygulanan gruplar, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda 24 ve 96 saatlik deneme gruplarinda, GPx enzim aktivite
degerlerinde artis oldugu, bununla beraber 48 saatlik deneme grubunda degerlerin
azaldig1 gozlenmistir. Diisiik doz enzim uygulanan grupta zaman bagl degisim 24, 48
ve 96 saat sonunda sirastyla, 561,33; 552,83 ve 910,15 EU/ml olarak olgiilmiistiir.
Yiiksek doz enzim uygulanan grupta ise zaman bagli degisim 24, 48 ve 96 saat sonunda

strastyla 632,17; 543,14 ve 1055,81 EU/ml olarak belirlenmistir.
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4.3 Lipid Peroksidasyonuna Iliskin Bulgular

4.3.1 Malondialdehit (MDA)

Denemede kullanilan iki farkli LNG dozu (0,312 ug/L ve 6,24 ug/L) ve ¢ farkl
deneme stiresine (24, 48 ve 96 saat) iliskin MDA analizine ait veriler Cizelge 4.7, Sekil
4.7 ve Cizelge 4.8, Sekil 4.8" de sunulmustur. Ortalama degerler arasindaki farkliliklar
Nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ile istatistik olarak degerlendirilmistir

(p<0,05).

Cizelge 4.7 Deneme gruplarinda kas dokusuna iliskin MDA analiz degerleri (Ortalama

+ Standart sapma) (n=3)

Deneme Gruplar* Deneme siiresi (saat) MDA (nmol/g)
Ko,os 23,10 +2,62°
K,-24
K; 14,61 + 0,00°
Ko,os 13,03 + 4,96
K K,-48
K, 23,42 + 0,00°
Kos 12,44 £ 6,25°
K.-96
K 22,81 +20,92%
Lpa-24 10,19 + 7,34°
Lp Lp,-48 33,11 + 18,64°
Lp..96 16,01 + 13,612
Lya.24 22,15+ 10,18%
Ly Ly,.48 20,04 + 4,572
Ly.96 15,93 + 15,74°
*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Iceren, Ky: 1ml Cozgen Madde R;eren) : Ka-24, Ky-48, K-96
Lo (Levonorgestrel Diigiik Doz - 0,312 pg/L) :Lpa-24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 ug/L) Lva-24, Lyy -48, Ly -96
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MDA (nmol/g)

24 saat K0,05 24 saat LDa-24 ™ 24 saat K1 24 saat L'Ya-24

48 saat K 0,05 48 saat LDb-48 48 saat K1 48 saat LYDb-48

H 96 saat K0.0S ®96 saat LDc-96 96 saat K1 96 saat LY c-96

*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Igeren, Ki: 1ml Cozgen Madde Igeren) 1 Ky-24, Ky-48, K-96
Lo (Levonorgestrel Diigiik Doz - 0,312 pg/L) : Lpa -24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 pg/L) t Lyva -24, Lyp -48, Ly -96

Sekil 4.7 Deneme gruplarinda kas dokusuna iliskin MDA analiz degerleri (Ortalama +
Standart sapma) (n=3)

Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7 incelendiginde, tiim deneme gruplarinda MDA degerlerinin kas
dokusunda farkli siirelere bagli olarak LNG doz uygulamasindan etkilendigi ancak
istatistik olarak yapilan degerlendirme sonucu p<0,05' e (6nem derecesine) gore tespit

edilen farkliliklarin 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

Kas dokusunda diisiik doz uygulanan grup, kontrol gruplari ile karsilastirildiginda 24
saatin sonunda MDA enzim aktivitesinde azalma oldugu, ancak artan zamana bagl
olarak 48 ve 96 saatin sonunda ise degerlerin arttigi gozlenmistir. Yiiksek doz
uygulanan grupta ise enzim aktivitesinin 24 saatlik zaman diliminde arttigi, ancak 48 ve
96 saatlik deneme gruplarinda ise azaldigi gozlenmistir. Elde edilen sonuglara gore
diisik ve yiiksek doz MDA degerleri zamana bagli olarak tam ters bir egilim
gostermistir. Diisiik doz uygulanan grupta zamana bagli degisim sirasiyla 24, 48 ve 96

saat olmak iizere, 10,19; 33,11 ve 16,01 nmol/g olarak 6l¢iilmiis, yiiksek doz uygulanan
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grupta ise zamana bagl degisimin sirasiyla 22,15; 20,04 ve 15,93 nmol/g olarak diizenli

bir azalma gosterdigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.8 Deneme gruplarinda karaciger dokusuna iliskin MDA analiz degerleri
(Ortalama + Standart sapma) (n=3)

Deneme Gruplart® Deneme siiresi (saat) MDA (nmol/g)
Ko,05 42,89 +36,78%
K,-24
Ki 13,98 + 4,112
Ko.0s 10,20 + 3,49°
K K,-48
K; 21,29 +19,18%
Ko,05 24,82 + 13,79°
K.-96
Ki 17,21 + 3,022
Lpa-24 20,58 + 7,88°
Lp Lpy.48 8,84 + 2,66
Lp..96 10,26 + 3,922
Lya.24 12,35+ 8,61%
Ly Ly,.48 17,54 +17,09%
Ly..96 17,24 + 16,09°
*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Iceren, Ky: 1ml Cozgen Madde Iceren) 1 Ki-24, Kp-48, K-96
Lo (Levonorgestrel Diigiik Doz - 0,312 pg/L) . Lpa-24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 ug/L) Lva-24, Lvy -48, Ly -96
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MDA (nmol/g)

24 saat 48 saat 96 saat
24 saat K0,05 24 saat LDa-24 = 24 saat K1 24 saat L'Ya-24

48 saat K0,05 48 saat LDb-48 48 saat K1 48 saat LYb-48
W96 saat K0,05 m96 saat LDc-96 96saat K1 96 saat LYc-96

*K (Ko,0s: 0,05ml Cozgen Madde Igeren, Ky: 1ml Cozgen Madde Igeren) 1 Ky-24, Ky-48, K-96
Lo (Levonorgestrel Diigiik Doz - 0,312 pg/L) : Lpa -24, Lpp -48, Lpc -96
Ly (Levonorgestrel Yiiksek Doz - 6,24 pg/L)  Lya -24, Lyp -48, Ly -96

Sekil 4.8 Deneme gruplarinda karaciger dokusuna iliskin MDA analiz degerleri
(Ortalama + Standart sapma) (n=3)

Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8 incelendiginde, tim deneme gruplarinda MDA degerlerinin
karaciger dokusunda farkli siirelere baglh olarak LNG doz uygulamasindan etkilendigi
ancak istatistik olarak yapilan degerlendirme sonucu p<0,05" e (6nem derecesine) gore

tespit edilen farkliliklarin 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

Karaciger dokusunda diisiik ve yiiksek doz uygulanan tiim deneme gruplarinda, MDA
degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda degerlerin diistigii tespit edilmistir.
Diisiik doz uygulanan grupta enzim aktivitesi 24, 48 ve 96 saatin sonunda sirayla, 20,58;
8,84 ve 10,26 nmol/g olarak, yiiksek doz uygulanan grupta ise, 12,35; 17,54 vel7,24

nmol/g olarak saptanmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu arastirmada, kullanim1 yaygin g¢evresel bir kirletici olan LNG' nin Zebra baliklarinda
(Danio rerio) antioksidatif savunma sistemi iizerine olan etkileri farkli doz (0,312 pg/L
ve 6,24 ng/L) ve stirelerde (24, 48, 96 saat) kas ve karaciger dokusu iizerinden
incelenmis ve elde edilen sonuglar istatistik olarak degerlendirilmistir. Istatistik olarak
yapilan degerlendirmede doz ve siire bakimindan deneme gruplari arasinda tespit edilen
farkliliklar 6nemsiz (p<0,05) olarak belirlense de, incelenen parametreler (SOD, CAT,

GPx, MDA) acisindan uygulanan doza ve siireye bagli olarak degisim belirlenmistir.

5.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesine Iliskin Bulgularin
Degerlendirilmesi

Bu calismada, yiiksek doz LNG (6,24 pg/L) uygulamasinin artan zamanla SOD enzim
aktivite degeri iizerinde etkili olup, her iki doku agisindan da degerlerde artisa neden
oldugu, bu baglamda LNG uygulamasinin olusturdugu oksidatif stresin SOD aktivitesini
etkiledigi ifade edilebilir. Bu verilerle uyumlu olarak, pestisit gibi farkli tipte olan EBK’
larin da sucul organizmalar {izerinde SOD enzim aktivite degerlerinde inhibisyona
neden oldugu bildirilmistir. Li vd., (2010), gokkusagi alabaliginda, Propiconazole
(PCZ)' nin farkli doz uygulamalarinin SOD degerlerinde inhibisyona neden oldugunu ve
ciddi oksidatif hasarlara yol agtigini; benzer sekilde Santos ve Martinez (2012)" in
Atrazinin neotropikal bir balik tiirii olan Prochilodus lineatus’ ta akut etkisini
degerlendirdikleri ¢aligmada, bu herbisitin SOD degerlerinde azalma yarattigi; bir ¢ift
kabuklu tiirti (Ruditapes decussatus) ile yapilan bir diger ¢alismada ise SOD aktivite
degerinin, oksidatif stres belirgin bir sekilde tespit edilmesine ragmen LNG
uygulamasindan (1000 ng/L) etkilenmedigi bildirilmistir (Mannai vd., 2021). Balik ve
cift kabuklu ile yapilan caligmalar iizerine olan bulgular, arastirmamizin bulgular ile

uygunluk géstermektedir.
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5.2 Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesine Iliskin Bulgularin Degerlendirilmesi

Bu arastirmada, CAT enzim aktivitesinin yiliksek ve diisitk doz uygulanan gruplardan
elde edilen degerler acisindan degiskenlik gosterdigi, farkli bir sentetik progestin cesidi
olan NET’' e maruz birakilan deniz medeka (Oryzias melastigma) baliklarinda CAT
aktivite degerlerinin arttigi (Dong vd., 2023), yine NGT (0,10 ve 1000 ng/L)
uygulamasiin 21 giinliik deneme sonunda CAT seviyelerinde azalmaya neden oldugu
(Zhao vd., 2023), benzer sekilde bu arastirmada da deney organizmasi olarak kullanilan
Zebra baliginda 1000 ng/L LNG ve 500 ng/L Noretindrone’ a maruz kalmanin CAT
seviyesinde diisiis yarattigi (Cardoso vd., 2019; Wang vd., 2021) bildirilmistir. Bu
acidan farkli gestajen uygulamalarinin bu tez calismasinda da oldugu gibi CAT enzim
aktivite degerlerinde dalgalanmalara neden oldugu, olusan oksidatif stresin bu parametre

acisindan artig/azalma olarak kendini gosterdigi sonucuna ulasilmistir.

Mannai vd. (2021) ¢ift kabuklu (Ruditapes decussatus) tiiriinde yaptiklari ¢calismada ise,
1000 ng/L LNG' ye maruz kalmanin olusturdugu oksidatif stresin bir gdstergesi olarak
CAT degerlerinde 6nemli bir artis oldugunu belirtmislerdir. Ayni ¢alismada tespit edilen
diger parametrelerden SOD degerinde artis gozlenmezken, CAT aktivitesinde goriilen
yiiksek degerlerin bu aragtirmada da oldugu gibi CAT enzim aktivitesinin dalgali bir

seyir gostermesine baglanabilir.

PCZ' nin farkli doz (0,2; 50 ve 500 pg/L) akut ve kronik uygulamalarinin Oncorhynchus
mykiss CAT aktivitesinde akut stres i¢in adaptasyonla yanit buldugu, kronik stresin ise
degerde azalmaya neden oldugu (Li vd., 2010), kizilgdz balig ile yapilan bir diger
pestisit caligmasinda (Keramati vd., 2010) CAT aktivitesinin 24 saat sonunda artig
gosterdigi, 48 ve 96 saatlerde ise azaldigi bildirilmistir. Bu ¢aligmalardan elde edilen
veriler ile aragtirmamizin bulgular birbirlerini destekler niteliktedir. Daha dnce yapilan
caligmalar ve bu arastirmanin bulgular1 g6z oniinde bulunduruldugunda CAT enzim
aktivite degerlerinin uygulamalardan ve siireden bagimsiz olarak degiskenlik gdstermesi

bu tiir galigmalarin kinetik ¢aligmalar olmasi seklinde yorumlanabilir.
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5.3 Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesine iliskin Bulgularin

Degerlendirilmesi

Bu tez ¢alismasinda, yiiksek doz LNG uygulamasimin her iki dokuda da yiiksek GPx
enzim aktivite degerlerine neden oldugu, bulgularimizla uyumlu sekilde NET’ e (91,31
ng/L) maruz birakilan deniz medeka (Oryzias melastigma) baliginda GPx aktivitesinin
arttigi (Dong vd., 2023), ancak Zebra baligi ile yapilan ve LNG ile Noretindrone
uygulamasimin GPx seviyesinde azalmaya neden oldugu (Cardoso vd., 2019; Wang vd.,
2021), yine NGT uygulamasmin kabuklu tiirlerinden Mactra veneriformis’ te GPx
seviyelerinde diisiis yarattigi  bildirilmistir (Zhao vd., 2023). Bu baglamda
progestojenlerin antioksidan savunmay1 zayiflattigi vurgulanmistir (Cardoso vd., 2019;
Wang vd., 2021). Ayni gestajen maruziyetlerinde oldugu gibi pestisit maruziyetlerinde
de GPx degerlerinde azalma gozlenmistir (Li vd., 2010).

5.4 Malondialdehit (MDA) Aktivitesine Iliskin Bulgularin Degerlendirilmesi

Oksidatif hasarin belirlenmesinde iyi bir indikatér olan MDA degerlerinin LNG doz
uygulamasindan etkilendigi ve bu calismada incelenen farkli dokular agisindan,
karaciger dokusunda daha etkili oldugu tespit edilmistir. Bu arastirmanin verileriyle
paralel olarak NET' e maruz birakilan deniz medeka (Oryzias melastigma) baliklarinda
MDA aktivitesinin artisiyla oksidatif hasar meydana geldigi (Dong vd., 2023),
Ruditapes decussatus tiiriinde Olglilen TBARs degerinin 1000 ng/L LNG
uygulamasindan oksidatif stresin artisina bagli olarak yiikseldigi tespit edilmistir
(Mannai vd., 2021).

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda;

e Siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen
ve antioksidan sistemin en 6nemli dgelerinden biri olan SOD enzim aktivite
degeri Orneklenen dokular karsilastirildiginda en yiiksek karaciger dokusunda
384,25 EU/ml olarak 24 saatlik kontrol grubunda goézlenirken, kas dokuda ise en
yiiksek deger 381,55 EU/ml olarak 96 saatlik yiiksek doza maruz birakilan
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uygulama grubunda goriilmiistiir. En diisiik deger ise karaciger dokusunda
117,00 EU/ml olarak 96 saatlik uygulamaya ait kontrol grubunda tespit edilmis,
yine benzer sekilde 141,40 EU/ml aktivite degeri ile kas dokuda belirlenmistir,
yiikksek doz uygulamasiin artan zamanla SOD enzim aktivite degeri iizerinde
etkili olup her iki doku ag¢isindan da degerlerde artisa neden oldugu,

e Mitokondriden sitoplazmaya gelen H,O," nin detoksifikasyonunu saglayan CAT
enzim aktivite degerleri oOrneklenen kas ve karaciger dokusu agisindan
degerlendirildiginde, diisiik doz uygulanan grupta kas dokusuna ait 6rneklerde
24 ve 48 saatlik zaman dilimlerinde zamana bagli olarak azalma, 96 saatlik
stirede ise artig gorildiigli, karaciger dokusunda ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda  diisik doz uygulanan gruplarda 24 saatlik deneme
gruplarinda azalma, 48 ve 96 saatlik deneme gruplarinda artis goriildiigi, yiiksek
doz uygulamasinda ise diizenli bir disiis gorildigi, o6zellikle disik doz
uygulanan gruplardan elde edilen degerlerin degiskenlik gosterdigi,

e Hiicrede H,O,' nin temizlenmesini saglayan enzimlerden biri olan GPx’ e ait bu
denemeye iliskin sonuglar degerlendirildiginde, kas dokusunda en yiiksek deger
515,83 EU/mI olarak 96 saatlik yiiksek doz uygulama grubundan elde edilmis,
karaciger dokusunda da yine en yiiksek deger olan 1055,81 EU/ml ayn1 deneme
grubunda saptanmustir, yiiksek doz LNG uygulamasmin ozellikle karaciger
dokusunda yiiksek enzim aktivite degerlerine neden oldugu,

e MDA analizi 6l¢iim sonuglarina gore, en diisiik degerlerin 24 ve 48 saatlik LNG
uygulama ve kontrol gruplarinda saptandigi, 96 saatlik uygulama gruplarinda ise
kas dokusunda diisik doz uygulamasina ait degerlerde artis, bununla beraber
yiiksek doz uygulamasinda ise azalma tespit edilmistir. Karaciger dokusunda ise
diisiik doz LNG uygulamasinin kas dokusu ile karsilastirildiginda azalmaya
neden oldugu, yiiksek dozda ise benzer degerlerin goriildiigli, karaciger
dokusunun LNG uygulamasina kas dokusuna gore daha duyarl ve oksidatif stres
i¢in 1yi bir indikator oldugu,

tespit edilmistir.

Bu baglamda, enzim aktivite degerleri, incelenen tiim parametreler agisindan istatistik

olarak onemli bir farklihlk sunmamistir. Ancak, gruplar arasindaki farkliliklar

64



azimsanmayacak diizeydedir. LNG uygulamasmin 6zellikle yiiksek dozlarda ve artan
stirelerde denenmesinin, balik metabolizmasinda oksidatif stres yaratarak farkli sonuglar
olusturdugu belirlenmistir. Bu agidan, LNG’ nin balik iizerindeki etkilerinin ne sekilde
gelistigine doniik arastirma sorusununun cevaplanmast miimkiin olmustur, alaninda ilk
calisma olan bu arastirma sonuglarinin daha sonra yapilacak oOzellikle gestajen
maruziyetinin hedef dis1 tiirlerde olusturacag: etkileri aydinlatabilecek calismalara bir

referans kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir.
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