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1. OZET

TRIFLURALININ SICAN KARACIGER VE DUODENUMU UZERINE ETKIiSINIiN
BiYOKIMYASAL ve HISTOLOJIK INCELENMESI

SONER ATMACA
Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali

Calismamizda tarim alanlarinda yogun bir sekilde kullanilan dinitroanniline tiirevi bir
herbisit, Trifluralin’in (TRF) karaciger ve duodenum {iizerine olas1 toksik etkileri histolojik ve
biyokimyasal olarak incelendi.

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurulu’nun 21.11.2008 giin ve
128 sayili karari ile ¢aligmaya baslandi.

Arastirmamizda yaklagik 200-250 gr agirhiginda 30 adet Wistar susu erkek sicanlar
kullanildi. Siganlar her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Birinci grup herhangi
bir sey uygulanmamis Kontrol grubu. Ikinci grup musir yagr verilen Sham grubu. Ucgiincii
grup 2 g/kg/giin TRF+misir yagi verilen Yiiksek Doz(YD) grubu. Dordiincii grup 0.8
g/kg/giin TRF+musir yagi verilen Diisiik Doz (DD) grubu. Uygulanan maddeler 21 giin
siireyle intragastrik gavaj yoluyla verildi. Deney sonunda sicanlar sakrifiye edildi. Deneklerin
karaciger ve duodenumlari rutin histolojik doku takibinden sonra immunhistokimya
TUNNEL pozitif hiicre sayimi ve H&E ile boyanarak histolojik degerlendirme ve
morfometrik Olglimler yapildi. Diger kisim doku oOrnekleri ise MDA, GPx ve SOD
degerlendirmeleri i¢in ayrildi. Deney sonu alinmis olan kan 6rnekleriylede, AST, ALT, ALP
ve Albumin seviyeleri degerlendirildi. Ayrica siganlarin deney basinda ve deney sonundaki
viicut agirliklart da 6lgiiliip degerlendirildi.

Histolojik ve morfometrik degerlendirmeye gore, TRF uygulanmis YD ve DD
gruplarinin, kontrol ve sham gruplarina gore karaciger ve duodenum dokularinda hasarin
oldugu, Tunel pozitif hiicrelerin YD ve DD gruplarinda Kontrol ve Sham gruplarina gore
fazla sayida oldugu gozlendi. Gruplar aras1t MDA, SOD ve GPx degerleri kiyaslandiginda
karaciger dokusunda YD ve DD grubunda Kontrol ve Sham grubuna oranla MDA diizeyinin
artigi ve GPx diizeyinin ise azaldigi gozlenirken SOD degeri sadece YD grubunda anlaml

diizeyde azalma gostermistir. Duodenum dokusunda MDA ve SOD degerleri YD grubunda



anlaml diizeyde degisiklik gosterirken diger gruplarda farkliliga rastlanmamistir. Ancak GPx
diizeyleri degerlendirildiginde gruplar arasi bulunan fark istatistiksel olarak anlamli degildir.
Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda TRF’ nin karaciger ve duodenum dokularinda oksidatif
stresi arttirdigi, histolojik hasar olusturdugu ve biyokimyasal degisikliklere neden oldugunu

diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Trifluralin, Karaciger, Duodenum, Apopitoz, Oksidatif stres



SUMMARY

HISTOLOGIC AND BIOCHEMICAL RESEARCH OF TRIFLURALINE EFFECTS
ON RAT DUEDONUM AND LiVER
Soner ATMACA

Dokuz Eyliil Medical Sciences Institude Histology and Emriyology Department.

In our study, we examined toxicologic effects of Trifluralin, a dinitroanniline derive
which has a wide usage area in agriculture worldwide, on duedonum and liver tissues

histologically and biochemically.

Study started with the decision of Dokuz Eyliil Medical Sciences Institude Ethics
Commission dated on 21.11.2008, no. 128.

In our investigation, approximately 200-250 grams were used 30 Wistar strain male
rats. Rats in each group to be 7 animals were divided into 4 groups. Anything applied to the
first group, the control group. The second group given corn oil Sham group. The third group,
2 g/ kg / day given TRF + corn oil, High-Dose (HD) group. The fourth group, 0.8 g/ kg / day
given TRF + corn oil, low-dose (LD) group. Applied substances for a period of 21 days was
given by intragastrik gavaj. Rats were sacrified after the application. Fragments of collected
tissues from duedonum and liver were embedded in paraffin blocks and sectioned after
routine histologic technics for counting TUNEL positive cells and stained for histologic and
morfometric examining with H&E. Other parts of tissues were used for MDA, GPx and SOD
examination. Blood samples were collected at the end of the experiment for examining AST,
ALT, ALP and Albumin levels. And body weights of rats were recorded before and after the

experimental process.

According to histologic and morfometric assesment; HD and LD group liver and
duedonum tissues were found damaged than sham and control groups. In HD and LD groups
TUNEL positive cell numbers were comperatively more than sham and control groups.
According to MDA, SOD and GPx assesment; HD and LD groups’ MDA rates were found
higher and GPx levels were found lower than sham and control groups in liver tissue. SOD

levels were found significantly lower in only LD group. In duedonum tissue; MDA and SOD



levels showed differences significantly only in LD grup. GPx level assesment didn’t give
significant statistical datas. According to our study results; we can say that TRF induces
oxidative stress, causes histological damages and biochemical changes in liver and duedonum

tissues.

Key words: Trifluraline, Liver, Duodenum, Apoptosis, Oksidative stress



2. GIRIiS VE AMAC

Pestisit(PES)’ler tarimda zararli bocekleri ve yabanci otlar1 Oldiirmek amaciyla
kullanilan kimyasal maddelerdir. Tarimsal savasta kullanilan PES’lerin, zararlilarda direng
gelisimi, hedef dis1 organizmalara etkileri ve dogal dengeyi bozma gibi bir¢ok olumsuz
etkileri vardir. Bu ilaglarin énemli olumsuz etkilerinden bir tanesi de tiiketilen tirtinlerdeki
kalinti problemidir. Ureticilerin tarim ilaglarin1 uyguladiktan sonra bekleme siiresine
uymamalart ve sik araliklarla yiiksek dozlarda ila¢ kullanmalari gibi nedenlerden dolay:
iriinlerde ila¢ kalintisina rastlanmaktadir. Kontrolsuz kullanilan PES’lerin yol actig1 birgok
zehirlenme vakasinin yani sira toksik ve karsinojenik etkileri de bilinmektedir .

PES kullaniminin tartisilmaz yararlarina karsin etkin denetimden yoksun ve asiri
miktarlarda uygulanmasi insan dahil hedef olmayan diger canlilarda zehirlenmelere ve
Oliimlere neden olmakta, ekosistemlerin ve besinlerin kirlenmesine yol agmaktadir. PES’lerin
yaygin olarak kullanilmasindan kisa siire sonra 1950' li yillarda 6nce DDT nin daha sonra da

@) insanlar ve yabamil yasamda hedef olmayan canlilara zararh

kullanilan diger ilaglarin
etkileri ortaya konmaya baslanmistir. Tarim ilaglarinin canlilar iizerindeki etkileri fetal
yasamdan itibaren baslamaktadir™®. Bu ilaclar plasentadan fetusa gegmekte, bunun sonucunda
diistikler, hiperpigmente ve hiperkeratatik ¢ocuk dogumlar1 goriilmektedir. Yapilan hayvan
deneylerinde ise radyoaktif isaretli ila¢ verilmesinden 5 saat sonra ilacin plasentaya gectigi,
fetusun goz, sinir sistemi ve karacigerinde yerlestigi gozlenmistir ¥. PES’lerden bir boliimii
(Organofosfath ve karbamatli insektisitler) de etkilerini dogrudan dogruya periferal ve
merkezi sinir sistemi lizerinde gostererek organizmanin yasamini tehdit etmektedir. Tarim
ilaglarinin kanin sekilli elementlerine yani eritrosit ve lokositlere olan zararli etkileri de
yapilan hayvan deneylerinde goézlenmistir. Eritrositlerde in vitro kosullarda yapilan bir
deneyde ise eritrosit antioksidan sistem enzimlerinin aktivitelerinin degistigi de gbzlenmistir.
)

Diger taraftan PES’ler asetilkolinesteraz enzimini inhibe etmekte, alt beyin kokiinde
solunum kontrol merkezlerinin baskilanmasi ile canlinin 6liimiine neden olmaktadir.®
Yine PES’lerle yapilan deneylerde Trikarboksilik asit (TCA) enzimlerinin (malat
dehidrogenaz, siiksinat dehidrogenaz) inaktive oldugu bulunmustur.”’
Yapilan diger bir ¢alismada da PES’lerin karaciger ve kas bozulmalarina neden oldugu

saptanmustir ®. PES’lerin, kullanildig1 tarim alanlarinda insanlar iizerine toksik etkileri ile

ilgili ¢alismalarda renal ve hepatik toksisiteyi arttirdigr saptanmustir . Tiirkiye’de 2002 yili



sonu itibariyle 2109’a yakin ruhsatli ila¢ olup bunlar i¢inde yer alan etken madde 358 ¢esittir.
(10)

Bu denli ¢ok tiiketilen toksik PES’lerin kullanimi, 6zelliklede bilingsiz kullanimi1 hem
tarimla ugrasan ciftgilerimizi hem de bu besinleri tiiketen halki tehdit etmektedir.

TRF’nin karaciger ve duodenum {iizerine vermis oldugu etkileri histolojik ve
biyokimyasal acidan inceleyen calismaya literatiirde rastlanmamistir. Bu nedenle deneysel
modelimizde TRF’nin karaciger ve duodenum iizerine etkilerini histolojik ve biyokimyasal

olarak incelenmesi amacglanmustir.



3. GENEL BIiLGIiLER

3.1. Karaciger

3.1.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger eriskinde yaklasik olarak 1,5 kg agirliginda olup, hem karin boslugunda yer
alan organlarin, hem de vicuttaki bezlerin en biylgidiir. Epigastriumun ve sol
hipokondriumun iist medial boliimiinii kaplayip, sag hipokondriumda yer alir. Lobus hepatis
sinister, lobus quadratus, lobus caudatus ve lobus hepatis dexter olmak iizere dort lobu vardir.
Facies diaphragmatica ve facies visceralis olmak iizere iki yiizli vardir. Ligamentum teres
hepatis, ligamentum falciforme hepatis, ligamentum coranarium Onemli ligamentleridir.
Fissura ligamenti teretis, fissura ligamenti venosi, visseral yiizdeki fissuralardir. Porta hepatis
de (hilus) bu yiizde bulunur. Visseral yiizde komsu oldugu organlara ait izler vardir. Safra
kesesi karacigerin visseral yiiziinde bulunur. Fundus, korpus ve kollum bolgelerinden olusur.
Karaciger hiicreleri tarafindan yapilan safra ductus hepaticus communis ile taginir. Ductus
hepaticus communis safra kesesinin, kanali ductus cysticus ile birleserek ductus choledocusu
olusturur. Bu kanal Duodenumun ikinci parcasina acilir.  Karacigerin sempatik ve
parasempatik innervasyonu plexus coeliacustan gelir. Karaciger ikili kanlanmasi1 nedeniyle
sindirim sisteminin fonksiyonel agidan ¢ok énemli bir orgamdlr.(l D

Diaframla ve arka yiiziinde abdomen duvariyla temas eden kisimlar1 diginda karaciger
¢epegevre peritonla ortiiliidiir.?

Peritonun altinda elastik fibrillerden zengin, sik1 bag dokusu yapisinda Glisson kapsiilii
bulunur ve organi distan kusatlr.(lz)

Glisson kapsiilii hilus bolgesinde igeriye dogru girer ve organi parankim agirlikli
lobiiller'e ayirir. Dort lob'dan olusan karacigeri lobiillere ayiran bag dokusu insanlarda ¢ok az
gelistiginden lobiil simirlar kolayca segilemez."” Birgok hayvanda ise interlobiiler bag
dokusu ¢ok belirgindir.

Kanlanmasi

Karacigerin yap1 ve gorevini anlayabilmek i¢in kan dolagiminin iyi bilinmesi gerekir.
Karaciger bagirsaklar ile genel dolasim arasina yerlesmistir. Karacigere gelen kanin %25'ini
saglayan arterler arteria hepatica propria'nin, gelen kanin % 75'ini saglayan venler ise vena

porta hepatis'in dallaridir. Karacigere %25 oraninda kan getiren arteria hepatica oksijence

zengin besleyici bir damardir. Vena porta ile gelen vendz kan ise pankreas, dalak ve



bagirsaklardan tasman sindirilmis besin maddelerini ve hemoglobin yikim iiriinlerini
icermektedir (lipidler lenfatiklerle taginir).

Karaciger lobiil ve kanal yapisi ile diger tiim bezlerden farklidir. Portal ven karacigere
porta hepatisten girer. Sonra interlobar venlere ayrilir. Bunlar da incelerek interlobuler venler
seklinde lobiiller arasinda ilerler ve lobiiller arasindaki siniizoidlerle devam eder. Portal ven
ve hepatik arter karacigere porta hepatisten girerler ve karaciger iginde interlobar, segmental
ve interlobiiler dallara ayrilirlar. Ayrica lobiillerin kenarinda birlikte seyreden portal ven ve
hepatik arterin terminal dallar1 ve bu terminal dallarin lateral yan dallar1 bulunmaktadir.
Kanin biiylik kismi portal alan stromasindaki kapillerlerde akar. Sadece ¢ok az bir kismi
terminal hepatik arteriyollerden akar. Safra kanallar1 etrafinda yogun bir kapiller ag olusur.
Bu aga periduktal pleksus adi verilir.

Klasik lobiiliin ortasinda yerlesmis olan santral ven ise lobiil boyunca ilerledik¢e biiyiir
ve tasidigi kani sublobuler vene bosaltir. Biiyiik sublobiiler venler ise tasidiklar1 kani daha
genis olan sublobar venlere, oradan da vena cava inferiora bosaltirlar. Boylece karacigeri terk

eden kan sag atriuma geri déner." D

3.1.2. Karaciger Histolojisi

Karaciger; en genis hacimli ve en agir i¢ organdir. Yogun bir damar agina sahiptir ve
birgok yonden hayati 6nem tasir. Karin boslugunda, sag iist kisimda ve diyaframin hemen
altinda bulunur. Birbirine neredeyse esit biiyiikliikte sag ve sol loblar1 vardir. Bu loblarin
etrafin1 siki bag dokusu yapisinda olan Glisson kapsiilii denen yap1 sarar. Embriyonik
donemde 6n barsagin endoderminden gelisen hepatik (karaciger) divertikiilden koken alir. Bu
divertikiilden ¢ogalan parankim hiicreleri, transvers septumun mezenkimine gecis yapar ve
burada , vitellin ve umblikal venlerle baglantili bir kapiller ag olusturur. Karaciger hem
endokrin hem de ekzokrin islevselligi ile sindirim agisindan ¢ok énemli bir organdir. (13)

Karacigerin yapisal organizasyonunu ve bu yapit elemanlarinin birbirleriyle olan
fonksiyonel iligkilerini agiklamak i¢in 3 farkli karaciger birimi (karaciger lobiilii)
tanimlanmistir ve bu birimler asagida sirastyla ozetlenmistir."'?

Klasik Karaciger Lobiilii:

Silindirik ya da prizmatik bi¢imlidir. Tam kapsiil altindakiler disinda kalan lobiillerin
cogunun apeksi hilusa yoneliktir. Lobiillerin sayis1 yaklasik 1 milyon olup 2 mm boyunda ve

700 mikron ¢apindadirlar."?



Enine kesitlerde lobiil altigen seklinde segilir. Her kdsesinde portal alan, ortasinda vena
sentralis (terminal hepatik veniil) denen ve siniizoidlerden gelen kanin toplandigi bir damar
bulunur. Vena sentralis’den perifere dogru i1sinsal tarzda wuzanan ve birbirleriyle
anastomozlasan karaciger hiicre kordonlar1 (hepatosit plaklar1) bir epitelyal ag olustururlar.
Bu hepatosit kordonlar1 arasinda ise siniizoidler yer alir. Siniizoid duvarinda endotel
hiicrelerinin yanisira Kupffer hiicreleri de bulunur.

Klasik lobiiliin en disinda yer alan ve simirlayici hiicre plaklarini olusturan hepatositler
ile interlobiiler bag dokusu arasinda Mall arahgi adi verilen, lenfatik damarlara agilmadan
onceki bolge olup ancak elektron mikroskobik diizeyde goriilen bir alan yer alir.

Portal Lobiil:

Bu adlandirma, safranin salgilanis1 goz Oniine alinarak yapilmistir. Portal aralik i¢cindeki
bir safra duktusuna safra veren komsu karaciger hiicreleri (degisik klasik lobiile aittirler)
portal lobiil olarak gruplanir. Ug klasik karaciger lobiiliiniin v. santralislerinin
birlestirilmesiyle portal lobiiliin siirlari ¢izilir. Enine kesitte tiggen seklindedir.""

Hepatik Asiniis (Rappaport Asiniisii):

Iki komsu klasik lobiil igcinde ayni interlobiiler venden kanlanan hiicre gruplari hepatik
asiniis olarak tanimlanir. Lobiiller arasinda ilerleyen intertiibiiler ven komsu iki lobiile
dagilmaktadir. Enine kesitte baklava dilimi bi¢imindedir. Vene yakinhig1 dikkate alinarak
asinus hiicreleri 3 zona ayrilir''. Klasik lobiil i¢i zon ayirimi da bu esasa dayanarak yapilir.
Buna gore her hepatik asiniisdeki hepatositer kisa bir eksen etrafinda yerlesmis konsantrik
eliptik zonlar halinde tanimlanir: Boylece,

e Zon 1 (santral zon= hepatik zon): Bu, eksene en yakin ve oksijen agisindan en
zengin bolgedir.

e Zon 2 (intermediate zon): Keskin sinirlarla ayrilmamakla birlikte zon 3 ve zon 1
arasinda yerlesmistir.

e Zon 3 (portal zon): Bu, eksenden en uzak ve santral vene en yakin kisimdir, yani
asiniisiin merkezidir. Ayn1 zamanda oksijen acisindan en fakir zondur.

Zon 1 hiicreleri karacigere gelen kanda bulunan besin ve toksinlerle ilk olarak
karsilagan, safra kanal1 ttkanmalarini takiben ortaya ¢ikan degisikliklerin ilk olarak gozlendigi
hiicrelerdir. Kan dolagimi bozuldugunda bu hiicreler en son oliir, ayn1 zamanda da ilk olarak

bu hiicreler yenilenir.



Zon 2 hiicrelerinin fonksiyonel ve morfolojik ozellikleri zon 1 ve zon 3 hiicreleri
arasinda bulunmaktadir."?

Zon 3 te yerlesen hiicreler ise sentrilobiiler iskemik nekrozdan ilk olarak etkilenen
hiicrelerdir. Ilk yag birikiminin bu hiicrelerde gdzlendigi ve toksik maddelere cevabin en son

bu zonda gelistigi bildirilmektedir.

¢ Hepatositler: Karaciger parankim hiicresi olan hepatositlerin yapisal 6zellikleri
fonksiyonel cesitliligine yonelik ¢ok farkli 6zellikler gésterir.(ls) Organellerin sitoplazmadaki
dagilimi da hiicrenin lobiil i¢indeki yerine ve islevine bagh olarak degisiklik gosterebilir.
Hepatositler ¢aplart 20-30 mikron olan genis poligonal hiicrelerdir. Karacigerdeki
hiicrelerin yaklasik %80’ini olustururlar. Hiicrelerin merkezinde 1 ya da 2 adet oval,
okromatik ve ¢ogunlukla poliploid kromatin igeren niikleus bulunur'®. Niikleuslar icerisinde
iki ya da daha fazla niikleolus belirgin olarak gozlenebilir. Diiz ve graniilli endoplazmik
retikulumlarin vezikiil ve tiibiilleri, golgi kompleksi ile devamlilik gdsterir. Sitozolde bol
miktarda serbest ribozom bulunur. Glikojen igerigi siklikla diiz yiizlii endoplazmik retikuluma
ve golgi kompleksine bagl olarak bulunur'®. Lizozomlar cesitli boyutlarda ve bol miktarda
gozlenir. Bunlardan bazilari lipofuskin ve lamelli proteinler icerir. Genellikle kanalikiiler ytize
yakin konumludurlar. Her bir hepatosit temel islevi toksik H,0,'nin yikimi olan 200-300 adet
peroksizom igerir. Mitokondriler her hiicrede ortalama 100 adet ve sitoplazma i¢inde daginik
halde bulunurlar. Hepatositlerin igerdigi mitokondri sayis1 bazen 2000'e kadar ¢ikabilir.
Mitokondriler Hematoksilen eosin (H&E) kesitlerde eozinofil boyanan alanlar seklinde

gozlenirler."

¢ Hepatositlerin Yiizleri

Hepatositler {ic 6nemli yiize sahiptirler. Bunlar, siniizoidal, kanalikiiler ve interselliiler
yiizlerdir.
I. Siniizoidal Yiiz: Disse aralifiyla hepatositlerin sinilizoidlerden ayrildig1 yiizdiir,

hepatositlerin bu araliga bakan kisimlar1 kisa ve diizensiz mikrovilluslar icerir ve bodylece
hepatositlerin bu yiizleri 6 kat genisletilerek, sekresyon ve absorbsiyon i¢in genis bir yiizey
alan1 olusmus olur. Bu yiiz bir hepatositin toplam yiiziiniin %70'ini olusturur ve bu yiiz ile
siniizoidler ve hepatositler arasindaki madde alis verisi gergeklesir.(”)

II.Kanalikiiler Yiiz: Bu yiiz araciligiyla hepatositlerde yapilan safra, kanalikiillere

bosaltilir, bu yiiz toplam hepatosit yiiziiniin %15'ini olusturur, hepatosit sitoplazmasinin bu

yiize yakin sitoplazma kisimlar1 aktin filamantlerinden zengindir. Bu filamentler muhtemelen
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kanalikiiliin capii artirip safra akis hizin1 arttirmaktadir. Kanalikiiler liimenin etrafindaki
hiicre zar1 ise alkalin fosfataz, adenozin trifosfataz enzimlerince zengindir.

ILInterselliiler Yiiz: Bu yiiz iki komsu hepatositin birbirine bakan yiizleridir.

Hepatosit sitoplazmalar1 genelde asidofil olmakla birlikte; H&E ile boyanan parafin
kesitlerde, sitoplazmada, graniilli endoplazmik retikulum ve serbest ribozomlardan
kaynaklanan bazofil boyanan alanlar gozlenir. Bu alanlar ergasitoplazma olarak adlandirilir.
Diiz yiizlii endoplazmik retikulum 6zellikle periportal hepatositlerde bol miktarda bulunur. Bu
organelin sisternalarinda detoksifikasyon islemi gergeklesir. Bazi ila¢g ve toksinlere maruz
kalma, hepatositlerin diiz yiizlii endoplazmik retikulum iceriginin artmasina neden olur.
Ayrica Hepatositler glikojen icerigi bakimindan zenginlerdir ve elektron mikroskobuyla
rozetler seklinde gozlenen bu igerik 151k mikroskobik olarak Periyodik Asit Shift (PAS)
teknigi ile gésterilebilir.(]g) Yag boyalari ile sitoplazmada cesitli boyutlarda lipid damlaciklar
da goriilebilir."” Ozel boyalarla hepatositlerde oldukga aktif olan golgi komplekslerini de

tesbit etmek mumkiindiir.

+¢ Sintizoidler
Hepatosit kordonlar1 arasinda yerlesmis olan hepatik siniizidler, ince ve kesintili bir
endotel ile ortiiliidiir. Bu kesintili siniizoidal endotelin altinda yer alan bazal membran da
kesintilidir. Hepatik siniizoidlerin duvarinda bir c¢esit makrofaj olan Kupffer hiicreleri
bulunur. Siniizoidler, portal ven ve hepatik arterin terminal dallarindan kanlanirlar. Kan
icerigi hepatositlerde modifiye edildikten sonra bu kani terminal hepatik, ventillere bosaltirlar.

Sintizoidler kapillerlerden daha genistir ve daha diizensiz bir yapiya sahiptir.

+¢ Siniizoidlerde Yer Alan Hiicreler ve Yapilar.

I.LEndotelyal Hiicreler

Sintizoid duvarini1 doseyen yassi epitel (endotel) hiicreleridir. Pinositoz aktivitelerinden
dolayr vital boyalarla boyanabilirler. Bu aktiviteden dolay1 elektron mikroskobunda hem
adluminal hem de abluminal yiizeylerde pinositotik vezikiiller gozlenir. Hiicreler arasinda
sitoplazmik agikliklar bulunmakla birlikte elektron mikroskobik olarak bazal lamina igeriginin
miktar acgisindan farklilik gosterdigi tesbit edilmistir. Ornegin bazi hiicrelerde kesintili
siniizoidal epitel hi¢ bazal lamina icermez. Ozetle bazi hiicreler tamamen birbirinden ayri
bulunabildigi gibi baz1 hiicreler de sitoplazmik delikler yardimiyla baska endotel hiicrelerine

tutunmus halde bulunabilirler.*”
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IL.Kupffer Hiicreleri

Bu hiicreler Kupffer tarafindan 1898’de altin impregnasyon metoduyla boyanarak
tanimlanmistir. Mononukleer fagositer sistemin bir {iyesi olan Kupffer hiicreleri hepatik
sinlizoidlerin duvarina tutunmus ve liimene dogru sarkmis sekilde bulunurlar. Bu hiicreler
siklikla yikilmis eritrositleri igerirler ve demir pigmentlerini depolarlar. Fagosite ettikleri
mataryali ise kana verirler. Lityum karmin ya da tripan blue gibi vital boyalarla iyi boyanirlar.
Ayni zamanda karbon ve toryumdioksit partikiillerini de fagosite ettikleri i¢in bu maddelerle
de gosterilebilirler. Siniizoid endoteline baglanmak i¢in herhangi bir baglanti kompleksi
olusturmazlar. Diizensiz hiicre ylizeyleri ile siniizoid liimeninde bulunan kan ile temas
halindedirler. Ince bir glikokalikse sahip olduklari belirlenmistir. Hiicre membranlart
sitoplazmik invaginasyonlar gosterir.!” Sitoplazmalari organel agisindan zengin olup endotel
hiicrelerine gére daha heterojen yapidadir. Cesitli boyut ve yogunlukta bol miktarda lizozom
igerirler. Jukstanukleer bir sentrozom ve Golgi kompleksine sahiptirler. Kisa sisternali
graniiler endoplazmik retikulum sitoplazma igerisinde daginik halde bulunur. Peroksidaz
enzimi bu GER'larin perinukleer sisternalarinin liimenlerinde bulunur. Kupffer hiicreleri

mitozla gogalabilirler(l4).

IILPerisiniizoidal (Disse Araligi) Aralik

Karacigerde tanimlanan yapilardan bir digeri de perisiniizoidal araliktir (Disse aralig1).
Bu yap1 ancak elektron mikroskobik olarak gdzlenebilir ve sinilizoidlerdeki kan ile karaciger
hiicreleri arasinda materyal degisim yeridir. Bu degisimin etkinligi 6nemli Olgiide
hepatositlerin bu araliga bakan yiizlerinde bulunan mikrovilluslara baghdir. Bu bdlgede
miyelinsiz aksonlar bulunur. Ayrica yine bu bdlgede mikroskopistler tarafindan kollagen ve
retikiiler fibriller oldugu bildirilmistir. Bu bosluk ayrica lenf dolagimi agisindan da 6nemlidir.
Perisiniizoidal boslukta kalan plazma, periportal bag dokusu ile klasik lobiilii en distan
cevreleyen hepatosit dizisi arasinda kalan ve ancak elektron mikroskobuyla goriilebilen Mall

araligina bosalir.?"

+¢ Perisiniizoidal (Disse Araligi1) Aralikta Yer Alan Hiicreler
I.ITO Hiicreleri (Stellate hiicreler, Liposit, Interstisiyel hiicre)
Bu hiicreler de Kupffer hiicreleri gibi gold klorid teknigi ile gosterilebilirler. Fagositik
aktiviteleri yoktur. Bazi sitolojik 6zellikleri fibroblastlara benzerdir. Periferal ve ara zonda

santral zondan daha fazla miktarlarda bulunurlar. Bu hiicrelerin orijinleri ve fonksiyonel
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onemi tam olarak anlasilamamistir. Yag depolanmasi ve A vitamini metabolizmasinda rol
oynadiklar1 bilinmektedir. Ayrica toksin artisina cevap olarak gelisen perisiniizoidal
stromanin arttig1 durumlarda bu hiicreler kollagen sentezleyerek fibrozise neden olabilir. Bu
ozellikleri dolayistyla miyofibroblastlar olarak adlandirilabilirler.*?

I1.Pit Hiicreleri

Perisiniizoidal aralikta bulunan bu hiicreler bu bdlgedeki endotel hiicrelerine tutunurlar.
Kisa psddopodlar ve sitoplazmik graniiller tagsiyan bu hiicrelerin natural killer hiicreleri
olabilecekleri diistintilmektedir. Tasidiklar1 bu sitoplazmik graniiller acisindan gastrointestinal
epitelin enteroendokrin hiicrelerine benzemektedirler. Fare ve siganlarda tanimlanan bu

hiicrelerin insan karacigerinde bulunup bulunmadig: da heniiz bilinmemektedir.*?

+¢ Safra Yollar

Safra yollarinin en kii¢iik dali hepatositlerin 6zellesmis yan ylizleri arasinda kalan ve
safra salgisini i¢ine bosalttiklar1 safra kanalikiiliidiir. Kanalikiil duvarin1 hepatositler olusturur
ve kanalikiil i¢ine hepatositlerden diizensiz mikrovilluslar uzanir. Bu kanalciklarla safra
lobiiliin periferindeki kiiciik, terminal safra kanallarina (Hering kanali) akar ve bu kanallar da
portal alanda bulunan interlobiiler safra kanallarina bosalir. Portal alanlardaki safra kanallar
sag ve sol lob icinde lober safra kanallarim1 olustururlar. Bu lober kanallar da hilusta
birleserek ductus hepaticus communis'i olusturur. Ductus hepaticus communis ve ductus
cysticus birleserek ductus choledocus'u olustururlar. Ductus choledocus da safrayr duodenuma
gotiirlir. Bu kanal duodenumun ampulla bolgesine acgilir. Bu bolgede duodenumun muskularis
eksternasinin kalinlasarak olusturdugu bir yap1 olan Oddi sfinkteri bulunur ve bu yap1 Ductus
choledoctus ve pankreatik kanali ¢evreleyerek safranin ve pankreatik sivinin duodenuma

akmasinda kapak vazifesi goriir.

¢ Lenf Bosluklar
Karaciger viicutta iretilen tim lenf miktarinin yaklasik 1/4'inii iretir. Hepatik lenf,
icerdigi yliksek orandaki albumin ve globulin gibi plazma proteinleri agisindan viicuttaki
diger lenf sivilarindan farklidir. Lenf damarlar1 histolojik olarak gdzlenmez. Lenf sivisinin

Disse araligindan lobiiliin periferine iletildigi diisiiniilmektedir.*
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3.1.3. Karacigerin Histofizyolojisi

Hem ekzokrin hem de endokrin fonksiyonlariyla bir bez gorevi yapan karacigerin 100
den fazla fonksiyonu vardir. Bu fonksiyonlarin ¢ogu hepatositler tarafindan yerine getirilir.
Bu fonksiyonlardan bazilari; safra ve ¢esitli endokrin salgilar1 iiretmek, sindirim kanalindan
gelen son driinleri metabolize etmek, glikojen lipid gibi paraplazmatik inkliizyonlar
depolamak, hormonal ve sinirsel uyaranlara cevap olusturmak, ilag ve toksinlerin detoksifiye
etmek, IgA'yla Disse araligindan safraya tasimak, yasli eritrositleri yikmak ve Kupffer
hiicreleri ile immiinolojik fonksiyon gormektir. Karaciger yiiksek oranda kanlanan bir
organdir. Dakikada yaklasik 400 ml portal venden, 100 ml hepatik arterden karacigere kan
gelir ve bu kan siniizoidlerden gecerken karacigerin her graminda 1,2 milyar adet bulunan
Kupffer hiicreleri tarafindan siiziiliir. Laktik asit, gliserol ve piriivik asit gibi metabolitler
karacigerde once glikoza ve daha sonra glikojene doniistiiriiliir. Glikoza ihtiyag oldugu
durumlarda glikojen fosforilaz enzimi yardimiyla glikoza doniistiiriilerek kana verilir.
Fosforilaz enzimi karacigerde normalde pasif formda bulunur ve ihtiya¢ oldugunda epinefrin
ve glukagonla aktiflestirilir. Diyetle almman yagin fazlasi karacigerde kolesterole
dondustiirtilerek depolanir. Kolesterol ise hepatositlerde agraniiler endoplazmik retikulumlarda
asetata doniistliriiliir. Ayrica karacigerde albiimin (giinde yaklasgtk 13 mg.) ve kan
pihtilagsmasinda gorev alan fibrinojen, protrombin ve faktor I1I, immunglobulinler, transferrin

gibi nemli proteinler de iiretilir.*¥

3.1.4. Karacigere Patolojik Yaklasim

Karacigerde mikroskobik olarak gozlenebilecek bazi patolojik durumlar sunlardir:

Fokal nekroz: Birkag hepatositten olusan bir hiicre kiimesinin nekrozu olarak tanimlanir.
Bu alanlarda lenfositler ve makrofajlar da bulunur. Nekrotik hepatositler hizla ortadan
kaldirildiklar i¢in, nekroz alaninda genellikle se¢ilemezler. Fokal nekroz ¢ok sik goriiliir ve hig
bir hastalifa 6zgii degildir. Zonal nekrozlar1 da fokal nekrozlarin biraz daha belirgin bigimleri
olarak gormek miimkiindiir. Karaciger asinuslarimi segici bigimde etkileyen nekrozlar,
periveniiler, periportal ve zonal nekrozlar olarak adlandirilabilirler.*

Fibrozis: Yara iyilesmesinin dogal bir sonucu olan fibrozis, karacigerde de degisik
zedelenmeleri izleyerek olusabilir. Fibrozis, asinus yapisini bozacak ve karacigerin 6zel kan

akimini etkileyecek bicimde oldugunda, agir bir patolojik durumdur. Kopriilesme nekrozunu

izleyerek olusan fibrozis, rejenerasyonla birlikte oldugunda hastalik siireci siroza dogru ilerler.
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Alkolik karaciger hastaliginda ise, enflamasyon hafif ve fibrozis az sayilabilecek miktarda
olmasina ragmen, kollagen {iiretimi (fibrozis) Disse araliginda oldugu i¢in, hepatositlerin kanla
iliskisi belirgin olarak azalabilir. Karaciger fibrozisi, cogu olguda geri déniissiizdiir.*® Obezite
hiperleptinemi ile ilgili olup ciddi kronik karaciger hastaliklarinda fibrozis ve fibrozisin
siddetinin belirlenmesinde Onemlidir. Obezitenin karaciger iizerinde profibrogenik etkileri
oldugu diisiiniilmektedir.*® Fakat bu etkilerin mekanizmasi ve etiyolojisi bilinmemektedir.*®

Yagh Degisiklik: Hepatositlerin sitoplazmalarinda histolojik olarak kolayca secilebilen
vakuoller halinde nétral yag birikmesine makrovezikiiler yagh degisiklik adi verilir. Isik
mikroskobu ¢oziiniirliigiinde ancak secilebilen vakuoller halindeki birikim daha seyrek goriiliir
ve mikrovezikiiler yagli degisiklik olarak adlandirilir. Makrovezikiiler yagli degisiklikte
hepatosit ¢ekirdegi yag vakuolii tarafindan bir kenara itilmistir; mikrovezikiiler olanda ise,
kiiciik vakuoller ile g¢evrili ¢ekirdek ortada yer alir. Rutin histopatolojik inceleme sirasinda
kullanilan alkol yag molekiillerini par¢aladig: i¢in, yag igerigini gostermek icin oil red o, sudan
B ve Nile anilin mavisi gibi 6zel boya yontemleri kullanmak gerekir.*”

Karaciger yaglanmasinin baslica nedenleri sunlardir:

e Akut yaglanma: Gebelikte ve Reye sendromlu hastalarda goézlenen karaciger
yaglanmalar1 genellikle bu tiptir. Ilaglar, karbon tetrakloriir tetrasiklin, valproik asit,
amiodarone ve kortikosteroidler bu tip yaglanmaya neden olabilirler.*®

e Kronik yaglanma: Karacigerde goriilen kronik yaglanmanin temel nedenleri
arasinda alkol alimi, obezite, diyabet, hiperlipidemi, jejunoileal by-pass, protein kalori
malniitrisyonu, total paranteral beslenme, kronik hepatit C, Wilson hastaligi, inflamatuvar
bagirsak hastaliklar1 ve AIDS sayilabilir.*”

Uzun siire ve asirt miktarlarda etil alkol alanlarin bir kisminda karacigerde hasara yonelik
bulgular ortaya ¢ikar. Bunlarin en hafif bicimi yagh degisiklik, daha agir1 steatohepatitis ve
en agir alkolik sirozdur.®” Ancak, alkolizm ile birlikte olan kotii beslenmenin karaciger
hasar1 olasiligin1 daha ¢ok artirdigi, hatta hasardan aslinda bu beslenme bozuklugunun sorumlu
oldugu distiniilmektedir. Ayn1 miktar ve silirede alkol kullanan kadinlarda, karacigerde
hasarlanma olasilig1 erkeklerden daha yiiksek ve hastaligin seyri de biraz daha agirdir.

Siroz: Hepatositlerin 6liimiine yol agan ve uzun siiren etkenler, fibrozis ve rejenerasyonla
birlikte olduklarinda siroz ortaya ¢ikar.Siroz, karacigerin diffiiz olarak fibrozis, nodiil olusumu

ve rejenerasyon gostermesi ile karakterli geri doniissiiz bir lezyonudur. Sirozun olugma hizi ve

seyri, etiyolojiye gore degisiklik gosterir’'. Oliim, hepatoselliiler yetmezlige ve/veya portal
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hipertansiyona bagli olabilir. Bu hastalarda hepatoselliiler karsinom riski de artmistir. Siroza
neden olan durumlar sdyle siralanabilir:

» Kronik viral hepatitler

» Alkolik karaciger hastalig1

» Safra yolu hastaliklari

» Primer hemokromatozis

» Wilson hastalig1

> Alfa-1 antitripsin eksikligi ve Idiyopatik (kriptojenik) siroz

Nodiiller, milimetrik boyuttan santimetrelerce c¢apa kadar ulasabilirler. Nodiillerin
icinde terminal ven benzeri yapilar ve anormal portal alanlar bulunabilir.

Son yillarda 6nemi gittikge artan non-alkolik karaciger yaglanmasina toplumda sik
olarak rastlanmaktadir.®” Genellikle iyi bir seyir gosteren karaciger yaglanmas,
kiiclinsenmeyecek bir oranda histolojik ilerleme gostererek karacigerde fibrozis ve siroza yol
acabilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda non alkolik karaciger yaglanmasinin kriptojenik sirozun
onemli bir nedeni olabilecegi gésterilmistir.(33)

Yagh karaciger konusunda yapilan caligmalar karaciger yaglanmalarinin genelinin
makrovezikiiler diizeyde oldugunu gostermistir. Yaglanma dereceleri ise diffiiz olabilecegi gibi
tek bir zonda da gbriilebilir.*” Bu hastaligin klinikte ad: steatozdur. Bunun bir sonraki asamas1
ise steatohepatit olarak adlandirilir.®® Steatohepatit, steatoz ya da farkli karaciger hasarlarina
bagli olarak gelisebilir. Bu hastalifin baslica karakteristik 6zelligi nekroz ve
enﬂamasyondur.(3 9 Bununla birlikte apoptotik cisimler, hepatositlerde sisme, Mallory

(€0

hiyalinleri ve fibrozis de rapor edilmistir. Ayrica yine bu hastalikta hepatosit

sitoplazmasinda elektron mikroskobik olarak kristalar1 kaybolmus anormal, dev mitokondriler
gdzlenmektedir.®
3.2. Duodenum

3.2.1. Duodenum Anatomisi

Ince bagirsagin birinci béliimii olan duodenum’un, ampulla (bulbus) kismu
intraperitoneal olup mide ile birlikte hareket edebilir. Geri kalan kismi, sekonder
retroperitoneal olup karin arka duvarina yapisiktir. ince bagirsagm geri kalan boliimii ise, bir
mezo vasitasiyla karin arka duvarina asili olup hareketlidir. Ortalama 25 cm uzunlugunda olan
duodenum, ince bagirsagin en kisa, en genis capli, en kalin duvarli ve en az hareketli olan

boliimiidiir. Bulbus’u harig, arka yiizii peritonsuz oldugu i¢in karin arka duvarma yapisiktir.
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Bu nedenle de az hareketlidir. Normalde bir U veya yarim halka seklinde olan duodenum’un
kavisi i¢ine caput pancreatis oturur. Duodenum’un tiimii, gobek seviyesinin yukarisinda
bulunur. Duodenum’un ilk boliimiine pars superior denir. Midenin pylorundan baslayan bu
boliim arkaya, yukariya ve saga dogru 5 cm uzanir. Bu seyri esnasinda, karacigerin lobus
quadratus’u altinda safra kesesinin boynu ile komsuluk yapar. Bu boliimiin pozisyonu,
midenin doluluk derecesine gore degisir. Pars superior, flexura duodeni superior denilen bir
kivrim yaparak asagi dogru ikinci boliim olarak uzanir. Pars descendens denilen bu ikinci
boliim, sag bobregin 6n yliziiniin medial boliimiinde veya sag medioclavicular hattin hemen
medialinde, 3. lumbal omur gévdesinin alt kenar1 hizasina kadar 8-10 cm iner. Duodenum, 3.
lumbal omur gévdesinin alt kenar1 hizasinda flexura duodeni inferior denilen ikinci bir kivrim
yaparak sol tarafa geger. Hemen hemen horizontal olan bu 3. boliime pars horizontalis denilir
ve gbébek hizasinin hemen yukarisinda bulunur. Uzunlugu da yaklasik 7,5 cm kadardir.
Duodenum’un pars ascendens denilen dordiincii boliimii, sol tarafta aorta’nin 6niinde 2,5 cm
yukar1 ¢ikar ve 2. lumbal omur hizasinda flexura duodenojejunalis’de jejunum ile birlesir.
Flexura duodenojejunalis, orta hattin 2,5 cm sol tarafinda ve planum transpyloricum’un da 1
cm asagisinda bulunur.®>4?

Kanlanmasi

A. gastrica dextra, a. supraduodenalis, a. gastroomentalis dextra, a.
pancreaticoduodenalis superior ve inferior’dan gelir. Duodenum’un {ist boliimii, a. hepatica
propria’dan da dallar alir. Bu dallar omentum minus’un sag boliimiinde seyrederler. Yine a.
gastroduodenalis’ten de dallar alir. Bu dallar pyloru da besler, fakat pylor ile duodenum
arasinda anastomoz yapmazlar.

Duodenum venleri v. splenica (lienalis), v. mesenterica superior ve v. portae’ye acilir.
Duodenum’un 6n ve arka ylizlerinde bulunan lenf damarlar1 kendi aralarinda bolca anastomoz
yaparlar. On taraftaki lenf damarlar arterleri takip eder ve mnodi lymphatici
pancreaticoduodenales superiores ile nodi lymphatici pylorici’ye agilirlar. Bu nodiillerden
¢ikan lenf damarlar1 da nodi lymphatici coeliaci’ye agilir. Duodenum’un arka yiiziindeki lenf
damarlar1 pankreas basinin arka yiliziine gecer ve asagida nodi lymphatici mesenterici

inferiores’e aglllrlar.(39’40)
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3.2.2. Duodenum Histolojisi

Ortalama 25 cm uzunlugunda olan duodenum, ince bagirsagin en kisa, en genis ¢apli, en
kalin duvarli ve en az hareketli olan bdliimiidiir. Histolojik olarak ince bagirsagin diger
boliimleriyle farklilik gostermesine ragmen birkag yoniiyle ayrilir.

Dort tabakadan olusur.
I.Tunika Mukoza
Kalin damardan zengin boliimdiir. Makroskobik olarak secilen iki yap1 dikkati ¢eker

bunlar

+¢ Plika sirkulares(Kerkring valviilleri)
Mukoza ve submukozanin bagirsak liimenini ¢evreleyen kalici katlantisidir. Plikalar
midenin agizlandig1 bolgenin u¢ kismindan 5 cm sonra olusmaya baslarlar ve duodenumun
jejenum ile birlestigi bolgede belirgin hale gelirler. Ileumun yar1 kismindan itibaren de

giderek yok olacak sekilde azalir.*"

% Villus

Ince barsagin tiim yiizeyini kaplayan mukozanm (plika sirkularislerin iizerinde de
bulunan) ortalama yiikseklikleri Imm olan, kiiciik parmak ya da yaprak bicimindeki
uzantilaridir. Bu kabartiya mukozanin sadece 2 tabakasi katilir. Lamina epitelyalis ve lamina
propria. Villuslar, muskularis mukozada sonlanacak sekilde olusan kriptalar1 olusturmak
tizere mukozanin derinliklerine dek uzanirlar. Villuslarin boyu, bagirsak duvarinin gerilimine
ve villuslarin en i¢ yapisindaki diiz kas liflerinin kasilmasina baghdlr.(“)

Villusun histolojisine bakacak olursak kalisiform ve silindirik ¢izgili kenarli hiicre
olmak iizere epitelde 2 tip hiicre gozlenir. Epitel altindaki lamina propria degisik sayida
lenfosit iceren gevsek bag dokusu yapisindadir. Muskullaris mukozadan. lamina propria igine
giren diiz kas fibrilleri villusun apeksinde bazal membrana ve ortada sentral lakteala
tutunurlar. Boylece kas kasilmasi hem lenf damarlarinda lenf hareketine hem de villusun
seklinin degismesine yol agar (villoz pompa).

Tunika Mukoza Duodenumda ii¢ laminalidir.

Lamina Epitelyalis:

Tek katli silindirik tipte epitel tabakasinda iki tip hiicre goriiliir.
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e Absorbsiyon yapan silindirik ¢izgili kenarli hiicre (Enterosit).

Esas olarak emilimle gorevli bu hiicrelerin apikal kisimlarinda 300 civarinda
mikrovillus bulunur. Mikrovilluslar ince bagirsak epitelinin ¢izgili kenarli gorlinmesine sebep
olur. Emilim disinda sindirime yardimci olan bazi enzimler de salgilarlar. Ornegin
mikrovilliislar, laktaz, maltaz ve siikrozun dahil oldugu membran i¢i enzimler igerirler. Bu
oligosakkaridler, karbonhidratlar1 hekzoslara indirgerler ve hekzoslar tasiyic1 proteinler ile
enterositlerin icine taginabilirler. Boylece fircamsi kenar enterositlerin yiizey alanini
arttirmakla kalmaz, ayn1 zamanda, proteinler ve karbonhidratlarin sindirimindeki son asamada
gerekli enzimler icin bir yerlesim alanm olusturur.“"

¢ Kalisiform Hiicre- Goblet Hiicresi- Mukus Hiicresi

Goblet hiicreleri ince ve kalin bagirsak mukozasini kaplayan bol miktarda koruyucu
mukus {iretir. Protein ve karbonhidrattan olusan yiiksek molekiil agirlikli glikoprotein
yapidaki mukus son derece yogun yiizey kayganlastiricidir ve ayni zamanda bakterilerin
epitele baglanmasini onler. Goblet hiicreleri apikal sitoplazmalarindaki sikica paketlenmis
biiylik (1-3 pm) salg1 vezikiilleri (musin graniilleri) tarafindan gerildikleri i¢in matara ya da
kadeh seklinde izlenirler. Orta derecede elektron yogun salgi graniilleri suprantikleer
yerlesimli golgi kompleksinden koken alir. Bazal sitoplazmadaki graniillii endoplazma
retikulumu birbirine paralel, yassi sisternalar icerir. Centikli ya da fincan sekilli ¢ekirdek
hiicrenin incelmis bazal kismina dogru itilmistir. Goblet hiicreleri 2-4 giinliik yasam
dongiilerinde bir veya iki salgilama dongiisiine sahiplerdir. Mukusu sentezler, depolar ve
bosaltirlar. Mukus, bosalmadan 6nce birbirinden ayri duran vezikiillerin bosalma sirasinda
birlesmesiyle olusan birlesik ekzositoz yoluyla bosalirlar. Insanlarda yeni sentezlenmis musin
graniilleri yiizeye 12-24 saatte ulasir. Epitelde goblet hiicreleri ve enterositler birlikte
bulunurlar ve lateral kenarlarindan hiicreleraras1 baglantilarla baghdirlar. Apikal hiicre
membranlari liimene uzanan kisa mikrovilluslara sahiptirler. Goblet hiicrelerin onciilleri hiicre
boliinmesi yetenegine sahip, kriptalarin dibinde yer alip yiizeye go¢ eden farklanmamis kok
hiicrelerdir. Goblet hiicreleri degisik tipte mukus salgilarlar. Sialomiisinler daha ¢ok ince
bagirsaklardan, siilfomusinler ise kalin bagirsaklardan salinirlar. Kolinerjik uyarinin yan sira
bakteriye ve endotoksine maruz kalma goblet hiicresinden yogun musin salinimina yol agar.
H&E boyamalarinda mukus kayboldugundan, hiicrenin apikal boliimii bos olarak secilir.'”

Asit mukopollsakkarit yapidaki mukus ancak 6zel boyalarla gosterilebilir. PAS ile parlak
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kirmizi, alsian mavisi, toluidin mavisi ile mavi renkte (asit mukopolisakkarit boyalari)
boyanir. Mukus bagirsak mukozasini kayganlastirir ve koruyucu bir yiizey olusturur.

Lamina Propria

Ince bagirsak bezlerinin gémiilii oldugu gevsek bag dokusu lamina propria villiislerin
merkezi bolimlerinide doldurmaktadir. Retikiiler hiicreler, eosinofil 16kosit, plazma hiicreleri
nadir mast hiicresi, fibrosit, makrofaj ve cok sayida lenfosit, retikiiler fibril, cok miktarda
elastik fibril ve ince kollagen fibriller bunun yani sira muskullaris mukozadan gelen ince diiz
kas fibrilleri bulunur. Lamina propria i¢inde yer alan c¢ok farkli hiicreleri barindiran ince
bagirsak bezleri (Lieberkiihn Kriptalar1) bulunur. Bunlar muskularis mukozaya kadar
uzanirlar. Bazal membran altinda zengin kapiller ag1 bu bezleri gevreler. Enterositler ve

goblet hiicrelerinin disindaki hiicrelere bakilacak olursa:

« Indifferensiye epitel hiicresi (kok hiicre)

Bezin bazal boliimiinde bulunan diizensiz kiibik bi¢imli, bezdeki diger tip hiicrelerin
kaynagini olusturan hiicrelerdir. Mitoz ile ¢ogalan kok hiicreler farklanarak diger hiicreleri
olustururlar. Bezlerin alt yarisinda bulunan bu hiicreler yenilesme bolgesinden olgunlasma
alanina dogru hareket ederler. Bu alanda yapisal ve enzimatik olgunlagsma sonucunda islevsel

hiicre toplulugu olustururlar. Villiis ucunda, hiicreler apoptoza ugrayarak oliirler.?

+ Paneth Hiicresi

Paneth hiicreleri, ince bagirsakta bezlerin tabaninda yerlesmis ¢ok az sayidaki
piramidal bi¢imli serdz hiicrelerdir. Ileumda sayilar1 ¢oktur ve ayn1 zamanda apendikste
de bulunurlar. Farklanmamis kok hiicrelerden koken alirlar. Diger bagirsak epitel
hiicrelerine gore uzun sayilabilecek 20-30 giinliik yasam siireleri vardir. Bakteri veya
bakteriyal antijenle karsilasan paneth hiicresi kriptalarin bakteriyel mikrogergevesini
diizenleyen lizozim iiretmeye baslar. Ayni zamanda biinyelerinde bir lizozim aktivatori
ve stabilizorii olan ¢inko ihtiva ederler. Paneth hiicreleri bakteri ve immunoglobiilinleri
fagosite ederler ve aynit zamanda T hiicrelerine antijen sunucu hiicre olarak konak hiicre
savunmasinda gorev alirlar. Paneth hiicreleri tipki diger protein salgilayan hiicreler gibi
biliylik ve goze carpan elektron yogun salgi vezikiilleri (veya graniiller) ile dolu apikal
sitoplazmaya sahiptirler. Herbiri 5-20 nm c¢apindaki bu yuvarlak vezikiiller apikal
ylizeye yaklastikca yogunluklari artar. Vezikiiliin membrant hiicre apikal plazma

membrani ile birlesince vezikiil icerigi ekzositoz yoluyla kriptalar1 liimenine bosalir.
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Her hiicre Golgi kompleksi, bir¢ok yass1 sisternadan olusan graniillii endoplazma reti-
kulum ve lizozom igerir. Kisa kalin mikrovilluslar1 apikal hiicre membranindan kripta
limenine uzanir. Paneth hiicreleri siirekli bir sekresyona sahiplerdir bununla birlikte

beslenme salgilamay1 arttirir. '

¢ Enteroendokrin (APUD) Hiicreler.

Gastrointestinal sistemin hormon tireten hiicreleri olan enteroendokrin hiicreler,
O0zefagustan kolona kadar epitel icinde yogun olarak bulunan kii¢iik piramidal
hiicrelerdir. Bu hiicreler néral kristadan kdken alirlar.*? Mide bezlerinde, intestinal
bezlerde ve villuslarda yaygin olarak bulunan enteroendokrin hiicrelerin yerlesimi
mukozayla siirlidir. Metabolik ve boyanina 6zellikleri baz alinarak arjentaffin, arjirofil
veya APUD (amin prekusor uptake and dekarboksilasyon) hiicreleri olarak da
adlandirilirlar. Rutin kesitlerde goriilmeleri zor olsa da immunositokimyasal ve elektron
mikroskobik olarak goriilebilirler. Bu hiicreler diffuz néroendokrin sisteme (DNES) ait bir
aile olup birlikte grup olduklarinda viicuttaki en genis endokrin organini olustururlar.
Hiicre tipleri 6zel salgi iirtinlerine gore siniflandirilirlar fakat hepsi ayni ince yapiya
sahiptir. Hepsi lamina propriyaya bitisik bazal laminaya oturmasina karsin ancak
bazilar1 liimene ulasabilir ¢ogu ise yiizeye ulasamaz. Enteroendokrin hiicreler kiigiik ve
membranla ¢evrili olup, hiicrenin bazal alaninda yogunlasmis, elektron yogun salgi
vezikiillerine sahiptirler. Oval ¢ekirdek genellikle 6kromatiktir. Sitoplazmada kiigiik bir
golgi kompleksi, birka¢ mitokondriyon ve yaygin olarak izlenen graniillii endoplazma
retikulumu bulunur. Hiicreler, hedef hiicreler lizerinde gii¢lii bir etkiye sahip, kan
dolagimina giren veya lokal olarak etkili cesitli peptit ve arninleri tiretirler."? Gastrin,
motilin, kolesistokinin, somatostain, sekretin ve vasoaktif intestinal polipeptit gibi otuzdan
fazla gastrointestinal hormon iiretirler.'¥

Lamina Muskularis Mukoza

Lamina propria ve submukoza arasinda bulunan ve icte sirkiiler dista longitudinal seyirli
ince diiz kas tabakasidir. Bu tabakadan uzanan kii¢iik kas fibril gruplar: villiis i¢ine uzanir.
Kaslar arasinda elastik fibriller de bulunur.

II.Tunika Submukoza

Tunika mukozadan tunika muskularise kadar olan bolgedir ve kaba areolar bag dokusu
yapisinda bol kan damari, elastik lifler, lenfatikler ve yer yer yag hiicreleri bulunur.

Submukoza mukozanin hareketliligine miisade eder ve genis kan damarlar1 yani sira sinir
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pleksuslarina sahiptir. Birka¢ ganglion hiicreside iceren sinir pleksuslarinin tamami
parasempatiktir. Sinir lifleri cogunlukla postganglionik sempatik liflerdir. Bununla birlikte
N.Vagustan koken alan ve miyelinsiz olan bazi parasempatik liflerde bulunmaktadir.
Postganglionik lifler lamina muskularis mukoza ve mukozal bezleri innerve ederler. Burada
yer alan sinir pleksusu submukozal pleksus veya Meissner pleksusu adini alir. Bu yap: az
sayida ganglion hiicresi i¢erdiginden rutin kesitlerde kolaylikla ayirt edilemez.

Duedenuma 6zgii olan Brunner bezleride submukozada bulunan baska yapilardir. Bu
bezler bilesik tubuloalveoler tiptedir. Basit silindirik epitelle doseli bosaltma kanallar1 lamina
muskularis mukozayr gecerek liberkithn kriptalarina agilir. Bu nedenle lamina muskularis
mukoza bezlerin iizerinde kesintili bir tabaka olarak secilir. Bu bezler polipeptid hormonu
urogastron (epidermal biiyiime faktorii) "u yapar. Bez asinuslarinda silindirik bigimli miikoz
hiicreler arasinda bircok DNES hiicreside yer alir. Bu hiicrelerin salgiladiklar1 salgi 8.1 ve 9.3
aras1t pH’ya sahip olup noétral ve alkali glikoproteinler ve bikarbonat iyonlarini barindirir.
Salgi midenin asit salgisina karsi duodenum mukozasini korur. Duodenuma bosalan pankreas
enzimleri i¢in uygun bir pH ortami saglar.. Ayrica Meissner yani submukozal pleksus
bulunur.

L. Tunika Muskularis (Muskularis Eksterna)

Icte sirkiiler dista longitudinal seyirli uzanan diiz kas tabakasidir. Her iki tabaka da
gercekte spiral sekilde diizenlenmistir. icte siki bir heliks olustururken distaki gevsek bir
heliks halindedir. Bu iki tabaka arasinda bir vaskiiler pleksus ve pek ¢ok kiiciik ganglionlar ile
iligkili olan bir sinir pleksusu Auerbach myenterik pleksusu adini alir ve baglica parasempatik
olup birka¢ postganglionik sempatetik lif ile birliktedir. Bu tabaka gida maddelerinin liimen
icerisinde 1ileriye dogru hareket etmesini saglar. Bu olaya peristaltism denir. Peristaltik
dalgalar myenterik pleksustan kaynaklanan efferent impulslarla koordine edilir. Yavas ve hizli
olmak tizere iki tip peristaltik dalga vardir. Bunlara peristaltik itici gilicler denir. 43)

IV.Tunika Seroza veya Adventisya

En dis tabaka olan tunika seroza veya adventisya ince, gevsek bag dokusundan meydana
gelmistir. Bu bag dokusu ¢cogunlukla gevre olusumlarin bag dokusu ile kaynasir. Bu sekildeki
en dis tabaka adventisya olarak adlandirilir. Pek ¢ok bolgede adventisya periton ile ortiiliidiir
(Mesotelyal hiicrelerden olusan tek bir tabaka). Bu gibi yerlerde adventisya yerine seroza

terimi kullanilir. Burada lenfatikler, kan damarlar1 ve sinirler yer almaktadir.
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3.2.3. Duodenum Histofizyolojisi

Plika, villus ve mikrovilluslar emilim yiizeyini artiran 6énemli yapilardir. Sindirim ince
bagirsakta tamamlanir ve emilim ince bagirsakta gerceklesir. Lipid, protein ve
karbonhidratlarin sindirimi ve emilimi barsaklarda gergeklesir.

Proteinin sindirimi, esas hiicreler tarafindan sentezlenen Oncii bir yap:1 olan
pepsinojenden kaynaklanan pepsinin varliginda midede baslamaktadir. Pepsinin etkisi
duodenumun alkali ortaminda sona erer. Pankreatik proteazlardan olan endopeptidazlar ve
karboksipeptidazlar proteolizise devam eder. Tripsinojen, mikrovilluslarin {izerinde yerlesmis
olan enterokinaz aracilig1 ile aktif hali olan tripsine doniigiir. Aktif hale gelen tripsin, daha
sonra tripsinojen toplulugunu aktive eder. Kimotripsin ve proelastaz sirasi ile aktif halleri olan
kimotripsin ve elastaza doniisiir. Karboksipeptidaz A ve B, Oncii yapilart olan
prokarboksipeptidaz A ve B’ye kaynaklanir. Tripsin, pankreatik proenzimlerin aktivasyon ve
inaktivasayon siire¢lerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Sitosoldeki tripeptidler, sitoplazmik
peptidazlara sindirilerek aminoasitlere doniisiirler.

Nisasta, siikroz, laktoz ve maltoz gibi gilinliik alinan gidalarda bulunan belli bash
karbonhidratlardir. Nisasta amilozdan ve amilopektinden olugmaktadir. Siikroz, glikoz ve
friiktozdan olusan bir disakkariddir. Laktoz, galaktoz ve glikozdan olugsmus bir disakkariddir.
Maltoz, bir glikoz dimeridir. Tiikriikte bulunan o-amilaz, nisastanin sindirimini agizda
baglatirken pankreastaki a-amilaz ince bagirsakta sindirimi sonlandirir. Giinliik alinan gidada
buluna belli bashh sekerler, mikrovilluslerin plazma membraninda yer alan
oligosakkaridazlarla yikilirlar. Seliilloz, selillaz igermemesinden dolayr insan ince
bagirsaginda sindirilemez. Seliiloz alinan besinde bulunan sindirilmemis liften sorumludur.

Bagirsak liimenindeki yag damlaciklarinin emiilsiyonu, safra tuzlarinin varliginda
pankreatik lipaz etkisiyle yag asitlerine ve monogliseridlere yikilir. Miselleri (2nm capinda)
olusturmak {izere, yag yikimu {irlinleri safra tuzlartyla birlesir. Villuslarin hareketi, yag emilim
siirecinde 6nemli bir kism1 olusturmaktadir. Villuslarin hareketi submukozadaki Meissner’in
sinir pleksusu ile tetiklenen uyarilmig bir kasilma ile olugmaktadir. Yag asitleri ve
monogliseridler, mikrovilluslarin icerisine ve enterositlerin apikal sitoplazmalarina, yag asiti
baglayict proteinlere bagli bir sekilde yayilirlar. Buralarda diizgiin yiizeyli endoplazmik
retikulumunda, trigliseridleri olusturmak {izere esterlesirler. Trigliseritlerin yeniden
sentezlenmesi ic¢in gerekli olan enzimler (asil-CoA sentetaz ve asiltransferazlar) diizgiin

yiizeyli endoplazmik retikulumun membranlarinda bulunmaktadir.
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Yeniden sentezlenen trigliseridler daha sonra bir apoprotein-lipid kompleksi olan
silomikronlara doniistiiriilmek {izere golgi aygitina tasmir. Golgi aygitinda vezikiiliin,
enterositin bazolateral bolgesindeki plazma membrani ile birlesmesini saglayacak sekilde,
silomikronlar membran ile kaplanir. Silomikronlar hiicrelerarasi alana ve villusun lamina
propriyasinda yer alan lenfatik bir damar olan merkezi laktealin igerisine bosalirlar. Bu
kontraksiyonlar ile villuslar iizerinde pompalayici bir etki olusur ve lenf sivis1 mezenterik
lenfatiklere dogru itilir. Az miktarda serbest kolesterol, kolesterol esteri ve fosfolipid ile biraraya
gelirler; bir protein tabakasiyla da kaplanarak suda c¢oziinebilir ve transport edilebilir

silomikronlar: olustururlar. Silomikronlar da lenf sistemi yoluyla dolagima katilirlar.*"

3.2.4. Duodenuma Patolojik Yaklasim

Villiis Atrofisi: Hiicre boyutunun hiicre madde kaybi ile kiiclilmesine atrofi denir.

Yeteri miktarda hiicre atrofiye ugradiginda doku ya da organ atrofik hale gelir. Atrofinin
nedenleri is yiikiiniin azalmasi, inervasyonun kaybi, kan akiminin azalmasi yetersiz beslenme,
endokrin uyarinin kayb1 ve yaslanmadir. Bu uyarilarin bir kismi fizyolojik diger bir kismi ise
patolojik olmasina ragmen temelde hiicresel degisimler benzerdir.
Atrofi hiicrenin yapisal elemanlarinda bir azalmay1 gosterir; iste duodenumda da ¢esitli
cevresel etkiler sonucunda villiis boyutunun azalmasi gozlenir. Bu etkilerin biyokimyasal
mekanizmalar1 ¢ok c¢esitli olmasina karsin gercek anlamda sentez ve yikim arasindaki
dengenin etkilenmesi sonucu olusurlar.

Villiis Hipertrofisi: Atrofinin aksine hipertrofide hiicrelerin boyutundaki artis sonucu

organ boyutununda buna bagli olarak artmasi olayidir.
3.3. Pestisitler

Yogun ve bilingsiz bir sekilde kullanilan ve ¢evre kirliligine neden olan etkenlerden biri
olan pestisitler, ekonomik bir sekilde liretilmeleri ve kullanim kolaylig1 nedeniyle, {iriinii
hastaliklarin, boceklerin, yabanci otlarin ve diger zararlilarin olumsuz etkilerinden koruyarak
verim ve kaliteyi giivence altina almay1 amaclayan tarimsal savasimda ¢ok dnemli bir yer
tutmaktadir.

Pestisit deyimi, insektisit (bocek 6ldiiriicii), herbisit (yabani ot dldiiriicii), fungusit (kiif

oldiiriicli), rodentisit (kemirgen o6ldiirticii) vb. seklinde siniflandirilan kimyasal maddelerin
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timiinii kapsamaktadir. Pestisitler, etkili maddelerinin kdkenlerine gore de gruplara
ayrilabilir:

I.inorganik maddeler

I1.Dogal organik maddeler

e Bitkisel maddeler
e Petrol yaglari vb.
IIL.Sentetik organik maddeler
e Kilorlu hidrokarbonlar
e Organik fosforlular
e Diger sentetik organik maddeler ( azotlu bilesikler, piretroidler)

Pestisitlerin kullanim1 ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. M.O. 1500’lere ait bir papiriis
tizerinde bit, pire ve esek arilarina karsi insektisitlerin hazirlanigina dair kayitlar bulunmustur.
19.yy’da zararlilara kars1 inorganik pestisitler kullanilmis, 1940’lardan sonra pestisit
tiretiminde organik kimyadan faydalanilmis, DDT ve diger iyi bilinen insektisit ve herbisitler
kesfedilmistir. Bugiine kadar 6000 kadar sentetik bilesik patent almasina karsin, bunlardan
600 kadari ticari kullanim olanag bulmustur. Ulkemizde tarimi yapilan kiiltiir bitkileri,
sayilar1 200’1 asan hastalik ve zararlinin tehdidi altinda olup yeterli savagim yapilmadigi i¢in
toplam triiniin yaklagik 1/3’1 kayiba ugramaktadir. Bu kayiplarin 6nlenmesi bakimindan
pestisitlerin daha uzun yillar biiyiik bir kullanim potansiyeline sahip olacagi kuskusuzdur.
Formiilasyon olarak 30 000 ton civarinda olan pestisit tiiketiminde en yogun olarak
kullanilan gruplar sirasiyla herbisitler, insektisitler, fungusitler ve yaglardir.

Bununla beraber, yogun ve bilingsiz pestisit kullaniminin sonucunda gidalarda, toprak,
su ve havada kullanilan pestisitin kendisi ya da doniisiim {riinleri kalabilmektedir. Hedef
olmayan diger organizmalar ve insanlar {izerinde olumsuz etkileri goriilmektedir. Pestisit
kalintilarinin 6nemi ilk kez 1948 ve 1951 yillarinda insan viicudunda organik klorlu
pestisitlerin kalintilarinin bulunmasiyla anlasilmistir. Pestisitlerin bazilar1 toksikolojik agidan
bir zarar olusturmazken, bazilarinin kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon
olusturucu etkiler saptanmistir. Pestisit kalintilarinin en 6nemli kaynagi1 gidalardir. Bu nedenle
1960 yilinda FAO ve WHO “Pestisit Kalintilar1 Kodeks Komitesi’ni kurmuslar ve bu
komitenin ¢aligmalart sonucu konu ile ilgili tanimlamalar yapilmis, bilimsel arastirma
verilerine dayanilarak gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum kalint1 degerleri

saptanmistir.
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Bitkinin direkt yolla veya toprakta kalan pestisiti kendi bilinyesine almasi ve bu
bitkilerin insan gidas1 veya hayvan yemi olarak kullanilmasi sonucunda pestisitler insanlarin

gida zincirine girmektedirler.
3.3.1. Herbisitler

Kiiltiirii yapilan bitkilerin kullandig1 1518a, besin maddelerine, suya ortak olan, {iretim ve
kalitenin diismesine sebep olan bitkilerin “yabanci ot”, Oldiiriilmesi veya gelisiminin
baskilanmasi i¢in kullanilan kimyasal maddelere herbisit denir.

Herbisitler i¢indeki etkinlik gosteren kimyasal maddeler ‘“aktif madde” olarak
nitelendirilmekte ve ticari preparatlarda “dolgu maddesi” ile karisik halde bulunmaktadir.

Herbisitleri degisik 6zelliklerine gore siniflandiracak olursak.

» Bitki biinyesinde etkililik mekanizmasina gore.
e Fotosentezi dnleyenler (Ure bilesikleri, triazin v.b)
¢ Solunumu 6nleyenler (Dinitrophenol, anilin v.b)
e Mitoz boliinmeyi engelleyenler (Anilinler, charbamatlar v.b)
e (Cimlenmeyi 6nleyenler ( Anilinler, charbamatlar v.b)
Inhibe edilen bu biyolojik islevler; hiicre béliinmesi, niikleik asit sentezi, aminoasit
sentezi, karotenoid sentezi ve lipid sentezidir.
» Bitki bilinyesinde tasinma 6zelligine gore.
o Kontakt herbisitler.(Temas ettigi kisimda etkili olup, baska bdlgelere
taginmayanlar)
e Sistemik herbisitler.( Temas ettigi yerden bitki dokusuna girip diger organlara
taginarak oralarda etkinlik gdsterenler)
» Bitki dokusu i¢ine giris yerlerine gore.
e Toprak herbisitleri.( Toprak alt1 organlardan giris yapanlar)
e Yaprak herbisitleri.( Toprak iistii organlardan giris yapanlar)

Bitkinin kok sistemini veya cimlenen tohumlarini etkileyen herbisitler: Topraga

karistirtlan herbisitler buradaki istenmeyen bitki tohumlarim1 yok eder. Arsenik asit,

pentaklorofenol (PCB) 6rnek olarak verilebilir.*?

» Kullanig amaglarina gore.

e Total herbisitler.(Toprak iistii tiim bitkileri 61dlirmek i¢in kullanilirlar.)
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Secici “selektif” herbisitler.(Bitkilerin bir kismina zarar vermeden digerlerini

6ldiirmek i¢in kullanilanlar)

» Uygulanma zamanlarina gore.

Ekim Oncesi
Cikis Sonrasi

Ekim sonrasi- ¢ikis 6ncesi

Bitki biiylimesini inhibe eden herbisitler, bitki biiylimesini etkileyen hormonlar iizerinde

etkili olarak hormon dengesini bozarlar. Bu herbisitler, fenoksiasetik asitler ve benzoik asitler

olmak tizere ikiye ayrilirlar.

(45)

» Kimyasal yapilarina gore.

Phenoxy grubu(2,4-D,MCPA-T v.b)

Aliphatic grubu (TCA, Dalapon, Glyphosphate v.b)

Dinitroanilin grubu (Trifluralin, Orzyalin v.b)

Nitril grubu (Bromoxynil, loxynil v.b)

Amidler grubu (Propanil, Naptalam v.b)

Doymus benzoik asitler grubu (Chloramben,2.3.6-TBA Dicamba v.b)
Charbamatlar grubu (Propham, Chloropham v.b)

Uracil grubu (Bromacil v.b)

Diazin grubu (Maleic, Hydrazide v.b)

Triazin grubu (Simazine, Atrazine v.b)

Bipyridilium grubu (Diquat, paraquat v.b)

Ure bilesikleri (Buturon, Fenuron v.b)

Diger organik herbisit bilesikleri(Amitrol, DCPA v.b)

Inorganik herbisit bilesikleri (Sodyum Chlorat, Boratlar, Arsenikler v.b)

3.3.1.1. Trifluralin (TRF)

TREF, iirlin ¢ikis oncesi kullanilan, dinitroanilinli selektif bir herbisittir.*® Molekiiler

formiilii C;3H;6F3N304 olan TRF’in kimyasal yapis1 Sekil 1°de gosterilmistir.
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Sekil 1: TRF’ nin kimyasal yapis1

Genel olarak ilaglamadan sonra 6-8 saat igerisinde topragin 5-6 cm derinligine

karistirilarak uygulanan TRF fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Sekil 2°de gosterilmistir.

Ozellik Aciklama
CAS Numarasi 1582-0%-4
Ghrtiniimil San-torunen renkh kat knistal
Kimyasal ad a.a.a-mflnoro-2,6-dimitro-N N-dipropyl-p-tolmdine
Teknik form safhi R R
Caziiniirligi
Suda 27 *Cde % 0.0024
Aseton - 50 @ 100l
Metanol 2.2/ 100 ml
Nylene 81 g/ 100 ml
Kaynama Derecesi 139-140°C

Sekil 2: TRF’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.“”

TRF; sivi, emiilsiyon konsantre (%3.9-50.8), tanecikli (%0.17-10), akiskan
konsantrasyon (%10.9), doymus materyal (%18.9), sivida ¢oziilebilir konsantrasyon (%43.8),
katida ¢oziilebilir konsantrasyon (%14) ve suda taneciklere dagilmis (%0.75-80) sekilde
olmak iizere cesitli ticari formulasyonlarda bulunabilmektedir. TRF ayrica, triallate,
benfluralin, alachlor, clomazone, isoxaben, imazaquin, clopyralid, oxadiazon, imazethapyr ve

flumetsulam iceren diger birkag herbisit ile formiile edilir. TRF; ucak, piiskiirtiicti, merkezden
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sulama, damlatma ile sulama, tepeden piiskiirtme ile sulama, graniiler uygulama, elle dagitma,
sallayici ve gilibre serpme makinesini icerisine alan zemin ve hava araglar tarafindan
uygulanabilir. Uygulama zamani hedef organizmaya ve uygulama alanina gore farklilik
gosterebilir. Bu nedenlerden dolay1 kimyasal dort mevsim boyunca uygulanabilme 6zelligine
sahiptir. Tarimsal kullanimmin cesitliligine ragmen her sezonda yalniz bir kez
uygulanabilmektedir. **)

TRF kullanimi ilk olarak ABD’de 1963 yilinda kaydedilmistir. 1998 yil1 kayitlarina
gore diinya capindaki satis tutar1 300 milyon dolar, iiretim orani ise 24 bin ton olarak rapor
edilmistir. TRF giliniimiiz itibar1 ile 50°den fazla iilkede kayitli olup 80’den fazla zirai {iriin
icin kullanilmaktadir.“”

Amerika’da en fazla kullanilan ilk 5 herbisit igerisinde yer almaktadir. TRF iilkemizde
ziral miicadelede uzun yillardan beri en yaygin kullanilan herbisitlerin basinda gelmektedir.

(Sekil 3) ¥

Yillara gire herbisit tiiketimindeki pavlar: (%0)

Herbisit

1999 2000 2001 2002
2.4-D 4528 44 34 47.49 33,62
Trifluralin 27,02 27.86 20,21 24,60
Molinate 7,10 6,44 3.69 3,50
Propanil 4 54 3.62 - -
Glyhposate 410 6.94 908 7.57
Chloridazon - - 5.38 -
Metalochlor - - - 5.10

Sekil 3:1999-2002 yillarinda Tirkiye’de en yogun kullanilan herbisitler ve genel

herbisit tiiketimindeki paylar1.*”

TRF’in 1999-2002 yillar1 arasindaki kullanim oranlarina bakildiginda kullanim oranlari
yaklasik olarak sabit olmakla birlikte 2,4-D’den sonra en fazla miktarda kullanilan herbisit
oldugu goriilmektedir.®”

Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’nin yaymlamis oldugu 2007 istatiksel bilgilere gore TRF
Tiirkiye’de 2007 yil1 igerisinde 724.420 litre tiiketilmistir. 2007 yilinda Tiirkiye’de 6zellikle

Ege ve Akdeniz bolgesinde en cok tiiketilen herbisit’tir.
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TRF’in genel olarak kullanildigi alanlar bugday, arpa, lahana, havug, marul, seker
pancart ve baklagil iiretimidir. Bunun yaninda pamuk, soya, ay¢icegi, soya, domates ve
kanola iiretimi ile bagcilikta da yaygin olarak kullanilmaktadir. TRF ayrica, bahge bitkileri ve
sera bitkileri iiretimi alanlarinda da uygulanmaktadir.

Akut Toksisite: TRF’in saf halinin uygulandigi deney hayvanlarinda deri, goz ve
solunum igin toksiklik gériilmemistir. Sigan LDsp>10000 mg/kg (oral yolla), Insan:0.024
mg/kg/glin, kus LDs¢>5000 mg/kg, balik LCs50>0.02 mg/lt (96 saat), ar1 LDs;>100 pg/ar
(kontak), farede >5000 mg/kg ve tavukda >2000 mg/kg’dir. Siganlarda madde gozlerine
bulastig1 halde ¢ok az bir hassasiyet goriilmiis ve herbisit 7 giinde temizlenmistir. Bazi
ciftcilerde deride alerjik reaksiyonlar goriilmiistiir (Dil, bogaz sismesi ve solunum
gligliigi). "

Kronik Toksisite: Uzun siireli temas veya kullanimda alerjik dermatit goriilmektedir.
Kopeklerde uzun siiregte yapilan calismalarda eritrositlerin miktarinda azalma ve
methemoglobin miktarinda artig goriilmiistiir. TRF oral yoldan alininca hayvanlar i¢in bobrek
ve karacigere etki etmektedir.C"

Reproductive (Ureme), Teratojenik (Dogum anomalisi) ve Mutajen (Gen mutasyonu)
Etkisi: TRF’le yapilan calismalarda bu etkilere rastlaniimamustir. %

Karsinojenik (Kanserojen) Etkisi: Siganlarda yapilan caligmalarda bobrek, vesica

urineria ve tiroidlerde malign tiimorler goriilmiistiir.*?

Organ Toksisitesi: TRF; karaciger, bobrek ve tiroid bezlerini etkilemektedir.®?

Ekolojik Etki: Kuslar ve arilar icin toksik degil. Sucul organizmalarda ytliksek oranda
toksisite gosteriyor. Alabalik LDso: 0,5-0,6 ppm.©?

Cevre Etkisi: Toprakta Yart Omrii 45-60 giindiir (6-8 hafta). Toprakta kalicilig1 6-8 ay
devam eder. Alti aydan bir yila kadar %80-90 aktivitesi devam etmektedir. Sudaki
¢coOziiniirligi: 0,0024 gr/100/ml’dir. Sularindaki kaliciligt 6 hafta ile 6 ay arasinda
degismektedir. EPA verilerine gore 1 ppm’in iistiinde sularda toksiktir.C"

EPA’ya gore; TRF’le kontamine havayr solumakla, deri yolu ile ve TRF’ne maruz
birakilmis besinlerin tiiketilmesi ile viicuda alinabilmektedir.®”

Insandaki zehirlenme belirtileri: Yiksek ates, bas donmesi, bas agrisi, bulanti,
solunum giigliigii, tasikardiye neden olmaktadir. Ince bagirsak ya da sindirim sistemindeki
mekanizmasi azotlu (nitro NO;) iyonlarla ve aminlerle baglantilidir. Absorbe edilen TRF

giiclii bir sekilde metabolize edilir. Oncelikli olarak azot yiiklii olanlar reaksiyona girer ve son
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olarak tamamen idrarla atilir. Kopek ve sicanlarda yapilan ¢alismalar, TRF nin %20’sinin iire
icinde atildigin1 gostermektedir, Bu oranin %901 da ilk ii¢ glinde idrar ile atilmaktadir.
Uygulanan oral dozun %75-80 kadar1 kopek ve sicanlarda fegeste goziikiir, degisime
ugramayan TRF ise %8 oranindadir. Yasam boyu 0,0075 mg/giin TRF ye maruz kalinmasi

durumunda kanserojen etki yaptig1 yapilan galismalarla bildirilmistir.“®

3.4. Apopitoz

Apopitoz; organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarli
hiicrelerin, zararsiz bir sekilde ortadan kaldirilmasini saglayan genetik olarak kontrol edilen
programli hiicre dlimiidiir. ©

Apopitoz 1842 yilinda Vogt tarafindan hiicrelerin normal gelisimleri siirecinde meydana
gelen 6liim olarak tanimlanmistir. Programlanmis hiicre limi terimi ilk kez 1965 yilinda
kullanilmistir. Apopitoz terimi ise ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar1 tarafindan
kullanilmistir. Yunanca bir kelime olan apoptosis apo = ayri, ptosis = diisen kelimelerinden
olusur ve agactan diisen yapraklar olarak tarif edilmistir.®Y Kerr fizyolojik olarak oli
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde yogun kromatin pargalarint ve bu hiicrelerin organellerinin iyi
korundugunu gozlemleyerek bu olay: biiziisme nekrozu olarak adlandirmistir.®”

Apopitoz canlilarin baz1 doku ve hiicrelerinde siirekli olmakta ve omiir boyu devam
etmektedir. Giinde yaklasik bir milyon hiicre apopitoza ugrayarak 6liir ve yerine yeni hiicreler
yapilir. Bu hizda bir hiicre 6liimii ve yeniden yapimi bir insanin viicut agirliginin her 24 ayda

bir yenilenmesi anlamina gelir.*%”

Fizyolojik Olaylar

» Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde (Miiller ve Wolf kanallarinin involiisyonu,
alp gibi bazi i¢i bosluklu organlarin ltimenlerinin olugmast).

» Vertebralarin ndron gelisimi sirasinda. Barsak kripta epiteli gibi siirekli
proliferasyon gosteren hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesinde.

» Menstruel siklusta endometriyum hiicrelerinde, menapozda folikiil atrezisi,
laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin rejenerasyonu gibi olaylarda.

» T lenfositlerinin  kontrolinde, matiir T lenfositlerinin antijene bagimh
diizenlenmesinde, immatiir B lenfositlerinin gelisi gibi immun sistemin

diizenlenmesinde.
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» Epidermisin en {ist tabakasi olan stratum korneumun siirekli dokiiliip

yenilenmesinde goriiliir®®

Patolojik Olaylar

» Her tiirli neoplastik olusumda, hipertermi, diisiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize
radyasyon, hafif travma, hafif hipoksi gibi hafif siddette fiziksel ve toksik
uyaranlara maruz kalan dokularda.

» Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofide, otoimmun hastaliklar sitotoksik T
hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimiinde.

» Pankreasta ve bobrek tiibiillerindeki gibi parankimden zengin dokularda duktus
tikanmasi sonrasi patolojik atrofide apopitoz gérﬁlmektedir.(sg)

Apopitoz  siireci; hiicre membrant tarafindan Oliim sinyallerinin  alinmasiyla
(ekstrensek), DNA hasarmma genlerin yanitiyla (intrensek) veya proteolitik enzimlerin
dogrudan hiicreye girisiyle (Perforin — Granzim) 3 farkl sekilde gelisebilir.(sg) Ozetle apopitoz
mekanizmasindaki 3 temel grup Olim reseptorleri, adaptér proteinler ve proteolitik
enzimlerdir.” Apopitozda gorevli en onemli reseptdr grubu TNF reseptor (TNFR) ailesidir.
Bu reseptor ailesinden bazilar1 apopitoza neden olurken bazilart da hiicrelerin
proliferasyonunda gorev alir. TNFR i¢inde apopitoza neden olan reseptorlerden en 6dnemlileri
Fas ve TNFR1 dir.

Diger 6liim reseptorleri ise DR3, DR4, DRS ve DR6’dir. Bu reseptorler Fas ligand, DR3
ligandi veya TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) olarak isimlendirilen
ligandlariyla stimule edildiginde, hiicrenin sitoplazmasinda bulunan pargalari, adaptor
proteinlere baglanirlar. Adaptor proteinlerin 6liim efektor parcalari ise kaspazlara baglanip
kaspaz kaskadin1 aktive ederlerler.®"

Fas ligandinin, hiicre ylizeyindeki Fas reseptoriine (CD95, APO-1) baglanmasi ile Fas
reseptOriiniin hiicre i¢indeki pargasi, Fas adaptor proteiniyle (FADD-Fas adapter protein with
a death domain) birleserek apopitozu indiikleyen sinyal kompleksini (DISC-Death inducing
signal complex) olusturur. Bu da prokaspaz 8’in aktiflesmesini saglar.

TNF’nin, reseptorleriyle (TNFR1) baglanmasi1 sonucunda da reseptoriin hiicre icinde
bulunan pargasi, TNFR adaptor protein ( TRAAD-TNFR adapter protein with a death
domain) ile etkilesir. TRAAD daha sonra FAAD ile birleserek prokaspaz 8’1 aktive ederek
apopitoza neden olur (Sekil 4).
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Sekil 4: Reseptor aracili Kaspaz aktivasyonu.

Sitotoksik T lenfositlerin aracilifiyla meydana gelen apopitoz ise sitotoksik T
lenfositlerin yabanci antijeni tanimasiyla yiizeylerinde olusan Fas ligandinin, hedef hiicrelerin
Fas reseptorlerine tutunmastyla baslar. " Sitotoksik T lenfositlerin ve dogal katil hiicrelerin
sitoplazmalarinda perforin ve granzimler (serin proteaz) adli proteinleri igeren salgi graniilleri
bulunur. Sitotoksik T lenfositlerin ylizeyindeki reseptdr hedef hiicreye baglandiginda, hiicre
ici kalsiyum seviyesinde artis meydana gelir. Granzim B, reseptor araciligi ile bir vezikiil
icinde agilan delikten hedef hiicreye girer. Hiicre icine giren perforin proteini, vezikiilden
granzim B’nin serbest kalmasii saglar. Serbest kalan granzim B hizli bir sekilde DNA
parcalanmasini ve prokaspaz aktivasyonunu baslatir. Ayni sekilde granzim A’da, perforinle
sinerjik olarak kaspaz bagimsiz apopitozda rol alir.“*% Ancak bu mekanizma ile saglikl

komsu hiicrelerin de apopitoza gitme riski artmaktadir.®®

Hiicre I¢i Proteazlarin (Kaspazlarin) Aktivasyonu
I¢ ve dis sinyallerle hiicre i¢inde bulunan bir grup proteaz aktive olur. Bu proteazlara kaspaz
(caspase=cysteine-containing aspartate spesific proteases) adi verilir. Kaspazlar, proteinleri
yalnizca aspartik asit bulunan bolgelerden keser, bu nedenle c-asp-ases adini almislardir.
Boylece kaspazlarin kisitli proteolizisi nedeniyle, hiicrede lizis gerceklesmez ve apoptotik
cisimcikler olusur.®
Kaspazlar inaktif olan proenzim (zimojen) olarak salinirlar. Biiyiik (20 kilodalton=kDa),

kiiciik (10kDa) ve inaktif N-terminal prodomain olmak {izere ii¢ kimyasal alandan olusan

kaspazlar iki boliinme ile tamamen fonksiyonel proteazlara aktive olurlar.
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Kaspazlar baslatict ve sonlandirict olmak {izere ikiye ayrilirlar. Giiniimiize dek kaspaz
ailesinin 14 iiyesi tespit edilmitir. Kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9 ve 10 hiicre 6limiiyle iliskilidir.
Bunlardan en yaygin ve apopitozdan asil sorumlu olami kaspaz 3’tiir. Kaspaz 14 ise sadece
deride bulunmaktadur.®"

Kaspaz aktivasyonunda iki 6nemli uyari yolu vardir. Biri 6liim reseptorleri aracili
ekstrinsik yol, digeri ise mitokondri aracili-intrinsik yoldur. Baglatic1 kaspazlar aktive edilince
zincirleme olarak diger kaspazlar aktive olur. I¢ sinyallerle olusan apopitozda mitokondri
daha 6nce anlatildig1 gibi dnemli rol oynamaktadir.©"

Apopitotik programin merkezi bileseni kaspazlardir. Kaspaz aktivasyonu hiicreye
Ozgldiir ve kaspaz inhibitorlerinin (IAP) effektor kaspazlari inhibe ederek apopitozu
engelledigi gésterilmistir.(65) Ayrica IAP (Inhibitors of Apoptosis) ailesinin kaspazlardan ayri
olarak transkripsiyon faktorlerin modulasyonu ve hiicre siklusunun kontroliinde de yer alarak

apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir.*

Biyokimyasal Ve Morfolojik Degisiklikler
Apopitoz  ¢esitli  morfolojik  ve  biyokimyasal degisikliklerle  karakterize

edilebilmektedir.®®

Intraniikleozomal DNA yikimi, apopitoza giden hiicreler igin
karakteristik morfolojik bir degisimdir. Intraniikleozomal DNA yikimi apopitozun
biyokimyasal bir belirtecidir.®” Apopitozin diger bir belirteci normalde hiicre membranimnin ig
yiizeyinde yerlesmis olan fosfatidilserinin dis yiizeye ¢ikmasidir. Bdylece makrofajlar
tarafindan taninma sinyali verilmis olur.®®

Morfolojik degisikliklerin ilk belirtisi apoptotik kromatin yogunlasmasidir. D Hiicreler
diger hiicrelerle olan baglantilarin1 kaybederler. Su kaybederek kiigiiliir ve biiziistirler.
sitoplazmalar1 yogunlagir ve organeller birbirlerine daha yakin konumlanirlar. Bazen
ribozomlarda ¢O6kme gozlenir. Sitoplazmada yiizeye paralel yerlesimli mikrofilaman
kiimelesmeleri ve endoplazmik retikulumda gegici genislemeler goriiliir. Genellikle
mitokondriler yapilarin1 korurlar. Apoptotik siire¢ ilerledikge hiicre membranla ¢evrili

sitoplazmik pargalara béliiniir. Bunlara ‘apoptotik cisim’ ad1 verilir.

3.5. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirevleri

Hiicrelere giren oksijen, %1-4 oraninda reaktif oksijen tiirlerine (ROS) doniigsmektedir.
Bu igerigin bazilar1 dis orbitallerinde bir ya da daha fazla ortaklanmamis elektron iceren

kimyasal yapilardir ve ‘serbest radikal’ olarak adlandiriimaktadir. “” Bu serbest radikaller,
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viicuttaki kayip elektronlarini bulmak icin dolasirlar ve ¢esitli maddelere atak yaparak bunlari
deformasyona ugratip asindirirlar. Eslenmemis elektrona sahip bu molekiiller elektronunu

baska bir molekiile vererek veya elektron alarak daha kararli hale gegme egilimindedirler.
(71.72.73.74)

Biyolojik Sistemlerdeki Radikallerin Siniflandirilmasi

Biyolojik sistemlerdeki radikaller; oksijen kaynakli (Siiperoksit anyon radikali,
hidroksil radikali, hidrojen peroksit, singlet oksijen), karbon kaynakli (Triklorometilperoksil
radikali), nitrojen kaynakli (Nitrik oksit (NO) ve fenilhidrazin radikali) siilfiir kaynakl
olabilirler. Ayrica transian metal kompleksleri ve Fosfor merkezli radikallerinde bulundugu
bildirilmistir. "?

Realktif Oksijen Tiirleri

Organizmalar i¢in serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler oksijendir. Biyolojik
sistemlerde biiyiikk oneme sahip serbest radikaller oksijenden olusan radikallerdir. Serbest
radikaller ayn1 zamanda oksidan molekiiller, serbest oksijen radikalleri veya reaktif oksijen
tirevleri (ROS) olarak da adlandirilmaktadir. Normal metabolizma siirecinde olusan
oksidasyon - rediiksiyon olaylar1 sonucunda ROS’un biyolojik bozukluklara neden
olmamasina ragmen; iskemi, inflamasyon, radyasyon, elektromanyetik alan, hiperoksi vb.
durumlarda daha fazla iiretilmeleri sonucu membranlar, niikleik asitler, polisakkaritler ve
enzimler iizerinde farkli etkiler yaparak, degisik derecelerde ¢esitli dokularda hasara yol
acmaktadirlar. (7576 Bunlar (radikaller) ve (radikal olmayanlar) olarak iki grupta

toplanabilirler (Sekil 5).

RADIKALLER RADIKAL OLMAYANLAR
Siiperoksit anyon radikali(O"") Hidrojen peroksit (H,0,)
Hidroksil radikali (OH ) Singlet oksijen ( O3 )
Peroksil radikal (ROO ) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Alkoksil radikal (RO) Peroksinitrit (ONOO-)
Organik peroksit radikali (RCOO) Hipoklordz asit (HOCI)
Organik radikaller (R) Hipohal6z asit (HOX)
Semikinon radikal (HQ) Azot dioksit (NO, )
Nitrik oksid (NO) Ozon (03)
Hemoproteine bagl serbest radikaller N-halojenli aminler (R-NH-X)

Sekil 5: Reaktif Oksijen Tiirevleri
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Radikaller elektron eksiklikleri nedeniyle baslica molekiillerle kolayca elektron
aligverisi yapabilirler. Radikal olmayanlar ise elektron eksiklikleri olmadigi halde bagka
molekiillerle daha zayif bir sekilde birlesirler.

Siiperoksit Radikali (0;")

Biyolojik sistemlerde en fazla oksijeni tasiyan serbest radikalidir. Bu radikalin en
onemli kaynaklar1 mitokondri, kloroplast ve endoplazmik retikulum elektron transport
zincirinden sizan elektronlardir. Cogu aerobik hiicrelerde O;’nin bir elektron alarak
indirgenmesiyle kararsiz bir yap1 olan (02:) radikali olugmaktadir. 7477

Stiperoksit radikali, organizmaya direk zarar vermese de bir hidrojen peroksit
kaynagidir.

Ayrica nitrik oksit ile reaksiyona girerek reaktif oksijen tiirevi olan peroksinitriti
(ONOO") olusturmaktadir.

Stiperoksit radikalinin baglica kaynaklart: (77.78)

» Elektron transport zincirindeki elektron sizintilari,

» Sitokrom P450 tarafindan O2’nin bir elektron indirgenmesi,

» Aktive fagositler,

» Ksantin ve hipoksantinin ksantin oksidaz tarafindan oksidasyonu,

» NADPH’1in NADPH tarafindan oksidasyonu,

» Dopamin, epinefrin, norepinefrin gibi biyolojik aminlerin otooksidasyonu,

» Arjinin ve tetrahidrobiopterin defektif oldugu zaman eNOS ve nNOS tarafindan O,
‘nin bir elektron alarak indirgenmesi,

> Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da Oémeydana getirebilir.

Hidrojen Peroksit (H,0,):

H,0, normalde serbest radikal degildir. Fakat serbest elektron igermesi, serbest
hidroksil radikali olusturabilmesi ve hiicre membranlarina kolaylikla girebildigi ig¢in
onemlidir. H,O, gecis metal iyonlariin varliginda kolayca pargalanarak yiiksek oranda toksik
olan hidroksil radikalini olusturmaktadir. '

SOD aktivitesi sonucu ortaya ¢ikan H202; katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz

(GSH-Px) enzimleri ile su ve oksijene doniistiirtiliir.
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Hidroksil Radikali (OH ):

Hemen hemen ¢ogu molekiille reaksiyona girdiginden oldukga reaktiftir. Oksidatif
streste en gilicli radikal olarak bilinir. OH, DNA hasarmma ve iyonize radyasyonun
membranlara zarar vermesine neden olur. Ayrica tiyoller ve yag asitleri gibi c¢esitli
molekiillerden proton kopmasina ve yeni radikallerin olusmasina neden olmaktadir. Lipid

peroksidasyon siirecini de baslatmaktadir.

Singlet Oksijen ( 0 ):

Serbest radikal olmamasina ragmen serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina neden
oldugu icin dnemlidir. Stiperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit
ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir. '"**

Serbest radikallerin endojen ve eksojen olmak iizere baslica iki 6nemli kaynagi vardir;

» Eksojen Kaynaklar:
e C(Cevresel kaynakli; hiperoksijenasyon, pestisitler, sigara, solventler, anestezikler,
hava kirliligi, manyetik alan
e Radyasyon, stres
e Alkol, uyusturucu, karsinojen maddeler, sicak soku giines 1sinlar1

¢ Antineoplastik ajanlar; nitrofurantoin, bleomisin, adriamisin vb.

» Endojen Kaynaklar:

e Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu; tioller, hidrokinonlar, katekolaminler,
flavinler, tetrahidropterinler, antibiyotikler vb. 7'7#152

e (Oziinlr enzimler ve proteinler; ksantin oksidaz, flavoprotein dehidrogenaz,
triptofan dioksijenaz, dihidroorotat dehidrogenaz, aminoasit oksidaz gibi enzimler,
hemoglobin vb. 7'

e Mitokondrial elektron transportu

e Endoplazmik retikulum ve niikkleer membran elektron transport sistemleri;
sitokrom P 450, sitokrom b5. (71.83)

e Peroksizomlar; oksidazlar, flavoproteinler

e Plazma membrani; lipoksijenaz, NADPH oksidaz, prostaglandin sentetaz, lipid
peroksidasyonu.

e Oksidatif stres olusturan durumlar; iskemi, travma, intoksikasyon.
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e Aktive olmus fagositlerdir.

Serbest Radikallerin Etkileri
Antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz kaldigr durumlarda serbest radikaller
membran lipidleri, DNA, karbonhidratlar, proteinler ile reaksiyona girerek hiicre hasaria ve

hiicre 6liimiine neden olurlar, #43°8687

Proteinlere Etkileri
Proteinler aminoasit kompozisyonlarina bagli olarak serbest radikal hasarindan
etkilenirler. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip

proteinler serbest radikal hasarina agiktirlar, 7%

Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Serbest radikaller DNA’nin nukleotid yapisini olusturan purin ve pirimidin bazlar
tizerine etki ederek DNA yapisinda mutasyon, karsinogenez ve hiicre 6liimiine yol agabilirler.
Guanin bazinin radikaller tarafindan hidroksilasyonuyla DNA molekiiliiniin yapis1 degiserek
mutasyonlar olusmaktadir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla reaksiyona girerek
yapilarinda degisikliklere yol agar.

Aktive olmus noétrofillerden kaynaklanan H,O, hiicre c¢ekirdegine ulasarak hiicre

disfonksiyonuna DNA hasarina ve hatta hiicre 6liimiine neden olabilir. (71.89)

Karbonhidratlara Etkileri

Fizyolojik pH ve sicaklikta glikoz gibi monosakkaritlerin oksidasyonuyla H,O,,
peroksitler ve okzoaldehidler olusmaktadir. Okzoaldehidler DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme 6zelliginde oldugu i¢in antimitotik etki gosterek kanser ve yaslanma olaylarinda

rol oynar, 7%

Membran Lipidleri Uzerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Hiicre membranindaki lipidler serbest radikallere karsi oldukg¢a hassastirlar. Lipid
peroksidasyonu membran yapisint olusturan fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol
yapisindaki poliunsature yag asitlerinin (PUFA), reaktif oksijen tiirleri tarafindan peroksitler,
alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan, pentan gibi sekonder iiriinlere yikilma
reaksiyonudur 7®" Lipid peroksidasyonu dejeneratif bir siirectir ve zincirleme reaksiyonlar

seklinde ilerleyerek membranlarda geri doniisiimsiiz hasarlara neden olur. (71.89)

38



Lipid peroksidasyonu oldukga zararli bir reaksiyondur. Membran yapisina direk olarak,
reaktif aldehitler iireterek de indirekt olarak da hiicre bilesenlerine zarar verir. Lipid
radikalleri hidrofobik yapida oldugundan reaksiyonlarin ¢o§u membrana bagli molekiillerle
meydana gelir. Membran permeabilitesi biiylik oranda etkilenir. Peroksidasyonla olusan
malondialdehit (MDA), membran komponentlerinin ¢apraz baglanmasina sebep olur. Bu da
hiicre membraninda deformasyon, enzim aktivitesi, iyon transportu, hiicre yiizey
bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran o6zelliklerini degistirir. MDA’nin bu
etkileri karsinojenik, genotoksik, mutajenik oldugunun bir gostergesidir. 7"

Tiim bu etkilerinden dolay1 serbest radikaller, ¢ogu hastaligin patogenezinde rol
oynamaktadir. Diyabet, ateroskleroz, kardiovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon, kanser, deri
kas, goz hastaliklari, Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklar, romatoid artrit,
cesitli immun hastaliklar ile yashlik gibi bir¢ok hastalik durumunda serbest radikal iiretimi
artmakta ve antioksidan savunma mekanizmalar1 yetersiz kalmaktadir, 087929399

Fakat bu hastaliklarin ¢ogunda hastaliklarinin sebebinin serbest radikallerden dolay1 olup

olmadig1 tam olarak bilinmemektedir.
3.6. Antioksidanlar ve Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, serbest radikallerin viicutta olusturdugu hasarlar1 onlemek amaciyla
gelistirilmis savunma sistemleridir. Reaktif oksijen tiirlerine karsi koruma, olusan radikallerin
detoksifiye edilmesi, radikal zincir reaksiyonlarinin ve radikal olusumunun engellenmesi ile

saglanmaktadir.

Antioksidanlar peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen
tiirlerini toplayarak lipid preoksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlari, dogal (endojen) ve
eksojen kaynakli olmak iizere iki grupta toplayabiliriz. %

Dogal Antioksidanlar (Endojen)
» Enzimler: Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi, siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon transferaz
» Enzim olmayanlar:
e Lipid fazda bulunanlar: Alfa-tokoferol ve beta-karoten
e Sivi fazda bulunanlar: Askorbik asit, melatonin, iirat, sistein, ferritin, albiimin,

bilirubin, seriiloplazmin, transferrin, laktoferrin, miyoglobin, hemoglobin, glutatyon
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Eksojen Antioksidanlar
» Ksantin oksidaz inhibitorleri: Allopiirinol, oksipiirinol, folik asit.
» Soya fasiilyesi inhibitdrleri
» NADPH oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, non-steroidal antienflamatuvar ilaglar
» Rekombinant superoksid dismutaz
» Diger nonenzimatik serbest radikal toplaticilari: Mannitol
» Demir redoks dongiisii inhibitorleri: Desferrioksamin

» Notrofil adhezyon inhibitorleri

Gida Antioksidanlar
» Butylated hydroxytoluene (BHT)
» Butylated hydroxyanisole (BHA)
» Sodyum benzoat
» Ethoxyquin
» Propyl gallate

» Demir-superoksid dismutaz

Antioksidan etki tipleri:
» Toplayic1 (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini tutma veya daha zayif

yeni bir molekiile ¢evirme etkisidir.

» Bastirict (quancher) etki: Serbest radikallerle etkilesme sonrasinda, onlara bir

hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan ya da inaktif sekle doniistiiren etki seklidir.
» Zincir kirici (chain breaking) etki

» Onaric (repair) etki. ©7
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Biriminden (DETFAB)
temin edilen, Wistar susu toplam 30 erkek sican (200-250gr) kullanildi. Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuari’nda, Wistar susunun bulunmasi ve
literatiir ile uyumlu olmasi nedeniyle bu tiir secildi. Tiim hayvanlar deney sonlanincaya kadar
Deney Hayvanlar1 Laboratuarlarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22 °C oda
sicakliginda barindirildi. Hayvanlar dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile
beslendi.

4 calisma grubu olusturuldu. Deney gruplari asagidaki sekilde diizenlendi:

I. grup: Kontrol grubu: Normal ad libidum beslenen grup (n=7)(21 giin)

II. grup: Sham grubu: TRF eklenmemis misir yagi verilen grup (n=7). (21 giin)
II1. grup: 2 g/kg/giin TRF verilen deney grubu (n=7).Yiiksek Doz (YD) (21 giin)
IV. grup: 0.8 g/kg/giin TRF verilen deney grubu (n=7). Diisiik Doz (DD) (21 giin)

Trifluralin, 48% lik saflikta Zirai Miicadele Merkezi (Izmir, Tiirkiye)’nden elde edildi.
TRF uygulamas1 21 giin siire ile misir yag1 icinde ¢ozdiiriilerek mide gavaji yontemiyle
verildi. Calismanin basinda ve sonunda olmak iizere iki defa kuyruktan enjeksiyonla kan
ornekleri alinarak biyokimyasal analiz yapildi. Bu siire i¢inde herhangi bir nedenle deneye
devam edemeyen ya da deney bitmeden yasami sonlanan denekler, grup sayilari korunarak
deney ve istatistik kapsamindan ¢ikarildi. Deney sonunda eter anestezisi uygulanarak
hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifikasyondan karaciger ve duodenum dokular1 ¢ikartilarak
%10’luk tamponlanmis nétral formaldehid iginde fikse edildi.

TRF’nin toksik etkisine karsi aragtirmaci ve personel maske ve eldiven kullanildi.
Toksik maddelerin hazirlanmasi inhalasyonla zehirlenme riskine karsin ¢eker ocakta yapildi.
Sakrafikasyondan sonra hayvanlar ve ortaya ¢ikan atiklar, tibb1 atik torbalarina alinarak deney
hayvanlar1 multidisiplin laboratuar1 tarafindan hastanenin imha bdoliimiine gonderilerek

kurallara uygun kosullarda yok edildi.
4.1 Isik Mikroskobik Incelemeler

Karaciger ve duodenumun bir kismi 151k mikroskobik inceleme i¢in %10’luk
formaldehit soliisyonunda 24-48 saat fikse edildikten sonra fiksatifin uzaklastiriimasi

amactyla 1 gece akarsu altinda yikandi. Dehidratasyon i¢in sirasiyla %70, %80 ve %96’lik etil
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alkol serilerinde 20’ser dakika; ardindan 4 farkli aseton serisinde 20’ser dakika tutuldu.
Seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki farkli ksilene tabi tutulduktan sonra 1’er saatlik 2 kez
parafin ile immersiyonu saglandi sonra ise dokular parafin bloklar icerisine gomiildi (Sekil

6). Rotary mikrotom (RM 2255, Leica) araciligi ile Sp’luk parafin kesitler alindi.

Fiksasyon %10’luk Formaldehit 24-48 Saat
Fiksatiften Uzaklastirma Akarsu 1 Gece
Dehidratasyon %70’1ik Alkol 20 dk.
« %80’lik Alkol 20 dk.
« %96’11ik Alkol 20 dk.
Post Fiksasyon Aseton 1 20 dk.
“ Aseton 2 20 dk.
“ Aseton 3 20 dk.
“ Aseton 4 20 dk.
Seffaflandirma Xylol 1 30 dk.
“ Xylol 2 30 dk.
“ Parafin 1 60 dk.
« Parafin 2 60 dk.

Bloklama Parafin

Sekil 6:Rutin Doku Takibi(Rutin doku takibindeki tiim islemler 60°C etiivde gerceklestirildi).

4.1.1 Hemotoksilen-Eozin Boyamasi

Alman kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 30 dk. 60°C’lik etiivde birakildi. Ardindan
ilki 20 dk. (etlivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ti¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra
rehidratasyon islemi igin 2 degisim absolii alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol serilerinden
geciridi, kesitler distle su ile ¢alkalandiktan sonra 10 dk. Hematoksilen (01562E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin
fazlasinin dokudan uzaklastirilmas: i¢in 10 dk akarsuda yikanan kesitler, 2 dk. Eozin
(01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Boyamadan

sonra sirastyla %70, %80, %96 ve 2 seri Absolii alkol serilerinden gegirilen kesitler
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seffaflastirma amaciyla 20’ser dk ii¢ degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866,
Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Sekil 7).

Deparafinizasyon 60 tuvde 0 di
Deparatinizasyon Ksilen 1 (Etiivde) 20 dk
Ksilen 2 (Oda Isisinda) 10 dk
Ksilen 3 10 dk
Rehidratasyon Absoli Alkol Calkalama
Absolu Alkol Calkalama
% 96 Alkol Calkalama
% 80 Alkol Calkalama
% 70 Alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dk
Yikama Akarsu 10 dk
Boyama Eosin 2 dk
Yikama % 70 Alkol Calkalama
% 80 Alkol Calkalama
% 96 Alkol Calkalama
Absolu Alkol Calkalama
Absolu Alkol Calkalama
Seffaflagtirma Ksilen 1 20 dk
Ksilen 2 20 dk
Ksilen 3 20 dk
Kapama Entellan

Sekil 7: Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii
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4.1.2 Masson-Trikrom boyamast

Alman parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde birakildi.
Ardindan ilki 1 saat (etiivde) diger ikisi 30’ar dakikalik {i¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha
sonra rehidratasyon islemi i¢in 2 degisim absolii alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol
serilerinden geciridi. Ve akarsuda 5 dakika bekletildikten sonra Masson Trikrom boyama seti
(2049 GBL, istanbul, Tiirkiye) icerisinden dokular iizerine 8 damla Weigert hematoksilen
boyasi ile 8 damla ferrik kloriir ¢6zeltisi damlatildi ve 20 dakika bekletildi. 1 dk distile su ile
yikandiktan sonra 8 damla asit-alkol ¢ozeltisi ile 1 dakika bekletilen kesitler distile suyla iyice
yikandi. Ardindan 8 damla Ponceau asit fuksin azofloksin ¢ozeltisi dokunun iizerini tamamen
kaplayacak sekilde uygulandi. 5 dakika sonra uzaklastirildi ve 1 ml stok asit ¢ozeltisi ve 29 ml
distile su ile hazirlanan asitli su ile kisaca yikandi. 8 damla fosfomolibdik asit turuncu G
boyasi ile 20 dakika muamele edildikten sonra asitli su ile yikandi1 ve 8 damla acik yesil boya
ile 5 dakika boyandi. Boyamanin ardindan akarsu altinda yikanan kesitler artan alkol

serilerinden gegirildi. Ksilen ile seffaflagtirma yapildiktan sonra entellan ile kapatild: (Sekil 8)
4.1.3 Peryodik Asit Schiff Boyamasi (PAS) :

Alman parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde birakildi.
Ardindan ilki 1 saat (etiivde) diger ikisi 30’ar dakikalik {i¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha
sonra rehidratasyon islemi i¢in 2 degisim absoli alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol
serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile ¢alkalandiktan sonra 3-5 dakika peryodik asit ile
boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 1-2 dakika
akarsuda yikanan kesitler, 20-23 dakika schiff boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra 5 dk
akarsuda tutuldu. Daha sonra dehidratasyon islemi i¢in sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri
Absolii alkol serilerinden gegirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20°ser dakika {i¢ degisim
ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.
(Sekil 9)
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Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 1-2-3 30x 3 dk

Rehidratasyon % 96-80-70-60"11k Alkol 2x4dk
Yikama Akarsu 5dk
Boyama No:1 + No:2 Solusyonu 20 dk
Yikama Distile Su Kisaca

Diferansiyasyon No:3 1 dk
Yikama Distile Su Kisaca
Boyama No:4 5dk
Yikama Asitli Su Kisaca
Boyama No:6 20 dk
Yikama Asitli Su Kisaca
Boyama No:7 5dk
Yikama Akarsu Kisaca

Dehidratasyon %80 Ve %95°1ik Alkol 2x2dk

Seffaflagtirma Ksilen 30x 3 dk
Kapama Entellan

Sekil 8: Masson Trikrom boyama Protokolii
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Islem Madde Siire

Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etlivde) 1 Saat
Deparafinizasyon Ksilen 2-3 (Oda Isisinda) 30 Dakika
Rehidratasyon %100-100-96-80-70°1ik Alkol | Calkalama
Yikama Distile Su 10 Dakika
Boyama Peryodik Asit 3-5 Dakika
Yikama Akarsu 1 Dakika
Boyama Schiff 20-23 Dakika
Yikama Akarsu 1-2 Dakika
Boyama Hemotoksilen 1-2 Dakika
Yikama Akarsu 5 Dakika
Dehidratasyon %60-70-80-96-100’1ik Alkol Calkalama
Seffaflagtirma Ksilen 1-2-3 20’ser Dakika
Kapama Entellan

Sekil 9: Periyodik Asit Schiff (PAS) Protokolii

4.2 Immiinohistokimyasal Incelemeler

4.2.1 TUNEL Boyama

Isik mikroskobik inceleme i¢in hazirlanan parafin bloklardan 5-6 um kalinligindaki
kesitler poli lizinli lamlara alindi. Karaciger ve duodenum dokularinda TUNEL pozitif

hiicreleri gostermek i¢in In situ Cell Death Detection Kit, POD, TUNEL (terminal
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deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling) tekniginden yararlanildi ve
bunun icin Roche® kiti (68298 Mannheim Germany cat. No. 11 684 817 910; Roche)
kullanildi. Her gruptaki deneklerin karaciger ve duodenum doku kesitlerinden, karaciger i¢in
X20 objektif bityiitmesi ile 5000 pm’lik 10 ayr1 alanda TUNEL pozitif hiicreler belirlendi ve
elde edilen degerlerin ortalamasi her denek i¢in hesaplandi. Elde edilen sonuglar istatistik
degerlendirmeye alindi. Duodenum dokusu i¢in yine X20 biiylitmede 100 duodenum epitel
hiicresi sayildi ve TUNEL pozitif boyanan hiicreler belirlenerek ortalamalar hesaplandi ve

elde edilen veriler gruplar arasi farki gostermek i¢in istatistiki degerlendirmeye alindi.

TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated Deoxyuridine
Triphosphate DNA Nick-End Labelling) Boyamasi:

DNA fragmantasyonu TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
deoxyuridine triphosphate DNA nick-end labelling) kiti ile gosterildi. Bu ydntemde
biyotinlenmis niikleotid, terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) enzimini kullanarak
DNA’nin 3’-OH ucuna baglanir. Daha sonra isaretlenmis streptavidin bu biyotinlenmis
niikleotidlere baglanir. Bu prosediire gore fragmante DNA iceren nukleuslar koyu kahverengi
olarak boyanir. DNA kiriginin antikor ile terminal ugtan isaretlenmesi esasina dayanir.

> Hazir kit soliisyonlarmdan birinci sise Enzim soliisyonu ikinci sise Isaretleme
(Label) soliisyonudur. Boyamaya baslanmadan dnce bu soliisyonlarin karigtirilarak TUNEL
reaksiyon karistminin hazirlanmasi gerekir. Bunun i¢in ikinci siseden 100ul negatif kontrolde
kullanilmak tizere ayrildi. Kalan stok soliisyonun iizerine ilk siseden 50ul eklendi iyice
vortekslendi. Boylece 500ul lik reaksiyon karisimi elde edildi.

» Boyanacak alanin etrafi PapPen ile ¢izildi ve lamlar PBS ile yikandiktan sonra
belirlenen alana Proteinaz K konuldu ve 30 dk. oda sicakliginda bekletildi.

» Preparatlar PBS ile yikandi. Belirlenen alanin etrafindaki fazla sivi alindiktan sonra
reaksiyon karisimi dokunun tamamini kapatacak sekilde konuldu ve 60dk 37°C’de
inkiibasyona birakild1.

» 3 kez PBS ile yikanip fazla sivisi kurulanan lamlarin {izerine 50ul Converted POD
(3.sise) ilave edildi ve 30dk 37°C’de inkiibasyona birakildi.“"

» Bu siire i¢inde bir sonraki basamakta kullanilacak olan DAB yarim saat 6nceden
hazirlandi. Bunun i¢in 300 pul DAB substrati 2700 ul DAB dilisyonu ile karistirilarak ve
karanlik bir yerde bekletildi.
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> Inkiibasyon siiresi sonunda 3 kez PBS ile yikanip fazla suyu alinan lamin iizerine,
hazirlanan DAB soliisyonunu koyulup yaklasik 2dk beklenildi.

» Preparatlar distile suyla yikandi. Lamlarin {izerine Mayers Hematoksilen konulup
10-15 sn beklenerek zemin boyamasi yapildi ve yine distile suyla yikandi.

» Lamlar kurumadan alkol ve ksilol serilerinden gegirilip entellan ile kapatildi.(Sekil

10)
60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dk
Ksilen 30 dk
Rehidratasyon % 95 Alkol Calkalama
% 80 Alkol Calkalama
% 70 Alkol Calkalama
% 60 Alkol Calkalama
Yikama Distile Su 10 dk
Doku Etrafini Cizme | Dakopen
Yikama PBS 3x5 dk
Proteinaz K Solusyonu 30 dk
Yikama PBS 3x5 dk
Primer Antikor Enzim Solusyonu 37°De 1 Saat
Yikama PBS 3x5 dk
Convert-POD (Doniistiiriicii enzim) | 30 dk
Yikama PBS 3x5 dk
Boyama DAB Boyasi 10 dk
Yikama Distile Su 10 dk
Zemin Boyama Mayer Hematoksilen 10-15 sn
Dehidratasyon %80- %90 ik Alkol Serileri 2dk
Seffaflastirma Ksilen 30 dk
Kapama Entellan

Sekil 10: TUNEL boyama protokolii
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4.2.2. Kaspaz 3 Boyama

Imunohistokimyasal analizler, hiicre ve dokulardaki var olan &zel proteinlerin

belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Asagida belirtilen ii¢ temel adim uygulanir:
» Primer antikor 6zel antijene baglanur,

» Antijen-antikor kompleksi, bir konjugasyon enzimi yardimiyla ikinci bir antikorla

baglanir,

» Substrat ve kromojen varliginda, bu enzim antijen-antikor baglanma bolgesinde
renkli bir depozite doniigiir. Gorlinlim 1s1tk  mikroskobunda histopatolojik olarak

degerlendirilir.

Lizinli lamlara alman 5 p'luk kesitler 56-60 °C da bir gece etlivde bekletildi.
Seffaflagtirma amaciyla 15'ser dakika ii¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Sirasiyla %96, %80,
%70 azalan alkol serilerinden gegirilip hidratasyon saglanarak 5’er dakika iki degisim distile
suda bekletildi. Boyanacak alanin etrafi PapPen ile ¢izilerek alan kisitland1 ve dokularin PBS
ile yikandi. Kurutma kagidi ile PBS’ 1 alinan dokular {lizerine proteinaz K damlatilarak 37 °C
de 30 dk tutuldu. Etiivden c¢ikarilan dokular PBS ile yikandi. 400ul %30luk stok H,O,
(Hidrojen peroksit) 3,6 ml PBS (Phosphate Buffer Saline) ile karistirilarak %3lik H,O,
hazirlandi. Doku {izerine damlalik yardimi ile Endojen peroksidazi inhibe etmek amaci ile 15
dakika %?3’liik H,O, konuldu ve 10 dk. Oda sicakliginda bekletildi. PBS ile yikandi. Kesitler
1 saat bloklama solusyonu (TA-125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile inkiibe edildi.

Bloklama soliisyonu dokudan wuzaklastirllip yikama yapilmadan, 1/50 oraninda
hazirlamis oldugumuz primer antikor ((CPP32) Ab—4(Lab Vision, ABD, rabbit polyclonal
antibody)) 1 gece +4° C de bekletildi. PBS ile yikandi. Kesitler anti-mouse biotin sekonder
antikor karisiminda 30 dakika isleme alindi. PBS ile yikandi. Kesitler anti-mouse streptavidin
sekonder antikor (Kit igerisinde bulunan streptavidin soliisyonunun A sisesi ile B sisesi
birebir oraninda karistirilarak elde edildi) ile 30 dakika boyandi. PBS ile yikandi.
Reaksiyonunun goriiniirliigliinii saptamak amaciyla 100 pl diaminobenzidine (DAB) ile
boyandi. Distile su ile yikandi. Mayyers hematoksilen ile zemin boyamasi yapildi. Artan alkol
serilerinden gegirilerek (%70, %80 %96, %100’ liik) dehidratasyon yapildi. 3 kez 20 dakika
ksilene ile seffaflagtirma yapildi. Entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile
kapatildi.(Sekil 11)

49



Her gruptaki deneklerin karaciger ve duodenum doku kesitlerinden, karaciger i¢in X20
objektif biiyiitmesi ile 5000 pm?lik 10 ayri alanda kaspaz 3 pozitif hiicreler belirlendi ve elde
edilen degerlerin ortalamasi her denek i¢in hesaplandi. Elde edilen sonuglar istatistik
degerlendirmeye alindi. Duodenum dokusu i¢in yine X20 biiyiitmede 100 duodenum epitel
hiicresi sayild1 ve kaspaz 3 pozitif boyanan hiicreler belirlenerek ortalamalar hesaplandi ve

elde edilen veriler gruplar arasi farki gostermek i¢in istatistiki degerlendirmeye alindu.
4.3. Hayvan Agirhiklari Degerlendirmesi

Deney Baslangicinda ve deney sonunda (sakrifikasyon oncesi) hayvanlarin Agirliklar:
Olctiliip, not edildi. Sonuglar SPSS 15,0 Programinda Wilcoxon Signed Ranks Testi
kullanilarak degerlendirildi. Deneklerin agirliklarinin  baslangic ve deney sonundaki
verilerinin grup i¢inde karsilastirilmasinda p<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

4.4. Biyokimyasal incelemeler.

4.4.1. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Karaciger ve duodenumun bir kismi alinarak biyokimyasal analizler i¢in kullanildi.
Doku ornekleri 2 ml soguk distile su icinde ultrasonik homojenizatorde 1 dk siireyle
homojenize edildi. Homojenizasyon islemleri sirasinda Ornekler buz iistiinde tutuldu.
Homojenat +4°C’de ve 10 000 g devirde 15 dk santrifiij edildi ve siipernatandan enzim ve

protein dl¢iimii yapildi. Ornekler 6lgiim yapilana kadar - 70°C’de saklandh.

4.4.2. MDA (malondialdehit) degerlerinin saptanmasu:
» Daha 6nceden —80 °C’deki doku homojenatlar1 10 dakika oda 1sisinda ¢ozildi.
» 200 pL’lik 6rnekler tiiplere konuldu.
» Her tiipe 10’ar pL probukol eklendi. (Bioxytech, Oxis Research, MDA 586®)
» Her tiipe 640 puL R1 soliisyonundan eklendi.
» Dikkatlice vortekslendi.
» Her tiipe 150 pL R2 soliisyonundan eklendi.
» Dikkatlice vortekslenip 45°C de 60 dakika inkiibe edildi.
» Temiz bir slipernatan i¢in drnekler santrifiij edildi (6r. 10,000 X g 10 dakika).
» Temiz silipernatan kisim Ol¢iim kiivetine konularak spektrofotometre ile 586 nm

absorbansla 6l¢iildii (HACH-LANGE DR 5000®).
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Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 30 dk
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etlivde) 20 dk

Ksilen 2-3 (Oda Isisinda) 10x2 dk
Rehidratasyon %100-100-96-80-70°1ik Alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Sinirlama Dakopen
%S5 Tripsin 15 dk
Yikama PBS 3x5 dk
%3 H,0,
Bloklama Solusyonu 1 Saat
Primer Antikor 1 Gece +4°C
Tampon Solusyonu 3x5 dk
Boyama Sekonder Antikor 1-2-3 30x3 dk
Tampon Solusyonu 3x5 dk
Boyama DAB 1-5 dk
Boyama H&E 5dk
Dehidratasyon %80-96-100’1tik Alkol Serileri 2x3 dk
Seffaflastirma Ksilen 1-2-3 30x3 dk
Kapama Entellan

Sekil 11: Kaspaz 3 boyama prosediirti.
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4.4.3. SOD (Siiperoxide Dismutase) Aktivitesinin ol¢iimii.

SOD degerleri, SOD ticari kiti ile (Ransod, Randox internetional, inc),
spektrofotometrik yontemle 6lctildii. Doku Homojenatlar1 kit prosediiriine gore hazirlandiktan

sonra Arcitect 16000(Abbott, USA) cihaziyla spektrofotometrik olarak dl¢tildii.
4.4.4. GPx (Glutathione peroxidase) aktivitesinin olciimii:

GPx degerleri, GPx ticari kiti ile (Ransel, Randox internetional, inc), spektrofotometrik
yontemle Olgiildi. Doku Homojenatlar1 kit prosediiriine gore hazirlandiktan sonra Arcitect

16000(Abbott, USA) cihaziyla spektrofotometrik olarak dl¢iildii.
4.4.5. Kan Analizleri

Karaciger fonksiyonlarinin saptanmasi i¢in deney baslangicinda ve sonunda kan
ornekleri topland1 ve kaydedildi. Bu 6rneklerin santrifiijlenmesi(4000 X g de 10dk) ile elde
edilen serum oOrnekleri kanlarin alindigi giin Arcitect 16000(Abbott, USA) cihaziyla
spektrofotometrik olarak AST, ALT, ALP ve Albumin degerleri 6l¢iildii.

Calismamizda karaciger ve duodenum dokularinda, ALT, AST, ALP, Albumin, MDA,
SOD ve GPX diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasinda One Way ANOVA testini
kullandik. p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4.4.6. Etik Kurul Onayt

Tiim bu ¢aligmalar DEU Tip Fakiiltesi Deney Hayvani Arastirmalar1 Etik Kurulunun
21-11-2008 tarihli ve 128 sayili toplantisinda alimis olan etik onayr sonucunda
gerceklesmistir.

4.4.7. Verilerin Degerlendirilmesi.

Caligma siirecinde elde edilen parametrik veriler degerlendirilirken, istatistiksel
analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0 bilgisayar paket programinda
yapildi. Degerlendirmede ortalama, standart sapma, ANOVA varyans analizi, Tukey testi
kullanild1. Nonparametrik verilerde ise Wilcoxn testi kullanildi. Tiim sonuglarda p<0.05 olan
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

5.
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6. BULGULAR

5.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Karaciger

Karaciger dokusunun histolojik a¢idan degerlendirilmesi icin H&E boyasiyla boyayip,
bu boyanmis kesitlerin incelenmesi ile gruplar arasinda farkli sonuglar oldugu gézlenmistir.

Calismamizda kontrol grubuna ait karaciger kesitleri incelendiginde, klasik karaciger
lobiiliiniin ortasinda vena sentralis, vena sentralisden 1s1nsal bicimde perifere dogru uzanan
hepatosit kordonlar1 ve bu kordonlarin arasinda yer alan siniizoidler izlenmistir. Sinilizoidler
normal yapida ve genislikte gozlendi. Hepatositlerde nukleus yuvarlak ve cogunlukla
okromatik, sitoplazma ise eozinofilik boyanmistir. Siniizoidlerde endotel hiicrelerinin
nukleuslari ise yass1 ve koyu boyanmis olarak gozlenmistir. Endotel hiicrelerinin arasinda ya
da liimene bakan yiiziinde tutunmus olarak endotel hiicrelerinden daha biiyiik, nukleuslar
oval ve soluk boyanan Kupffer hiicrelerine rastlanmistir. Portal alanlarda, vena porta, arteria
hepatika, safra duktusu ve lenfatik damar normal olarak gdzlenmistir. Kontrol grubuna ait
kesitlerde herhangi bir hiicre infiltrasyonu gozlenmedi. (Sekil 12 A)

H&E boyasiyla boyanan sham grubuna ait kesitlerde, karaciger parankimasi, stromasi
ve portal alanlardaki bulgular kontrol grubu ile benzer yapisal Ozellikleri
gostermektedir.(Sekil 12 B)

Diger boyamalarda (Masson-Trikromve PAS) gruplara arasi anlamli farkliliklar

gbzlenmedi.(Sekil 15,16)
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SEKIL 12:Karaciger dokusu Kontrol (A) , Sham (B), YD (C) ve DD (D) gruplarina
ait genel goriintiiler.(H&E)

YD grubunda ise hepatosit hiicre kordonlarmin biitiinligi bozulmus, sinlizoidlerde
dilatasyon, mononiiklear hiicre infiltrasyonu ve hepatositlerde hidrofik dejenerasyon goriildii.
Ayrica bazi bolgelerde mikrograniilom yapilart gézlendi.(Sekil 12 (C), Sekil 13)

DD grubunda ise Hem YD hemde kontrol ve sham gruplariyla kiyaslandiginda YD
grubuna oranla daha az yogunlukta hiicresel degisiklik ve yine az yogunlukta mononiiklear

hiicre infiltrasyonu gozlenmistir.(Sekil 12 (D), Sekil 14)
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SEKIL 13:Karaciger dokusu YD grubuna ait H&E ile boyanmis kesitte mononiiklear

hiicre infiltrasyonu goriintiisii.

SEKIL 14: Karaciger dokusu DD grubuna ait H&E ile boyanmis kesitte mononiiklear

hiicre infiltrasyonu goriintiisii.
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SEKIL 15:Karaciger dokusu Kontrol (A) , Sham (B), YD (C) ve DD (D) gruplarma ait
genel goriintiiler.(Masson Trikrom)

SEKIL 16:Karaciger dokusu Kontrol (A) , Sham (B), YD (C) ve DD (D) gruplaria ait
genel goriintiiler.(PAS)
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Duodenum

Kontrol grubu ratlarin ince bagirsaklarina ait histolojik kesitlerde herhangi bir patolojik
bulguya rastlanmamustir. Ince bagirsag: astarlayan villuslar ve bu yapilarin iizerinde bulunan
epitel hiicreleri normal yapida goriilmektedir (Sekil 17,(A)).

Sham grubunda kontrol grubuna gore epitel hiicre bazalinde yagl degisiklik diginda
herhangi bir patolojik degisiklik goriillmemistir.(Sekil 17,(B))

YD grubunda kontrol ve sham grubuna goére L.propria artis goriildii; bu artisi
belirlemek icin 10 adet villiis cap1 olgiildii. Istatistiki olarak gruplar arasinda 16kosit
infiltrasyon artig1 gézlendi. (Sekil 20,21) Yine bu artisida her grupta 10 ayr1 alanda 100’er
hiicre sayildi ve ¢ikan degerlerin istatistiki sonuglari degerlendirildi. Ayrica epitel doku
bazalinde yag birikimi yogun bir sekilde goriildii(Sekil 17(C)). Bu tiirdeki degisiklikler DD
grubunda daha az yogunlukta goriilmiistiir.(Sekil 17,(D))

Diger boyamalarda (Masson-Trikrom ve PAS) gruplara arasi anlamli farkliliklar

gbzlenmedi.(Sekil 18,19)
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Sekil 17:Duodenum dokusu Kontrol (A) , Sham (B), YD (C) ve DD (D) gruplarina ait genel
goriintiiler.(H&E)
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Sekil 18:Duodenum dokusu Kontrol (A) , Sham (B), YD (C) ve DD (D) gruplarina ait genel
goriintliler.( Masson-Trikrom)

Sekil 19:Duodenum dokusu Kontrol (A) , Sham (B), YD (C) ve DD (D) gruplarina ait genel
goriintiiler. (PAS)
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Sekil 20: Duodenum dokusunda gruplar arasi l6kosit infiltrasyonu
*: Kontrol grubuna goére anlamli artig gésteren YD grubu.(p<0,0001)
**. Kontrol grubuna gore anlamli artis gésteren DD grubu(p=< 0,03)

infiltratif Hiicre Sayisi.
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Sekil 21: Duodenum dokusu gruplar aras1 L. Propria ¢ap degerleri.
*: Kontrol grubuna gore anlamli artis gésteren YD grubu.(p<0,0001)
**: Kontrol grubuna gore anlamli artig gésteren DD grubu(p< 0,03)

Lamina propria ¢aplari
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5.2. Immiinohistokimyasal Bulgular
5.2.1 Tunel Boyama

Karaciger

TUNEL Pozitif Hiicre Sayim

Kontrol grubuna ait doku 6rnekleri incelenip TUNEL pozitif hiicre sayim1 yapildiginda
ortalamasi 2.42 + 0.36 (5000 pm” alanda) olarak saptandi. Sham grubuna ait doku drnekleri
incelenip TUNEL pozitif hiicre sayimi1 (TUNEL) yapildiginda ortalamasi 2.71 + 0.42 (5000
um?” alanda) olarak tespit edildi. Bu iki grup arasinda pozitif TUNEL hiicre sayimi1 sonuglar
bakimindan istatistik olarak analmli fark saptanmadi (p<0,9). YD grubuna ait doku 6rnekleri
incelenip TUNEL pozitif hiicre sayimi (TUNEL) yapildiginda ortalamasi 14.0 + 0.84 (5000
um’ alanda) olarak saptandi. YD grubunda TUNEL pozitif hiicre sayimi, kontrol ve sham
gruplarina gore daha ¢ok oldugu saptandi ve bu gruplar ile yapilan istatistik karsilatirma ile
YD grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi ortalamasi ile kontrol grubuna ait TUNEL
pozitif hiicre sayimin ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik gézlendi. (p< 0.0001).
Yine YD grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi ortalamasi ile sham grubuna ait TUNEL
pozitif hiicre sayimin ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik gézlendi (p<0.0001). DD
grubuna ait doku Ornekleri incelenip TUNEL pozitif hiicre sayimi (TUNEL) yapildiginda
ortalamast 12.0 + 0.63 (5000 pum?” alanda) olarak saptandi. DD grubuna ait TUNEL pozitif
hiicre sayimi ortalamasi ile kontrol grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi ortalamasi
arasinda anlamli derecede farklilik saptandi. (P < 0.0001). DD grubuna ait TUNEL pozitif
hiicre sayim1 ortalamasi ile sham grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayim1 ortalamasi arasinda
anlamli derecede farklilik gozlendi. (P < 0.0001). YD grubuna ait TUNEL pozitif hiicre
sayimmi ortalamast ile DD grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi ortalamasi arasinda

anlamli derecede farklilik saptanmadi(p<0.1). (Sekil 22,23)
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Sekil 22: Karaciger dokusu TUNEL Degerlendirmesi

*: Kontrol grubuna gore anlamli artig gésteren YD grubu.(p<0,0001)

**: Kontrol grubuna gore anlamli artis gésteren DD grubu(p< 0,0001)

Tunel + hiicre sayisi
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Tunel Degerlendirmesi
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Sekil 23: Karaciger dokusu Kontrol (A) , Sham (B), YD (C) ve DD (D) gruplarina ait

TUNEL pozitif boyanmis hiicre goriintiileri, (TUNEL) boyamasi,

Duodenum

TUNEL Pozitif Hiicre Sayim

Kontrol grubuna ait doku 6rnekleri incelenip TUNEL pozitif hiicre sayimi1 yapildiginda
ortalamas1 2.85 + 0.26 olarak saptandi. Sham grubuna ait doku Ornekleri incelenip TUNEL
pozitif hiicre sayimi (TUNEL) yapildiginda ortalamas1 2.71 £+ 0.35 olarak tespit edildi. Bu iki
grup arasinda pozitif TUNEL hiicre sayim1 sonuglari bakimindan istatistik olarak anlamli fark
saptanmadi (p<0,9). YD grubuna ait doku drnekleri incelenip TUNEL pozitif hiicre sayimi
(TUNEL) yapildiginda ortalamas1 9.7 + 0.56 olarak saptandi. YD grubunda TUNEL pozitif
hiicre sayimi, kontrol ve sham gruplarma gore daha ¢ok oldugu saptandi ve bu gruplar ile
yapilan istatistik kargilatirma ile YD grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi ortalamasi ile
kontrol grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimin ortalamasi arasinda anlamli derecede

farklilik gozlendi. (p< 0.0001). Yine YD grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi1 ortalamasi
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ile sham grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimin ortalamasi arasinda anlamli derecede
farklilik gézlendi (p<0.0001). DD grubuna ait doku 6rnekleri incelenip TUNEL pozitif hiicre
sayimi (TUNEL) yapildiginda ortalamasi 5.4 + 0.71 olarak saptandi. DD grubuna ait TUNEL
pozitif hiicre sayimi1 ortalamasi ile kontrol grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi ortalamasi
arasinda anlamli derecede farklilik saptandi. (P < 0.008). DD grubuna ait TUNEL pozitif
hiicre sayim1 ortalamasi ile sham grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayim1 ortalamasi arasinda
anlamli derecede farklilik gozlendi. (P < 0.005). YD grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi1
ortalamasi ile DD grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi ortalamasi arasinda anlamli

derecede farklilik saptandi(p<0.0001). (Sekil 24,25)

Sekil 24: Duodenum Dokusu TUNEL Degerlendirmesi
*: Kontrol grubuna gore anlamli artis gésteren YD grubu.(p<0,0001)
**: Kontrol grubuna gore anlamli artig gosteren DD grubu(p=< 0,008)

0 Tunel Degerlendirmesi
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Sekil 25: Duodenum dokusu Kontrol (A) , Sham (B), YD (C) ve DD (D) gruplarina ait
TUNEL pozitif boyanmis hiicre goriintiileri, (TUNEL) boyamasi,

5.2.1 Aktif Kaspaz 3 Boyama

Karaciger

Kontrol grubuna ait doku 6rnekleri incelenip kaspaz 3 pozitif hiicre sayim1 yapildiginda
ortalamas1 1.71 + 0.42 (5000 pm?” alanda) olarak saptandi. Sham grubuna ait doku Srnekleri
incelenip kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi yapildiginda ortalamasi 1.85 + 0.34 (5000 um” alanda)
olarak tespit edildi. Bu iki grup arasinda kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi sonuglar1 bakimindan
istatistik olarak analmli fark saptanmadi (p < 0,9). YD grubuna ait doku 6rnekleri incelenip
kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi yapildiginda ortalamast 11.29 £+ 0.6 (5000 umz alanda) olarak
saptandi. YD grubunda kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi, kontrol ve sham gruplarina gére daha
cok oldugu saptand1 ve bu gruplar ile yapilan istatistik karsilatirma ile YD grubuna ait kaspaz
3 pozitif hiicre sayimi ortalamasi ile kontrol grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimin

ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik gozlendi. (p < 0.0001). Yine YD grubuna ait
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kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi1 ortalamasi ile sham grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimin
ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik gézlendi (p < 0.0001). DD grubuna ait doku
ornekleri incelenip kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi yapildiginda ortalamasi 5.21 + 0.6 (5000
um? alanda) olarak saptandi. DD grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi ortalamasi ile
kontrol grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi ortalamasi arasinda anlamli derecede
farklilik saptandi. (p < 0.0001). DD grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi1 ortalamasi ile
sham grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi1 ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik
gozlendi. (p < 0.0001). YD grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi ortalamasi ile DD
grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik

saptandi. (p <0.0001) (Sekil 26,27)

Sekil 26: Karaciger dokusu Kaspaz 3 Degerlendirmesi
*: Kontrol grubuna gore anlamli artig gésteren YD grubu.(p<0,0001)
**: Kontrol grubuna gore anlamli artig gosteren DD grubu(p=< 0,0001)

Kaspaz 3 Degerlendirmesi
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Sekil 27: Karaciger dokusu Kontrol (A) , Sham (B), YD (C) ve DD (D) gruplarina ait
Kaspaz 3 pozitif boyanmis hiicre goriintiileri, Aktif Kaspaz 3 IHC boyamasi.

Duodenum

Kontrol grubuna ait doku ornekleri incelenip kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi1 yapildiginda
ortalamasi 1.14 + 0.34 olarak saptandi. Sham grubuna ait doku 6rnekleri incelenip kaspaz 3
pozitif hiicre sayimi yapildiginda ortalamas1 1.42 + 0.29 olarak tespit edildi. Bu iki grup
arasinda pozitif kaspaz 3 hiicre sayimi1 sonuglari bakimindan istatistik olarak anlamli fark
saptanmadi (p<0,9). YD grubuna ait doku 6rnekleri incelenip kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi
yapildiginda ortalamas1 9.28 + 0.56 olarak saptandi. YD grubunda kaspaz 3 pozitif hiicre
sayimmi, kontrol ve sham gruplarina gére daha ¢ok oldugu saptandi ve bu gruplar ile yapilan
istatistik karsilatirma ile YD grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayim1 ortalamasi ile kontrol
grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimin ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik
gozlendi. (p< 0.0001). Yine YD grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi ortalamasi ile sham
grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimin ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik
gozlendi (p<0.0001). DD grubuna ait doku 6rnekleri incelenip kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi
yapildiginda ortalamasi 4.57 + 0.52 olarak saptandi. DD grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre
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saymmi ortalamasi ile kontrol grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayim1 ortalamasi arasinda
anlamli derecede farklilik saptandi. (p< 0.0001). DD grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi1
ortalamas1 ile sham grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi ortalamasi arasinda anlamli
derecede farklilik goézlendi. (p< 0.0001). YD grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi
ortalamasi ile DD grubuna ait kaspaz 3 pozitif hiicre sayimi ortalamasi arasinda anlamli

derecede farklilik saptandi(p< 0.0001). (Sekil 28,29)

Sekil 28: Duodenum Dokusu kaspaz 3 Degerlendirmesi
*: Kontrol grubuna gore anlamli artig gésteren YD grubu.(p<0,0001)
**: Kontrol grubuna gore anlamli artig gosteren DD grubu(p=< 0,008)
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Sekil 29: Duodenum dokusu Kontrol (A) , Sham (B), YD (C) ve DD (D) gruplarina ait kaspaz

3 pozitif boyanmis hiicre goriintiileri, (kaspaz 3 boyamasi),

5.3. Hayvan Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Baslangi¢ agirliklarina baktigimizda gruplarin agirlik diizeyleri ortalamalari; Kontrol
grubunda 244,42+8,61 gr, Sham grubunda 249,85+11,58 gr, YD grubunda 248,57+10,89 gr
ve DD grubunda 245,5748,2 gr, olarak saptanirken. Son agirliklarina baktigimizda; Kontrol
grubunda 257,57+£9,07 gr, Sham grubunda 260,71+£9,94 gr, YD grubunda 233,14+11,24 gr ve
DD grubunda 243,71£15,68 gr, olarak saptandi (Sekil 30) Kontrol grubunda baslangi¢ ve son
agirliklar arasinda istatistiki olarak anlamli sekilde arttig1 goriildii. (p<0,01). Sham grubunda
da yine baslangic ve son agirliklari istatistiki olarak anlamlilik goézlendi (p<0,001). YD
grubunu karsilastirdigimizda yine istatistiki olarak anlamli bulundu.(p<0,01) DD grubu
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p< 0,4).
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Sekil 30: Gruplarin deney baslangici ve deney sonundaki agirliklari.

*: Kontrol grb. hayvanlarin baslangic agirligina goére anlamhi artis godsteren
grup.(p<0,01)

*¥%. Sham grb. hayvanlarin baslangic agirligina gore anlamli artis goOsteren
grup.(p<0,001)

*¥*% YD grb. hayvanlarin baslangic agirhiina goére anlamli artig gosteren

grup.(p<0,01)

Hayvan Agirliklari
300 -+
275 - * *x
250 -
225 -+
200 -
175 -
150 -
125 A
100 - Hson
75 A
50 A
25 -

gr

M baslangi¢

Kontrol Sham YD DD

Gruplar

5.4. Biyokimyasal Bulgular

Karaciger

Karaciger dokusuna baktigimizda gruplarin MDA diizeyleri ortalamalari; Kontrol
grubunda 20,25+1,39 uM, Sham grubunda 20,20+0,97 uM,, YD grubunda 42,95+4,12 uM,ve
DD grubunda 23,54+0,82 uM, olarak saptandi. Kontrol grubuyla, Sham grubu
karsilastirildiginda, istatistiki olarak herhangi bir anlamlilik gézlenmezken (p<1,0). Kontrol
ve YD gruplarini karsilastirdigimizda YD grubunun MDA degerleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,0001). YD ve DD gruplari arasinda
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MDA diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli dercede YD ‘nin daha yiiksek MDA degeri
barmdirdig1 gozlendi.(p< 0,0001).(Sekil 31)

*: Kontrol grubuna gore anlamli artis gésteren YD grubu.(p<0,0001)
**: YD grubuna gore anlamli artis gésteren DD grubu(p< 0,0001)

Sekil 31: Karaciger MDA Degerleri.

50
45
40
35
30
25
20
15
10

MDA Degerleri

T

Kontrol

Sham
Gruplar

*
* %k
YD DD

70



SOD diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda 316,25+£3,24 U/mg protein, Sham
grubunda 302,89+5,38 U/mg protein, YD grubunda 220,11+4,22 U/mg protein ve DD
grubunda 232,64+7,6 U/mg protein olarak saptandi. (Sekil 32) Kontrol grubuyla, Sham grubu
karsilastirildiginda, istatistiki olarak herhangi bir anlamlilik gézlenmedi (p<0,3). Kontrol ve
YD gruplarint karsilastirdigimizda YD grubunun SOD degerleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,0001). YD ve DD gruplar1 arasinda
SOD diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p< 0,3).

Sekil 32: Karaciger SOD degerleri.

* Kontrol grubuna goére anlamli azalma mevcut.(p<0,0001)

SOD

*
Kontrol Sham YD DD
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GPx diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda 4,69+0,11U/mg protein, Sham grubunda
4,80+0,07 U/mg protein, YD grubunda 3,1140,19 U/mg protein ve DD grubunda 4,21+0,14
U/mg protein olarak saptandi. Kontrol grubuyla, Sham grubu karsilastirildiginda, istatistiki
olarak herhangi bir anlamlilik gozlenmedi (p<0,5). Kontrol ve YD gruplarin
karsilastirdigimizda YD grubunun GPx degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml derecede diisiik bulundu (p<0,0001). YD ve DD gruplar1 arasinda GPX diizeylerinde
ise istatistiksel olarak anlamli dercede YD ‘nin daha diisik GPX degeri barindirdig
gbzlendi.(p< 0,0001). (Sekil 33)

Sekil 33: Karaciger GPX Degerleri
*: Kontrol grubuna gore anlamli diisiis gosteren YD grubu.(p<0,0001)
**: Kontrol grubuna gore anlaml diisiis gdsteren DD grubu(p< 0,0001)

GPX Degerleri
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ALT diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda 74,0+2,34 U/L, Sham grubunda
68,85+2,93 U/L, YD grubunda 92,574+2,37 U/L ve DD grubunda 68,57+8,28 U/L olarak
saptand1 (Sekil 34) Kontrol grubuyla, Sham grubu karsilastirildiginda, istatistiki olarak
herhangi bir anlamlilik gézlenmedi (p<0,8). Kontrol ve YD gruplarin1 karsilastirdigimizda
YD grubunun ALT degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulundu (p<0,04). Kontrol ve DD gruplar1 arasinda ALT diizeylerinde istatistiksel

olarak anlaml fark bulunamadi (p<0,8).

Sekil 34: ALT degerleri
*: kontrol grubuna gore anlamli artig gosteren grup.(p:0,04)

ALT Degerleri
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AST diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda 113,894+2,38 U/L, Sham grubunda
118,00+2,09 U/L, YD grubunda 157,57+2,31 U/L ve DD grubunda 124,00+2,57 U/L olarak

saptand1 (Sekil 35). Kontrol grubuyla, Sham grubu karsilastirildiginda, istatistiki olarak

herhangi bir anlamlilik gézlenmedi (p<0,6). Kontrol ve YD gruplarin1 karsilastirdigimizda

YD grubunun AST degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

bulundu (p<0,0001). Kontrol ve DD gruplar1 arasinda AST diizeylerinde istatistiksel olarak

yine anlamli derecede artis goriildii (p< 0,02).

*: kontrol grubuna gore anlamli artig gosteren YD grubu. (p<0,0001)

*%*: kontrol grubuna gore anlamli artis gésteren DD grubu. (p<0,02)

Sekil 35: AST degerleri.
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ALP diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda 181,71£24,85 U/L, Sham grubunda
171,14£7,49 U/L, YD grubunda 248,14+18,20 U/L ve DD grubunda 175,85+25,82 U/L
olarak saptandi (Sekil 36). Kontrol grubuyla, Sham grubu karsilastirildiginda, istatistiki olarak
herhangi bir anlamlilik gézlenmedi (p<0,9). Kontrol ve YD gruplarin1 karsilastirdigimizda
YD grubunun ALP degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilik gézlenmedi.
(p=<0,1). Kontrol ve DD gruplar1 arasinda ALP diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamadi (p<0,9).

Sekil 36: ALP Degerleri
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Albumin diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda 3,77+0,06 g/dl, Sham grubunda
3,84+0,06 g/dl, YD grubunda 3,11+0,07 g/dl ve DD grubunda 3,90+0,04 g/dl olarak saptandi
(Sekil 37) Kontrol grubuyla, Sham grubu karsilastirildiginda, istatistiki olarak herhangi bir
anlamlilik gézlenmedi (p<0,8). Kontrol ve YD gruplarin1 karsilagtirdigimizda YD grubunun
Albumin degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu
(p<0,0001). Kontrol ve DD gruplar1 arasinda Albumin diizeylerinde istatistiksel olarak

anlamli fark bulunamadi (p< 0,4).

Sekil 37: Albumin Degerleri
*: Kontrol grubuna gore anlamli diisme gosteren YD grubu.(p<0,0001)

Albumin Degerleri
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Duodenum

Duodenum dokusuna baktigimizda ise gruplarin MDA diizeyleri ortalamalari; Kontrol
grubunda 7,81+£0,41 uM, Sham grubunda 7,72+0,32uM, YD grubunda 8,60+0,29 uM, ve DD
grubunda 7,47+0,22 uM, olarak saptandi.(Sekil 38) Kontrol grubuyla, Sham grubu
karsilastirildiginda, istatistiki olarak herhangi bir anlamlilik gozlenmedi (p<0,9). Kontrol ve
YD gruplarmi karsilastirdigimizda YD grubunun MDA degerleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek bulundu (p<0,01). YD ve DD gruplar arasinda
MDA diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli dercede YD ‘nin daha yiiksek MDA degeri
barmdirdig1 gozlendi.(p< 0,001).

Sekil 38: Duodenum MDA Degerleri
*: Kontrol grubuna gore anlamli artis gosteren YD grubu.(p<0,01)

10 - MDA Degerleri
g | *
8 -
7 -
6 -
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SOD diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda 66,13+£3,02 U/mg protein, Sham
grubunda 58,18+2,61 U/mg protein, YD grubunda 53,85+3,64 U/mg protein ve DD grubunda
59,85+1,14 U/mg protein olarak saptandi. (Sekil 39)Kontrol grubuyla, Sham grubu
karsilastirildiginda, istatistiki olarak herhangi bir anlamlilik gézlenmedi (p<0,2). Kontrol ve
YD gruplarin1 karsilastirdigimizda YD grubunun SOD degerleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,02). YD ve DD gruplar1 arasinda
SOD diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p< 0,4).

Sekil 39: Duodenum SOD Degerleri

*: Kontrol grubuna gore anlamli azalma gosteren YD grubu.(p<0,0001)
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GPx diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda 1,224+0,03 U/mg protein, Sham grubunda
1,27+£0,07 U/mg protein, YD grubunda 1,20+0,03 U/mg protein ve DD grubunda 1,20+0,02
U/mg protein olarak saptandi (Sekil 40). Kontrol grubuyla, Sham grubu karsilastirildiginda,
istatistiki olarak herhangi bir anlamlilik goézlenmedi (p<0,3). Kontrol ve YD gruplarini
karsilastirdigimizda da istatistiki olarak herhangi bir anlamlilik gézlenmedi.(p<0,8) YD ve

DD gruplar arasinda GPx diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p< 0,9).

Sekil 40: Duodenum GPX Degerleri
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7. TARTISMA

Tarimsal savasim, bitkilerin hastalik, zararli ve yabanci otlarin etkilerinden ekonomik
Olctliler i¢inde korunmasi, iiriinlin ve kalitenin arttirilmasidir. Tarimsal savasim degisik
yontemleri igermektedir. Bu yontemlerden birisi de tarim ilaglariin (pestisitlerin) kullanildigi
kimyasal savasimdir. Ancak, pestisitlerin bilingsiz ve kontrolsiiz kullanimi sonucu, zararl
organizmalarda dayaniklilik olusturabilme riskleri ve kalintilar yoluyla insan sagligina ve
cevreye olumsuz etkileri kesinlikle géz ard1 edilmemelidir.

Yapilan calismalarla bu pestisitlerin toksik icerikleri nedeniyle 6zellikle mutajenik,
karsinojenik ve teratojenik etkilere sahip oldugu gosterilmistir.**""

Brovwer ve arkadaglarmmin yaptigt calismada pestisitlerin, kullanildigi tarim
alanlarinda c¢aligan insanlar tizerindeki toksik etkileri arastirilmis, pestisitlerin renal ve hepatik
toksisiteyi arttirdigi saptanmlsnr.(mo)

Diger bir ¢aligmada ise Izushi ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada pestisitlerin
karaciger ve kas bozulmalarina neden oldugunu saptamlslardlr.(g)

Vesna Poleksic ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, TRF’nin sazan baliklar
tizerindeki akut ve subakut toksisitesini laboratuar ortaminda incelemislerdir. Akut ¢alismada
96 saat boyunca 0,045mg/L TRF uygulamiglardir. Subakut ¢aligmada ise 14 giin boyunca ii¢
farkli dozda(0,005-0,01-0,02 mg/L) TRF uygulanmistir. Bu c¢alismada biyokimyasal
parametreler (AST, ALT ve ALP) ayrica solungag, karacifer ve bobrek yapilar
incelemislerdir. Elde ettikleri sonuglarinda kan serumunda enzim aktivitelerinin arttigini
gostermisler. Histolojik bulgularda 0,005 mg/L uygulanan hayvanlarda solungaglarda normal
yap1 korunurken, 0,01 ve 0,02 mg/L doza maruz kalan hayvanlarda epitelyal hiperplazi,
subepitelyal boslukta 6dem ve solunum epitelinde kivrilma not etmislerdir. Karaciger
dokusunda 0,005 mg/L dozunda herhangi bir degisiklik goriilmezken, 0,01 mg/L uygulanan
dozda hepatositlerde az yogunlukta vakuolizasyon ve 0,02 mg/LL uygulanan dozda
hepatositlerde vakuolizasyon ve bolgesel olarak hepatosit nukleusunda piknozis tespit
etmiglerdir. Sonug olarak TRF’nin etkisinden dolayr AST deki artis sonucunda hepatositlerin
nekroza gittigini belirtmislerdir."°"

Bizim ¢aligmamizda histolojik incelemede ise H&E boyamalarda karaciger hiicrelerinde
hidrofik sigsme, mononiiklear hiicre infiltrasyonu ve siniizoidlerde dilatasyon gdzlenmistir

ayrica duodenum dokusunda lamina propriada artis ve 16kosit hiicre infiltrasyonu gézlendi.

Bizim kullandigimiz hayvan modeli bu c¢alismada literatiirde tek oldugundan dolay1 Vesna
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Poleksic ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada bulunan sonuglarla bizim sonuglarimiz
paralellik gdstermektedir.

Sinha S. ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada dinitroanniline tiirevi olan
Fluchoraline herbisitinin = sitotoksik etkilerini memeli hiicrelerinde kiiltiir ortaminda
incelemislerdir. Fare uterusundan izole ettikleri embriyonik fibroblast hiicreleri tizerine 8 ve
12 saat boyunca fluchloralin uygulanan hiicrelerde metafaz evresindeki ve kromozomal
hasara ugramis hiicrelerin sayisinda anlamli artis gozlenmistir. Uygulanma siiresi 72 saate
cikarildiginda hiicrelerin canlilik oran1 % 50 azalmistir. Sonug¢ olarak arastirmacilar
Fluchoralinin apoptosisi tetikledigi ve bunuda DNA sentezine etki ederek gerceklestirdigini
belirtmislerdir. Agoroze jel elektroforez yontemini kullanarak apoptosize giden hiicrelerin
fluchoraline maruz kaldigini belirtmislerdir.!*?

Anne R. Greenlee ve arkadaslarinin yapmis oldugu baska bir caligmada ise 21-26
giinliik disi fareleri, follikiil stimiile hormonu i.p. enjeksiyonu ile siiperovule edilmis ve 47
saat ayn tilir erkek farelerle birlikte barindirilmis. hCG enjeksiyonundan 18 saat sonra
embriyolar fare oviduktusdan toplanmis ve uygun besi ortami igerisine alinmistir. Bu
embriyolar1 96 saat boyunca dinitroanniline grubuna ait Pendimethalin herbisidine maruz
birakmislar ve deney sonunda elde ettikleri blastositlere TUNEL yontemi uygulayarak
apoptotik hiicreleri saymislar. Sonugta kontrol grubuyla karsilagtirildiginda Pendimethaline
maruz kalan hiicrelerdeki apoptotik hiicre sayisi anlamli diizeyde artis gostermis."”

Bizim yaptigimiz ¢aligmada da TRF ye maruz kalmis olan karaciger ve duodenum
dokularinda YD ve DD gruplarinda TUNEL ve kaspaz 3 pozitif hiicrelerinin artig1 Kontrol ve
sham grubuna gore anlamli fark gostermistir. Elde ettigimiz bulgular S. Sinha ve arkadaslar
tarafindan yapilan ¢aligma ile karsilagtigimizda, apoptotik hiicre sayisindaki artig bulgularimiz
ile benzerlik gostermektedir.

Shakil A. Saghir ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada ise 2 hafta boyunca
TRF ye maruz kalan ratlarin viicut agirliklar1 degerlendirilmis ve bu grubun viicut agirliklar
ile kontrol grubu agirliklar1 karsilagtirildiginda deney grubunda kontrol grubuna gore %14
azalma goriilmiistiir.'*?

Bizim yaptigimiz ¢aligmada da TRF ye maruz kalmis olan YD ve DD gruplarinda

viicut agirliklart kontrol ve sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma

gostermislerdir.
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Paulina CA. ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada 2,4-D herbisidini akut,
subkronik ve kronik olmak iizere ii¢ farkli etkisini belirlemek i¢in 24 saat, 30 giin ve 180 giin
oral yolla sicanlara uygulamiglar. Aragtirmacilar sicanlardan aldiklar1 kan 6rnekleri ile serum
AST, ALT, LDH, ALP, amilaz, glukoz ve total protein seviyelerini 6l¢gmiisler sonucta akut,
subkronik ve kronik gruplarda AST, ALT, LDH ve ALP diizeyleri artarken amilaz ve glukoz
seviyeleri diisme gostermistir. Sonu¢ olarak Paulina CA ve arkadaslar1 bu enzimlerdeki
degisikliklerin 2,4-D herbisidinin dokularda olusturdugu hasara dayandirmuslardir."*>

Baska bir calismada Luiz Benedetti ve arkadaslar1 Glyphosate-Biocarb herbisitinin
sican karacigerine etkisi aragtirllmistir. Calismada 30 adet wistar susu sigan kontrol ve ii¢
farkli dozda Glyphosate-Biocarb igeren 4 gruba ayrilmuslar. Iki giin araliklarla 75 giin
boyunca bu dozlar deneklere uygulanmis. Deney sonunda siganlarin kanlar1 ve karaciger
dokular1 alinmis. Elde edilen sonuglarda karaciger enzimleri AST ve ALT diizeylerinde
kontrol grubuna oranla anlaml artis gézlemisler. Bu artisida Glyphosate-Biocarb n karaciger
verdigi hasar nedeniyle oldugunu bildirmisler."*”

Biz de ¢alismamizda sicanlardan elde ettigimiz kan 6rnekleri ile serum AST, ALT, ALP
ve albumin seviyelerini ol¢tiik. AST degerleri TRF uygulanan her iki dozda da hem kontrol
hem de sham grubuna oranla anlamli artis gosterdi. ALT de ise artis sadece YD grubunda
anlaml diizeydeydi. Ayrica albumin degerlerindeki azalma ise yine sadece YD grubunda
anlamli diizeydeydi. Sonug olarak elde ettigimiz bu sonuglar Benedetti ve arkadaslarinin
yapmis oldugu caligmayla paralellik gostermektedir.

Organizmada normal fizyolojik sartlarda veya herhangi bir patolojik olay sonucunda
olusan serbest radikaller ile bunlarin koruyucusu olan antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengenin serbest radikaller lehine kaymas1 oksidatif stresi gosterir. Canlilar oksidatif hasara
karst enzimatik ve nonenzimatik antioksidan sistem ve molekiillerle korunur. Hiicre
seviyesinde etkili olan enzimatik antioksidan sistemler icerisinde SOD ve GPx yer alir.!*”

Pestisitlerin neden oldugu oksidatif stres sonucu etkilenen en 6nemli sistemlerden biri
de antioksidan sistemdir. Antioksidanlar hem dogrudan hem de dolayli olarak
ksenobiyotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen
etkilerine karsi hiicreleri koruyan maddelerdir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir
reaksiyonunu engelleyerek veya serbest radikal tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu

inhibe ederler.!*®

82



Malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonu sonucu olusan firiinlerden biridir ve
oksidatif hasar1 gostermede yaygin olarak kullanilan bir parametredir.'*”

Sunny O. Abarikwu ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada 30 adet wistar sicana 7-
16 giin boyunca uyguladiklar1 atrazine herbisitinin testis dokusundaki oksidatif strese ve
sperm kalitesine etkisini arastirmislar. Calisma sonucunda testis dokusunda MDA diizeyi
istatistiksel olarak artis gosterirken, SOD ve GPx seviyeleri anlamli azalma gdstermis.
Calisma sonundaki verilere dayanarak Atrazin herbisitinin oksidatif stresi arttirarak testis
dokusunda hasara yol actigin1 belirtmislerdir." 10)

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, TRF’ye maruz kalmis karaciger ve duodenum doku
orneklerinde SOD ve GPx aktiviteleri incelendiginde; Karaciger dokusunda hem YD hem de
DD gruplarinda, duodenum dokusunda ise YD grubunda SOD seviyeleri kontrol ve sham
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigimi tespit ettik. Ayrica YD
grubunda karaciger dokusu GPx seviyesi kontrol ve sham grubuyla karsilagtirdigimizda yine
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigmi goérdiik. SOD ve GPx enzimlerindeki bu
azalma, bu dokulardaki antioksidan savunma mekanizmasinin TRF tarafindan bozuldugunu
gostermektedir.

Calismamizda da, TRF uygulanan YD ve DD gruplarinda karaciger dokusunda hem YD
hem de DD gruplarinda, duodenum da ise YD grubundaki MDA diizeylerinin, kontrol ve
sham gruplarina gére anlamli bir sekilde arttigi goriilmistiir. MDA diizeyindeki bu artis,

TRF’nin bu dokularda lipid peroksidasyonuna ve dogal olarak oksidatif hasara yol actigi

ortaya konmustur.
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8. SONUC ve ONERILER

TRF yarilanma siiresinin uzun olmasi iilkemizde son verilere gore yliksek miktarda
kullanilmas1 sonucunda kalinti miktarinin fazlalig1 bir¢ok risk barindirmaktadir. Biz bu
calismada TRF’nin karaciger ve duodenum iizerine olusturabilecegi etkileri arastirdik. Bu
arastirma icin siganlardan aldigimiz doku ve kan 6rneklerini histolojik, immunhistokimyasal,
istatistiksel ve biyokimyasal olarak degerlendirdik.

Calismamizda elde ettigimiz sonugclar tartisma boliimiinde de goriilebilecegi gibi genel
olarak ulastigimiz literatiirlerle uyum gostermektedir. TRF uygulanmis deneklerde karaciger
dokusunun histolojik degerlendirmesinde hiicre kordon yapisinda bozulmalar, hidrofik
dejenerasyon, mononiiklear hiicre infiltrasyonu ve siniizoidlerde dilatasyon tespit edildi.
Ayrica duodenum dokusunda ise lamina propria dokusunda artis, epitel hiicrelerinin bazalinde
yag birikimi ve 16kosit infiltrasyonu gozlendi.

Deneklerin agirliklart her grup iginde baslangi¢ ve son degerleri kiyaslandiginda TRF
uygulanmis sicanlarda TRF nin etkisi nedeniyle anlamli kilo kayb1 gézlenmistir.

Apoptozis degerlendirmesi icin yaptigimiz TUNEL ve kaspaz 3 boyamada hem
karacigerde hem de duodenumda gruplar arasi apoptotik hiicre sayilarini kiyasladigimizda
TRF uygulanmis sicanlarda TUNEL ve kaspaz 3 pozitif hiicre sayisinin kontrol ve sham
gruplarina oranla anlaml arttigini tespit ettik.

Karaciger hiicre hasarinda artis gosteren AST ve ALT degerleri incelendiginde TRF
uygulanmis sicanlarda karaciger hasarina bagli olarak kontrol ve sham gruplaria kiyasla
anlaml artis gozlenmistir. Ayrica yine karaciger hasarlarinda azalma gdsteren albumin
seviyeleride gruplar arasi kiyaslandiginda TRF uygulanmis sicanlarda kontrol ve sham
grubuna oranla anlaml1 azalma gostermistir.

Elde ettigimiz sonuglarda oksidatif stres parametrelerinin 6l¢timii 1le hem karacigerde
hem de duodenumda TRF nin toksik etkisinden dolayr TRF uygulanmis sicanlarda MDA
diizeylerinde artis, SOD ve GPx seviyelerinde ise azalma gozlenmistir.

TRF nin olusturmus oldugu hasarin daha iyi anlagilmasi i¢in molekiiler ve biyokimyasal
yolaklarinin agiga ¢ikmasi gerekmektedir. Bu yiizden bu tiir arastirmalarin yapilmasi biiyiik
Oonem tagimaktadir.

Yukardaki sonuglar dogrultusunda TRF nin uyguladigimiz dozlarada, hem karacigerde
hem de duodenumada toksik etkisi sonucu hasara neden oldugunu goézlemledik.

Dinitroanniline tiirevi herbisit olarak bilinen TRF’ nin kalintt miktarlarin1 géz 6niinde tutarak
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daha kontrollii ve bilingli kullanilmasi, dogal dengenin bozulmamasi ve halk saglig1 acisindan
gelecek nesillerde saglik sorunlarinin yasanmamast igin gerekli denetimlerin yapilmasi biiyiik

Onem tasimaktadir.
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