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Ozet

Bu ¢alismada, 17a-Etinilestradiol (EE,; 1, 10 ve 100 ng/l) ve 4-n-Nonilfenoliin (NP; 10, 60 ve 200
pg/l) nominal konsantrasyonlarina, semistatik kosullarda kronik olarak (32 giin), maruz birakilan inci
kefalinin hepatositlerinde, sitokrom P4501A (CYP1A) enziminin immunohistokimyasal lokalizasyonu,
incelendi. Deneysel uygulamalar sonrasinda, karaciger kesitleri immunohistokimya yontemi ile boyandi
ve degerlendirildi. CYP1A immunreaktivitesi, kontrol grubuna ait bireylerde hepatositlerin
sitoplazmasinda, gdzlenmedi. NP uygulanan gruplarda, CYP1A’nin immunohistokimyasal boyanmasinda
kontrol bireylerine kiyasla, bir farklilik belirlenmedi. EE, uygulamasi sonucunda, hepatositlerin
sitoplazmasinda nukleus memranindan plazma membranina dogru artan ve orta siddetli olan
immunboyanma gozlendi. Elde edilen sonuglar bu zenodstrojenlerin, hepatositlerdeki CYP1A
immunboyanmasi iizerine farkl etkiler gosterdiklerini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Chalcalburnus tarichi, CYP1A, karaciger, hepatosit, 17o-etinilestradiol, 4-n-
nonilfenol

Alterations in the Immunohistochemical Staining of Cytochrome P4501A in
the Hepatocytes of Chalcalburnus tarichi (Pallas 1811) (Cyprinidae) Exposed
to 17a-Ethinylestradiol and 4-n-Nonylphenol

Abstract

In the present study, immunohistochemical localization of cytochrome P4501A (CYP1A) in the
hepatocytes of Chalcalburnus tarichi (Cyprinidae) that were chronically exposed (32 days) to nominal
concentrations of 17a-ethinylestradiol (EE,; 1, 10, and 100 ng/l) and 4-n-nonylphenol (NP; 10, 60, and
200 pg/l) under semistatic conditions was conducted. After the experimental exposure, the liver sections
were stained using immunohistochemistry and then evaluated. No CYP1A immunoreactivity was
detected in the cytoplasms of the hepatocytes in the controls. Moreover, no difference in the CYP1A
immunohistochemical staining was observed in the NP-treated groups when compared to the controls.
The EE, treatment resulted in moderate CYP1A immunostaining in the cytoplasms of the hepatocytes,
which extended from the nuclear membrane to the plasma membrane. The results showed that those
xenoestrogens had different effects on the CYP1A immunostaining in the hepatocytes.
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Giris

Sitokrom P450 bagimli monooksigenaz enzimleri apisal ve fonksiyonel olarak
hem proteinleri ile iligkili olan bir familyay1 kapsar. Sitokrom P450 sisteminin temel
fonksiyonu, poliaromatik hidrokarbonlar (PAH), poliklorlu bifeniller (PCB), dioksinler,
halojenli aromatik hidrokarbonlar gibi eksojen kimyasallarin yanisira ilaglar, steroidler,
norohormonlar, yag asitleri ve prostaglandinler gibi endojen bilesiklerden olusan c¢ok
genis bir substrat araliinin oksitatif metabolizasyonudur. Biyotransformasyon
basamaginin genellikle birincisini olusturan bu oksitatif siire¢, terminolojide “Faz 17
metabolizmasi olarak adlandirilir. Sitokrom P4501A (CYP1A) alt ailesi yukarida sozii
edilen bir¢ok yabanci maddenin biyotransformasyonunda rol oynamasindan dolay1 daha
fazla dikkat ¢cekmektedir. Memeli ve teleost CYP1A formlarmin karakteristik 6zelligi
zenobiyotikler tarafindan uyarilabilir olmasidir. Uyariciya yanit, sitosolik ligand aktiveli
transkripsiyon faktorii olarak bilinen aril-hidrokarbon reseptdor (AHR)’ii araciligiyla
gerceklestirilir. Ligand olarak zenobiyotigin reseptore baglanmasi ile 1s1 sok proteini
90’nin ayrildig1 transformasyon siireci, daha sonra ise AHR-ligand altbirimi ve AHR
niiklear translokator proteini arasinda heterodimer olusum siireci meydana gelir.
Transkripsiyonel olarak aktif olan heterodimer, DNA {izerinde CYPIA geninin
promotor bolgesinin yanindaki spesifik AHR-yanit elementleri ile etkilesmek {izere
nukleusa geger. Etkilesim, CYPIA gen transkripsiyonu, mRNA sentezi, protein sentezi
ve son olarak katalitik aktivitesi ile sonuglanir (Sarasquete ve Segner 2000).

Zenobiyotiklere maruz kalma sonucunda CYP1A’nin uyarilabilirligi, akuatik
cevredeki kirlilik izleme c¢alismalarinda bir biyomarkir olarak kullanimini ortaya
cikarmistir (Goksgyr ve Forlin 1992). CYPIA ile yapilan sitotoksikolojik ve
ekotoksikolojik ¢alismalar, enzimin katalitik aktivitesi [7-etoksiresorufin O-deetilaz
(EROD), aril hidrokarbon hidroksilaz vb.)], gen ve protein ekspresyonu ve dokulardaki
immunohistokimyasal lokalizasyonu gibi farkli yontemlere dayanmaktadir (Sarasquete
ve Segner 2000; Fent 2001; Mortensen ve ark. 2006). Baliklarda PAH’lar (6rn.,
benzo[a]piren) (Malmstrom ve ark. 2004) ve PCB’lere (6rn., 2.3.7.8-tetraklorodibenzo-
p-dioksin (TCDD)) (Arellano ve ark. 2001) maruz kalma sonrasinda, CYP1A’nin giiglii
bir sekilde uyarildigi, gecmiste yapilan immunohistokimyasal c¢aligmalarda,
gosterilmistir.

170-Etinilestradiol (EE;), kontraseptif ilaglarin temel bileseni olup giiglii bir
sentetik Ostrojendir (Larsson ve ark. 1999). Nonilfenol (NP) ise deterjanlarin yapiminda
noniyonik surfaktan olarak kullanilan alkilfenol etoksilatlarin bir indirgenme tirtiniidiir
ve zayif Ostrojenik etkiye sahiptir (Jobling ve Sumpter 1993). Hem EE, hem de NP
aritma atik suyunda, sedimentlerde ve akuatik ¢evrede belirlenmislerdir (Ahel ve ark.
1994; Ternes ve ark. 1999; Kannan ve ark. 2003). Endokrin sistemi etkileyen bu
kimyasallarin, baliklarda tireme ve gelismeyi engelleme (Van Den Belt ve ark. 2002;
Weber ve ark. 2003), hormonal bozulum (Labadie ve Budzinski 2006a,b), faz I ve faz Ii
biyotransformasyon enzim seviyelerinde degisim (Vaccaro ve ark. 2005; Kaptaner ve
ark. 2009) gibi zararh etkilere yol actig1, farkli deneysel ¢caligmalarda gosterilmistir.

Inci kefali (Chalcalburnus tarichi, Pallas 1811) (Cyprinidae), Van Golii
Havzasi’nda yasayan endemik bir tiirdiir. Anadrom karakterli olan bu balik tiirii, goliin
ekstrem pH seviyelerinde (9.8) yasayabilme oOzelliginden dolayr biyolojik olarak
oldukg¢a dikkat cekicidir (Danulat ve Selcuk 1992). Son yillarda yapilan histolojik,
biyokimyasal ve molekiiler seviyedeki ¢aligmalar, baligin gonadlarinin histolojisinde,
endokrin ve antioksidan savunma sisteminde degisimlerin meydana geldigini ve bu
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degisimlerin endokrin bozucu c¢evresel Kkirleticilerden kaynaklanabilecegini rapor
etmislerdir (Unal ve ark. 2007; Kaptaner ve ark. 2014; Unal ve ark. 2014; Kaptaner
2015; Kaptaner ve ark. 2016).

EE, ve NP’nin, balik dokularinda CYP1A enziminin immunohistokimyasal
lokalizasyonu iizerine olan etkileri ile ilgili bilimsel ¢alismalar nadirdir. Bu ¢alismada,
inci kefalinin karacigerinde, EE; ve NP’nin hepatositlerdeki CYP1A immun boyanmasi
tizerine olan etkileri arastirilmistir.

Materyal ve Yontem
Balik temini

Calismada kullanilan inci kefalleri Van Golii'ne dokiillen Karasu Cayi’ndan
elektrosok ile yakalandiktan sonra 1000 1 hacimli ve hava motorlar: ile havalandirilan
fiberglas tanklara aktarildi. Baliklar daha sonra su sicakligmin ortalama 16 °C oldugu
tanklarda ve dogal fotoperyot altinda, bir ay aklimatizasyon siirecine birakildi. Bu siireg
sirasinda baliklarin ticari alabalik yemine aligtirilmasi ve yem almalar1 saglandi.

Deneysel dizayn ve kimyasal uygulama

Bir aylik aklimatizasyon peryodundan sonra stok tankinda bulunan baliklar, 60 1
su hacimli cam akvaryumlara, her akvaryumda 10 balik olacak sekilde dagitildi. Gorsel
stresi Onlemek icin akvaryumlarin etrafi kagitla kapatildi. Calismada 9.72 + 0.70 cm
(Ortalama + Standart Sapma; Ort. = S.S.) catal boylu ve 8.92 + 2.07 g (Ort. £ S.S.)
viicut agirlikli baliklar kullanildi. Akvaryumlara aktarilan baliklara 5 giin sonra
kimyasal uygulamasi baglatildi. 17a-Etinilestradiol (EE,, saflik: %98, Sigma, Kat. No:
E4876) ve 4-n-Nonilfenol (NP, saflik: %99, Riedel-de Hien, Kat. No: 46405)’liin stok
soliisyonlar1 aseton solvent (HPLC derece, Sigma) i¢inde hazirlandiktan sonra EE; i¢in
1, 10, 100 ng/l ve NP i¢in 10, 60, 200 pg/l nominal konsantrasyonlarda olacak sekilde
akvaryum sularina manuel olarak eklendi. Akvaryum suyundaki aseton konsantrayonu
% 0.001°den diisiik olacak sekilde ayarlandi. Baliklar iizerine solventin etkisi hakkinda
bilgi edinmek i¢in bir kontrol akvaryumuna ek olarak ikinci bir kontrol akvaryumuna,
yalnizca aseton solvent, eklendi. Baliklara kimyasal uygulamasi semistatik-yenileme
sistemi ile 32 giin boyunca, 12:12 fotoperyot altinda yapildi. Uygulanan test
kimyasallar1, akvaryum suyunun % 80’inin degisimi ile 24 saatte bir yenilendi. Calisma
sekiz grup ile gerceklestirildi ve her grup i¢in bir tekerriir akvaryumu olusturuldu.
Calismada dinlendirilmis ve kloru uzaklastirilmis sebeke suyu kullanildi. Yemleme
giinde bir kez yapildi. Yenilmeyen yemler ve balik atiklar: her giin sifonlama yapilarak
temizlendi. Uygulama siireci boyunca akvaryumlarda su sicakligi (Ort.£S.S.: 14.08 +
0.8 °C), pH (Ort. £ S.S.: 8.78 + 0.1), ¢dziinmiis oksijen (Ort. £ S.S.: 4.41 + 0.44 mg/l)
ve kondiiktivite (Ort. £ S.S.: 638.62 + 57.8 uMHQOS/cm) gibi su kalitesi kriterleri, her
giin diizenli olarak 6l¢iildii. CaCOg cinsinden sertlik, dinlendirilmis stok musluk suyu
tankinda c¢aligmanin basinda ve sonunda olmak iizere iki kez 6l¢iildii. Bu degerlerin
strastyla 198 ve 216 mg/ml oldugu belirlendi.
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Doku Alimimu ve Histolojik Prosediir

Kimyasal uygulamasi tamamlandiktan sonra baliklar MS-222 (200 mg/l, 3-
aminobenzoik asit etil ester, Sigma) ile anestezi edildi. Baliklar daha sonra disekte
edilerek karacigerleri ¢ikartildi. Karaciger dokusu % 10’luk nétral tamponlu formalin
fiksatifi ile tespit edildi. Tespit edilen dokular, fosfat tuz tamponu (PBS; pH: 7.4) ile
yikandiktan sonra, dereceli etanol (% 70, % 80, %9 6 ve absolii) serilerinden gecirilerek
dehidrate edildi ve ksilende seffaflastirildiktan sonra parafine gomiildii.

CYP1A enziminin immuno-histokimyasal olarak boyanmasi ve degerlendirilmesi

Her gruba ait 6 bireyin, parafine gomiilmiis karaciger dokularindan 4 pm
kalinligindaki kesitler alinip polilizin kapli lamlara aktarildi. Kesitler, deparafinize ve
rehidrate edildikten sonra metanol ile hazirlanan % 3’liikk H,O; ile oda sicakliginda 5 dk.
inkiibe edilerek, endojen peroksidaz aktivitesi, inaktif hale getirildi. PBS ile yikanan
kesitler, sitrat tamponu (0.1 M, pH: 6) ile 100 °C’de 15 dk muamele edildi daha sonra
PBS ile birka¢ kez yikandi. Spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi igin at
serumu ile oda sicakliginda 20 dk. inkiibasyona birakilan kesitler, PBS ile ii¢ kez beser
dk. yikandiktan sonra PBS ile 1:100 oraninda sulandirilan primer antikor (fare anti balik
CYP1A peptid monoklonal antikor, C10-7, Biosense Lab., Norveg) ile 4 °C’de nemli
ortamda, bir gece inkiibasyona birakildi. Daha sonraki boyama basamaklarinda,
biyotinli anti-fare sekonder antikoru i¢eren ABC kit (Fare UniTect ABC Kit, Kat. No:
XHCO01, Calbiochem, Merck, ABD) protokollerine uyuldu. Ozet olarak; kesitler PBS ile
yikandiktan sonra biyotinli sekonder antikor ile oda sicakliginda 30 dk. inkiibasyona
birakildi. Lamlar PBS ile yikandiktan sonra avidin-biyotin horsradis peroksidaz
kompleks karisimi ile 30 dk. inkiibe edildi. Daha sonra doku gegirgenligini artirmak i¢in
PBS ile hazirlanan %1°lik Triton X-100 ile 30 saniyae yikandi. Kesitler, DAB (3,3'-
diaminobenzidin) ile inkiibe edildikten sonra bidistile su ile yikandi. Zemin boyamasi,
Mayer’in Hematoksilen boyasi ile yapildi. Lamlar dereceli etanolden (%95, %100) ve
ksilenden gegirilerek, entallan ile kapatildi. Negatif kontrollerde primer antikor yerine
PBS kondu. Preparatlar, Nikon Eclipse E600 marka arastirma mikroskobu ile
incelendikten sonra goriintiileri alind1.

Kesitlerin degerlendirilmesi ve puanlanmasi Husey ve ark. (1996)’ma gore
asagidaki sekilde yapildi:

1. Hiicrenin sitoplazmik alaninda boyanmanin dagilimma gore; sitoplazmik
alanda boyanma yok ise, (%0, —); sitoplazmik alanda kismen boyanma varsa (%50, +),
sitoplazmik alanda biiyilk oranda boyanma varsa (%80-90, ++), sitoplazmik alan
tamamen boyanmis ise (%100, +++).

2. Sitoplazmik alandaki boyanmanin yogunluguna gore; Negatif, (—); hafif siddetli
(+), orta siddetli (++), kuvvetli (+++) ve ¢ok kuvvetli (++++).

3. 1. ve 2. kriterlere gore incelenen hiicrelerin kesitteki dagilimina gére; Homojen,
(a); heterojen, (b) olmak tizere ii¢ kritere gore yapildi.

Bulgular
Kontrol gruplarindaki ve NP ile EE;’ye maruz birakilan gruplardaki CYP1A

enziminin immunohistokimyasal degerlendirilmesi Tablo 1’de gosterilmistir. Kontrol
gruplarinda, CYPIA immunboyanmasinin hepatosit nukleus zarmin hemen iizerindeki
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(periniiklear) alanlarda oldugu gozlendi ancak sitoplazmik alanda maydana gelmedigi
belirlendi bununla birlikte hepatositlerin siniizoide bakan plazma membrani altinda da
boyanmanin oldugu gozlendi (Sekil 1a,b).

NP’ye maruz birakilan gruplarda ise boyanmanin kontrol gruplarina benzer olarak
nukleus membrani etrafinda ve hepatositlerin siniizoide bakan plazma membrani altinda
oldugu belirlendi (Sekil 2a,b,c). Kontrol gruplarinda ve NP’ye maruz birakilan
gruplarda hepatositlerde sitoplazmik alanda boyanma gézlenmedi.

EE,’nin 1 ng/l konsantrasyonuna maruz birakilan grupta da boyanmanin kontrol
grubundakine benzer oldugu bununla birlikte bazi hiicrelerde nukleus etrafindaki
boyanmanin daha belirgin oldugu gozlendi (Sekil 3a). Bu gruba ait bir bireyde kismen
ve graniillii boyanmanin meydana geldigi belirlendi. EE;’nin 10 ng/l konsantrasyonuna
maruz birakilan grupta genel olarak sitoplazmik alandaki boyanmanin kismen (+) ve
orta siddetli (++) oldugu, bununla birlikte az sayidaki hiicrede sitoplazmik alanin biiyiik
oranda ve orta siddetli boyandigi goézlendi (Sekil 3b). EE;nin 100 ng/l
konsantrasyonuna maruz birakilan grupta sitoplazmik alanin genel olarak, nukleus
memranindan baslamak {izere, yaygin olarak biiyliik oranda (++) ve orta siddetli (++)
boyandigi, seyrek de olsa bazi hiicrelerin tamamen ve orta siddetli boyandigi belirlendi.
Hiicrelerdeki boyanmanin siniizoide ve komsu hiicrelere bakan yanal sitoplazmik
bolgelerde meydana geldigi ancak siniizoidin karsi tarafindaki bodlgenin boyanmadigi
gozlendi (Sekil 3c). Bu gruba ait iki bireyde hiicrelerde sitoplazmik alanin tamamen ve
orta siddetli boyandigi, seyrek olarak bazi hiicrelerde ise boyanmanin kuvvetli oldugu
goriildi. EE;’ye maruz birakilan gruplarda sitoplazmik boyanma alaninin konsantrasyon
artist ile birlikte arttigi ve orta siddetli bir boyanma meydana geldigi belirlendi.
Hepatositlerde CYP1A enzimi ile boyanan hiicrelerin homojen dagilim gosterdigi yani
kesit icinde merkezi ven veya biiyiik damarlar etrafinda yogunlasmadig1 gézlendi.

Tablo 1. NP ve EE;’ye maruz birakilan inci kefalinde CYPIA enziminin
hepatositlerdeki immunohistokimyasal degerlendirilmesi.

Uygulama Grubu

Kontrol

Solvent Kontrol

NP 10 pg/l

NP 60 pg/l

NP 200 pg/l

EE, 1 ng/l

EE, 10 ng/l

EE, 100 ng/I
n: Birey sayisi; 1: Hiicrenin sitoplazmik alaninin boyanmasmin dagilimma gore
degerlendirme: Sitoplazmik alanda boyanma yok ise, (%0, —); sitoplazmik alanda
yartyartya boyanma varsa (%50, +), sitoplazmik alanda biiyiik oranda boyanma varsa
(%80-90, ++), sitoplazmik alan tamamen boyanmis ise (%100, +++). 2: Sitoplazmik
alandaki boyanmanin yogunluguna gore degerlendirme: Negatif, (-); hafif siddetli (+),
orta siddetli (++), kuvvetli (+++) ve ¢ok kuvvetli (++++). 3: 1. ve 2. kriterlere gore
incelenen hiicrelerin kesitteki dagilimina gore degerlendirme: Homojen, (a); heterojen,

(b).

o OO O OIS
[
[

oo o W

+/++ ++
++ ++

D
QD
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Tartisma ve Sonug¢

Kontrol gruplarina ait kesitlerde CYPIA immun-reaktivitesi, sadece nukleus
membranina ve plazma memranina bitisik alanda gozlendi bununla birlikte sitoplazmik
alanda boyanma goriilmedi benzer boyanma, hepatik patolojiye sahip olmayan
Pseudopleuronectes americanus’ta da gozlenmistir (Smolovitz ve ark. 1989). Benzer
sekilde Lester ve ark. (1993), gokkusagi alabaligi hepatositlerinde yaptiklari elektron
mikroskop incelemesinde, CYP1A enziminin periniiklear alanda bulunan graniilli
endoplazmik retikulum igerisinde lokalize oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda NP uygulanan gruplarda, kontrol gruplarinda oldugu gibi, hepatosit
sitoplazmasinda, CYP1A immunreaksiyonu gozlenmedi ve kontrol gruplarina kiyasla
belirgin bir fark olmadig: belirlendi. NP’nin siganda EROD aktivitesini diisiirdiigii ve
CYPI1A ifadesini azalttigi (Lee ve ark. 1996), Salmo salar’da CYP1A ifadesini
baskiladigi (Arukwe ve ark. 1997), Gadus morhua’da, CYP1A seviyesinde azalmaya ve
EROD aktivitesinde diisiise neden oldugu (Sturwe ve ark. 2006) bildirilmistir. Bu
calismada NP’ye maruz birakilan bireylerde, hepatosit sitoplazmasinda CYPIA
enzimine ait immunboyanma gézlenmemesi, NP’nin CYP1A’y1 uyarmamasindan veya
CYP1A’y1 baskilamasmdan kaynaklanabilir.

»
-

Sekil 1. Inci kefalinde kontrol (a) ve solvent kontrol (b) grubu bireylerinin karaciger
dokusundan alinan kesitlerde CYP1A enzimine ait immun boyama. CYP1A
immunreaksiyonu hepatositlerin sadece periniiklear alanlarinda gozlenirken,
sitoplazmik alanlarinda gézlenmemistir (inset bar: 10 um).

Dogal ostrojen 17B-0stradioliin alabalik karaciger hiicre kiiltiiriinde bazal EROD
aktivititesini inhibe ettigi, (Navas ve Segner 2000), CYPIA mRNA seviyesini
diistirdiigii, (Navas ve Segner 2001) ve CYPIA ifadesini baskiladigi (Elskus, 2004)
belirlenmistir. EE, enjekte edilen Cyprinus carpio’da EROD aktivitesinin ve CYP1A
protein ifadesinin belirlenmedigi bildirilmistir (Solé ve ark. 2000). Sentetik Ostrojen
EE,’ye 7 giin siire ile maruz birakilan Salmo salar’da ise CYP1A ifadesinin zamana ve
doza bagimli olarak azaldig1 gézlenmistir (Mortensen ve Arukwe 2007). Bu bulgulardan
farkl1 olarak c¢alismamizda EE;’ye maruz birakilan baliklarda hepatositlerin
sitoplazmasinda CYP1A immunboyanmasinin konsantrasyon yiikselisi ile birlikte arttig1
ancak boyanmanin giiglii olmadig1 gozlendi. Benzer olarak, Hasselberg ve ark. (2004),
alkilfenol karigimma (C4-C7) ve 17 ostradiole maruz birakilan Gadus morhua’nin
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erkek bireylerinde, hepatik CYP1A protein ifadesinin doza bagimli olarak arttigini
gozlemlemislerdir. EE’nin, benzo(a)piren (BaP)’e maruz birakilan Clarias
garipeinus’un solungaclarinda EROD aktivitesini, BaP ile antagonistik olarak, inhibe
ettigi ve tek basina solungagc EROD aktivitesini iki kat arttirdigi belirlenmis, bununla
birlikte ayni1 etki karacigerde gozlenmemistir (Mdegela ve ark. 2006). Son ve ark.
(2002) ise 17B-ostradiol’in fare ovaryum kanser hiicre hattinda TCDD ile uyarilan
CYPIA protein ve mRNA ifadesini artirdigin1 bildirmislerdir. Baliklarda yapilan
caligmalarda, CYP1A enziminin uyarimi-

Sekil 2. NP’nin 10 pg/l (a), 60 ug/l (b) ve 200 ug/l (¢) konsantrasyonlarina maruz
birakilan inci kefaline ait karaciger kesitlerinde CYP1A immun boyamasi.
Kontrollere benzer olarak hepatositlerin sadece periniiklear alaninda CYP1A
immun reaksiyonu gozlenirken; sitoplazmik alanda gozlenmedi (inset bar: 10

um).
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Sekil 3. EE;’nin 1 ng/l (a), 10 ng/l (b) ve 100 ng/l (c) konsantrasyonarina maruz
birakilan inci kefaline ait karaciger kesitlerinde, hepatosit sitoplazmasinda
gozlenen CYP1A immun boyanmasi (inset bar: 10 um).

nin uyaricinin dozuna, uyarim yoluna, tiire, yasa ve iireme siklusuna (Snowberger ve
ark. 1991; Smolowitz ve ark. 1992; Sleiederink ve ark. 1994; Arukwe ve Gokseyr 1997;
Van Veld ve ark. 1997; Anulacion ve ark. 1998) baglh olarak farklilik gosterebildigi
bildirilmistir.

Dolayisiyla diger tiirlerde EE;’nin CYP1A {izerine olan baskilayici etkisine
ragmen, inci kefalinin hepatositlerinde CYP1A immunboyanmasinin gézlenmesi, deney
stiresinin uzun olmasindan kaynaklanabilir. Bu ¢alismaya benzer olarak Madureira ve
ark. (2012), farkli farmasotiklerin  zebra baligi  karacigerinde CYPIA
immunboyanmasin1 degistirdigini veya uyardigini bildirmislerdir. Ote yandan, P450
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izozimlerinin 17B-6stradiol (Lee ve ark. 2003) ve EE,’nin (Wang ve ark. 2004) oksitatif
metabolizasyonunu katalizleyebildikleri de rapor edilmistir.

Sonug olarak, EE,’ye 32 giin siire ile maruz birakilan inci kefalinde, CYP1A’nin
hepatositlerdeki varligt immunohistokimyasal olarak belirlenmesine ragmen, NP’ye
maruz kalan bireylerde boyle bir etki gdzlenmemistir. Bu bulgular zenoostrojenlerin,
CYPIA uyariminda, farkli etkilere sahip oldugunu gdstermektedir. EE;’nin CYP1A
immun boyanmasini uyarici etkisinin altinda yatan nedenlerin aydinlatilmasi i¢in de
daha detayl caligmalara ihtiyag vardir.
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