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MUS MUSCULUS VE OREOCHROMIS NILOTICUS'TA KARACiGER 
DOKUSUNDA ANTiOKSiDAN SiSTEMLERiN KARSILASTIRILMASI* 
Comparison of the antioxidant systems in liver tissues of Mus musculus and 

Oreochromis niloticus 

Ozet 
Amar;: Normal metabolizma siiresince tiireyen serbest 
oksijen radikalleri hiicrede hasar olu:jtururlar. Bu 
hasan onleyecek mekanizma, hiicresel antioksidan 
sistem olup Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz(G6PD) 
glutatyon rediiktaz (GR) siiperoksit dismutaz (SOD) ve 
glutatyon (GSH) gibi maddelerdir. Birr;ok toksikolojik 
maddeler serbest oksijen radikalleri olu:jturdugundan 
ileride yap1lacak toksikolojik r;ah:jmalara temel te$kil 
etmek iizere fare (Mus musculus) ve bahk 
(Oreochromis niloticus) karacigerinde hiicresel 
antioksidan sistemleri ara:jt1rmay1 amar;lad1k. 
Karaciger histopatolojisi normal alan denekler 
degerlendirildi. 
Gerer; ve Yontem: Glukoz-6-f osfat dehidrogenaz 
aktivitesi (G6PD) Beutler metoduyla, glutatyon rediiktaz 
(GR) Staal metoduyla, siiperoksit dismutaz (SOD) 
Fridovich metoduyla ve rediikte glutatyon (GSH) Beutler 
metoduyla bu iki tiirde karaciger dokusunda 
belirlenmi:jtir. 
Bulgular: G6PD: 2.38±1.09 O!g karaciger 
(M.musculus), 21.88±6.95 Olg karaciger (T.nilotica); 
GR: 2.47±1.31 Olg karaciger (M.musculus), 1.01±0.26 
Olg karaciger (T.nilotica); SOD: 553.71±214.26 Olg 
karaciger (Mmusculus), 388.10±459.40 Olg karaciger 
(T.nilotica); GSH: 0.946±0.228 ~mol/g karaciger 
(M. musculus), 0.123±0. 035 pmollg karaciger 
(T.nilotica) olarak bulunmu$/Ur. 
Sonur;: 0 Niloticus 'da G6PDH aktivitesi M. 
musculusdan anlamlt dercede y iiksek fakat GR. SOD 
aktivitesi ve GSH diizeyinin oldukr;a dii:jiik oldugu 
gozlenm,:jtir.Antioksidan sistemlerin tiir ir;i ve tiirler 
arasmda onemli farkl!hklar gosterdigi saptanml$tlr 
(p<0.01). 
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Summary 
Purpose: Free oxygen radicals produced during the 
normal metabolism cause damage. This possible damage 
is prevented by the cellular antioxidant system which 
consists of Glucose-6-phosphate dehydrogenase 
(G6PD). glutathione reductase(GR), superoxide 
dismutase (SOD) and glutathione (GSH). Since many 
toxicologic substances are being metabolised through the 
free radical pathway, we aimed to establish 
antioxidant systems in mice (Mus musculus) and fish 
(Oreochromis niloticus) that had normal livers according 
to the results of histopathological analysis. 
Material and Methods: Glucose-6-phosphate 
dehydrogenase (G6PD) activity was measured by Beutler 
method, glutathione reductase (GR) by Staal method, 
superoxide dismutase (SOD) by Fridovich method and 
reduced glutathione (GSH) by Beutler method in the 
liver tissues of the above species. 
Results: The levels of the enzymes and reduced 
gluthatione were; G6PD: 2.38±1.09 Ulg liver 
(M.musculus), 21 .88±6.95 Ulg liver (0. niloticus); GR: 
2.47±1.31 Ulg liver (M.musculus), 1.01±0.26 Ulg liver 
(0. niloticus); SOD: 553.71±214.26 Ulg liver 
(M. musculus), 388.1 0±459. 40 Ulg liver (0. niloticus); 
GSH: 0.946±0.228 ~mol!g liver (M.musculus), 
0.123±0.035 ~mollg liver (0. niloticus). 
Conclusion: The G6PDH activity in 0. niloticus was 
significantly higher than that found in M. musculus but 
GR, SOD activities and GSH level were significantly 
lower. Antioxidant systems showed significant differences 
within different strains and species (p<O.OJ). 
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Serbest oksijen radikalleri (SOR) aeroblar 
tarafmdan oksijen kullammmm bir sonucu olarak 
i.lretilirler ve hi.lcrede makromoleki.lllerle reaksiyona 
girerek enzim inaktivasyonuna, lipid 
peroksidasyonuna, DNA hasanna ve sonunda 
hi.lcrenin oli.lmi.lne neden olabilirler. iyonize 
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radyasyon ve ksenobiyotik metabolizmast sonucu da 
oksidatif hasar olu~abilir. Fakat hi.icre bu hasara 
kar~t enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlarla 
korunur. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH), 
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon redtiktaz 
(GR), glutatyon peroksidaz (GPX), ve katalaz 
(CAT) enzimatik antioksidanlar, redi.ikte g lutatyon 
(GSH), vitamin E ve C de non-enzimatik 
antioksidanlardtr (1 ,2). 

Pentoz fosfat yolunun kilit enzimi olan G6PD aym 
zamanda biyokimyasal bir tumor tammlayictSI 
(marker)dtr. G6PD enzimi tarafmdan olu~turulan 
redi.ikte nikotinamid adenin dintikleotid fosfat 
NADPH bir~ok biyosentetik reaksiyonda ve 
SOR' nin detoksifikasyonunda rol oynamaktad1r 
(3). 

GPX ve GR enzimleri tiyol grubu i.;:eren enzimler 
olup, glutatyonun oksidasyonunda ve 
redi.iksiyonunda, peroksitlerin detoksifikasyonunda 
ve pentoz fosfat yolunun regi.ilasyonunda rol 
oynamaktad1rlar (4). Mus musculus' ta G6PD enzim 
eksikliginde GR aktivitesinin %24 oranmda artt1g1 
bildirilmektedir (5). 

GSH hi.icrelerde bol miktarda bulunan, tiyol grubu 
i~eren dti$i.ik molektil agtrltkh bir tripeptid olup 
redi.ikte formda SOR'ye kar~t hticreyi korur. Ya~a 
bagh olarak GSH fonks iyonu kan, karaciger ve 
bagtrsakta azalmaktadtr (6). Hayvan hi.icrelerinde 
GSH sentezindeki bozukluklar hemolize neden 
olmaktadtr (7). SOD SOR'nin y tktmtni sag layan 
diger bir enzim olup ~e~itli hayvan ti.irlerinde ti~ 

formda (CuZn-SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD) 
rastlanmi~tir. Hayvan dokulannda yaygm olarak 
CuZn-SOD formu bulunmaktadtr. 

Dokulardaki lipid oramnm bir~ok bahk ttiri.inde ~ok 
yi.iksek miktarlara ula~abilecegi, bu nedenle 
bahklarda SOR'nin moleki.iler mekanizmasmm 
onemli oldugu bildirilmi~tir (8). 

Bu ara~ttrmada, Mus musculus ve Oreochromis 
ni loticus' da karacigerde antioksidant sis tern ler 
toksikolojik ~ah~malar i~in temel verileri saglamak 

tizere, kar~tla~tlrmah olarak incelenmi~tir. 

MATERYALVE METOD 

Ara~ttrma materyali olarak kullamlan 30-40 g 
agtrhgmdaki 4 ayltk, 38 erkek M. musculus 
<;:ukurova Oniversitesi Ttbbi Deneysel Cerrahi 
Ara~t1rma Merkezinden ahnm1~ttr. Denekler 22-24 
oc oda stcakltgmda, 12 saat aydmlatma periyodunda 
tutularak standart laboratuvar yemi ile 
beslenmi~lerd ir. Diger ara~ttrma materyal i olan 30 
erkek 0 . niloticus 13 ayhkken <;:ukurova 
Dniversitesi Su Ori.inleri yeti~tirme havuzlanndan 
almarak bir ay stire ile 160x40x40 em boyutlarmdaki 
stok akvaryumlarda laboratuvar ko~ullanna 

adaptasyonlan saglanmt~t1r. Baltklar bu si.ire 
i~erisinde yakla~1k 10-18 em boy ve 100-1 50 g 
ag1r!Jga ula~mt$1ardtr. Akvaryum ko~ullannda 

ortalama s1cakhk 20-22°C, pH 7.5, alkalinite 340 
ppm CaC03, s;ozi.inmi.i~ oksijen 7.2±0.5 ppm olarak 
saglanm1~ttr. Oniki saat aydmlatma periyodu 
uygulanmt~ ve baltklar gi.inde iki kez t icari bahk 
yemi ile beslenmi~lerdir. 

Dokulann histopatolojik incelenmesi is;in doku 
kesitleri % 10' luk formaldehidde (Merck) fikse 
edilmi~ ve rutin i~ lem lerden sonra 5 ).lm 
kahnltgmdaki doku kesitleri Harris hematoksil en
eosin boyas1 ile boyanarak 1~ 1k mikroskobunda 
degerlendirilmi~tir (9). Bu s;ah~mada ara~t1rma 

materyali olarak kullamlan her iki ttire ait ti.im 
karaciger ornekleri histopatolojik olarak normal 
bulurunu~tur. 

Karaciger doku ornekleri alm1r almmaz soguk 
%1.15 KCI (Merck) ile 1:5 oranmda (w/v) 
homojenizatOrde (Heidolph 50110 R2RO) 15-20 
dakika homojenize edilerek 14000 g'de +4 °C'de 
30 dakika santrifiljlendikten sonra (Sorvall RC 2B) 
stipernatanda enzim aktivite leri ve GSH miktarlan 
bel irlenm i~tir . 

GSH miktan Beutler yontemiyle saptanm1~ttr (1 0). 
Reaksiyon kan~Imt, 10 ml'lik total voli.imde 2.0 ml 
filtrat, 8 ml fosfat tampon ve 1.0 ml DTNB 
(5,5'dithiobis 2-nitrobenzoic acid)'den olu~maktad1 r. 

Kor 1.2 ml presipite edici solusyon, 0.8 ml distile 
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su, 8 ml fosfat tampon ve 1 ml DTNB'den 
hazJrlanmaktadJr. Spektrofotometrede 412 nm dalga 
boyunda DTNB oncesi ve DTNB sonras1 
absorbanslar okunurak degerler standart egriden 
degerlendirilmi~tir. 

G6PDH aktivitesi Beutler yontemiyle saptanm1~t1r 
(1 0). Reaksiyon kan~1m1 3 ml'lik total voli.imde 
0.3 ml 1 M Tris-HCI pH 8.0, 0.3 ml 6mM G6P, 0.3 
ml2mM NADP, 0.3 ml 0.1M MgCI2, 1.79 ml safsu 
ve lOfll enzim iyeren siipematandan olu~maktad1r. 
Tepkime 37 C de enzim tarafmdan indirgenen 
IJ.1mol NADP' nin 340 nm dalga boyunda 1~1k yolu 
1 em olan kuvars kiivetlerde 10 dakika siireyle her 5 
dakikadaki absorbans degi~imi izlenerek 
geryekle~tirilmi~tir. 

GR aktivitesi Staal yontemiyle saptanmi~tir (I 1). 
Reaksiyon kan~Jmi I ml'lik total voli.imde 900 flL 
100 mM fosfat tampon pH 6.8 ic;inde lmM NADPH 
ve 1mM GSSG'den olu~an substrat ve I OOJ.ll enzim 
iyeren si.ipematandan olu~mu~tur. Tepkime 37C'de 
enzimin NADPH varhgmda GSSG'yi rediiklerken 
olu~an NADP'nin 340 nm dalga boyunda I~Ik yolu 1 
em olan kuvars ki.ivetlerde 5 dakika si.ireyle her 2.5 
dakikadaki absorbans degi~imi izlenerek 
geryekle~tiri lmi~tir. 

SOD aktivitesi Fridovich yontemiyle saptanm1~t1r 
(12). SOD aktivite tayini ic;in, sUpernatant 1:65 
oranmda 0.01 M fosfat tampon pH 7.0 ile dilue 

Beige, Oru~. Yuregir, Uner, Doran, Varin/i 

edilmi~tir. Haz1rlanan diliisyonda SOD aktivite 
tayini yapilmi~tlr. Reaksiyon kan~1m 1 lml' lik total 
voli.imde 25J.1l enzim ic;eren sUpernatant, 850J.1l 
ksantin ve INT (p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet) 
ic;eren mix substrat ve 125J.1l ksantin oksidazdan 
olu~ur. Kor, ornek gibi hazirlanmi~, fakat ornek 
yerine fosfat tamponu kullamlmi~tJr. brnegin 505 
nm dalga boyunda 37°C'de 1~1k yolu 1 em olan 
kuvars kiivetlerde havaya kar~J sifir ve tic; dakikadaki 
absorbans degi~imi izlenerek gerc;ekle~tirilmi~tir. 
Sonuylar aritmetik ortalama (X) ve standart sapma 
(SD) olarak verilmi~tir. istatiksel analiz iyin Student 
t testi kullamlmi~tJr. 

BULGULAR 

M. musculus ve 0. niloticus'da antioksidan 
sistemlerde ti.irler arasmda p<O.Ol ve p<0.05 onem 
derecesinde fark saptanm1~t•r (Tablo I). G6PDH 
aktivitesi M. musculus'ta 0. niloticus'dan daha az, 
GR ve SOD aktivitesi ile GSH miktarmm ise M. 
musculus'ta 0 . niloticus'dan daha az , GR ve SOD 
aktivitesi ile GSH miktan ise daha fazla bulundugu 
saptanrm~t1r. 

M. musculus'ta en yi.iksek enzim aktivitesi SOD iken 
G6PDH ve GR enzim aktiviteleri birbirlerine yakm 
bulunmu~tur. 0. niloticus'da en yi.iksek enzim 
aktivitesi Slfasiyla SOD, G6PDH, GR'dir. Aym ti.ire 
ait bireyler arasmda en bi.iyi.ik farkhlik SOD enzirn 
aktivitesinde goriilmii~tiir. 

Tablo I. M musculus veT. nilotica 'da karaciger dokusunda antioksidant sistemlerin kar~lla~ttrtlmast 

AntiOkstdant ststem M. musculus n: Jll T. mlotica n: JU 

n X±SD (S•mr) X±SD (Sm1r) 

*G6PDH (U/g karaciger) 30 2.38±1.09 (0.38-4.54) 2 1.88±6.95 ( 10.69-37.04) 

*GR (U/g karaciger) 30 2.47± 1.31 (0.38-4.96) 1.0 1±0.26 (0.44- 1.36) 

**SOD (U/g karaciger) 30 553.71±214.26 (205-912) 388.10±459.40 (20-2124) 

*GSH (f.lmol/g karaciger) 30 0.946±0.228 (0.66-1.21) 0.123±0.035 (0.055-0.178) 
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TARTI$MA 

Bu 9ah~mada, M. musculus ve T. nilotica'da 
karacigerde G6PDH, SOD, GR enzimleri ve GSH 
miktannm bir kar~tla~t1rmas1 sunulmu~tur. Sonw;:lar 
ttir i9inde ve tiirler arasmda onemli derecede 
farkhhk (p<O.O I ve p<0.05)gostermi~tir. Tiir 
iyindeki en biiyiik farkhhk SOD enziminde 
goriilmektedir. incelenen 30 0 . niloticus iyinde 
dokuzunun u9 degerlerde oldugu vd standart 
sapmanm ortalamamn iistiinde oldugu saptanmt~tlr. 

U9 degerler c,:tkanldtgmda 333±236 0 /g karaciger 
bulunmu~tur. Uc,: degerler 0. niloticus bireylerinin 
aym ko~ullardaki ya~am ko~ullanna farkh cevap 
verdiklerini i~aret etmektedir. Bu nedenle 0. 
niloticus'da SOD ic,:in normal stmrlan saptamak i9in 
daha yOk omek yah~maSI gerekmektedir. 

Antioksidan sistemler tiir, organ, ya~, cinsiyet ve 
9evresel faktorlerden etkilenmektedirler (13). 
Karasal hayvanlann karaciger dokusundaki SOD 
aktivitesinin bahklardan ve diger farkh oksijen 
konsantrasyonlannda bulunan hayvanlardan daha 
fazla oldugu ve bu durumun farkh oksijen 
konsantrasyonlanndaki canh dokulannda farkh 
miktarda siiperoksit radikali iiretimi ile ilgili 
olabilecegi bildirilmi~tir (14). Farkh bahk tiirlerinde 
SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerinin incelendigi 
bir 9ah~mada, tiirler arasmda goriilen farkhhklann 
fizyolojik veya sudaki yozunmii~ oksijen 
konsantrasyonundaki farkh hklardan i Jeri 
gelebilecegi raper edilmi~tir (15). Radi ve ark. , GPx 
ve SOD aktivitelerinin herbivor bahklarda, CAT 
aktivitesiriin omnivor bahklarda daha ytiksek 
oldugunu bulmu~lardtr(8). Rattus norvegicus'ta SOD 
aktivitesinin en fazla karacigerde, en az ince 
bagusakta (14), M. Musculus'ta GSH miktannm en 
fazla karacigerde, en az kalpte oldugu bildirilmi~tir 
(4). Mavelli ve ark. , GPx/CuZn SOD oramnm 
st9an beyin hiicrelerinde karaciger hiicrelerinin 
aksine ya~a bagh olarak azaldtgmt 
gostermi~lerdir( 16). 
Farkh tiirlere ait antioksidan sistemlerde goriilen bu 
varyasyonlann organizmalann farkh ya~am 

ko~ullarma adaptasyonlan ile ilgi li olabilecegi ve bu 
konudaki bilgilerin insan saghgt ve biyolojinin diger 
dallarmda yararh olabilecegi ileri dii~tiniilmektedir 

(17). Sonu9 olarak, bu 9ah~mada M. musculus ve 0. 
niloticus'da tiir i9i ve tiirler arasmda antioksidant 
sistemlerde belirlenen farkhhklann oksidatif hasarla 
ilgili olarak yaptlacak yeni c,:ah~malara 1~1k tutacag1 
dti~iintilmektedir . 
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