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OZET
Yiksek Lisans Tezi

DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN ORGANOFOSFAT
TOKSIKASYONUNDA VITAMIN E, SELENYUM VE
VITAMIN E-SELENYUM’UN ETKIiSi

Ahmet BUYUKBEN

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Danigsman: Dog. Dr. Mustafa CEMEK

Organofosfatli (OP) bilesikler, sagladig1 biiyiik faydalarin yaninda bilingsiz kullanimi
cok ciddi zehirlenmelere yol agmaktadir. Bu calismada siklikla kullanilan bir OP olan
fenthionun meydana getirdigi toksikasyon ve biyokimyasal degisiklikler belirlendi.
Bunun i¢in olusturulan deneysel calismada ratlar 5 gruba ayrildi. Sham grubu harig
diger tim gruplarda fenthion (0.8 g/kg) ile toksikasyon olusturulduktan bir saat sonra
tedavi gruplarina 100 mg/kg vitamin E, 100 pg/kg selenyum, 100 mg/kg vitamin E +
100 pg/kg selenyum ve kontrol grubuna 2 ml/kg serum fizyolojik verildi. Tim
gruplarda meydana gelen oksidatif stresin, antioksidan sistem iizerindeki degismeleri
kanda belirlendi. Kontrol grubuna ait malondialdehit (MDA) diizeyi en yiiksek oldugu
gortliirken, tedavi gruplarindaki MDA degerlerinde azalma kaydedildi. Sham grubuna
oranla diger gruplardaki glutatyon seviyelerinde bir artis olmasimna ragmen sadece
kontrol grubu ile istatistiksel bir fark belirlendi (p<0.01). Vitamin C diizeyleri tedavi
gruplarinda, sham ve kontrol grubuna gore bir artig gosterdi. Sham ve tedavi gruplarina
ait glutatyon peroksidaz diizeyleri birbirine yakin oldugu goriiliirken, kontrol grubuna
oranla daha az olduklar1 kaydedildi (p<0.001). OP bilesiklerinin neden oldugu oksidatif
stres durumunda vitamin E, selenyum ve vitamin E - selenyum koruyucu etki
gostermistir.

2008, 84 sayfa

Anahtar Kelimeler: organofosfat, fenthion, vitamin E, selenyum, oksidatif stres,

antioksidan sistem

vi



ABSTRACT

Master Thesis

EFFECT of VITAMIN E, SELENIUM and VITAMIN E-SELENIUM on
EXPERIMENTAL ORGANOPHOSPHATE TOXICITY

Ahmet BUYUKBEN

Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Associate Prof. Dr. Mustafa CEMEK

Although organophosphates (OP) have got a lot of benefits, their unconscious usages
cause serious toxicities. In this study we have investigated that fenthion, which is a kind
of organophosphate, has caused toxicity and changes of oxidant-antioxidant system on
treatment process. For this experimental study rats were divided 5 groups. All groups
had received fenthion (0.8 g/kg) except sham group before treatments groups received
100 mg/kg vitamin E, 100 ng/kg selenium, 100 mg/kg vitamin E + 100 pg/kg selenium
and control group received 2 ml/kg normal saline. Changes of oxidative stress on
antioxidant system were measured in blood. Malondialdehyde (MDA) level of control
group was the highest and other groups’ MDA levels decreased. Even though other
groups’ glutathione levels increased in comparison with sham, only there was
significant different between sham group and control group (p<0.01). In proportion to
sham and control, vitamin C levels of treatment groups increased. There was no
significant different between glutathione peroxidase (GPx) level of sham and GPx
levels of treatment groups but they were lower than control group (p<0.001). Vitamin E,
selenium and vitamin E - selenium had a protective effect in conditions of oxidative
stress damage induced by OP compounds.

2008, 84 pages

Key Words: organophosphate, fenthion, vitamin E, selenium, oxidative stress,

antioxidant system
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1. GIRIS

Diinyada 19. ylizyilin baslarinda ortaya c¢ikan sanayilesme hamlesi, insanlik adina
bircok yenilik getirdi. Ileriki yillar bu yenilikleri nasil daha verimli ve hizl bir sekilde
sunulmas1 gerektigi yoniinde atilimlar sundu. Kimya bilimi ve sektoriide tam bu

yiizyilda altin ¢agini yasadi.

Kimya endiistrisinin hizla gelisimi sonucunda gerek giinliik yasantimizda, gerekse
tarimda ve endiistride bir¢ok kimyasal madde kullanilmaktadir. Bu kimyasal maddeler,
bugiinkii ¢agdas yasamin vazgecilmez gereksinimlerindendir. Faydalar1 yaninda, ¢esitli
nedenlerle gerek dogrudan maruz kalma gerekse kullanimlar1 sonucu ¢evreye yayilarak,

insanlara ve tiim ekosisteme zararlari da olabilir (Vural 1996).

Organofosfat (OP) iceren kimyasallar, iilkemizde ve diinyada en sik kullanilan
insektisidler olup, bu nedenle insanlarda siklikla zehirlenmelere yol ag¢maktadirlar
(Kecik vd. 1993). OP’l1 insektesitlerin kolay elde edilebilmesi, depolama ve kullanim
sirasindaki yanligliklar ve yaygin kullanimlar1 nedeniyle gelismekte olan bir¢ok iilkede

bunlarla olan zehirlenme net bir sekilde artis gostermistir (Chaudhry vd. 1998).

OP’lar ¢ok lipofilik olup deri, akcigerler ve bagirsaklar tarafindan kolaylikla emilerek
biitiin viicut bolgelerinde dagilirlar. OP’lar asetil kolinesteraz (AChE) enzimine geri
dontisiimsiiz  olarak baglanip enzimin deaktivasyon ve fosforilasyonuna neden
olabilmektedirler (Chaudhry vd. 1998, Rosentock vd. 1991). Enzim inhibisyonu nedeni
ile asetilkolin (ACh) noral sinapslarda ve noromiiskiiler kavsaklarda birikerek kolinerjik
reseptorlerin asirt uyarilmasina sebep olur. Bu ilk asir1 stimiilasyondan sonra santral
sinir sistemi, otonomik ganglion, parasempatik ve bazi1 sempatik sinir sonlanmalarinda
ve somatik sinirlerde kolinerjik sinaptik iletim fel¢ olur (Bleecker vd. 1994, Tuncok
2000). OP zehirlenmesine bagl olarak basta akcigerler (Luster vd. 1999) olmak {izere
beyin, kalp, pankreas, bobrek ve c¢izgili kas dokusunda degisik derecelerde hasarlar
olugsmaktadir (Vaneste vd. 1993, Peduto vd. 1996, Yiiriimez vd. 2007, Biiyiikokuroglu
vd. 2008).

Baz1 ¢aligmalar OP toksikasyonunun, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve lipid
peroksidasyonuna (LPO) neden oldugunu gdstermistir (Bagchi vd. 1995, Gultekin vd.



2000, Yiirimez vd. 2007, Biiyiikokuroglu vd. 2008). ROS’lar canli hiicrelerde bulunan
protein, lipid, karbonhidrat ve deoksiriboniikleikasit (DNA) gibi metabolitleri okside
edebilen yikic1t molekiillerdir. LPO ise 6zellikle hiicre membraninin kompenenti olan
fosfolipidlerin oksidasyonudur. Zincir reaksiyonlar1 seklinde ilerlediginden hiicrenin
biitiinliigli icin LPO biiyiik tehlikeye neden olabilir. Bu 6zelliklerinden dolayr hem

ROS’larin hemde LPO’nun engellenmesi gerekir.

Antioksidanlar ROS’larin olusturabilecegi hasarlar1 ortadan kaldirarak veya minimize
ederek, radikal olusum mekanizmalarini 6nleyerek, iiretilen radikalleri notralize ederek,
hiicre veya dokularda olusan tahribati onararak ve lipit peroksidasyonu gibi daha fazla
radikal tiretilmesine neden olan zincir reaksiyonlarini durdurarak, hiicre, doku ve viicut

savunmasini saglamaktadirlar (Gutteridge 1995).

Vitamin E karaciger, plazma ve yag dokularinda yiiksek oranda bulunan ve antioksidan
etkisi ile membran i¢inde bulunan doymamis yag asitlerinin oksitlenmesini dnleyen bir
vitamindir. Bdylelikle vitamin E, membranlarda meydana gelebilecek yikimi

onlemektedir (Kalaycioglu vd. 2000).

Selenyum (Se) ise glutatyon peroksidazin (GPx) onemli bir bilesenidir. Bu enzim,
selenyum araciligiyla tehlike arz edebilecek olan yag asidi hidroperoksitlerinin ve
hidrojen peroksitin (H,O,) yikilmasini saglar. Antioksidan olan E vitamininin, bu
peroksitlerin olusumunu durduran etkisine GPx yardimci olur (Kalaycioglu vd. 2000,

Yenson 1995).

Sunulan ¢alismanin amaci, OP toksikasyonunda vitamin E, selenyum ve vitamin E—

selenyum’un koruyucu etkisinin rat modelinde arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

Gilinliimiiz diinyasinda endiistri toplumu haline gelmek ve sanayilesmek ne kadar
Oonemliyse tarim da o kadar 6neme sahiptir. Basta ABD ve Avrupa Birligi olmak iizere
birgok geligmis tlilkeninde bu yonde yatirimlarii yonlendirmesi tarimin toplumlar igin

ne kadar 6nemli oldugunu gosterir.

Teknik ve teknolojinin ilerlemesi her sektdrde oldugu gibi tarimda da etkili ¢oziimler
sunmaktadir. Ziraat faaliyetlerinde karsilasilan en sik problemlerden biri de zararlilarin
olusturdugu tahribatlardir. Bu tahribatlar hem elde edilen {iriiniin kalitesini diigiiriir hem
de insan sagligi agisindan istenmeyen sonuclara neden olabilir. Zararlilarin meydana
getirebilecegi tahribati minimuma indirebilmek i¢in kimyasal madde uygulanmasi,
kullanilan en etkili yontemlerdendir. Ancak gerek bilingsiz uygulanmasi sonucu, zararl
ile birlikte zararlinin yasadigr ¢evredeki diger canlilarin da yok olmasi, gerekse
kimyasalin uygulanma aninda ya da kalintilarinin temas veya oral yolla alinmasinin
metabolizmada olusturacagi sorunlar, kimyasal yolla zararlilarla miicadelenin ne denli

dikkatli ve bilingli uygulanmasi gerektigini ortaya koyar.

2.1 Pestisitler

Tarim bitkilerinin {iretimi, tiikketimi ve depolanmasi sirasinda onlara zarar veren ve
kisaca “pest” olarak adlandirilan hayvansal ve bitkisel parazitlere karsi kullanilan
kimyasal maddeler pestisit olarak adlandirilir (Higil 1981). Kimyasal maddeler, tarima
ve halk sagligmma zarar veren mikroorganizmalar ve diger pestlerin kontroliinde
yiizyillardan beri kullamlmaktadir. Ornegin kiikiirt ilk kez fumigan olarak M.O. 1000
yillarinda Cinliler tarafindan kullanmilmistir. Ancak pestisit 06zelligi gosteren
kimyasallarin sentezi ve formiilasyonlarinin tiretimi kimya endiistrisi devrimi ile birlikte
baslamis ve tiiketimi kisa siire i¢cinde biiylik bir artis gostermistir. Bu yaygin kullanimin
dogal cevre ve insan saglig1 agisindan yaratacagl olumsuz sonuglar, dnceden farkina
vartlmadig: i¢in denetlenmemis, yillar sonra zehirleyici etkileri kanitlandigindan bu tiir

maddelerin kullanimi1 ve satisi bazi kurallara baglanmigtir (Karalliedde 1999).



Pestisitlerin dogada uzun siireler kalabilmesi, segiciliklerinin olmamasi ve besin
zincirleri boyunca birikme yetenekleri yiiziinden, kimi bolgelerde yararli tiirlerin yok
olmasina, ekosistemdeki dengenin bozulmasina ve bu tiir iirlinlere karsi direngli yeni
soylarin liremesine yol ac¢mustir. Pestisitlerin besinlere ve yeraltt sulara

kontaminasyonu insan sagligina olan ciddi zararlarimi géz Oniine sermektedir (Robey

vd. 2000).

Bu tiir ciddi sakincalar1 ortadan kaldirmak i¢in daha segici ve 6zellikle biyolojik olarak
hizli pargalanabilen yeni pestisitler iizerine c¢alisilmaktadir. Biyolojik miicadele

tekniklerinin gelismesi, pestisit kullanimin1 genis 6l¢lide sinirlayacaktir.

2.1.1 Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitler kullanim alanlarina gore smiflandirilirlar. Bunlar insektisitler, rodentisitler,

herbisitler, fungisitler ve fumigantlardir (Ellehorn vd. 1988).

Insektisitler; bdcek tiirlerini dldiirmek icin kullanilir (Organofosfatlar, organoklorlular,
pyretroidler).

Rodentisitler; fare, sigan gibi kemiricileri 6ldiirmek i¢in kullanilir (Vakor).

Herbisitler, yabani otlar1 6ldiirmek i¢in kullanilir (Paraquat, diquat).

Fungisitler; kiif ve mantarlar1 6ldiirmek i¢in kullanilir (Dikarbamatlar).

Fumigantlar, sterilizasyon i¢in kullanilir (Metil bromit, etilen dibromit).

2.2 insektisitler

Tarim bitkilerine zarar veren bdceklerin etkisizlestirilmesi i¢in kullanilan insektisitler,
pestisitlerin en bliylik gruplarindandir. Toksik etkilerini sinir sistemini etkileyerek ve
ROS’lar vasitasiyla biyomolekiilleri tahribata ugratarak olustururlar (Robey vd. 2000).
Boceklerin merkezi ve perifer sinir sistemleri ¢ok gelismis olup, memelilerinkine
benzemektedir. Bu nedenle insektisitlerin toksik etki mekanizmalar1 ve hedef aldiklari
organlar biitiin tiirlerde aynidir. Ancak toksik etki siddetli dozla dogru orantilidir. Sinir
sisteminde sodyum, potasyum, klor iyonlarinin membran transportunu infere ederek

(organoklorlular veya pyretroidler gibi), spesifik enzimleri inhibe ederek



(organofosfatlar veya karbamatlar gibi) veya sinir uglarindaki kimyasal

norotransmitterleri etkileyerek norotoksisitelerini gosterirler (Vural 1996).

2.2.1 insektisitlerin Simiflandirilmasi

Insektisitler kimyasal yapilarina gére organoklorlular, karbamatlar, pyretroidler ve

organofosfatlar olmak tizere dort ana gruba ayrilirlar (Ishaaya 2000).

Organoklorlular ~ (OCl);  yapilarinda bulunan klor sebebiyle bu sekilde
isimlendirilmislerdir. Temas ve solunum yolu ile boceklere bulasan organoklorlu
insektisitler bu asalaklarin Ca-Mg ATPaz’larin1 inhibe edebilirler. Bu insektisitlerin
biiyiilk miktarda kalint1 birakmasi ve kalintilarin yillar sonra yok olmalarindan dolay1
kullanimlar1 kisitlandirilmis ve kontrol altina alinmistir. Lindan, aldrin ve dieldrin en

onemli temsilcileridir.

Karbamatlar,; sindirim, temas ve solunum yoluyla bulasip, AChE’1 anyonik yani ile
inhibe ederek etki gosterirler. Karbaryl, karbofuran, karbosulfan ve propoxur

karbamatlara ornektir.

Pyretroidler; etkilerini temas yoluyla Ca-ATPaz’1 inhibe ederek gosterirler. Uygulanan
alanda zararli disinda kalan canli habitata olan etkisi ¢ok azdir. Bu sebepten dolay1
giinlimiizde c¢okca kullanilmaktadirlar. Permetrin, tetrametrin, piretrin, sipermetrin ve

deltametrin pyretroidlerden birkagidir.

Organofosfatlar (OP);  tarim ve ev yasaminda en sik kullanilan ve insan

zehirlenmelerine en ¢ok sebep olan insektisit grubudur.

2.3 Organofosfatlar

Organofosfatl insektisitler, en ¢ok kullanilan insektisit grubu olup, pestisitlerin 6nemli
bir kismini olustururlar. ilk OP’lar, 1937°de Almanya’da Schrader tarafindan
sentezlenmistir. Bu sentezlenen iiriinlerin son derece toksik oldugu gosterilmis ve II.
Diinya Savasi’nda Nazilerin kontroliinde tutulmustur. Bunlarin bazilar1 kimyasal savas

silah1 olarak gelistirilmistir. Ozellikle tabun ve sarinin sentezleri sir olarak saklanmstir.



Sinir gazi ismi verilen bu OP’larin memelilere toksik oldugu gibi, insektisit 6zelligi
oldugu anlasilmis ve bu amagla ilk dnce tetraetilpirofosfat (TEPP) sentezlenmistir. Daha
sonralart 1944’de Schrader daha dayanikli bilesikler olan paration ve paraoksonu
sentezlemistir. Bu yillardan sonra da OP’l1 insektisitlerin iiretimi ve kullanimi artig
gostermistir. Giiniimiizde 200 den fazla farkli organofosfatl ester yapisinda aktif madde

bulunmaktadir (Ellehorn 1988).

OP’l1 insektisitler, genel olarak fosforik asidin amid veya tiyol tiirevleridirler. Sekil
2.1’de de goriilduigii izere OP’lar, bir fosfor atomu, buna dogrudan veya oksijen veya
kikiirt ile baglanmis alkil gruplart (R; ve R;) ve siibstitiie veya dallanmig alifatik,
aromatik veya heterosiklik bir gruptan (X) olugsmaktadir (Maroni vd. 2000).

0 S
R1\ | R1\||

P—OX P—OX
R2/ R2/

Sekil 2.1 Organofosfatlarin genel yapilar1 (Maroni vd. 2000)

OP’lar fosfatlar, fosforotiyoatlar, fosforoditiyoatlar, fosfonatlar, fosforoamidatlar ve
fosforofluoridatlar olmak {izere 6 ana gruba ayrilirlar. Fosfatlar kiikiirt tasimayan
organofosfatlardandir. Fosforotiyoatlar bir adet kiikiirt tasirken, fosforoditiyoatlar iki
adet kiikiirt bulundururlar. Eger R; dogrudan, R, ise oksijen veya kiikiirt ile fosfota
baglanirsa fosfonatlar olarak isim alirlar. Karbon atomu, fosfora amino grubu (-NH) ile
baglanirsa fosforoamidat tipi OP’l1 insektisit ortaya ¢ikar. Temel fosfat grubuna sadece
florun baglandig1 yapilar ise fosforofluoridatlardir. Sekil 2.2’de OP’larin genel kimyasal

yapilar1 ve isimlendirilmeleri gdsterilmistir (Vural 1996).



Tip Kimyasal Yap1 Ornekler
Diklorvos
Fosfat Ri O\llzl OX
Rzo/ TEPP
R1 (|)| Triklorfon
Fosfonat TT~—p_0X
RzO/ Butonat
S .
) R.,O I Paration
Fosforotiyoat T ~~p_0ox '
RQO/ Fenthion
. O
Fosforotiyoat RS [ Ometoat
o T>P-0X
(S-siibstitiientli) RZO/ Profenofos
S .
- R.O Il Malation
Fosforoditiyoat M ~—~p_sx '
R20/ Dimetoal
. I R' Fenamifos
Fosforoamidat ™ ~p_Nn—" _
R,0~ R Fosthietan
S
Fosforotiyoamidat R O\H N< R Izofenvos
RZO/ R"
Fosforotiyoamidat Q '
_ _ Ris—_lI_\ R Metamidofos
(S-stibstitiientli) R,0~ R
@)
Fosforofluoridat R O\||:|>_F Dizopropil Fosfat
R,0~

Sekil 2.2 Organofosfatlarin genel kimyasal yapilar: (Vural 1996)




2.3.1 Onemli Organofosfatlar
Parathion, malathion, diklorvos, diazinon ve fenthion en iyi bilinen OP’lardandir.

Parathion,; dietil parathion olarakta bilinen, fosforotiyoat tiirlinde bir organofosfattir
(Sekil 2.3). 1940’larda Schrader tarafindan sentezlenen parathion, canli organizmalar
icin yliksek toksisiteye sahiptir. Bundan dolayr pek c¢ok iilkede kullanimi ya

yasaklanmis ya da sinirlandirilmistir.

Temas ve oral yolla absorbe edilen parathion, sinir sisteminin islemesinde stratejik
gorevi olan AChE enzimini inhibe ederek sinir sisteminde bozukluklar meydana getirir.
Absorbe edilen parathion hizli bir sekilde metabolize olarak paraksona doniisiir.
Parakson bas agrisina, gérmede bozukluga, siddetli kusma ve diareye, titreme ve
kasilmalara, duyulardaki hassasiyetin kaybolmasina ve sonunda Oliime sebep verir

(Meister 1987, Hayes vd. 1990).

Sekil 2.3 Parathion

Malathion; bir fosforoditiyoat olup, AChE’ye irreversibl baglanarak enzimin etkinligini
ortadan kaldirmaktadir (Sekil 2.4). Diinyada siklikla kullanilsada, zamanla kendinden
60 kat daha fazla toksik olan malaksona doniismesi malathionun ne denli bilingli

kullanilmasi gerektigini gosterir (Kaya vd. 2002).

o. O CH,
|S Y \CH/2 - - #)‘J_
H
SC\O7P\S/CH\CH _
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CH,
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O/ N\

CH, |

Sekil 2.4 Malathion



Diklorvos,; solunum ve temas yoluyla absorbe olan ve diger OP’lar gibi giicli
toksisiteye sahip bir insektisittir (Sekil 2.5). Ancak digerlerinden farki, toksisite
durumunda semptomlarinin daha hizli seyretmesidir. Evlerde ve fabrikalardaki kuru
gidalara musallat olan giive, kurt ve oriimceklere kars1 en etkin insektisittir (Gallo vd.

1991, U.S. Public Health Service, 1995).

(|)| '-J., i
HC_ P CH Cl ' h
0 N~
H3C\O/ ° \\(

Cl
Sekil 2.5 Diklorvos

Diazinon; ilk olarak 1956 yilinda Isvicre firmasi olan Ciba-Geigy tarafindan
tiyofosforik asidin esterinden gelistirildi (Sekil 2.6). Toksik etki mekanizmasi1 diger
OP’l1 insektisitler gibi AChE’nin inhibisyonuna dayanir. Ozellikle hamam bocekleri ve

karimncalar ile yapilan miicadelede dnemli bir silahtir (Hayes vd. 1990, Gallo vd. 1991).

Literatiirdeki bir¢cok organofosfat calismasinda toksikasyon ajani olarak kullanilan

diazinon, en ¢ok bilgi saglanilan insektisitlerden biri olma 6zelligine sahiptir.

1
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Sekil 2.6 Diazinon
2.3.2 Fenthion

DMTP (O,0-dimethyl O-4-methylthio-m-tolyl phosphorothiaote) olarak da bilinen ve
bir fosforotiyoat olan fenthion (Sekil 2.7) ilk olarak 1960 yilinda Alman Bayer sirketi
tarafindan gelistirildi. Ciktig1 yillarda evcil hayvanlardaki dis parazitleri yok etmek i¢in



spreyler ve sampuanlarin bilesimine katildi. Daha sonralan ¢iftlik hayvanlart i¢in de
ayni uygulama yapilmaya baglandi. Diger OP’lara gore daha az toksik olmasi ve daha az
kalint1 birakmasi nedeniyle giiniimiizde pek ¢ok tarimsal faaliyette pestlerden kurtulmak

i¢in fenthionun kullanilmasi tercih edilmektedir (Yavuz vd. 1999).

Diger OP’lar gibi fenthionunda en belirgin 6zelligi hedef enzim niteligindeki AChE ile
yapisal biitiinlesme konumunda olmasidir. Aslinda fenthion AChE enziminin dogal
substratt ACh’in yerini almaktadir. Bunun sonucunda ortamdaki AChE miktar1 inhibe
edilmis olur. Inaktive edilmesi gereken ndrotransmitter ACh orani artar ve bu artma
kolinerjik reseptdrlerin asir1 uyarilmasina neden olur. Zamanla bu uyarilma artarak

kolinerjik iletim felg olur (Yavuz vd. 1999).

Genel ve fiziksel 6zellikleri (U.S. Public Health Service, 1995);

Goriiniigii: Saf fenthion renksiz bir sivi iken teknik fenthion ise sari-kahverengi
renginde, yagimsi ve sarimsak kokulu bir likittir.

UIPAC Ismi: O,0-dimethyl O-4-methylthio-m-tolyl phosphorothiaote

Molekiiler Agirligi: 278.33

Sudaki Coziintirliigii: 2 mg/L (20 °C’de)

Erime Noktasi: 7.5 °C

Kaynama Noktasi: 87 °C (0.01 mm Hg’da)

Buharlagsma Basinci: 4 mPa (20 °C’de), 10 mPa (30 °C’de)

I
H;C
\O/P\

@)
H3C\O

Sekil 2.7 Fenthion

2.3.3 Asetilkolin ve Asetilkolinesteraz

Sinir sistemi ndron adi verilen sinir hiicrelerinden meydana gelmektedir. Insan

viicudunda sadece noronlardan olusan tek hat halinde sinirler olabilecegi gibi sinapslarla
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baglantili ardisik sinirlerde mevcuttur. Bu tiir sinirler tek parcalara gore ¢ok daha

fazladir (Kandel vd. 2000).

Norotransmitterler noronlar arasinda veya bir ndron ile bagka bir tiir hiicre arasinda
iletisimi saglayan kimyasallardir. Sinir sistemi boyunca ileti bu kimyasallar vasitasi ile

taginir (Kandel vd. 2000).

Noronlar boyunca elektrik sinyali seklinde ilerleyen ileti, sinaps dncesinde bulunan ve
aktif zon adi verilen bélime gelince zondaki voltaj kapli Ca™ kanallari agilir. Ca™
konsantrasyonu artmasiyla ndrotransmitter i¢eren sinaps kesecikleri, sinaps Oncesi zar
ile birlesir ve ndrotransmitter maddeler sinaps bosluguna salinir. Daha sonra
transmitterler boslugu gegerek sinaps sonrasi zarda bulunan reseptdrlere baglanirlar ve

baglandiklar1 yeni hiicrede yeni bir elektriksel ileti olustururlar (Vizi 2000).

'-—'h:‘;"{-':._.- 8 |

g dpee i
):_‘_'ﬁ E,

Sinaps Oncesi
Sonlanma

Sinaps \

Kesecikleri

Algag o WL g g
Bélgeleri Nirotransmitterler inaps Sonrasi Zar

Sekil 2.8 Noron ve norotransmitterler

Norotransmitterler hizli etkili, yavas etkili ve hem hizli hem yavas etkili transmitterler
olmak iizere ii¢ gruba ayrilirlar. Ik kesfedilen norotransmitterlerden olan asetilkolin

(ACh) hem hizli hemde yavas etki gosterebilme 6zelligine sahiptir (Nelson vd. 2004).
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Sekil 2.9 Asetilkolin

ACh’m iki tip reseptorii mevcuttur. Bunlardan nikotinik ACh reseptorlerle (nAChR)
iskelet kas1 miyonoral kavsaklar, otonomik gangliyonlar ve merkezi sinir sisteminde
hizl1 norotransmisyon gosterirken, muskarinik ACh reseptorlerle (mAChR) diiz kas
miyondral kavsaklarda ve salgi bezlerinde yavas norotransmisyon gosterir (Nelson vd.

2004).

Membrandaki ACh’nin gorevini tamamladiktan yani elektriksel iletiyi diger ndrona
aktardiktan sonra deaktive edilmesi gerekir. Aksi takdirde siirekli kendi reseptorlerini
stimule edecek ve diger ndrona gereksiz ve asir1 elektriksel iletiler olusturacaktir. Bunun
icin noronal ve néronal olmayan hiicrelerden asetilkolinesteraz (AChE) salinir. AChE
enziminin ortamdaki ACh’ni deaktive etme gorevi bulunur. ACh molekiiliiniin anyonik
kism1 6nce AChE’1n esterik kismina baglanarak hidroliz olur (Sekil 2.10) ve aktivitesi

ortadan kalkar (Kryger vd. 2000).

Anyonik Esterik

Bolge Bolge o]
m m CH 3(|3|OCH 2CH 5N(CH 3)3 mﬁ
CH , ] ] CH,
oh Asetilkolin CH, Cl)
Asetilkolinesteraz (AChE) H3C—NZ—CH,—CH,—0—C—0"

CHs CH,

(CH 3)NCH ,CH ,0H

aalgh e L
I

[l
HsC—C——OH

Asetilkolinesteraz (AChE)

Sekil 2.10 AChE enziminin ACh’1 hidrolizi
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2.3.4 Organofosfatlarin Absorpsiyonu ve Biyotransformasyonu

OP’lh insektisitler inhilasyon ve gastrointestinal yolla absorbe olabildikleri gibi, deri
yoluyla da 6nemli derecede absorbe olabilirler. Toksik etkilerinden biri, AChE enzimini
inhibe etmesine dayanir. Bu sebeple antikolinesterazlar olarak da bilinirler (Chaudhry

vd 1998, Rosentock vd 1991).

Toksik etkileri biyotransformansyonlari ile yakindan ilgilidir. “P=S” bag1 i¢eren OP’lar
aktif AChE inhibitorii degillerdir. Aktivasyon icin “P=S” nin “P=0” ya yani okson
metabolitlerine okside olmalar1 gerekmektedir. I. faz reaksiyonu (Sekil 2.11 ve Sekil
2.12) ile sitokrom P-450 monooksijenazlarca katalizlenen oksidasyon bagsta karaciger
olmak iizere akciger ve beyinde gerceklesir. Reaksiyonda oksijen “P=S” grubuna
baglanarak, molekiiliin rezonans seklinde elektronlar1 kendine ¢eker ve sonucta

kiikiirdiin anorganik kiikiirt seklinde ayrilmasina neden olur (Manahan 2003).

S o)
F|’ X Sitokrom P-450 Monooksijenazlar F|’
- X {S}
A o0 N
R,O 0, R,0

Sekil 2.11 I. faz reaksiyonu ile meydana gelen destilfiirasyon

)]

(0]
HC_ O//Fl’\O Qs\ Sitokrom P-450 Monooksijenaz HC_ O//!l\o QS\ + S
HSC\O o CHy +0, H‘;C\O CH, Oy

Sekil 2.12 Fenthionun destilfiirasyonu

Aktivasyon sonucunda olusan okson arametabolitleri aril veya alifatik hidrolazlar
tarafindan hidroliz olurlar (Sekil 2.13). S6z konusu enzimler, memeli hiicrelerinde
oldugu halde boceklerin birgogunda yoktur. Bu nedenle OP’l1 insektisitlere bocekler
daha duyarlidir (Vural 1996).

OP’larin hidrolizi bitki ve memelilerin dokularinda yaygin olarak bulunan bircok

hidrolaz enzimi tarafindan gergeklestirilir. Enzimlerin aktivitesi, insektisitteki
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stibstitiiente gore degigsmektedir. Bu durum insektisitin detoksifikasyon hizini da yapiya
bagli oldugunu gosterir. OP’larin etkisizlestirilmesinde en biiylik rol oynayan enzim,
organofosfat hidrolaz (OPH) olarak da bilinen fosfotriesterazdir. Bu enzimin

mevcudiyeti memelilerde toleransi, boceklerde ise rezistansi saglar (Vural 1996).

(0] o
Il . Il
Hy P Fosfotriesteraz C
C\o// o N SN Py H@S\
g o, Oy +H,0 HC o O
3

Sekil 2.13 Fenthionun hidrolizi

2.3.5 Organofosfatlarin Toksik Etki Mekanizmalari

OP’l1 insektisitler sadece okson sekline dondiikten sonra inhibitor 6zelligi kazanirlar.
Bundan yola c¢ikilacak olunursa iki tip OP bulunur. Bunlar direkt etkili OP’lar ve
indirekt etkili OP’lardur.

Direkt etkili OP’lar hi¢ bir biyotransformasyona gerek duymaksizin kolinesterazi inhibe
etme Ozelligine sahiptirler. Tetraetilpirofosfat (TEPP) ve diklorvos (Sekil 2.14) direkt

etkili OP’lara 6rnek gosterilebilir.

O
c ||l CH
VRN 2 H Cl
2 2
Hy 0 5 \CH HiC—(d Cl
3
TEPP Diklorvos

Sekil 2.14 TEPP ve diklorvos

Indirekt etkili OP’lar ise yapilarinda kiikiirt atomu bulundururlar ve bu yiizden aktif
olabilmeleri igin biyotransformasyona ugrayarak okson sekillerini alirlar. Ornegin
malathion malaksona, parathion paraksona (Sekil 2.15) doniislince aktiflesir (Vural

1996).
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Sekil 2.15 Malakson ve Parakson

Bir ndrotransmitter olan ACh’nin sinaps boslugunda birikmesi sonucu asiri
stimulasyonlar olusturdugunu ve ACh’ni AChE enzimi inhibe ederek bu stimulasyonlari
onler. OP’lar ortamdaki AChE enzimine geri doniisiimsiiz olarak baglanarak iglevlerini
yerine getirmesini engeller. Yani ACh’i taklit ederek onlarin yerine gecer ve bostaki

AChE oranini diistiriir (Vural 1996).

Toksik OP’lar tipki ACh gibi AChE’1n esterik ucundan enzime baglanir ve fosforile
AChE denilen kompleksi olustururlar. Meydana gelen yapt dayanikli ve geri
doniistimsiizdiir (Sekil 2.16). Bu yilizden yeni kompleksin rejenerasyonu ¢ok ¢ok zordur

ve uzun siire gerektirmektedir (Vural 1996).

B I R o/\Q — L A

f”2 HyC——

OH

Asetilkolinesteraz (AChE) Fenthion Okson o= P\

o o
2
H3C™ HsC

Fosforile AChE

Asetilkolinesteraz (AChE)
Sekil 2.16 Fenthionun AChE enzimini inhibisyonu

Geri doniisiimsiiz  inhibisyonda, enzim rejenerasyonu ¢ok yavastir. Enzim
rejenerasyonu, disaridan verilen enzim reaksivatorii ve antidotlar (2-PAM vb.) gibi
baska kimyasallar yardimiyla hizlandirilabilir (Sekil 2.17). Bu islemle AChE enzimine
bagli OP’lar daha kolay ve hizli sekilde yapidan uzaklastirilir.
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Sekil 2.17 Rejenerasyonun 2-PAM ile hizlandirilmasi

OP’l1 insektisitlerin AChE enzimini inhibe etmesi disinda diger bir toksik etkisi de
reaktif oksijen tiirleri (ROS) denilen yikici molekiilleri olusturmast veya bu
molekiillerin  lipidler, DNA-RNA veya proteinlere olan zararli etkilerini

kolaylastirmasidir (Bagchi vd. 1995, Gultekin vd. 2000).

2.3.6 Organofosfatlar ve Reaktif Oksijen Tiirleri Arasindaki iliski

OP’larin hiicredeki icindeki en &nemli hedef noktalari mitokondrilerdir. Okaryotik
hiicrelerde metabolik enerjinin liretiminden sorumlu olan mitokondride, karbonhidrat ve
yag asitlerinin katabolizmasindan elde edilen enerjiden oksidatif fosforilasyon ile ATP

elde edilmektedir (Onat vd. 2002).

Metabolik enerjinin temel kaynagi glukoz ve yag asitlerinin oksidatif yikimidir. Glukoz
metabolizmasinin baglangici sitozolde gerceklesmekte ve glukoz molekiilleri piruvata
dontismektedir. Sitozolik tepkimeler sonucunda olusan piruvat, mitokondriye taginarak
karbondioksite kadar sitrik asit dongiisii ile okside olmakta ve karbonhidrat
molekiillerinde bulunan kimyasal enerji, NAD" ve FAD yapisina aktarilmaktadir.
Olusan NADH ve FADH, indirgenmis koenzimlerin yapisinda bulunan elektronlar,
mitokondri i1¢ membraninda yerlesik Koenzim Q (Q) elektron tasiyicilarina
baglanmaktadir (Sekil 2.18 ve Sekil 2.19). Elektron transferlerinden saglanan ve
membranlar aras1 bolgede bulunan proton gradientinde depolanan potansiyel enerjiden,

mitokondri i¢ membraninda ATP sentezlenmektedir (Onat vd. 2002).
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NADH-Q Rediiktaz
(Kompleks I)
NADH + H" + Q ~ » NAD + QH,

ADP + Pi ATP A

Enz-FAD <\

N aq

Stiksinat + Enz-FAD ——— > Fumarat + Enz-FADH,

Sekil 2.18 ATP’nin ilk olusum yeri

QH,-Sit. C Redlktaz

X (Kompleks III) )
QH, + 2 Sit. C (Fe™) \ » Q+28Sit. C (Fe™) +2H"
ADP + Pi ATP

Sekil 2.19 ATP’nin ikinci olusum yeri

Metabolizma icin ¢ok 6dnemli bir gorevi bulunan ve ubikinon olarak da bilinen Koenzim

Q, kompleks I ve kompleks III tepkimeleri sirasinda Q™ ° radikalik halini alabilir ve bu
radikal tizerinde bulunan elektronunu oksijene aktarabilir. Elektronu baglayan oksijen,

cok aktif ve biyomolekiiller icin yikict Ozellik gosteren bir ROS olan siiperoksit

radikaline ( O'2°) dontisiir (Nelson vd. 2004).
O, + e —» Oé .

Stiperoksit radikalinin yipratict 6zelligini giderilmesi, siiperoksit dismutaz (SOD)
enzimi aracilifl ile gercgeklestirilir. SOD, siiperoksit radikalini daha az zararsiz olan

hidrojen peroksite (H,O,) doniistiiriir (Kalaycioglu vd. 2000).

- . Superoksit Dismutaz (SOD)
20, + 2H » H,0, + O,
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Her ne kadar siiperoksit kadar aktif olmasa da hidrojen peroksitte bir ROS’tur ve yikici
Ozelliginin giderilmesi gerekir. Glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon (GSH),
hidrojen peroksiti suya dontistiiriir (Kalaycioglu vd. 2000).

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

H202 \ > 2H2O

2GSH GSSG

Bir¢ok caligma OP’larin, oksidan temizleyicisi olan SOD (John vd. 2001), GPx ve GSH
(Yiirtimez vd. 2007, Biyiikokuroglu vd. 2008) aktivitelerinde ve miktarlarinda bir
azalmaya sebebiyet verdigi ortaya konmustur (Altuntag vd 2003).

Etkisizlestirilemeyen ROS’lar basta hiicre membran lipidlerinin peroksidasyonu olmak
zere, niikleik  asitler, protein ve karbonhidratlarda o6nemli yikimlar

gerceklestirmektedirler (Liu vd. 1996, Gultekin vd. 2000).

Ayrica OP’lar apoptosis adi verilen programlanmis hiicre 6liimiine hiz vererek doku

hasarina da sebep olabilmektedirler (Abou-Donia 2003).

2.4 Oksidan ve Antioksidanlar

Canli organizmalar i¢in hayati 6neme sahip biyokimyasal tepkimeler sirasinda oksijen
indirgenerek, ROS denilen ve bir¢ok dokuda oksidatif hasara sebep olan ara
metabolitleri meydana getirirler. Olusturduklar1 oksidatif yikimdan dolay1 “oksidan
madde” olarak isimlendirildigi gibi ¢ogunlugu radikalik oldugundan “serbest radikal”
olarak da isimlendirilebilirler (Porter 1998). Canli organizmada biyokimyasal
tepkimelerin devamli meydana geldigini g6z Oniine alirsak, metabolizmada da devamli
bir oksidan madde iiretimi oldugunu sdyleyebiliriz. Bu sebeple organizmadaki oksidan
madde miktar1 belirli bir dengede bulunmasi gerekmektedir. Denge, ancak fazla
miktardaki oksidanin, antioksidan adi verilen oksidan temizleyici maddelerce
etkisizlestirilmesi ile saglanir. Oksidan ve antioksidanlar arasindaki denge hiicresel ve

biyolojik etmenlerce bozulabilmektedir (Diindar vd. 2000, Montgomery 1996).
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2.4.1 Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hiz1 bir
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin
bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak adlandirilan bu durum 6zetle: serbest
radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi
gostermekte olup (Sekil 2.20), sonugta doku hasarina yol agmaktadir (Serafini vd.
2004).

\.l'.[tnminler.
G5H, GPx

Antioksidaniar

Oksidanlar

Sekil 2.20 Oksidatif stres

Oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi
olarak tanimlanan oksidatif stres (Sies 1997); diabet, Alzheimer, bobrek yetmezligi gibi
bir¢ok patolojik durumda (Dalle-Donne vd. 2003), yashlikta (Onat vd. 2002) ve
pestisitler, uyusturucu, radyasyon, gibi biyolojik kaynakli oksidan maddelere yogun bir
sekilde maruz kalma sonucunda da ortaya c¢ikmaktadir. Serbest radikaller insanlarda

elliden fazla hastaligin patolojisi ile iliskilendirilmektedir (Halliwell 1991).
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2.4.2 Serbest Radikaller ve Olusumlari

Atom numarast 8 olan oksijen atomunun 8 elektronu bulunmaktadir. Oksijen
molekiiliinde ayn1 yonde donen iki elektrona sahip 2p son orbitali 6nem tagimaktadir.
Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron bir orbitalden digerine gectiginde veya
farkl1 orbitallerde farkli yonde dondiigiinde singlet oksijen olugsmaktadir. Orbitallerden
birine veya ikisine ters doniislii bir veya ters doniislii iki elektron yerlestirilmesiyle
radikal elde edilmektedir (Sekil 2.21). Dogal oksijen molekiiliinden degisik sayida
oksidan molekiil meydana gelebilmektedir (Onat vd. 2002).

O O O
® ® O W
® ® ® ®

O O
: 28389
® ®

® @ ® ® ®
® ® ® O, ®
® ® ® @ ®
® O ® ® ®
® ® ® ® ®

Oksijen Molekiilii ~ Singlet Oksijen Siiperoksit Peroksit fyonu  Singlet Oksijen
(16 Elektron) (16 Elektron) (17 Elektron) (18 Elektron) (16 Elektron)

Sekil 2.21 Oksijen molekiiliiniin elektron sayis1 ve olusan bazi oksidanlar

Serbest radikal, oksidan molekiil veya en dogru adlandirma ile reaktif oksijen tiirleri,
atomik veya molekiiler yapilarinda eslenmemis tek elektron iceren ve bu nedenle reaktif
ozellik tasiyan molekiillerdir. Serbest radikaller baslica ii¢ sekilde olusabilmektedir
(Onat vd. 2002);

1) Kovalent Bagin Homolitik Yarilmasi: Bir molekiilii olusturan kovalent bagin
homolitik yarilmasiyla eslenmis elektronlardan her birinin ayr1 par¢ada kalmasi sonucu

serbest radikaller meydana gelmektedir (Onat vd. 2002).

XY —= X +Y:
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2) Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi: Molekiiliin yapisindaki atomlardan birisinden

elektron uzaklastirilmasi sonucu olusmaktadir (Onat vd. 2002).

X— X + e

3) Bir Molekiile Tek Bir Elektronun Eklenmesi: Bir molekiil yapisina elektron eklenmesi
sonucu reaktif 6zellik tasiyan yapilar olusmaktadir (Onat vd. 2002).

X+e — = X.

2.4.3 Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklar:

ROS’lar elektron transport zincir, enzimatik tepkimler, enzimatik olmayan tepkimeler

ve dis etkenlerin etkisiyle meydana gelebilirler (Onat vd. 2002).

1) Elektron Transport Zincir: Normal kosullarda mitokondri, sitokrom oksidaz sistemi
ile oksijeni suya indirgeyerek detoksifiye etmektedir. Elektron transport sistemde

bulunan NAD, FAD ve koenzim Q gibi pek ¢ok bilesik oksijen ile tepkimeye girerek

05° salmimina sebep olmaktadir. Bu tek degerli oksijen kagagi olarak ifade

edilmektedir. Bu kacaga neden olan faktorler bilinmemektedir. Normal kosullarda bu
kagak hiicrenin savunma sistemleri ile yok edilebilmeltedir. Ancak oksidatif stres
durumunda savunma sistemleri yetersiz kalmakta ve mitokondride hasar olugmaktadir.
Bu hasar sonucu hiicrenin enerji sisteminin etkilenmesi ile ATP kullanmimindaki artisa
ve ATP sentezindeki azalmaya bagl olarak hiicrede ATP diizeyi hizla diismektedir
(Onat vd. 2002).

2) Enzimatik Tepkimeler: Oksijen iceren tepkimeleri katalizleyen enzimler oksidazlar
veya oksigenazlar olarak siniflandirilmaktadir. Elektronlart oksijene aktaran oksidazlar
oksijenin su veya hidrojen peroksite indirgenmesini saglamaktadir. Oksigenazlar
oksijenin bir substratin yapisina katilmasini gerceklestirmektedirler. Bu gruplardaki

enzimlerin  katalizledigi  tepkimelerde  serbest radikaller  olusabilmektedir.
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Metabolizmada enzimatik tepkimelerde endojen olarak oksijen metabolitleri meydana

gelmektedir (Onat vd. 2002).

3) Enzimatik Olmayan Tepkimeler: Otooksidasyon tepkimeleri sonucu enzimatik

olmayan kaynaklardan ROS’lar olusabilmektedir (Onat vd. 2002).

4) Dis Etkenler: Radyasyon, CCls, halojenlenmis hidrokarbonlar gibi toksik
kimyasallar, hava kirliligi, fenthion, malathion gibi pestisitler, agir metaller,
antibiyotikler, alkol, sigara ve uyusturucu da ROS’larin iiretiminde etkili olurlar (Onat

vd. 2002).

2.4.4 Reaktif Oksijen Tiirleri

Aerobik organizmalar yasadigi siirece, molekiiler oksijenden elde edilen ve reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olarak isimlendirilen metabolitlere maruz kalirlar. Bu

metabolitlere, molekiiler oksijenin indirgenmesi ile meydana gelen siiperoksit radikali
(03*), hidrojen peroksit (H,0,) ve hidroksil radikali (OH*); karbon merkezli radikaller
ile molekiiler oksijenin reaksiyonu ile olusan peroksil radikali (ROY), alkoksil radikali
(RO®) ve organik hidroperoksitler (ROOH) ile diger serbest radikal formundaki
hipoklordz asit (HOCI), peroksinitrit (ONOQ"), nitrik oksit (NO®), nitrojen dioksit

(NO3Y) ve singlet oksijen (1 05 ) dahil edilebilir (Yazict vd. 2004).

OP igeren bilesiklerin neden oldugu ndérolojik hastaliklar, miyokard enfarktiisii gibi
kardiyolojik hastaliklar, astim, diabetes mellitus, romatoid artrit gibi romatolojik
hastaliklar, kanser ve yaslanma dahil bir¢ok hastaligin reaktif oksijen tiirleri ve oksidatif

stres ile iligkisi gosterilmistir (Yazict vd. 2004).

ROS’lar1 biz radikalik ROS’lar ve radikal olmayan ROS’lar olarak ayirabiliriz (Tablo
2.1).
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Cizelge 2.1 Bazi reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit anyon radikali (O3") Hidrojen peroksit (H20,)
Hidroksil radikali (OH®) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikali (ROY) Hipohal6z asid (HOX)
Alkoksil radikali (RO*) N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikali (HQ®) Singlet oksijen ('0,)
Organik radikaller (R*) Ozon (03)
Organik peroksit radikali (RCOO®)  Azot dioksit (NOy)
Nitrik oksid radikali (NO*) Hipoklordz asid (HOCI)
Hemoproteine bagl radikaller Peroksinitrit (ONOO)

2.4.4.1 Siiperoksit Radikali (05")

Stiperoksit radikali molekiiler oksijenin indirgenmesinde ara basamaktir. Hem kendinin
yikict 6zellik gostermesi hemde diger bircok ROS’un ¢ikis kaynagi olmasi siiperoksit
radikalinin ne denli 6nemli oldugunu gosterir. Dogal oksijen molekiiliiniin baska bir
molekiilden elektron almis hali olan siiperoksit radikali, mitokondriyal elektron transfer
zincirinde NADH’mn NAD”a ve FADH,’in FAD’a okside olmasi sirasinda iiretilir.
Ayrica pek ¢ok oksidaz tarafindan da meydana getirilebilir (Memigsogullar: 2005).

Cesitli patolojik durumlarda siiperoksit yapiminin artmast durumunda, siiperoksite
ozgiil tepkimeler goriilmeye baslar. Siiperoksit metal iyonlarini indirgeyerek bagh
olduklart proteinlerden salinimina neden olur, kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini
bozar, metal iyonlarinin katildig:1 hidroksil radikali yapim tepkimelerini hizlandirir.
Diger radikallere gére daha az reaktif olsa da, siiperoksit indirgenmis niikleotidleri, bazi

amino asitleri ve antioksidan bilesikleri (glutatyon, askorbik asit, tokoferol) oksitler. Zar
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fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri daha asidiktir ve siiperoksit buradan daha

kolayca bir proton alarak hidroperoksit radikalini (HO%) olusturur. Bu radikal de ¢ok

reaktif olup, hiicre =zarlarinda lipid peroksidasyonunu baslatabilir ve zarsal

antioksidanlar1 (tokoferol) oksitleyebilir (Kiling vd. 2002).

O,e +H ——» HO,*

Artmig siiperoksid diizeyleri siiperoksid dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksid
(H,0,) ve oksijene doniistiiriilerek azaltilir (Memisogullar1 2005). SOD tarafindan
katalizlenen bu tepkime “dismutasyon tepkimesi” diye adlandirilir. Siiperoksit, 6zellikle
hafif asidik kosullarda SOD olmadan kendiliginden dismutasyonla da H,0O;’e
cevrilebilir. Siiperoksit, pK’st 4.8 olan zayif bir baz oldugundan, pH nin daha diisiik
oldugu fagozom icinde daha kolaylikla kendiliginden dismutasyonla H,O, olusturabilir.
Notral pH’da enzimatik dismutasyon 10° kez daha hizli oldugundan SOD enzimi

savunma i¢in mutlaka gereklidir (Kiling vd. 2002).

SOD

20, + 2H" ———— H,0,+ O,

2.4.4.2 Hidrojen Peroksit (H,O,)

Stiperoksidin SOD ile dismutasyonu sonucu veya spontan olarak iiretilen H,O,, aslinda
radikal degildir. Ancak iiretildigi yerde kalan siiperoksitin aksine hidrojen peroksit
hiicre membranlarindan gegip sitoloze diffiize olabilir. Bu nedenle membranla

korunmus yapilara kolaylikla girebilir (Memisogullar1 2005). Siiperoksit ile tepkimeye
girerek en reaktif ve zarar verici radikal olan hidroksil radikali (OH®) olusturmak iizere

kolaylikla yikilabilir. Ayrica H,O, serbest Fe™” ile tepkimeye girerek yine OH® radikali
olusturur (Young vd. 2001).

Hidrojen peroksitin potansiyel yikici etkilerinden dolayr metabolizmadan derhal
uzaklastirilmas: gerekir. Detoksifikasyonu ya antioksidan katalaz (CAT) enzimi

araciligi ile ya da yine baska bir antioksidan olan glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi ile
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gerceklestirilir. Her ikisinde de H,O, suya doniistiiriiliip toksik etkisi giderilir. Iki
tepkime arasindaki fark ise GPx ile gerceklesen detoksifiye sirasinda antioksidan 6zellik

gosteren glutatyonunda (GSH) tepkimede yer almasidir (Akkus 1995).

CAT
2H202 > 2H20 + 02

GPx
H,O0, + 2GSH —— GSSG + 2H,0

2.4.4.3 Hidroksil Radikali (OH®)

Hidroksil radikali bilinen en reaktif radikaldir. Amino asitler, niikleik asitler, organik
asitler, fosfolipidler ve karbonhidratlarin bir¢ogu ile reaksiyona girebilirler

(Memisogullar1 2005).

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde iiretilebilen hidroksil radikali canlilarda dort

mekanizma ile olusabilir;

1) Fenton Reaksiyonu: Hidrojen peroksit, Fe™ ve diger gecis metalleri varliginda

indirgenerek OH® radikalini olusturabilir (Gutteridge 1995).

+2

Fe*?+ H,0, ——> Fe*®+ OH- + OH"

2) Haber-Weiss Reaksiyonu: Hidrojen peroksit, O>° radikali ile demir ve bakir

katalizorliigiinde reaksiyona girerek hidroksil radikali olusturabilir (Young vd. 2001).

O, + H,0, + Hf ——— O, + OH- + H,0O

3) Suyun Yiiksek Enerjili Iyonize Radyasyona Maruz Kalmasiyla: Alinan enerji hiicre
suyu tarafindan absorbe edilir ve sudaki oksijen-hidrojen kovalent baginin
parcalanmasina neden olur. Bdylece hidrojen ve oksijen iizerinde dis orbitalde tek

elektron kalir ve 2 radikal olusur (Gutteridge 1995).
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Radyasyon
H,O > OH+ + H-

4) Hidrojen Peroksitin UV Isigina Maruz Kalmasiyla: HyO’nin UV 15181 altinda
kalmasi ile 2 tane hidroksil radikali olusur (Akkus 1995).

uv
H,0, > 20H-

Her tiir biyolojik molekiil OH® radikalinin bir hedefi ise de, dzellikle elektronca zengin
bilesikler secilen tercihli hedeflerdir. Niikleik asitler, proteinler ve lipidlerde baslatilan
radikalik tepkimelerde binlerce farkli ara iiriinler olusabilir. DNA ile tepkimesi sonucu
baz modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir kirilmalar1 gerceklesebilir; ileri
derecedeki DNA hasarlar1 tamir edilemediginden hiicre 6ltimiine neden olur. Proteinler

tizerinde olusan oksidasyonlar yap1 degisimine neden olacagindan, proteinler proteolitik

yikima gotiiriiliir. Hiicre zar1 su icermediginden OH® radikalinin baslica hedefi yag
asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gecirgenligini artirip

yine hiicre 6liimiine neden olabilir (Kiling vd. 2002).

2.4.4.4 Singlet Oksijen (‘05)

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi nedeniyle radikalik 6zellik gostermedigi
halde serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina neden olmasi agisindan Onem
tasimaktadir. Delta (‘Ag O5) ve Sigma ('Yg" 0,) olarak iki tipi mevcuttur. Sigma tipi
daha reaktif oldugu i¢in hizla delta tipine doniisiir. Singlet oksijen, oksijen
elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yoniiniin tersi yonde
olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi siliperoksit
radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da
olusabilir. Viicutta deri ve retina gibi giin 15181na maruz kalan bolgelerde sikca olustugu

tespit edilmistir (Gilbert vd. 2002).

0, — 0,
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HO,» + O,- + Hf ————— H,0, + 'O,

ClIO + H,0, ——— Cl + H,0 + 'O,

2.4.4.5 Nitrik Oksit Radikali (NO°®)

Nitrik oksit, yiiksek yapili canlilarda amagli olarak ve ¢ok 6nemli biyolojik
fonksiyonlar1 yerine getirmek iizere iretilen nitrojen merkezli bir radikaldir.
Paylagilmamis elektron aslinda nitrojen atomuna ait ise de, bu elektronun hem nitrojen
hem de oksijen atomu iizerinde delokalize olmasi nedeniyle tam radikal 6zelligi
tasimaz. Bunun sonucu, bilinen diger radikallere gore reaktivitesi baskilandigidan

oldukca uzun émiirliidir (Kiling vd. 2002).

Diger oksijen radikalleri ¢ok sayidaki enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile

fiziksel/kimyasal —mekanizmalarla  olusturulurken =~ NO®  sentezini  saglayan

mekanizmalar son derece kisithdir. Viicuda giren nitro bilesiklerinin metabolize
edilmesi sirasinda olusan NO® bir tarafa birakilacak olursa, endojen NO® olusturan

tek kaynak nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleridir (Kiling vd. 2002). NO®, damar

endotel hiicrelerinde NOS enzimi aracilifiyla L-arjininden sentezlenir (Akkus 1995).

\7——""NH2 »—NOH >:o

HN HN

NADPH NADPH + N
_ e
02 02
H;N HaN- HaN"

o O o}

o o o]

L-Arjinin N-Hidroksi L-Arjinin L-Sitrulin Nitrik Oksit

Sekil 2.22 L-Arjininden nitrik oksit liretimi

NO® radikalinin yar1 émrii 10-20 saniyedir. Kolayca diiz kasa gegerek Guanilat Siklaz

(GC) enziminin “hem” demirine baglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini
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saglar. Sentezlenen nitrik oksit, ayni zamanda tiyol gruplarim1 S-nitrozilasyona

ugratarak protein ve reseptdr fonksiyonlarmi da degistirir. NO®, Fe-S kiimelerine

afinite gosterdigi i¢in bu gruplar iceren akonitaz enzimine de baglanir. Bu enzim hiicre

i¢ci demir trafigini kontrol eder. NO®, akonitaz enzimine messenger RNA (mRNA)

baglanmasini artirir ve enzimin aktivitesini diisiirtir (Akkus 1995).

NO°® radikalinin tek basina yikic1 6zelligi disinda, olusmus olan ROS’lar ile reaksiyon
vererek giliclii bir oksidan olan peroksinitriti (ONOQO") meydana getirebilir. ONOO",
tirozin gibi fenolik amino asitleri nitrolayarak (Sekil 2.23) toksik nitro tiirevleri

(nitrotirozin) olusturmaktadir. (Gilbert vd. 2002).

NO* + O, — = ONOO

CO, + ONOO© —— ONO,CO,

OxCH Oy OH
_ NH,, NH,, _
ONO,CO, + — + NO, + HCO;,
OH o

Tirozin Tirozin Radikali
o\ OH O\ OH
NH, NH,
+ NO, —mMmM
o' ONOO
Tirozin Radikali Nitrotirozin

Sekil 2.23 Peroksinitritin tirozini nitrolamasi
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ONOO, ileri dekompozisyonla en yikict ROS olan OH® radikalini meydana getirebilir
(Gilbert vd. 2002).

ONOO + H® ————> ONOOH
ONOOH » OH- + NO,

Diger radikallerdeki durumun aksine, nitrik oksiti ortamdan temizleyen herhangi bir
spesifik enzim yoktur. Nitrik oksitin aktivitesinin sonlandirilmas1 ancak oksihemoglobin

tarafindan nitrata (NOj") oksitlendirilmesi ile saglanir (Kiling vd. 2002).

Hb(Fe(I)D,) + NO+ —— Hb(Fe(lll)) + NO,

2.4.4.6 Hipokloroz Asit (HOCI)

Bir¢ok hastaliga neden olabilen ROS metabolitleri, organizma igin faydali olan birkag
fizyolojik olayda yer almaktadir. Iste bu olaylardan biri de solunum patlamasidir.
Solunum patlamas1 (Sekil 2.24), viicuda giren bakterilerin makrofaj, nétrofil ve
eozinofil gibi hiicreler tarafindan fagosite edilmesi ve bu hiicrelerce iiretilen ROS’lar
tarafindan yok edilmesi olayidir. Solunum patlamasi sirasinda gorev alan ROS’lardan

biri de hipoklordz asitir (Akkus 1995)

Bakteri viicuda girdiginde fagositik hiicreler tarafindan Once fagositoz yoluyla
hapsedilir. Daha sonra NADPH oksidaz araciligiyla oksijen tiiketim hizinda artis ve
yogun siiperoksit olusumu meydana gelen bir siire¢ gerceklesir. Olusan siiperoksit ya
SOD yardimiyla ya da spontan olarak hidrojen peroksite doniisiir. Fagositik hiicre
tarafindan salgilanan myeloperoksidaz (MPO) enzimi katalizorliigiinde hidrojen
peroksite, klor eklenmesi ile HOCI elde edilir. HOCI giiclii oksidanlardandir ve
bakterinin biyomolekiilleri ile reaksiyona girerek mikroorganizmay: tahribata ugratirlar

(Onat vd. 2002).

- Myeloperoksidaz -
Cl + H,0, > HOCI + OH
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Sekil 2.24 Solunum patlamasi

Solunum patlamasinda is géren diger bir ROS ise hidrojen peroksitin fenton reaksiyonu
ile meydana getirdigi hidroksil radikalidir. Bu radikalde tipki HOCI gibi bakteriyi
etksisiz hale getirir (Onat vd. 2002).

2.4.4.7 Diger Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (R*®), peroksil

(peroksi) radikalleri (ROY), alkoksil (alkoksi) radikalleri (RO®) gibi 6nemli serbest

radikaller de meydana gelebilmektedir. Bunlardan 6zellikle doymamis yag asitlerinden

meydana gelen peroksil radikali, yart dmrii uzun olan bir radikaldir (Akkus 1995).

2.4.5 Serbest Radikallerin EtKileri

Oksidan-antioksidan dengenin cesitli sebeplerden dolayr oksidanlar tarafina lehine
bozulmas1 durumu olan oksidatif stres halinde oksidanlar, metabolizmada ¢esitli
bozukluklara yol acgarlar (Sekil 2.25). Biyomolekiiller ile serbest radikaller kolaylikla
reaksiyon verebilir ve zincirleme reaksiyonlar1 baglatarak yeni serbest radikal
olusumuna neden olurlar. Olusan serbest radikallerin, ¢esitli patolojik durumlara yol
actigr ve biyolojik sistemlerde ¢ok Onemli fizyolojik roller oynadigi gozlenmektedir

(Simsek 1999).
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Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi biyomolekiillerin tiim siniflar1 ve tiim hiicre
komponentleri ile etkilesme 06zelligi gostererek hiicrede yapisal ve metabolik
degisikliklere neden olurlar (Gutteridge 1995). Poliansature yag asitlerinin oksidatif
yikimi olan lipit peroksidasyonu serbest radikallerin uyardigi hiicre yikiminda 6nemli
bir mekanizmadir. Bircok hastalikta doku yikimi serbest radikaller ve lipit

peroksidasyonu sonucu olusur (Simsek 1999).
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Sekil 2.25 Serbest radikallerin toksik etkileri

2.4.5.1 Serbest Radikallerin Karbonhidratlara EtKkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar lizerine de énemli etkileri vardir. Glukoz, mannoz
ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak, siiperoksit, hidrojen
peroksit ve oksoaldehitleri meydana getirirler. Okzoaldehitler DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolay1
antimitotik etki gosterirler. BOylece kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar.
Bununla birlikte poliansature yag asitleri ve karbonhidrat oksidasyonunun bir {riinii

olan glyxal’in de hiicre boliinmesini inhibe ettigi kaydedilmistir (Akkus 1995).

Ayrica sinoviyal sivinin viskozitesinde Onemli role sahip aminoglikan yapidaki
hyaliironik asid, serbest radikallerle etkileserek bag dokusunun stabilitesinin

bozulmasina ve sivinin viskozitesinin kaybina neden olur (Baykal vd. 2000).
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2.4.5.2 Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Serbest radikaller, DNA c¢ift sarmalinin ayrilmasina, sarmal i¢cinde ¢apraz baglanmalara
veya niikleik asit baz degisimlerine neden olabilir. Bu da kromozal mutasyonlar ve

sitotoksisite ile sonug¢lanir (Gutteridge 1995).

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol
acar (Sekil 2.26). Eger hidroksil radikali DNA’nin yakininda meydana gelirse piirin ve
primidin bazlarina atak yapar ve mutasyonlara neden olabilir. Hidroksil radikali, niikleik
asitlerde doymus karbon atomlarindan hidrojen c¢ikarir veya ¢ift baglara katma
tepkimeleri ile sonuglanan tepkimelere girer. Singlet oksijenin niikleik asitlerle
tepkimeye girme yetenegi daha sirlidir. Siiperoksit radikali giliglii bir oksitleyici
oldugundan, guanin gibi yliksek elektron yogunluklu bolgeler iceren molekiillerle daha
kolay tepkimeye girer. Hidrojen peroksit ise membranlardan kolayca gegerek hiicre
cekirdegine ulasir ve DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol

acabilir (Gutteridge 1995).

[0}
[0} | H

)\ \>+H04> )\ %OH

Guanine 8-hydroxy-guanosine
NH, NHz
N N
N> . N~
< I + Ho 1§ | >—oH
S\~ NH SN~ NH
Adenine 8-hydroxyadenine
o (‘3 o
CH H
HN CH, . HN 3 . HN CHs
)\ | + HO )\ OH + HO /K OH
0% SNH 07 ONH 07 >NH TOH
Thymine Thymidine glycol Thymine glycol
o o}
| ‘ CH,OH

| + HO® ———— = HN
0¢kNH O7KNH

Uracil 5-hydroxymethyluracil

Sekil 2.26 Bazi niikleik asit bazlarina reaktif oksijen tiirlerinin etkileri (Cemek vd. 2008)
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Serbest radikallerin dis kaynaklarindan biri de radyasyondur. 107 ile 10> nm arasinda
yayimlanan iyonize radyasyon, absorbe edilen molekiillerden elektron ayrilmalaria
neden olur (Sekil 2.27). Hiicrelerin % 70-90’ninin su oldugu diisiiniiliirse, bu durumdan
en cok organizmadaki su etkilenmektedir. Suyun radyolizi sonucu hidroksil radikali
olusur ve DNA’daki bazlari, deoksiribozu etkileyerek, DNA zincirinde kirilmalara veya
kopmalara neden olur. Radyasyonun olusturdugu hasar oksijen kullanan dokularda daha
da kendini hissettirir. Ayrica radyasyon, molekiiler oksijenin siiperoksit radikaline
donligmesini saglamakta, bu radikal ise hem DNA zincirinin kirilmas: gibi etkilere
neden olmakta hem de hidrojen peroksit ve dolayli olarak hidroksil radikalinin

olugmasinda kilit rolii islenmektedir (Boyd 1988).

Radyasyon veya baska etmenler nedeniyle olusan serbest radikallerin etkisiyle DNA'nin
yapisinin degismesi canlinin esey hiicrelerindeki mutasyona bagli olarak déllerin

veriminin azalmasina neden olabilmekte, canlida mutajenik ve karsinojenik etkiler

gozlenebilmektedir.
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&
+o - -
H,0 H,0 <T N
o)
Ho | 2
H' + HO H+HO 0, — ONOO
+ . H+
02 —H"  NO -
HO T
HO® HO ONOOH
/ e S L - Arjinin
0, *t e H
-—\/_ H -—\/—
. H,0, J NO, + HO'
+ 2+
Cu / Fe cr
2 —
Cu YFe3+ /—02

HO'+ HO O, +HO'+ HO  HOCH HO

Fenton Reaksiyonu Haber-Weiss
Reaksiyonu

Sekil 2.27 Radyasyonun reaktif oksijen tiirlerini meydana getirmesi (Cemek vd. 2008)
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2.4.5.3 Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin (R-SH) oksidasyonu thiyl ve oksijen radikallerinin
olusumuna neden olur. Her ne kadar hidroksil radikallerinden daha zayif olsalar da tiyol
radikalleri bazi biyolojik sorunlara neden olmaktadirlar. Bunlar siilfiir merkezli
radikallerdir (RSH) ve proteinlerdeki homolitik fisyon (siilfiirlerin  karsilikli
baglanmasi) reaksiyonlar1  disiilfit bagim1  olusturur. Bu da  proteinlerin
konfigiirasyonlarini bozarak viicuttaki metabolik aktivitelerini engelleyerek proteinlerde
ve protein iceren dokularda hasara neden olmaktadir. Bu hasar lipit peroksidasyonu
sirasinda olusan radikallerin siilfidril gruplarinin distilfit baglanmalarinda artisa neden

olmasi sebebiyle daha da artar (Bhagavan 2002).

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme dereceleri, proteini olusturan amino
asitlerin yapilariyla ilgilidir. Doymamis bag ihtiva eden fenil alanin, tirozin, histidin,
metionin ve sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla

etkilenerek siilfiir ve karbon merkezli radikaller olusturabilmektedirler (Akkus 1995).

GOoH COOH coon CooH coon
\
HN-C—H HzNCH H2NCH H2NCH HZNCH
L-Tyrosine Tyrosyl Radical L-Tyrosine Dityrosine
COOH C‘300H
H,N-C—H HN-C—H
CH, CH,
OH
+ HO ——
Phenylalaline ortho-Tyrosine
COOH COOH
HoN-C—H HoN-C—H
CH,
© + HOCI ——— > @
OH
L-Tyrosine 3-cholorotyrosine

Sekil 2.28 Baz1 amino asitlerin reaktif oksijenlerce oksidasyonu (Cemek vd. 2008)
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2.4.5.4 Lipid Peroksidasyonu (LPO)

Metabolizmada c¢esitli yollarla iiretilen serbest radikaller niikleik asitler, membran
lipidleri, ¢esitli proteinler ve karbonhidratlarla etkilesmesi, hiicre ve doku hasarlarina
sebebiyet vermektedir. Bunlarin igerisinde oksidatif hiicre hasar1 bakimindan en
Oonemlisi membran lipidlerinin oksidasyonudur (Dargel 1992). Serbest radikallerce
baglatilan ve hiicre membraninin yapisinda bulunan lipidlerin oksidasyonu ile

sonuglanan bu olay lipid peroksidasyonu (LPO) olarak bilinir (Uysal 1998).

LPO fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterollerin yapisinda bulunan poliansature yag
asitlerinin ROS’larin etkisiyle alkol, aldehit, hidroksiasit, etan ve pentan gibi gesitli

tirtinlere yikilmasini kapsayan reaksiyonlar dizisidir (Gutteridge 1990).

Bu kimyasal olay (Sekil 2.29), organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir radikalin zar
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidi zincirindeki o-metilen gruplarindan hidrojen
atomunun uzaklastirilmasi ile baglamaktadir (Uysal 1998). Kuvvetli oksitleyici radikal
cogu zaman hidroksil radikalidir. Singlet oksijen ve nitrik oksitinde LPO baslaticisi
oldugu bilinmektedir (Chen vd. 1996). Hidrojen atomunun uzaklagsmasiyla lipid
radikalleri meydana gelmekte ve bu lipid radikalleri otooksidasyona neden olarak
LPO’nun zincir reaksiyonu seklinde ilerlemesini saglamaktadir (Sekil 2.30). Zincir
reaksiyonu kendi kendini devam ettirme 6zelligi bulundugundan ve geri doniistimsiiz

oldugundan LPO metabolizma i¢in en zararh reaksiyonlardandir (Akkus 1995).

Lipid Lipid Radikali Lipid Radikali Lipid Peroksi Radikali
H 0—O-

VYN WHWf =\

ﬁ ﬁ 0-0 H O—OH
SN —— /v VA /:\/A%\‘f“

Malondialdehit (MDA) Endoperoksit Lipid Hidroperoksit

Sekil 2.29 Lipid peroksidasyonu
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Lipid peroksidasyonun olusumu baglama, yayilma ve sonlanma seklinde {i¢ asamada

gerceklesir.

Baslama Basamag: Basta hidroksil radikali olmak iizere singlet oksijen ve nitrik oksit
gibi ROS’lar, hiicre membranindaki c¢oklu doymamis yag asidinin metilenik yan
zincirinden bir hidrojen atomunu koparir. Hidrojen koparilmasi ile yag zinciri iizerinde
karbon merkezli lipid radikali meydana gelir. Radikal olusumunu takiben yag asidi
zincirindeki ¢ift baglar konjuge dien seklinde yeniden diizenlendikten sonra O, ile

reaksiyona girerek peroksi radikalini olustururlar (Spiteller 2001).

OHs + LH —————> L+ + H,0

Hidroksil Lipid Lipid
Radikali Radikali
Le + O, = OO~
Lipit Peroksi
Radikali

Yayilma Basamagi: Meydana gelen peroksi radikali diger bir peroksi radikali ile
birlesebilir ya da membranda bulunan proteinler ile tepkimeye girebilir. Ancak bu
molekiillerin en 6nemli 6zelligi kendilerine komsu yag asidi zincirlerinden hidrojen
atomlarini ¢ikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonunu yaymalaridir. Boylece,

yan zincirden hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile her defasinda lipit hidroperoksitleri

(LOOH) ve yeni bir lipid peroksit (LOO®) radikali olusmaktadir (K6ylii 2003).
LOO* + L'H ———— > L' + LOOH

Lipid
Hidroperoksit

L's + O, = L'0O0-

Ortamda bulunan demir, bakir gibi metaller yayilma basamagi sirasinda lipid
peroksidasyonunu dallanmasini artirir (Sekil 2.30). Gegis metalleri LPO sirasinda
meydana gelen lipid hidroperoksitlerinin pargalanmasini saglar ve LPO zincir

reaksiyonunu katalize eder (Akkus 1995).
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LOOH + Fe? ——— LO+ + OH™ + Fe®

LOOH + Fe™® ——— LOs + H" + Fe™

LH ﬁ L 7-—> LOO® LOOH LZ» LO + HO' H,0
] LH ;
HO® H,O O,

L 7——» LoO L'OOH ...
o, I'H ;
L 7——» Kelo)

O,

Sekil 2.30 LPO’nun zincir seklinde ilerlemesi ve dallanmasi (Cemek vd. 2008)

Sonlanma Basamagi: Lipid peroksidasyonu, LOOH molekiillerinin hem proteinleri
veya bazi metal kompleksleri varliginda, siklik peroksitler ya da endoperoksitler
tizerinden etan, pentan, aldehit, peroksitler, alkoller ve hidroksi yag asitleri gibi gesitli

tirlinlere bozunmasiyla sonlanir (Gutteridge 1990).

Ancak sonlanma sirasinda LOOH disinda serbest lipid radikalleri de ortamda mevcut ise
LPO zincirinin sonlandirilmasi, bu radikallerin antioksidanlar, baz1 metaller ve gesitli

tepkimeler vasitasiyla etkisizlestirilmesi ile saglanir (Sekil 2.31).

LO- + LH

LOH + L~

Y

LOO- + LOO-

Y

LOOL + 0,

LOO-« + InH (Antioksidan)— Ine + MP,

Ine + LOO- > MP,
LOOs + Fe™ > Fe™ +MP,
Le+Fe™ > Fe® +MP,

Sekil 2.31 LPO’nun sonlanma basamagi
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LPO’nun sonlanma basamaginda olusan en énemli iiriin malondialdehittir (MDA). Ug
veya daha fazla c¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusan MDA,
membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmalrina sebep olur. Ayrica
deformabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizeyindeki determinantlarin
agregasyonu gibi membran Ozelliklerini degistirebilir. Bunlarin disinda MDA, hiicre
membranindan kolayca gecip, DNA’nin azotlu bazlar ile tepkimeye girmekte ve DNA

ipciklerinde kopmalari meydana getirmektedir (Akkus 1995).

MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik yada kantitatif bir indikatorii degildir fakat
lipit peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir korelasyon gosterir. Bu sebeple organizma
da olusan LPO diizeyini 6lgmek icin MDA seviyelerinin 6l¢limii, siklikla kullanilan bir
yontemdir. Bu metot MDA ile tiobarbitiirik asitin (TBA) reaksiyonu temeline
dayanmaktadir. MDA, tiyobarbitiirik asit ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve
olusan bu ¢ozeltinin absorbans degerlerinden LPO’nun derecesi saptanmaktadir (Y1lmaz

vd. 2000).

HS HS SH
Ner— CHZ—CH

N \ /
\CH
OH OH OH
TBA MDA

LPO sonucunda meydana gelen lipid peroksi radikalleri, lipid hidroperoksitler, MDA
gibi bozunma iirlinleri hiicre membranlari, organaller ve enzimler iizerine yikici etki
gosterirler. Hiicre membranlarinin permabilitesi ve viskozitesi degisir. Bu degisim
membranin, Ca™ gibi iyonlara kars1 gegirgenligini artirir. Hiicre igi serbest Ca™ artigina
bagli olarak artan fosforilaz aktivitesi fosfolipit kaybinin artmasina, membran
gecirgenliginde degisiklik ve potansiyel kaybina bagli toksil etkide artisa, proteaz
aktivasyonu ile proteolitik etkinin siddetlenmesine, katabolik enzimlerin aktivitesinde

artisa ve endoniikleaz aktivitesi ile DNA kirilmalarina yol agmaktadir (Onat vd. 2002).

2.4.6 Antioksidanlar

Canlt hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek

maddelerin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu
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olaya antioksidan savunma denir (Halliwell 1991). Hiicre ve doku yikimi ile
sonuglanabilecek oksidatif hasara karsi antioksidanlar her diizeyde aktivite gosterir

(Diindar vd. 2000).

Antioksidan maddeler, aktif oksijen olusumunu engelleyerek ya da olusan aktif
oksijenleri tutarak, oksidasyonun tesvik etmis oldugu zararlanmalar1 hiicresel bazda

engellemekte dejeneratif hastaliklarin olusumunu durdurmaktadir (Baublis vd. 2000).

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde serbest oksijen radikallerine etki ederler (Cadenas vd.

2002).

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari1 tutma veya daha zayif yeni molekiile
cevirme toplayict etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobrongiyal mukus ve kiiclik

molekiiller bu tip etki gdsterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastirici etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz

bir etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici
etki zincir kiric1 etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etki

gosterirler.

4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir. Antioksidanlar,
endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler.
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Sekil 2.32 Antioksidanlarin hiicre kompenentlerini koruyucu etkileri
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Antioksidanlar yapilarina gore enzimatik yapida olanlar (SOD, GPx, CAT, GST ) ve
enzimatik yapida olmayanlar (GSH, vitamin E, vitamin C, vitamin A, melatonin)
seklinde gruplandirilabildigi (Tablo 2.2) gibi hiicre lokalizasyonlarina gore de
intraselliiler antioksidanlar (SOD, CAT, GPx), ekstraselliiler antioksidanlar (alblimin,
vitamin C, iirat) ve membran antioksidanlar1 (vitamin E, vitamin A) olarak

gruplandirilabilir (Gutteridge 1995).

Cizelge 2.2 Biyolojik sistemlerdeki antioksidanlarin siniflandirilmasi

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Melatonin
Katalaz (CAT) a-Tokoferol (Vit. E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GPx) Askorbat (Vit. C) Transferin
Fosfalipit hidroperoksit glutatyon B-Karoten (Vit. A) Ferritin
Peroksidaz (PLGPx) Flonoidler Laktoferrin
Glutatyon-S-transferaz (GST) Urat Albumin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Biluribin Lipoik asid

2.4.6.1 Enzimatik Antioksidanlar

Aerobik organizmalar oksijen toksisitesinden baslica li¢ enzim yardimiyla korunur.
Bunlar; siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazdir (Bhagavan 2002).
2.4.6.1.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1)

Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit serbest radikalinin etkisizlestirilmesinde katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) ile birlikte rol alan bir metalloproteindir. ik kez
SOD enziminin antioksidan ozelligi, 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich’in yaptigi

arastirmalar sonucu anlagilmistir (Noumohammadi vd. 2001).
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Sekil 2.33 SOD

SOD, oksidasyon metabolizmasinin bir iirlinii olan toksik siiperoksit anyonunun g¢ok

hizli bir sekilde daha zararsiz hidrojen peroksite doniisiimiinii katalize eder.

_ SOD
20, + 2H+ > H,0, + O

2

Bu dismutasyon reaksiyonu siiperoksit radikalinin anyon ve katyon formlarinin esit
oranda bulundugu pH 4.8 de spontan olarak ger¢eklesir. Ancak fizyolojik sartlarda yani
pH degeri 7.35- 7.45 arasinda iken bu reaksiyon cok daha yavas olusacaktir. SOD
enzimi varliginda ve pH en az 7.4 oldugu kosullarda siiperoksitin dismutasyonu 4 kat

daha hizli meydana gelmektedir (Cherubini 2005).

Insanda SOD enziminin {i¢ tipi bulunmaktadir. Bunlardan ikisi sitozolde bulunan
dimerik, Cu ve Zn igeren izomer (Cu/Zn-SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik,
Mn igeren izomerdir (Mn-SOD). Ugiincii tip ise ekstraseliiler SOD’dur. SOD enziminin
ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Genel olarak, hiicrede en bol bulunan izomer,

sitozolik Cu/Zn-SOD'dur (Onat vd. 2002).

Cu/Zn-SOD enziminde bakir tepkime igerisinde yer alirken, ¢inkonun katalitik rolden

ziyade yapisal bir rol oynadig: goriiliir (Palmer 1994).

E-Cu? + 0+ ———= E-Cu" + 0O,

E—Cu’ + O, » 7_> E—Cu"® + H,0,

2H"
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Siiperoksit anyonu, Cu™ ve bir arginin rezidiisiiniin guanido grubuna baglanir. Bu
baglanma sonucunda siiperoksitten bir elektron Cu* iyonuna transfer olurken Cu* ve
molekiiler oksijen meydana gelir. ikinci bir siiperoksit anyonu Cu' iyonundan bir
elektron, baglanma ortagindan ise iki proton alarak hidrojen peroksidi olustururken,
enzim tekrar Cu™ formuna dénmiis olur (Onat vd. 2002). Boylelikle SOD enzimi,

stiperoksit radikalinin olas1 hasarlarini detoksifiye eder.

SOD’un fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikalinin lipid peroksidasyonu gibi zararl etkilerine karsi korumaktir. Ayrica SOD,
fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde yani solunum patlamasinda da
rol oynar. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO;
artistyla artar. Cu/Zn SOD'un spesifik aktivitesi Down sendromlu hastalarin
eritrositlerinde yiiksek, prematiirelerin ve yasllarin eritrositlerinde ve psoriyazisli

hastalarin l6kositlerinde diisiik bulunmustur (Sun vd. 1988).

2.4.6.1.2 Katalaz (CAT, E.C.1.11.1.6)

Sumer ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize edilen katalaz (CAT), her biri bir
prostetik grup olan ve yapisinda Fe™ bulunduran 4 hem grubundan olusmus bir
hemoproteindir. Enzimin molekiil agirligt 240000 daltondur ve c¢ogunlukla
peroksizomlarda lokalizedir (Young vd. 2001).

Sekil 2.34 Katalaz
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CAT, SOD enziminin etkisiyle ortamda olusan hidrojen peroksitin suya ¢evrilmesini
gerceklestirir. Hidrojen peroksit konsantrasyonunun yiiksek oldugu durumlarda CAT
enzimi detoksifikasyonu saglarken hidrojen peroksit konsantrasyonunun diisiik oldugu
durumlarda ise glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi goérev alir.  Ayrica CAT
peroksizomlarda daha etkin iken, GPx sitozol ve mitokondri de etkindir (Yilmaz vd.

2003).

CAT
2H,0, = 2H,0 + O,

Katalazin peroksidatik ve katalitik olmak iizere iki fonksiyonu vardir (Sekil 2.35).
CAT’in temel fonksiyonu H,0O,’in enzimatik parcalanmasinin yaninda (katalitik
aktivite); H,O, konsantrasyonunda, metil veya etil hidroperoksitler, metanol, etanol,
fenol gibi kiigiik molekiillii elektron vericilerini indirgeyebilme ozellikleri de
(peroksidatik aktivite) bilinmektedir. Fakat katalaz, lipit peroksitleri gibi biiyiik
molekiilleri indirgeyememektedir. Enzim bir molekiil H,O,’den elektron alarak onu
oksitlerken kendisi rediiklenir, bir diger molekiill H,O,’e elektron vererek onu

indirgerken kendisi oksitlenerek baslangictaki durumuna donmektedir (Karabulut

2001).
P

CAT + H,0, — CAT —H,0,

CAT + 2H,0 + O,

2 CAT + H,0 + X

Sekil 2.35 Katalaz enziminin katalitik (1) ve peroksidatik (2) aktiviteleri

2.4.6.1.3 Glutatyon Peroksidaz (GPx, E.C.1.11.1.9)

[lk kez 1957 yilinda Mills tarafindan memeli eritrositlerinde saptanan glutatyon
peroksidaz (GPx), birbirinin aynis1 4 subiinitten olusan tetramerik bir enzimdir. Her
sublinit bir tane selenyum atomu igerir ki bu ylizden GPx, selenoenzim olarak da bilinir
(Akkus 1995). Uzun siireli selenyum eksikliginde, tiim viicut dokularinda GPx
aktivitesininin azaldig1 goriiliir. Selenyum glutatyon peroksidaz aktivitesi i¢in gereklidir

ve enzimin aktivitesi kan selenyum seviyesiyle koreledir (Kalaycioglu vd. 2000).
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Sekil 2.36 Glutatyon peroksidaz

Sitotoksik hidrojen peroksitlerin detoksifiye edilmesinde gorev alan ve ozellikle
mitokondri matriksinde ve sitozolde lokalize halde bulunan GPx, oksidatif strese karsi
viicut savunmasinda gorev alan en Onemli antioksidanlardandir. GPx tipki CAT
enziminin yaptig1 gibi SOD’un etkisiyle ortamda olusan hidrojen peroksitin suya

cevrilmesini gerceklestirir (Ahmad 1995).

GP
H,0, + 2GSH ———— GSSG + 2H,0

GPx sadece hidrojen peroksit tizerine etkili degildir. Lipid peroksidasyonunun bir iiriinii
olan lipid hidroperoksitlerinin (LOOH) de suya ve alkole doniistiiriilerek detoksifiye
edilmesinde GPx yer alir (Ahmad 1995).

LOOH+2GSH — ™ . GSSG + H,0 + LOH

Glutatyon peroksidazin iki substratt mevcuttur. Bunlardan peroksit indirgenerek alkole
cevrilirken, diger substrat olan glutatyon (GSH) yiikseltgenerek okside glutatyona
(GSSG) doniisiir.  Glutatyon tepkimede GPx’in katalitik  aktivitesinin  geri
kazanilmasinda gorev almaktadir. GPx’in selenolat formu (E-Se-) peroksit substratini
alkole indirger, kendisi ise okside selenik asite doniisiir (E-Se-OH). Glutatyon (GSH),
bu evrede reaksiyona katilarak selenosiilfiti (E-Se-S-G) olusturur. Ikinci bir GSH
molekiiliiniin selenosiilfite baglanmasi ile enzim, aktif formu olan selenolat formuna

donerken, glutatyon okside formuna (GSSG) doniigsmiis olur (Akkus 1995).
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ROH

E—SeSG ﬁ E—SeOH

H,0 GSH

Sekil 2.37 GPx’in katalitik aktivasyonu

Bu sekilde hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile okside formu (GSSG)’na doniisen ve
ayni zamanda proteinlerin siilfidril gruplarini koruyan glutatyon, NADPH’in
indirgenmesinde kullanilan glutatyon rediiktaz (GSH-Rx) tarafindan yeniden olusturulur

(Akkus 1995).

2H,0 (ROH)

2GSH H,O, (ROOH)

Sekil 2.38 Glutatyonun geri doniisiimii

Bir tiir GPx olan fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) enzimi,
membrana bagli en Onemli antioksidan olan vitamin E’nin ortamda yeteri kadar
bulunmadig1 kosullarda hiicre membranmin reaktif oksijen tiirleri karsisinda zarar

gormesini engeller (Young vd. 2001).

Sekil 2.39 Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz
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Glutatyon S-transferaz (GST) adi verilen enzim, tipki GPx’in yaptig1 gibi basta
aragidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak ftizere lipid hidroperoksitlerinin

detoksifikasyonunu saglar (Koyli 2003).

GST
LOOH + 2GSH > GSSG + LOH + H,0

GST Kkatalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptir. Katalitik olarak;
ksenobiyotikleri (yabanct maddeleri) GSH’daki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak
onlarin suda daha fazla ¢dzlinmesini saglarlar. Olusan bu GSH konjugatlar1 bdylece
organizmadan atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar. Ksenabiyotiklerin klasik
atilim sekli olan S-alkile olmus tiirevleri, daha sonra safra ile atilirlar. Bu yol GST’larin
kanserojen, mutajen ve diger zararli kimyasallarin hiicre i¢i detoksifikasyonunda rolleri

oldugunu gostermektedir (Koyli 2003).

2.4.6.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon (GSH), vitamin E (o-tokoferol), vitamin C (Askorbik asit), vitamin A(f-
karoten) ve melatonin gibi enzimatik olmayan ancak antioksidan o6zellige sahip
molekiiller, reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi oksidatif strese karsi bazen tek

tek bazen de enzimatik antioksidanlarla birlikte direng gosterirler (Wood vd. 1991).

Melatonin ve GSH gibi baz1 enzimatik olmayan antioksidanlar insan biinyesi tarafindan
tiretilebilirken, a-tokoferol, askorbik asit ve B-karoten ise eksojen olarak temin viicuda

temin edilir (Wood vd. 1991).

2.4.6.2.1 Glutatyon (GSH)

Basta karaciger olmak tlizere pek ¢ok dokuda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan,
glutamat (y-Glu), sistein (Cys) ve glisinden (Gly) sentezlenebilen bir tripeptit olan
glutatyon (y-glutamilsisteinilglisin) ilk kez 1921 yilinda Hopkins tarafindan kesfedildi
(Ulakoglu vd. 1998). indirgenmis glutatyon (GSH) ve yiikseltgenmis glutatyon (GSSG)
olarak iki formda bulunan ve 6nemli bir indirgen olan glutatyon, bu 6zelligi sayesinde

serbest radikallerin zararli etkilerinin giderilmesinde Onemli gorevler alir. Ayrica
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protein yapisindaki -SH gruplarini indirgenmis halde tutarak pek cok proteinin ve

enzimin inaktivasyonunu engeller (Onat vd. 2002).

Sekil 2.41 Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG)
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Glutatyonun viicuttaki sentezi iki basamakla meydana gelir. Ilk basamakta glutamat ve
sisteinden, y-glutamil sistein sentaz enzimi ve ATP araciligi ile bir araiiriin meydana
gelir. Ikinci basamakta ise araiiriine glutatyon sentaz katalizorliigiinde glisin eklenir ve

glutatyon olusur (Nelson vd. 2004).

Slsteln Gllsm
ADP + Pi A ADP+P|
Glutamat y Glu- Cys » | y-Glu-Cys-Gly
y—glutamil Glutatyon sentaz
sistein
sentaz

GSH, aerobik kosullar altinda normal biiylimenin ve metabolizmanin sonucunda olusan
hidrojen peroksit ve diger peroksitlerin uzaklastirilmasinda GPx antioksidan enzimi ile
birlikte gorev alir. GSH ve GPx, peroksitleri suya indirgeyerek detoksifikasyonu
gergeklestirirler (Ahmad 1995).

LOOH+2GSH — ™ . GSSG + H,0 + LOH

Tepkime sirasinda glutatyon ylikseltgenerek, ylikseltgenmis glutatyon (GSSG) formuna
dontisiir. GSSG, NADPH’1n indirgenmesinde kullanilan glutatyon rediiktaz (GSH-Rx)
tarafindan yeniden olusturulur (Akkus 1995).

NADPH

GSSG 2H,0 (ROH)

2GSH H,O, (ROOH)

Detoksifikasyon gorevi disinda GSH, hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine
doniistimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki stilthidril (-SH) gruplarinm
rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona karsi korur, boylece fonksiyonel

proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller (Nelson vd. 2004).
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2.4.6.2.2 Vitamin E (a-tokoferol)

Ilk kez 1925 yilinda Evans ve Bishop tarafindan kesfedilen vitamin E (a-tokoferol),
yagda coziinebilen ve antioksidatif 6zelligi ile 6ne ¢ikan bir vitamindir. Vitamin E
grubunda en az 7 vitamin bulunur. Bunlarin hepsi de tokol ¢ekirdegine sahiptir. Tokol
cekirdeginde bulunan aromatik halkadaki (kroman halkasi) metil gruplarinin yerlerinin
ve sayilarinin degisik olmasiyla farkli tokoferoller (o, B, vy, 0, €, vs.) ortaya cikar.
Dogada en fazla bulunan ve biyolojik aktivitesi en ¢ok olan a-tokoferoldiir. (Sozbilir vd.

2008).

Sekil 2.42 a-tokoferol

Serbest tokoferoller ince bagirsaktan pasif difiizyon yoluyla enterositlere absorbe
edilirler. Tokoferol palmitat ve tokoferol asetat gibi tokoferol esterleri absorpsiyon
boyunca serbest tokoferollere hidrolize olurlar. Enterositlerde silomikronlara baglanarak

lenf s1vis1 ile tiim viicuda taginirlar (Rucker vd. 2001).

Vitamin E’nin en Onemli 6zelligi gili¢lii bir antioksidan olmasidir. Serbest radikal
inhibitorleri arasinda en etkililerinden biridir. Bir a-tokoferol molekiilii yaklasik 10°-10°
tane membran lipidini serbest radikallerin yikic1 etkisinden korumaktadir. Siiperoksit ve
hidroksil radikali, singlet oksijen ve Ozellikle peroksi radikallerine karsi direng
olusturur. Zincir reaksiyonunu kirici yonde etki gosterdiginden LPO’da ilk savunma

hattidir. Vitamin E, peroksi radikalleri ile poliansature yag asitlerinden daha hizl
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sekilde tepkime vererek peroksidasyonu kirar, membran lipidlerinin zarar gérmesini

engeller ve serbest radikalleri stabil hale getirir (Rucker vd. 2001).

Vitamin E’nin yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip olan aromatik halka, aktif
kismint olusturur ve molekiiliin antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir.
Detoksifikasyon, halkada bulunan hidroksildeki hidrojen iyonunun serbest radikallere

verilmesiyle saglanir (Kalaycioglu vd. 2000).

a—tokoferol

ROO.

ROOH

CHj

a~—tokoferoksi
radikali

HsC
CH,
CH,

Vitamin E okside olduktan sonra ve parcalanmadan once askorbik asit, glutatyon veya

ubikinol tarafindan yeniden indirgenebilmektedir (Rucker vd. 2001).

o—tokoferoksi
radikali

/" Askorbik Asit
\> Dehidroaskorbat

/ GSH
\> GSSG

/’ Ubikinol
\> Ubisemikinon

a—tokoferol
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Vitamin E arasidonik asit gibi selliiler ve subselliiler membran fosfolipitlerinde bulunan
doymamis yag asitlerinin (PUFA) peroksidasyonuna karsi ilk savunma hattini olusturur.
Ikinci bir savunma hatt1 ise membran ve diger hiicre komponentlerinin hasarina yol agan
zincir reaksiyonlarindaki c¢ogalmalarindan Once, peroksitleri indirgeyen selenyum
icerikli glutatyon peroksidaz tarafindan olusturulmustur. Boylelikle tokoferol ve
selenyum birbirlerine duyulan gereksinimi indirgemekte veya lipit peroksitlerine karsi

olan reaksiyonlarinda birbirlerini desteklemektedirler (Mentes vd. 1993).

2.4.6.2.3 Vitamin C (Askorbik Asit)

Ik kez 1933 yilinda Glen King tarafindan izole edilen vitamin C (Askorbik asit), suda
¢Oziinen bir vitamindir. Suda ¢oziinebilen vitaminlerin igerisinde en stabil olan askorbik

asit, L-gulonik asidin enediol laktonudur (Kalaycioglu vd. 2000).

HO —0

Sekil 2.43 Askorbik asit

Askorbik asit, yiiksek bitkilerde ve hayvanlarda D-glikozdan sentezlenirken, insan,
maymun, kobay ve bazi kus tiirlerinde ise esansiyeldir. Bunun sebebi biinyelerinde L-
gulonolaktonun askorbik aside doniisiim reaksiyonunu katalize eden L-gulonolakton
oksidaz (laktonaz) enziminin bulunmamasidir. Vitamin C, memeli hayvanlarda
karacigerde; kuslar, kurbagalar ve siiriingenlerde ise bobreklerde sentezlenir (Sozbilir
vd. 2008).
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v/— L-Gulonik Asit <«————— D-Glukronik Asit .«———— Glikoz

HO HO HO
y o : (o) z
HO = HO —0 oL ~PON=0
> [E— .
H H L-Gulonolakton H N —
HO OH Oksidaz HO o) HO OH
(L-Gulono-y—lakton) (L-2-Oxogulono-y—lakton) (Askorbik asit)

Askorbik asidin bagirsaklardan emilmesi monosakkaritlerinkine benzer. Bu vitamin
hiicre membraninda, yagda eriyebilen dehidro askorbik asit seklinde gecer ve hiicrede

tekrar askorbik aside indirgenir (Sozbilir vd. 2008).

HQ HO
= O E 0
@)
HO OH O// \\O
Askorbik Asit Dehidro Askorbik Asit

Askorbik asit, baz1 oksidorediiksiyon olaylarinda kosubstrat olarak goérev alir; tirozin
metabolizmasinda dopaminden noradrenalin sentezi, tirozin metabolizmasinda p-
hidroksi  fenil  piriivatin =~ homogentizata  oksidasyonu ve  homogentizatin
maleoylasetoasetata oksidasyonu, karnitin biyosentezi, kolesterolden primer safra
asitlerinin sentezi, kollajen sentezinde prolinin hidroksilasyonu, folik asidin Hy-folata

enzimatik indirgenmesi olaylarinda etkilidir (Akkus 1995).

Askorbik asid ayni zamanda gii¢lii bir antioksidandir. Siiperoksit radikali, hidroksil
radikali ve singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlar etkisizlestirir. Sulu fazda
bulunmasina karsin lipid peroksidasyonunu baglatict radikalleri temizleyerek,

fosfolipidleri ve membrani da oksidatif stres hasarina kars1 korur (Rucker vd. 2001).

a-tokoferoksi radikalinin a-tokoferole indirgenmesini saglayarak, vitamin E’nin geri
dontigiimiinde gorev alir. Boylece vitamin E ile birlikte etkin bir sekilde LDL’yi
oksidasyona kars1 korur. Ayrica, antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini

engeller (Rucker vd. 2001).
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» Toc-OH

Toc-Oe / \v

Askorbik Dehidroaskorbat
Asit
Askorbik asit antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki de gosterir. Askorbik asit
proteine bagl ferri demiri uzaklastirarak ya da dogrudan ferri demiri indirgeyerek
Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali
olusturmaya uygun ferro demire doniistiiriir. Bu 6zelliginden dolay1 vitamin C, serbest
radikal reaksiyonlarinin 6nemli bir katalisti veya bir prooksidan olarak degerlendirilir.
Ancak bu tip etkisinin sadece diisiik konsantrasyonlarda goriildiigli, yliksek
konsantrasyonlarda giiclii bir antioksidan olarak etki ettigi kaydedilmistir (Rucker vd.

2001).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal
3.1.1 Kimyasal materyal

Organofosfat toksikasyonunu olusturmak amaciyla kullanilan fenthion, Bayer Crop
Science’dan (East Hawthorn, Avusturalya), tedavi gruplarina uygulanan vitamin E,
Aksu Farma’dan (Istanbul, Tiirkiye) ve yine tedavi gruplarina uygulanan selenyum ise
Solgar (Istanbul, Tiirkiye) firmasindan temin edildi. Oksidan ve antioksidan
parametrelerin belirlenmesi i¢in yapilan analizlerde kullanilan kimyasallar da, Merck

marka olup analitik saflik diizeyine sahiplerdi.

3.1.2 Hayvan materyali

Aragtirmaya baslamadan énce Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Etik Kuruluna
bagvurularak etik kurulu onay1 alinmigtir. Caligmada kullanilan 195-225 g agirligindaki
50 adet albino Sprague-Dawley cinsi rat, Siilleyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nden temin edildi. Ratlarmn bakimi, AKU Deney
Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezinde, 12 saatlik ideal aydinlik ortaminda,
uygun sicaklikta, rat bakimi i¢in tasarlanmis polipropilen 17x30x42 cm boyutlarindaki
0zel kafeslerde yapildi. Ratlarin altlarina serilen kaba talas her giin degistirilerek,
kafeslerde kuru bir ortam olusmasi saglandi. Ratlar musluk suyu ve Afyon Yem
Fabrikasindan temin edilen standart pellet yem ile beslendi. Ratlarin bulunduklari

ortama uyum saglamalar ile deneysel asamaya gecildi.

3.2 Metot

Siganlar ¢alisma boyunca AKU Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezinde
bir hafta standart laboratuvar yiyecegi ile beslenerek gozlem altinda tutuldular. Rasgele

ornekleme metodu ile her biri on sigandan olusmak {izere toplam bes grup olusturuldu.

54



Grup 1: Sham grubu olarak diizenlendi ve deneyler siiresince herhangi bir madde
enjeksiyonu yapilmadi. Grup diizenli bir sekilde beslendi. Caligmanin 24. saatinde tiim

ratlar sakrifiye edilerek, kan 6rnekleri alindi.

Grup 2: Kontrol grubu olarak diizenlendi. Tiim ratlara subkiitan yoldan 0.8 g/kg
fenthion verildi. 1 saat sonra gavajla 2 ml/kg serum fizyolojik uygulandi. Grup diizenli
bir sekilde beslendi. Calismanin 24. saatinde tiim ratlar sakrifiye edilerek, kan 6rnekleri

alindi.

Grup 3: Vitamin E grubu olarak diizenlendi. Tiim ratlara subkiitan yoldan 0.8 g/kg
fenthion verildi. 1 saat sonra intraperitoneal yolla tek doz olarak 100 mg/kg vitamin E
verildi. Grup diizenli bir sekilde beslendi. Calismanin 24. saatinde tiim ratlar sakrifiye

edilerek, kan ornekleri alindi.

Grup 4: Selenyum grubu olarak diizenlendi. Tiim ratlara subkiitan yoldan 0.8 g/kg
fenthion verildi. 1 saat sonra gavajla tek doz olarak 100 pg/kg selenyum verildi. Grup
diizenli bir sekilde beslendi. Caligmanin 24. saatinde tiim ratlar sakrifiye edilerek, kan

ornekleri alindi.

Grup 5: Vitamin E + selenyum grubu olarak diizenlendi. Tiim ratlara subkiitan yoldan
0.8 g/kg fenthion verildi. 1 saat sonra intraperitoneal yolla tek doz olarak 100 mg/kg
vitamin E ve gavajla 100 pg/kg selenyum verildi. Grup diizenli bir sekilde beslendi.

Calismanin 24. saatinde tiim ratlar sakrifiye edilerek, kan 6rnekleri alindi.

3.2.1 Kan orneklerinin alinmasi

Caligmanin 24. saatinde ratlar intraperitoneal yolla 100 mg/kg ketamin ile uyutulup,
batin ve toraks orta hattan acilarak kalpten injektor ile kanlar1 alindi. Malondialdehit
(MDA) ve rediikte glutatyon (GSH) analizleri i¢in heparinli cam tiipler kullanildi.
Heparinli cam tiiplere kan ornekleri alindiktan sonra, aymi giin i¢inde laboratuvarda
calisildi. Normal tiiplere alinan kan Ornekleri oda sicakliginda bekletildikten sonra
santrifiij edilerek tiiplin {lizerinde toplanan berrak serum numunesinde vitamin C

analizleri yapildi.
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3.2.2 Eritrosit paketinin hazirlanmasi

Heparinli cam tiiplere alinan kanlar bir saat +4° C'de bekletildikten sonra 3000 rpm'de
15 dakika santrifiij edildi. Olusan plazma ortamdan uzaklastirildi. Altta kalan hacme esit
oranda serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) eklenerek eritrositlerin yikanmasi gerceklestirildi.
Serum fizyolojik eklenen tiipler 2000 rpm'de 8 dakika santrifiij edildiler. Eritrosit yikama
islemi li¢ kez tekrarlandi. Elde edilen eritrosit paketleri, glutatyon peroksidaz enzim

aktiviteleri tayinine kadar derin dondurucuda -20°C'de muhafaza edildi.

3.2.3 Biyokimyasal analizler

3.2.3.1 Malondialdehit (MDA) tayini

Serbest radikallerin, doymamis yag asitlerini peroksidasyona ugratarak olusturduklari
son Uriinlerden biri MDA’dir. MDA, tiobarbitiirik asit ile reaksiyona girerek renkli
formda bir bilesik meydana getirir. Olusan bu renkli bilesigin 532 ve 600 nm dalga
boylarindaki  spektrofotometrik  (Shimadzu UV-1700) Ol¢iimiine gore lipit
peroksidasyonu tayini yapildi (Jain vd. 1989).

3.2.3.2 Rediikte glutatyon (GSH) tayini

Tiim kandan distile su ilavesi ile hazirlanan hemolizatin i¢indeki SH (stilthidril) tagiyan
biitlin proteinler, presipitasyon (¢Oktiiriicli) ¢ozeltisi ile ¢oktiirtliip, stizlilerek ayrildi.
GSH, elde edilen berrak sivida SH gruplarinin DTNB (5,5°-2-dithiobis nitrobenzoik
asit) ile tepkime sonucu olusan sar1 rengin 412 nm dalga boyunda absorbansi ile dl¢tildii

(Buetler vd. 1963).

3.2.3.3 Vitamin C (askorbik asit) tayini

Serum, %6’lik perklorik asit ile ekstrakte edildikten sonra olusan ekstrakt reaksiyon
sollisyonu [dinitro fenil hidrazin (DNPH), %0.6’lik bakir siilfat (CuSO4) ve %5’lik
tiyolire] ile muamele edildi. Olusan sar1 renkli kompleksin spektrofotometrede 520

nm’de absorbansi dlgiilerek vitamin C analizi yapildi (Omaye vd. 1973).
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3.2.3.4 Glutatyon peroksidaz (GPx) tayini

GPx, reaksiyonda goriilen kiimen hidroksit (ROOH) ile rediikte glutatyonu (GSH) okside
eden reaksiyonunu katalizler. Ortamda glutatyon rediiktaz (GRx) ve nikotinamit adenin
diniikleotid fosfat hidrojen (NADPH) var ise yiikseltgenmis glutatyon (GSSG),
NADPH''!n NADP" ye oksidasyonu ile GSH'a indirgenir.

GPx
2GSH + ROOH —— ROH + GSSG + H,0O

GRx
GSSH + NADPH+H" ————» NADP' +2GSH

GPx enzim aktivitesi, Randox-Ransel enzim kitleri ile spektrofotometrik metor ile 340 nm'

de 37° C de ol¢iildii (Paglia vd. 1967).

3.2.4 istatistiksel analizler

Elde edilen bulgularin (MDA, GSH, vitamin C ve GPx) istatistik hesaplamalari, SPSS 10.0
paket programi kullanilarak yapildi. Calismada elde edilen veriler "ortalama + standart
sapma'olarak ifade edildi (X = SD). Gruplarda varyans analizi (ANOVA) ve Tukey post
testi uygulanarak istatistiksel iliski belirlendi. Istatistik anlamlilik igin p < 0.05 kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Calisma sonunda ratlardan alinan kan 6rneklerinde malondialdehit, rediikte glutatyon,
vitamin C ve glutatyon peroksidaz diizeyleri belirlendi. Bu degerler yardimiyla her grup
icin hesaplamalar yapilarak standart sapmalart bulundu. Caligma gruplarina ait bulgular

Cizelge 4.1 de gorilmektedir.

Cizelge 4.1 Calisma gruplarina ait elde edilen MDA, GSH, askorbik asit ve GPx degerleri

Gruplar GSH Vit C GPx
MDA (nmol/ml)
(n=10) (mg/dl) (mg/dl) un
Sham 2.302+042° 29.440 £ 4.87°  2.694 £0.39 4181.672+£244.95°?

Kontrol 5391 +0.78¢ 43.680 + 4.44 2.202+£0.23 6254.559 + 581.80

VitE 4.922 +0.68¢ 35383 +4.18 3.142+044°  3883.260+461.24°

Se 4.239+0.79 “° 37.696 £ 6.56 3.842+0.31%* 3934.734+£267.58°

VitE+Se 3.454+059>"  37.601+£4.83 3.679+0.24%% 3019.032+424.93 %2

MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon, Vit C: Vitamin C, GPx: Glutatyon peroksidaz

Sham: Yalnizca serum fizyolojik, Kontrol: 0.8 g/kg fenthion bir saat sonra 2 ml/kg serum fizyolojik, Vit
E: 0.8 g/kg fenthion bir saat sonra 100 mg/kg vitamin E, Se: 0.8 g/kg fenthion bir saat sonra 100 pg/kg
selenyum, Vit E+ Se: 0.8 g/kg fenthion bir saat sonra 100 mg/kg vitamin E + 100 pg/kg selenyum

*: Kontrol’den farklidir (p<0.001) 4: Sham’den farkhidir (p<0.001)
®: Kontrol’den farklidir (p<0.01) °: Sham’den farklidir (p<0.01)
¢: Kontrol’den farklidir (p<0.05) " Sham’den farklidir (p<0.05)
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MDA (nmol/ml)
7
d d
6 -|- C, ¢
5 b, f
4
a
3
T
2
1
0
Sham Kontrol VitE Se Vit E + Se
*: Kontrol’den farklidir (p<0.001) 4. Sham’den farklidir (p<0.001)
®: Kontrol’den farklidir (p<0.01) °: Sham’den farklidir (p<0.01)
¢ Kontrol’den farklidir (p<0.05) " Sham’den farklidir (p<0.05)

Sekil 4.1 MDA (nmol/ml) degerlerinin grafiksel gosterimi

Caligmaya ait MDA degerleri sham, kontrol, vitamin E, selenyum ve vitamin E +
selenyum gruplari icin sirasiyla 2.302 + 0.42, 5.391 + 0.78, 4.922 + 0.68, 4.239 + 0.79
ve 3.454 + 0.59 nmol/ml olarak bulundu.

Bu verilere gore sham grubu, kontrol grubundan istatistiksel anlamda p<0.001
diizeyinde farklidir. Yine vitamin E + selenyum grubu, kontrol grubundan istatistiksel
olarak p<0.01 diizeyinde fark vardir. Ayrica selenyum grubu da kontrol grubundan

p<0.05 oraninda fark oldugu bulunmustur.

Bunlarla birlikte kontrol ve vitamin E grubu ile sham grubu arasinda p<0.001 oraninda,
selenyum grubu ile sham grubu arasinda p<0.01 oraninda ve vitamin E + selenyum

grubu ile sham grubu arasinda p<0.05 oraninda istatistiksel farklilik goriilmiistiir.
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GSH (mg/dl)
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50

40

10

Sham Kontrol VitE Se Vit E + Se

*: Kontrol’den farklidir (p<0.01)

Sekil 4.2 GSH (mg/dl) degerlerinin grafiksel gosterimi

Caligmaya ait GSH degerleri sham, kontrol, vitamin E, selenyum ve vitamin E +
selenyum gruplari i¢in sirastyla 29.440 + 4.87, 43.680 + 4.44, 35.383 £+ 4.18, 37.696 +
6.56 ve 37.601 + 4.83 mg/dl olarak bulundu.

Bu verilere gore sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak p<0.01

oraninda bir fark tespit edildi.

GSH degerleri vitamin E, selenyum ve vitamin E + selenyum gruplarinda, kontrol
grubuna gore diisiik ¢ikmasina ragmen aralarinda istatistiksel bir fark bulunmamistir

(p>0.05).
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Vit C (mg/dl)
5
4
3
2
1
0
Sham Kontrol Vit E Vit E + Se
*: Kontrol’den farklidir (p<0.001) °: Sham’den farklidir (p<0.001)
®: Kontrol’den farklidir (p<0.01) 4: Sham’den farklidir (p<0.01)

Sekil 4.3 Vitamin C (mg/dl) degerlerinin grafiksel gosterimi

Caligmaya ait vitamin C degerleri sham, kontrol, vitamin E, selenyum ve vitamin E +
selenyum gruplar1 igin sirasiyla 2.694 +0.39, 2.202 + 0.23, 3.142 + 0.44, 3.842 + 0.31
ve 3.679 + 0.24 mg/dl olarak bulundu.

Selenyum ve vitamin E + selenyum gruplar ile kontrol grubu arasinda p<0.001
oraninda, vitamin E grubu ile kontrol grubu arasinda da p<0.01 oraninda istatistiksel

fark bulunmustur.

Ayrica selenyum grubu ile sham grubu arasinda p<0.001 diizeyinde, vitamin E +

selenyum grubu ile sham grubu arasinda ise p<0.01 oraninda bir fark belirlenmistir.
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GPx (UN)
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Sham Kontrol Vit E Se Vit E + Se

*: Kontrol’den farklidir (p<0.001) ®: Sham’den farklidir (p<0.01)
Sekil 4.4 GPx (U/1) degerlerinin grafiksel gdsterimi
Caligmaya ait GPx degerleri sham, kontrol, vitamin E, selenyum ve vitamin E +

selenyum gruplart i¢in sirastyla 4181.672 + 244.95, 6254.559 + 581.80, 3883.260 +
461.24,3934.734 + 267.58 ve 3019.032 + 424.93 U/] olarak bulundu.

Sham, vitamin E, selenyum ve vitamin E + selenyum gruplar ile kontrol grubu arasinda

istatistiksel fark p<0.001 diizeyinde tespit edildi.

Bunun diginda vitamin E + selenyum grubu ile sham arasinda da p<0.01 oraninda bir

fark belirlendi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kolinesteraz inhibitorleri olan organofosfatli (OP) bilesikler diinyada yaygin olarak
tarim, halk saglig1 ve veteriner hekimlikte kullanilan en 6nemli pestisitlerdendir. Halk
saglig1 programlarinda ve ziraatte insektisit, akarisit ve nematisit, veteriner hekimlikte

ise ektoparazitisit olarak is goriirler (Pefia-Llopis 2005).

Sagladig1 faydalarin yani sira OP’larin kontrolsiiz kullanimi, ortamdaki diger gelismis
canlilart ve mikroorganizmalari olumsuz yonde etkiler ve ekolojik dengenin
bozulmasina sebep olur (Guney vd. 2007). Uygulandig1 yerlerdeki toprak, su, sebze,
hububat ve diger gida iirlinlerinde OP kalintilarinin bulunmasi ¢evre i¢in ¢ok énemli bir

tehlikedir (John vd. 2001).

Tiim diinyada kullanilan 200°den fazla farkli OP bilesiklerinin yaygin kullanimi ve
kolay elde edilebilirligi, insanlar iizerinde c¢ok sayida zehirlenme vakalarina yol
acmaktadir. Her yil cesitli sebeplerden dolayr 750 bin ila 3 milyon insan diinyada
OP’larin sebep oldugu zehirlenmelere maruz kalmakta, bunlarin birkag 100 bini malesef
Olimle sonuclanmaktadir. Siddetli toksikasyonlar c¢ogunlukla intihara tesebbiis
nedeniyle meydana gelirken, daha az siddetli toksikasyonlar ise dikkatsiz kullanim ve

OP kalintis1 iceren gidalarin tiiketimi ile gerceklesir (Yiirtimez vd. 2007).

OP bilesiklerinin pek cogu yagda c¢oziinebilen ajanlardir ve deriden, oral mukoz
membranlardan, sindirim ve solunum sistemlerinden absorbe olabilirler. Toksikasyonun
baslangici, siddeti ve Omrii; almman doz, izledigi yol, organofosfatin fizikokimyasal

Ozellikleri ve hangi oranda metabolize edildigine baghidir (Yiirtimez vd. 2007).

OP bilesikleri insanlarda ve hayvanlarda toksik etkilerini, iskelet kasi1 ndromiiskiiler
kavsaklarinda ve sinapslarda asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek gosterirler. Akut
OP zehirlenmelerinde muskarinik reseptorlerin stimulasyonu, karin bdlgesinde agrilar,
diare, terleme ve bronsal sekresyonda artis gozlenen semptomlardandir. Iskelet kasi
néromiiskiiler kavsaklarindaki nikotinik reseptorlerin stimulasyonu kaslarda istemsiz

kasilmalara, gii¢siizlesmeye ve felce neden olur (Biiylikokuroglu vd. 2008).
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Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, OP’larin oksidatif stresin nedenlerinden biri oldugu
tizerinde durulmustur. OP bilesiklerinin yogun ROS iiretimine sebep oldugu ve basta
membran lipidleri olmak iizere metabolizmadaki 6nemli biyomolekiillerin oksidatif

tahribatina yol actig1 goriilmiistiir (Gokalp vd. 2003).

OP kaynakl1 oksidatif strese karsi literatiirde farkli baz1 tedavi metodlar1 uygulanmastir.
Bunlardan biri OP toksikasyonuna karst N-asetilsistein (NAC) kullanilmasidir. Pefia-
Llop ve arkadaslarmin (2003) yaptig1 ¢alismada, diklorvos adli bir organofosfat ile
meydana getirilen oksidatif stresin giderilmesi i¢in NAC kullanilmis, deney sonucunda
onemli bir antioksidan olan GSH’mn konsantrasyonunun arttigi ve oksidasyonun
azaldigini, NAC’in oksidatif strese karsi metabolizmaya diren¢ kazandirdigini ortaya

koymuslardir.

Yiirlimez ve arkadaslarinin (2007) yaptig1 baska bir ¢alismada ise ratlarda fenthion ile
meydana getirilen OP toksikasyonunda tedavi amaciyla NAC kullanilmis, ¢alismada
oksidatif stresin 6nemli bir markiri olan MDA ’nin tedavi gruplarinda azaldigi ve GSH

konsantrasyonun artt1ig1 goriilmiistiir.

Biiyiikokuroglu ve arkadaglarinin (2008) yaptiklari ¢aligmada OP toksikasyonuna karsi
melatonin kullanilmis ve oksidatif stres iizerine melatoninin koruyucu bir etkisi oldugu

belirlenmistir.

Kalender ve arkadaslarinin (2007) yaptigi ¢alismada ise ratlarda metil parathion ile
nefrotoksisite olusturulmus ve antioksidan vitaminlerden olan vitamin E ve vitamin
C’nin koruyucu etkisi arastirilmistir. Calisma sonunda vitamin C ve vitamin E’nin,
oksidatif stres ve LPO’nun en 6nemli gostergesi olan MDA konsantrasyonunu azalttig

gorilmiistiir.

Oksidatif stres parametreleri ile antioksidan sistem ve aralarindaki korelasyon son
yillarda giderek ilgi odagi olmus, oksidatif stresin gostergesi kan MDA diizeyleri ve
antioksidan olarak bazi biyokimyasal markirlar bir ¢ok hastalikta arastirilmistir.
Sunulan c¢alismada; vitamin E, selenyum ve vitamin E + selenyumun organofosfat
toksikasyonu iizerine koruyucu roliinii ¢aligilirtken MDA, GSH, vitamin C ve GPx

diizeyleri oksidan ve antioksidan parametreler olarak arastirilmistir. Literatiirde vitamin
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E’nin yararli rolii baz1 ¢alismalarda goriiliirken, selenyum veya vitamin E + selenyumun
OP toksikasyonundaki koruyucu etkisine dair herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamastir.

Bu yoniiyle sunulan ¢alisma onciil bir nitelik tagimaktadir.

OP toksikasyonunun neden oldugu oksidatif stresin gosterilmesi amaciyla ¢ok farkli
deneysel modeller ve c¢esitli ajanlar kullanilmistir. Gokalp (2005), Kalender (2005) ve
Ogiitcii (2006) yaptiklar1 calismalarda toksik ajan olarak diazinonu kullanirken,
Kalender (2007) ve Giiney (2007) metil parathionu tercih etmisler, Gokalp (2003),
Yiiriimez (2007) ve Biiylikokuroglu (2008) ise bizim ¢aligmamizda da toksikasyon ajan
olan fenthionu kullanmislardir. Fosforotiyoat tipi bir OP olan fenthionun meydana
getirdigi reaktif oksijenler karaciger ve beyinde LPO olusturdugu, DNA’nin tek kolunda
kiriklara ve laktat dehidrogenazin ekstraselliiler siviya sizintisinda artisa neden oldugu

Bagchi ve arkadaglar1 (1995) tarafindan ortaya konulmustur.

Lipit peroksidasyonu (LPO), c¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine
zarar verir. Bu reaksiyonlar hiicresel membranlarin oksidatif yikimi ve ciddi doku hasari
ile sonuglanir. Peroksidasyonla olusan MDA, membran komponentlerinin c¢apraz
baglanma ve polimerizasyonuna yol agar. Deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran
ozelliklerini degistirir. Sonugta MDA nin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik etkileri

ortaya ¢ikar (Akkus 1995).

Antioksidan savunma sistemleri, oksidasyona bagli membran yikimi ve doku hasarinin
onlenmesinde biiylik Oonem tasimaktadir. Fizyolojik olaylar sirasinda ortaya c¢ikan
serbest radikaller antioksidanlarca etkisiz hale getirilirler (Subramanian vd. 2004).
Biyomembranlarda ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu siklikla reaktif
oksijen tiirlerine (ROS) maruz kalma ile olusur ve hiicresel fonksiyon degisimi veya
hiicre oliimiine yol agabilir. LPO’nun baslica son {iriinlerinden olan MDA oksidan
hasar1 degerlendirmede siklikla kullanilmaktadir. Serbest radikaller klinik olarak direkt
Olciim i¢in olduke¢a kisa Omiirliidiir, bu ylizden reaktif oksijen iirlinlerinin dl¢limiinde

indirekt gostergeler kullanilir. LPO’nu gostermek i¢in bir¢ok deneysel teknik

65



gelistirilmis olmasina ragmen, kullanilan en yaygin metot indirekt olarak olciilen

MDA dir (Terrie 2002).

Kalender ve arkadaglarinin (2007) yaptig1 calismada metil parathion ile olusuturulan OP
toksikasyonuna karsi vitamin E-vitamin C kompleksinin koruyucu etkisi arastirilmais,
kontrol grubuna goére metil parathion grubu ve metil parahion + vitamin E - vitamin C
grubundaki MDA konsantrasyonlarinda artis gorilmiistiir. Aynm1 zamanda metil
parathion grubu ile tedavi grubu olan metil parathion + vitamin E - vitamin C
karsilagtirildiginda tedavi grubundaki MDA derisiminin daha az oldugu ve vitamin

kompleksinin LPO ve oksidatif stresi azalttig1 belirlenmistir.

Altuntas ve arkadaglarinin (2002) yaptigr bir arastirmada fenthionun LPO ve bazi
karaciger enzimleri iizerine etkisi ve vitamin E-vitamin C kompleksinin koruyucu
ozelligi incelenmistir. Calismada LPO’nun en 6nemli gostergesi olan MDA degerlerinin
fenthion grubunda kontrol grubuna oranla arttig1 goriilmiis, tedavi grubu olan fenthion +
vitamin grubu ile fenthion grubu karsilagtirildiginda ise, tedavi grubunun daha az MDA

konsantrasyonuna sahip oldugu tespit edilmistir.

Yiiriimez ve arkadaglarinin (2007) yaptig1 calismada ise, OP toksikasyonuna kars1 N-
asetilsisteinin (NAC) vyararlt etkisi arastirilmistir. Calismada NAC, terapotik ve
profilaktik olarak uygulanmistir. Tiim kandaki MDA degerleri en az kontrol grubunda
belirlenirken, en fazla MDA konsantrasyonu fenthion grubunda bulunmustur. Terapotik
NAC ve profilaktik NAC gruplarina ait MDA derisimlerinde bir fark tespit edilmezken,

fenthion grubuna oranla azalma gerceklestigi goriilmustiir.

Yavuz ve arkadaslarinin (2005), organofosfat kdkenli bir insektisit olan methidathion ile
olusturduklart damar ¢eperi hasar1 iizerine yaptiklar1 ¢alismada, methidathion verilen
grubun MDA degerlerinde kontrol grubuna oranla istatistiksel bir artig belirlemislerdir.

Ayrica asetilkolinesteraz enzimi miktarinda da bir azalma bulmuslardir.

Biiyiikokuroglu ve arkadaslarinin (2008), fenthion ile ratlarda deneysel olarak meydana
getirilen OP toksikasyonunda melatoninin koruyucu etkisini arastirdiklar1 calismada,

fenthionun etkisiyle MDA degerlerinde bir artis goriilmiistiir. Tedavi gruplari olan
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terapotik melatonin ve profilaktik melatonin gruplarinda ise MDA diizeylerinde azalma

meydana geldigi gortilmiistiir.

Aktilirk ve arkadaslarinin (2006) yaptig1 bir arastirmada ise, diazinon ile toksikasyon
olusturulmus, calisma sonunda diazinon grubunun en yiiksek MDA diizeyine sahip

oldugu tespit edilmistir.

Siitcli ve arkadaslarinin (2006) methidathion ile yaptiklar1 ¢aligmada konrol grubuna
kiyasla methidathion grubunda MDA konsantrasyonunun daha fazla oldugu ve asetil
kolinesteraz enziminin aktivasyonunun ise azaldigi belirlenmistir. Tedavi grubu olan
vitamin E-vitamin C grubundaki MDA diizeyinde ise methidathion grubuna oranla bir

diisiis kaydedilmistir.

Sunulan ¢aligmada ise bir organofosfat olan fenthion ile toksikasyon olusturulmus ve
meydana gelen oksidatif stres ile LPO’nun siddeti MDA konsantrasyonun 6l¢iilmesiyle
tespit edilmistir. Sekil 4.1 de goriildiigi gibi sadece fenthion verilen kontrol grubuna ait
MDA konsantrasyonu gruplar icerisinde en yiiksek oldugu belirlenmis, bu durum da
OP’larin lipid peroksidasyonuna neden oldugu ve oksidatif streste rol oynadiginm
gostermistir. Tiim tedavi gruplarinda toksikasyon sonrast MDA degerlerinde diisiis
goriinlirken, vitamin E + selenyum grubunda en diisik MDA degeri elde edilmistir.
Vitamin E ve yapisinda selenyum iceren glutatyon peroksidazin (GPx), antioksidan
Ozellikleri sayesinde serbest radikallerin olusturdugu hasar1 azaltacak sekilde gorev
aldiklar1 goriilmektedir. Her ikisininde ayr1 ayr1 kullanilmasi toksikasyon sonrast MDA
diizeylerinde azalmaya neden olurken, vitamin E ve selenyumun birlikte kullanimi, her
iki antioksidanin birbirini tamamlayic1 6zelliginden dolayr tedavi gruplart icinde

oksidatif strese kars1 en i1y1 sonucu vermistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).

Rediikte glutatyon (GSH), peroksidaz enzim ailesinin bir kofaktorii olmasinin yan sira,
askorbik asit metabolizmasini, hiicreler arasi iletisimin siirdiiriilmesini saglayan ve
genel olarak proteinlerin stlfidril (-SH) gruplarinin okside olmasini ve c¢apraz
baglanmasini engelleyen diger bir¢ok metabolik siiregte yer almaktadir. Ayrica hiicre ici
bakir transportunda da islev goriir. Ayrica GSH bakir iyonlar ile selatlar olusturur ve
bunlarin serbest radikal olusturma kapasitelerini azaltir. Bununla birlikte GSH koruyucu

bir ajan olarak 16koeritrin sentezinde yer alan enzimler ve glioksilazlar1 da igeren farkli
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metabolik yollarda c¢alisan bazi enzimler i¢in kofaktor olarak rol oynar. Dahast GSH
protein katlanmasinda ve insiilin gibi disiilfid baglar1 tasiyan proteinlerin yikilmasinda

da rol alir (Halliwell vd. 1999).

Oksidatif stres durumunda reaktif oksijen tiirleri GSH tarafindan indirgenirken, GSH ise
GSSG’ye yiikseltgenmektedir. Spontane olarak meydana gelen oksidasyona karsi
nispeten direngli olmasina karsin, GSH hidroksil radikali ile cok hizli ve non-enzimatik
olarak tepkimeye girmektedir. Ayni1 zamanda azot trioksit (N2Os3) ve peroksinitrit
(ONOQ)) ile de reaksiyona girmektedir (Griffith 1999). Antioksidan olmasinin yaninda
GSH, peroksitlerin GPx araciligiyla enzimatik olarak indirgenmesini saglar ve bu
reaksiyon sonunda GSSG meydana gelir. Normal fizyolojik kosullar altinda GSSG,
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)-bagimli bir enzim olan glutatyon
rediiktaz tarafindan GSH’a indirgenir ve bu sekilde bir redoks donglisii meydana gelir.
Hiicrenin indirgeme kapasitesi yetersiz kaldiginda GSH/GSSG oraninda azalmalar
olusur. GSSG ve GSH miktar1 oksidatif stres indikatorii olarak degerlendirilirken,
GSH/GSSG orani hiicresel redoks durumu hakkinda bilgi saglamaktadir (Cnubben vd.
2001).

Piner ve arkadaslarinin (2007) yaptig1 calismada potansiyel oksidatif stres kaynagi olan
fenthion iceren ortamda GSH inhibitorii buthionin sulfoksiminin (BSO) ve antioksidan
ozellik gosteren N-asetilsisteinin (NAC) glutatyon metabolizmasi iizerine etkisi balik
beyininde arastirilmistir. Fenthion grubunda GSSG miktarinda, GSH/GSSG oraninda ve
GPx aktivesinde artis goriilmiistir. BSO + fenthion grubunda ve NAC + fenthion

grubunda ise GSH konsantrasyonlarinda belirgin bir azalma kaydedilmistir.

Rehman ve arkadaglarinin (2006) farelerde antioksidanlar iizerine deltametrininin
etkisinin arastirildigi ¢alismasinda karaciger ve bobreklerde LPO olusurken, bu
dokulardaki GSH derisiminde azalma belirlemislerdir. Ayrica glutatyon peroksidaz,
glutatyon-S-transferaz ve katalaz diizeylerinde de diislis goriilmiistiir. Buna kargilik
Brocardo ve arkadaglarinin (2005) yaptig1 ¢alismada ise malathion ile olusturulmus OP
toksikasyonunda  serebral korteks ve hipokampuse ait GSH ve GPx

konsantrasyonlarinda kontrol grubuna oranla bir degisme izlenmemistir.
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Nogues ve arkadaslarinin (2006) yaptig1 caligsma ise ¢esitli dokularda ve kanda oksidatif
stresin artigina karsilik olarak GSH miktarlarinda yiikselis goriildiiglinii bildirmistir.

Biiyiikokuroglu ve arkadaslarinin (2008) yaptig1 ¢alismada da toksikasyon grubu GSH
diizeyinde kontrol grubuna oranla istatistiksel bir artis meydana gelmistir. Bu durum
Nogues ve arkadaglarinin yaptig1 calisma ile paralellik gdstermis ve dogal savunmanin
bir pargasi olarak goriilmiistiir. Tedavi grubu olan melatonin gruplarn ile toksikasyon

grubu arasinda GSH miktar1 agisindan istatiksel bir farklilik belirlenmemistir.

John ve arkadaglarinin (2001), dimethoat ve malathion ile ayr1 ayri olusturulmus
oksidatif strese kars1 vitamin E’nin koruyucu etkisinin rat eritrositlerinde arastirildig:
calismada, kontrol grubuna oranla dimethoat, malathion ve dimethoat-malathion
gruplarindaki GSH seviyelerinin daha fazla oldugu bulunmustur. Ayrica dimethoat +
vitamin E, malathion + vitamin E ve dimethoat-malathion + vitamin E tedavi gruplarina
ait GSH konsantrasyonlarinda toksikasyon gruplarina oranla istatistiksel bir diisilise

rastlanmistir.

Sunulan ¢alismada ise, sadece fenthion verilen kontrol grubundaki GSH diizeyinde
sham grubuna oranla istatistiksel bir fark goriilmiistiir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2). Bu
sonu¢ meydana gelen toksikasyona karst metabolizmanin GSH {ireterek savunmaya
gectigini gostermistir. Vitamin E, selenyum ve vitamin E + selenyum gruplarindaki
GSH konsantrasyonlarinda sham grubuna goére bir artis ve kontrol grubuna goére bir
diisiis gortilmesine ragmen ne sham ne de kontrol grubu ile tedavi gruplari arasinda

istatistiksel bir fark tespit edilmemistir.

Vitamin C (askorbik asit) organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici
ajan olarak gorev yapar. Kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu ig¢in
gereklidir. Tirozinden epinefrin sentezinin dopamin B-hidroksilaz basamaginda gorev
alir. Tirozin yikiliminda p-hidroksi fenil piriivatin homogentizata oksidasyonunda ve
safra asitlerinin sentezindeki 7-a-hidroksilaz baglangi¢ basamaginda rol alir. Lizinden
karnitin sentezinde gorevlidir. Demirin emiliminde enzimatik olmayan bir yol ile
indirgeyici olarak rol oynar ve midede ferri demiri ferro demire indirger. Immiinite ve

yara iyilesmesinde etkilidir (Rucker vd. 2001).
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Askorbik asit, giiclii indirgeyici aktivitesinden dolayr ayni1 zamanda giicli bir
antioksidandir. Vitamin C’nin antioksidan olarak asil gorevi, lipoproteinleri lipit
peroksidasyonuna karst korumaktir. Vitamin C’nin singlet oksijen, siiperoksit ve
hidroksil, hidroperoksil, lipit peroksil ve lipit alkoksil radikallerini ortamdan
temizleyerek, antioksidan etkisini gosterebilecegi bildirilmistir. Oksidatif hasar sonucu
olusan iiriinlere kars1 vitamin C ve GSH sinerjist aktivite gosterirler. Insan hiicrelerinde
kullanilmis askorbik asit tekrar kullanilacak hale getirilerek kirmizi kan hiicrelerinde
titizlikle gérev yapar ve gesitli mekanizmalarla detoksifikasyon olayini basarir. Ayrica
vitamin C, tokoferol radikali haline gelmis ve antioksidan 6zelligini yitirmis vitamin

E'nin tekrar aktif hale doniistiiriilmesinde de rol oynar (Rucker vd. 2001).

Altuntas (2002), Yavuz (2004) ve Giiltekin’nin (2001) yapmis oldugu arastirmalarda
vitamin C ve vitamin E kombinasyonunun, toksik maddelerce olusturulan lipid
peroksidasyonunu azalttigr goriilmiistiir. Vitamin C ekstraselliiler bosluktaki reaktif
oksijen tiirlerini temizlerken, yagda ¢oziinebilen vitamin E ise hiicre icerisindeki reaktif
metabolitlerce iiretilen serbest radikalleri etkisizlestirerek lipid peroksidasyonunun
olugmasinin Oniine gecer. Vitamin E ile GPx arasinda nasil birbirini tamamlayici
ozelligi varsa, vitamin C ile vitamin E arasinda da etki gosterdigi alanlar bakiminda bir
iliski mevcuttur. Bu ylizden hem vitamin C hem de vitamin E viicut savunmasi i¢in en

onemli biyomolekiillerdendir.

Kalender ve arkadaglarinin (2007) metil paration ile olusturduklari nefrotoksisite
tizerine vitamin C ve vitamin E’nin koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢calismada, vitamin
C ve vitamin E kombinasyonunun metil parathionun neden oldugu akut ve kronik

nefrotoksisiteyi azalttig1 goriilmiistiir.

Ayrica Gokalp ve arkadaslariin (2005) diazinon ile gerceklestirdikleri g¢aligma,
diazinonun verilmesinden 30 dakika sonra tek doz vitamin C ve vitamin E
kombinasyonun uygulanmasinin toksikasyonu o©nemli o6lgiide azalttigin1 ortaya

koymustur.

Literatiirde vitamin C’nin OP kaynakli oksidatif strese karsi koruyucu etkisi birgok kez
calisilirken (Siit¢ii 2006, Kalender 2007, Gokalp 2001), OP toksikasyonunda farkli
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koruyucu maddelerin gerek kanda gerekse dokudaki askorbik aside ait biyokimyasal

Ol¢limiine rastlanilmasi nadirdir.

Prashanthi ve arkadaslarinin (2006), erkek ratlar iizerinde metil parathionun toksik
etkisinin arastirildigi ¢aligmasinda, farkli gruplara farkli dozlarda metil parathion
verilmis ve toksisite olusturulmustur. Asit fosfataz, kolestrol, total protein, iirik asit ve
askorbik asit gibi baz1 biyokimyasal parametreler analiz edilmistir. Tiim toksikasyon
gruplarinda konrol grubuna oranla askorbik asit diizeyinde diisme goriiliirken, 6zellikle
metil parathionun sabit ve uzun siireli uygulandig1 gruplarda istatistiksel bir diislis

kaydedilmistir.

Biiyiikokuroglu ve arkadaslarinin (2008) yaptig1 caligmada toksikasyon grubundaki
askorbik asit diizeyi sham grubuna oranla daha az oldugu goriilmiistiir. Tedavi gruplari
olan profilaktik melatonin ve terapotik melatonin gruplarinda ise askorbik asit

konsantrasyonu toksikasyon grubuna oranla artmistir.

Sunulan calismada Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3’de goriilecegi gibi fenthion verilen grup
olan kontrol grubundaki askorbik asit derisimi sham grubuna oranla azalmasina karsin
istatiksel bir fark bulunmamistir. Vitamin C’nin tiim tedavi gruplarindaki
konsantrasyonunun hem sham hem de kontrol ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde
artis gostermesi, vitamin E ve selenyum uygulanmasimin vitamin C’nin aktivitesinin

artisina neden oldugunu ortaya koymustur.

Glutatyon peroksidaz (GPx), bir¢ok dokuda bulunan, dogal bir antioksidandir. E
vitamini ile birlikte, lipid peroksidasyonuna karsi viicut savunmasinda gorev alir.
Vitamin E LPO’ya kars1 zincir kiric1 olarak ilk savunma hattin1 olustururken GPx’de
hidroperoksitleri indirgeyerek LPO’nun tekrar olugsmasini engelleyen ikinci bir savunma
hattin1 olusturur. GPx, herbirinin aktif bolgesinde Se elementinin atomunu igeren 4

protein subiinitesinden meydana gelir (Mentes vd. 1993).

Antioksidan gorevini reaktif oksijen tiirlerinden olan hidrojen peroksiti suya, lipid
hidroperoksitlerini de alkole doniistiirerek gergeklestirir. Boylece hiicre membraninin bu
reaktiflerden etkilenmesini engelleyerek oksidatif strese karst direng olustururur

(Ahmad 1995).
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Piner ve arkadaslarinin (2007), fenthionun meydana getirdigi oksidatif stres karst N-
asetilsisteinin (NAC) koruyucu etkisi lizerine yaptig1r calismada, fenthion grubundaki
GPx diizeyi kontrol grubuna oranla anlamli bir artis gostermistir. Tedavi grubu olan
NAC + fenthion grubunda ise GPx diizeyinin fenthion grubuna gore azaldigi

gorilmiistiir.

Biiyiikokuroglu ve arkadaslarinin (2008) gerceklestirdigi ¢alismada ise fenthion ile
olusturulan toksikasyon grubunun GPx aktivasyonu, hi¢bir kimyasalin verilmedigi sham
grubuna gore anlamli bir sekilde daha yiiksek bulunmustur. Ayrica tedavi gruplar1 olan
profilaktik melatonin ve terapotik melatonin gruplarma ait GPx aktivitelerinde ise

fenthion grubuna oranla bir diisilis s6z konusudur.

Altuntas ve arkadaslarinin (2004), diazinonun eritrositlerdeki lipid peroksidasyonu ve
antioksidan enzimler {izerine etkisini arastirdiklar1 c¢aligmasinda, uygulanan
organofosfatin etkisiyle MDA diizeylerinde artis saglandigr goriilmiis ve GPx
aktivitesinin artan diazinon dozu ile paralel bir sekilde gelisme gosterdigini ortaya

konmustur.

Stitcti  ve arkadaslarimin  (2007) yaptigi baska bir calismada ise diazinonun
eritrositlerdeki lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzimlere etkisi ve vitamin E-
vitamin C’nin koruyucu rolii arastirilmistir. Calismada kontrol grubuna oranla diazinon
grubundaki LPO diizeyinde, siiperoksit dismutaz (SOD) ve GPx aktivitelerinde
istatistiksel bir artis goriilmiistiir. Diazionun grubu ile tedavi vitamin E - vitamin C
grubu karsilastirildiginda ise, hem meydana gelen LPO diizeyinde hem de GPx ve SOD

aktivitelerinde azalma meydana geldigi belirlenmistir.

Giiltekin ve arkadaglarinin  (2000), etil kloroprifosun lipid peroksidasyonu ve
antioksidan enzimler {izerine in vitro gerceklestirdikleri ¢calismada, artan etil kloroprifos
konsantrasyonu ve inkiibasyon ile MDA degerlerinin ve GPx aktivitesinin anlamli bir

sekilde artis gosterdigini ortaya koymusladir.

Sunulan ¢alismada Sekil 4.4 de goriilecegi tizere sham grubu, toksikasyon olusturulan

kontrol grubundan istatistiksel olarak farklilik gdstermistir (Cizelge 4.1). Literatiirdeki
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diger calismalar ile paralel olarak sadece fenthionun verildigi kontrol grubundaki GPx
aktivitesinde sham grubuna oranla bir artis belirlenmistir. Bu yiikselme, meydana gelen
oksidatif strese karst metabolizmanin bir tepkisi olarak GPx miktarinda ve
aktivitesindeki artis olarak goriilebilir. Ayrica sadece fenthionun verildigi kontrol grubu
ile diger tiim tedavi gruplar1 arasinda da anlamli bir diisiis bulunmugtur. Vitamin E ve
selenyum gruplart ile sham grubu arasindaki GPx diizeyleri birbirine ¢ok yakin
olmasina ragmen vitamin E - selenyum grubuna ait GPx diizeyi sham grubuna oranla

daha az oldugu kaydedilmistir.

Sonu¢ olarak; vitamin E, selenyum ve vitamin E - selenyumun organofosfatli
bilesiklerin neden oldugu oksidatif strese karsi savunma olusturmada etkili olabilecegi
goriilmiistiir. Ozellikle oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunun en &nemli markirt
olan MDA diizeyinin tiim tedavi gruplarinda énemli sekilde azalmis olmasi, oksidatif
hasara kars1 vitamin E ve selenyumun ne denli etkili oldugunu ortaya koymustur. Elde
edilen bilgiler 15181nda, ayr1 ayrit kullanimlarinin yam sira vitamin E ve selenyumun
kombine sekilde uygulanmasi, organofosfatlarla olan zehirlenmede ortaya c¢ikan
oksidatif stres ve lipid peroksidasyonuna kars1 daha gii¢lii bir koruyucu etkiye neden

olabilecegini gostermektedir.
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