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OZET

Pestisidler, triin kalitesi ve verimliligi artirmak, tarimdaki zararli populasyonu
kontrol altina almak amaciyla kullanilan toksik maddelerdir. Tarimda yaygin olarak
kullanilan pestisidler, hidrojen peroksit (H20,), siiperoksit (O,~) ve hidroksil (OH)
radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol acarak insan sagligin1 olumsuz
yonde etkilemektedirler. Bu radikaller, biyolojik makromolekiillerle reaksiyona
girebilirler, enzim inaktivasyonuna ve DNA hasarina neden olabilirler, yagh
dokularda birikerek ¢oklu doymamus yag asitlerinin (PUFA) peroksidasyonunu
baslatabilirler. Bu oksidanlar, antioksidan savunma sistemi tarafindan
uzaklagtirllamazlarsa oksidatif strese neden olurlar. Oksidatif stres sonucu, DNA

hasar1 ve kanser olusumlar1 gibi patolojik durumlar gozlenir.

Uluborlu’dan Hoyran/Egirdir goliine kadar uzanan yaklasgik 13000 hektar alani
kaplayan Uluborlu- Senirkent-Biiyilikkabaca ovasinda yogun bir sekilde sulu tarim ve
meyvecilik yapilmakta ve yilda yaklasik 15000 ton giibre, 500 ton tarimsal ilag
dogrudan yer alt1 sularina karismaktadir. Biiyiikkabaca kasabasinin igme suyu da bu
ovaya acilmis 150 metrelik iki sondaj kuyusundan temin edilmektedir. Bu nedenle bu
calismada, pestisid kalintil1 Biiyiikkabaca igme suyunun oksidan-antioksidan sisteme

etkilerinin incelenmesi amaclanmustir.

Pestisid kalintisi iceren su ile beslenen deney grubu ratlarin kaninda, kontrol grubuna
kiyasla SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri azalirken CAT aktivitesi ile MDA ve
GSH diizeyleri artis gostermistir. Reaktif oksijen tiirlerindeki (ROS) pestisid
kaynakli olas1 artis, GSH-Px aktivitesini inhibe etmis olabilir. Lipid peroksidasyon
tiriinlerindeki (MDA) artisin, bu antioksidan enzimin koruyucu o6zelligindeki
azalmaya bagli oldugu diisiiniilebilir. Sonug olarak, lipid peroksidasyonundaki bu
artisin, bolge insaninin sagligini nasil etkilediginin belirlenmesi amaciyla ileri

calismalar yapilmalidir.

Anahtar Kkelimeler: Serbest radikal, antioksidan enzim, lipid peroksidasyonu,

pestisid
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ABSTRACT

In agriculture, pesticides are commonly used for achieving better quality pruducts,
increased production rate and controling pest population. However, they are also
toxic substances. These pesticides lead to generation of reactive oxygen species such
as hydrogene peroxide( H,O,), superoxide(O;,™), and hydroxyl (‘(OH), which have
harmful effect on human health. The reactive oxygen species may react with
biological macromolecules, cause enzyme inactivation, DNA damage and initiate
lipid peroxidation in tissue by accumulating in polyunsaturated fatty acid (PUFA). If
these oxidants can not be removed by antioxidant defense systems they cause
oxidative stress. As a result of oxidative stress, pathological formations like DNA

damage and cancer are observed.

Uluborlu-Senirkent- Biiyiikkabaca plain covers an area of 13000 hectares starting
from Uluborlu to Hoyran/ Egirdir Lake. In this region, agriculture and fruit growing
are heavily done and each year about 15000 tons of fertilizer, 500 tons of pesticides
contaminate the ground water. Drinking water of Biiylikkabaca are obtained from
two 150 meter aquifers in this plain. Therefore, aim of this study is to investigate

effects of pesticide on oxidant/antioxidant system in Biiyiikkabaca’s drinking water.

In the blood of the rats administered water containing pesticide residue, SOD and
GSH-Px enzyme activities decrased, CAT activity, MDA and GSH levels enhanced
compared to the control group. Probable incrase of reactive oxygen species (ROS)
caused by pesticides can inhibite GSH-Px activity. Also, the increase in MDA can be
depend on the decrease of the protective properties of this enzyme. Therefore,
further studies must be done to investigate the effect of the increased lipid

peroxidation on human health in that region.

Key words: Free radical, antioxidant enzyme, lipid peoxidation, pesticide
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SIMGELER DiZINi
CAT : Katalaz
GSH-Px : Glutatyon peroksidaz
GR : Glutatyon rediiktaz
GSH-S-T : Glutatyon-S-transferaz
SOD : Stiperoksit dismutaz
XOD : Ksantin oksidaz
CAPS : 3-[Siklohekzilamino]-1-propensiilfonik asit
INT : 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenil ]-5-feniltetrazolyum klorir
B-NADPH : B-Nikotinamid adenindiniikleotid fosfat
MDA : Malondialdehit
GSH : Glutatyon
GSSG : Glutatyon disiilfid (GSH’1n yiikseltgenmis formu)
DTNB : Ellman reaktifi
ROS : Reaktif oksijen tiirleri
CNS : Merkezi sinir sistemi
PUFA : Polidoymamis yag asidi
NAT : N-asetiltransferaz
LTP : Long-term potansiasyonu
SAM : S-Adenozilmetiyonin
SAH : S-Adenozilhomosistein
DHA : Dehidroaskorbik asit
AA : Arasidonik asit
NMDA : N-Metil-D-aspartat
ALS : Amiyotrofik lateral skleroz
NOS : Nitrikoksit sentaz
OFR : Oksijen serbest radikali
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1 GIRIS

Oksidatif stres, serbest radikal iiretimi ve hiicrelerin serbest radikallerin yikici
etkilerine karsi koyabilme yetileri arasindaki sitopatolojik zincirleri ifade eder
(Simonian ve Coyle, 1996). Reaktif oksijen bilesiklerinin herhangi bir nedenle asir1
olusumu veya antioksidan savunma sistemi ve onarim sistemlerindeki yetersizlikler
sonucu oksidatif stres gelisir (Kokoglu, 1998). Oksidatif stres, serbest radikaller
tiretildiginde artar, serbest radikallerin temizlenmesiyle veya oksidatif modifiye
molekiillerin onarmmiyla azalir. Oksidatif stresin kroniklesmesi, hiicrelerde
prooksidan-antioksidan dengenin bozulmasina ve oksidatif hasarin basglamasina
neden olur. Bu dengesizlik, hiicresel disfonksiyona ve hiicre 6liimiine neden olabilen
oksidatif modifiye molekiillerin yapilanmasiyla sonuglanir (Reiter, 1998). Oksidatif
etki genelde proteinlerin modifikasyonuna, mitokondrial fonksiyon bozukluguna
neden olabildigi gibi lipid peroksidasyonuna ve DNA’daki hasarin artmasina da yol
acabilmektedir.

Pestisidler, triin kalitesi ve verimliligi artirmak, tarimdaki zararli populasyonu

kontrol altina almak amaciyla kullanilan toksik maddelerdir. Toksik tarimsal ajanlar,
e Dbesin zincirindeki biyolojik birikme,
e ciftlik hayvanlar ve tarimda pestisidlerin kullaniminin asiriligs,
e pestisid kalintilarinin bozunmasindan 6nce iiriin hasadinin yapilmasi,

e yiyeceklerin hazirlanmasi, satilmasi, taginmasi ya da depolanmasi sirasindaki

kirlenme,

e pestisid atiklarinin imha edilmesindeki yetersizlikler nedeniyle insan

sagligin1 olumsuz etkilemektedirler.

Ayrica, tarimda yaygin olarak kullanilan pestisidler, hidrojen peroksit (H,O),
stiperoksit (O,™) ve hidroksil radikali ((OH) gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna



da yol acarlar. Bu radikaller, biyolojik makromolekiillerle reaksiyona girebildikleri

gibi enzim inaktivasyonuna ve DNA hasarina da neden olabilirler.

Pestisidler aracilifiyla olusan bu radikaller, yagli dokularda birikerek ¢oklu
doymamig yag asitlerinin (PUFA) peroksidasyonuna neden olurlar. Bu oksidanlar,
antioksidan savunma sistemi tarafindan uzaklastirilamadiklarinda oksidatif strese
neden olurlar. Oksidatif stres sonucu, DNA hasar1 ve kanser olusumlar1 gibi patolojik
durumlar gozlenir. Literatiirlerde, pestisidlere maruz kalan kisilerde, akciger ve

mesane kanseri ile 16semi riskinin dnemli derecede artis gosterdigi belirtilmektedir.

Uluborlu’dan Hoyran/Egirdir goliine kadar uzanan yaklasgik 13000 hektar alani
kaplayan Uluborlu- Senirkent-Biiylikkabaca ovasinda yogun bir sekilde sulu tarim ve
meyvecilik yapilmaktadir. Bu ovada tarimsal ila¢ olarak Parathion ve Methidathion
(I.sif toksik maddeler) gibi insektisidler kullanilmakta ve yilda yaklasik 15000 ton
giibre, 500 ton tarimsal ila¢ dogrudan yer alt1 sularina karismaktadir. Biiyiikkabaca
kasabasinin igme suyu da bu ovaya agilmis 150 metrelik iki sondaj kuyusundan
temin edilmektedir. Son yillarda kasaba halkinda kanser vakalarinin artig gostermesi
gdz Oniinde bulundurulacak olursa, hayvan denemesi ile pestisidlerin oksidan-
antioksidan sisteme etkisi belirlenerek gerekli onlemler alinmasi dogrultusunda

girisimlerde bulunulabilir.

Bu amagla, bu caligmada, pestisid kalintili Biiyiikkabaca igme suyunun oksidan-
antioksidan sisteme etkisi belirlenmis ve pestisid aracili radikal olusumunun bolge

insaninin saglig1 iizerinde olumsuz etkilerinin olabilecegi tartigilmistir.

1.1 Serbest Radikaller

Molekiillerin ¢ogu c¢ift elektronlu, az sayidaki molekiil ise tek elektronludur. Tek,
yani eslesmemis elektronlu olan bu molekiiller, bulabilecekleri herhangi bir molekiil

ile etkilesime girerek bu molekiilden elektron alir ya da ona bir elektron verirler.



Baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron alisverisine girip onlarin yapisini bozan bu
molekiillere "serbest radikaller", "oksidan molekiiller" ya da "reaktif oksijen tiirleri"
denir (Halliwell ve Chirico, 1993). Serbest radikal, en dis orbitalinde eslesmemis bir
elektron iceren herhangi bir atom, atom grubu ya da molekiildiir (6rnegin nitréz

oksid [NO] ya da azot dioksid [NO,]). Biradikal, dis orbitallerinde eslesmemis iki
elektron igerir (6rnegin molekiiler oksijen [O,]). Radikal iyon ise pozitif (6rnegin
[H,NT]) ya da negatif (6rnegin [Oz- D bir yiik tasiyan serbest radikaldir (Pryor,
1982). Atomik ya da molekiiler yapida eslesmemis tek elektron iceren bu bilesikler
kendi orbitallerini tamamlamak i¢in komsu molekiillerden elektron kopararak zincir
reaksiyonlarini baglatirlar (Rabideau, 2001). Oksijen radikali serbest elektronunu
eslestirmek icin bagka bir molekiilden elektron aldiginda diger molekiilii kararsiz
hale getirir. Bu nedenle, serbest radikaller viicutta 6nemli molekiillere zarar veren bir

seri tepkimeyi baglatabilirler (Cheeseman ve Slater, 1993, Halliwell ve Chirico,

1993).

Serbest radikal tiirlerinin, oksijen-merkezli, karbon-merkezli (R', RCOQO") ya da
azot-merkezli (NO", ONOO") (olmak tizere birgok tiirii vardir Kalyanaraman, 1982;
Whiteman vd., 1996). Serbest radikallerin bir¢ogu, kimyasallarin bir yada daha fazla
reaktif ara {irline metabolize olmalariyla meydana gelirler ( Rabideau, 2001). Reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olarak da adlandirilan serbest radikaller, siiperoksit anyonu
(0;7), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen ('0y) gibi

tiirleri igerirler.
Serbest radikaller ti¢ sekilde olusabilir (Cheeseman ve Slater, 1993):

1- Kovalent bag1 olusturan elektronlardan birinin bag atomlarindan birinde,

digerinin 6tekisinde kalmasiyla sonuglanan homolitik bag kirilmasiyla

R—X — R+ X

2- Bir molekiilden bir elektronun ayrilmasiyla



X —— X+ ¢
3- Bir molekiile bir elektronun katilmasiyla
X 4+e — » X

Normalde hiicrelerde en biiyiik serbest radikal kaynagi, elektron transport zincirinden
elektron sizintisidir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri
bilesenleri biiyiik oranda indirgendigi zaman mitokondrial siiperoksit radikali {iretimi
artar. Insan hiicrelerine giren oksijenin %90 nindan fazlasi, mitokondrial sitokrom
oksidaz tarafindan enerji tiretimi i¢in kullanilir; iki su molekiiliiniin olusumu ile

sonuglanan bu iglemler siiresinde, her bir oksijen molekiilii 4 € ilavesiyle indirgenir.

O+ 4H + 4 ——> 2H,0

Ancak, hiicre igine alinan oksijenin tahminen %1-4’tiniin kismen indirgenmis
oksijen tiirlerine yani reaktif oksijen tlirlerine (ROS) doniistiigii bilinmektedir (Floyd
1999).

Anaerobik canlilar da dahil olmak iizere her canlida toksik etkili olan dogrudan
molekiiler oksijen degil, oksijenin tam olmayan indirgenmesi ile olusturulan oksijen
radikalleridir. Biyolojik sistemlerde molekiiler oksijen genellikle elektron alarak

asagidaki ara triinleri olusturur:

0, _© siiperoksit anyon radikali (62)

—° - hidrojenperoksit(H,0,)

—C > hidroksil radikali'( OH )

— & > su(H,0)



Yukaridaki esitliklerden de goriildiigli gibi, oksijenin suya indirgenmesi esnasinda
birgok serbest radikal iiriinii ve oldukc¢a reaktif tiirler olusur. Birinci elektronun
transferi ile siiperoksit anyon radikali (O, ") olusur. Ikinci elektronun alinmasiyla,
peroksit radikalinin protonlanmis sekli olan hidrojen peroksit ( H,O,) olusur. Ugiincii
elektronun alinmasi, oldukga toksik ve reaktif olan hidroksil radikalinin (‘OH)
olusumu ile sonucglanir. Dordiincii elektronun alinmasi ise, bir su molekiiliiniin (H,0O)

olusumuna yol agar.

Elektron transport zincirinden kaynaklanan bu elektron kacagmin yaninda
peroksizomlarda lokalize olan flavin oksidaz gibi bir dizi enzim de siiperoksit
anyonu ya da hidrojen peroksit olusturabilir. Hayvan hiicrelerinde siiperoksidin bir
diger kaynagi da askorbik asit, tioller, adrenalin ve flavin koenzimleri gibi

molekiillerin otooksidasyonudur.

Siiperoksit anyon radikali, aerobik biyolojik sistemlerdeki enzimatik ve enzimatik
olmayan oksidasyonlar siiresince olusturulur (Donnely, 1989). Siiperoksit anyon

radikali birgok yolla O,’den iiretilir:

1)NADPH oksidaz ile NADPH’1n oksidasyonu
2)Ksantin oksidaz ile hipoksantin yada ksantinin oksidasyonu

3)Mitakondrial elektron tasima sistemi yolu ile indirgenme iirlinlerinin (6rnegin,
nikotinamid adenin diniikleotid [indirgenen; NADH], NADPH, ve FADH,
[indirgenen FAD]) oksidasyonu

4)Gegis metalerinin eser miktarlarinin varliginda monoaminlerin (dopamin,epinefrin,

ve norepinefrin), flavinlerin ve hemoglobinin otooksidasyonu
5)Sitokrom P-450 ile O;’nin bir elektron kaybetmesi

6)Arginin ya da tetrahidrobiopterin eksikliginde nNOS ya da eNOS ile O, nin bir

elektron kaybetmesi



Diger radikallerle kiyaslandiginda siiperoksit anyon radikalinin reaktivitesi ¢ok
diisiiktiir. Ancak bu radikal, hidroksil radikali, hidrojen peroksit ve hidroperoksil
radikali gibi olusumuna neden oldugu diger radikallerle birlikte organizmada genel
bir oksitleyici gibi davranmaktadir. Ayni zamanda O, " ’nin, hem yiikseltgen hem de
indirgen Ozelligi vardir. Siiperoksit anyonlarindan birisi yiikseltgen, digeri indirgen
olarak davranarak spontan dismutasyona ugrayabilir. Bu durumda, bir O,” ° bir
digeriyle reaksiyona girerek H,O, ve molekiiler oksijen olusturur. Siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenen bu dismutasyon reaksiyonu, negatif
yiikli radikaller arasindaki elektrostatik itmelerle olusur (Donnely, 1989; Rabideau,
2001):

T 5 . SOD
O, + 0, + 2H" ——— » H,0, + O,

Bu reaksiyon difiizyon sinirlidir ve bilinen en hizli enzimatik reaksiyondur (k = 3 x
10°M's™") (Donnely, 1989). Siiperoksit dismutaz enzimi bir metaloproteindir ve

katalitik aktivitesi i¢cin Fe, Mn veya Cu’a gereksinim duyar.

Normal solunum metabolizmasi sirasinda siirekli olarak olusan siliperoksit anyon

radikallerinin girebilecegi tepkimeler sunlardir (Chance vd., 1979):

1- Daha once de belirtildigi gibi, siliperoksit anyon radikalleri SOD ile

dismutasyona ugrayarak hidrojen peroksit olusumuna yol acabilirler.

T . SOD
20, + 2H" ——— » H,0, + 0,

2- 0,7, ortamdan bir proton alarak hidroperoksit radikali olusturabilir.

0 . SOD .
O, + H ———» H,0 (Hidroperoksitradikali)



H,0" + H,0' ——— H,0 + 3/,0,

2H,0"+ 05 ~ H,0,t 20,

3- Siiperoksit anyon radikali, hidrojen peroksit ile tepkimeye girip hidroksil

radikali olusturabilir.

HO, + O — > 'oH +7OH + O,

4- Siiperoksit anyon radikalleri, diagil peroksitler ile verdigi tepkimelerle singlet

oksijen olusumuna da neden olabilir.
20, + RCOOCR ——— '0, + 2RCOO"

Hidrojen peroksit, siiperoksit anyonlarinin dismutasyonu sirasinda, ksantin-ksantin
oksidaz reaksiyonunda, mitokondriyal elektron transportunda ve notrofillerde tiretilir
(Chance vd., 1979; Halliwell ve Chirico, 1993). H,O,, kiiciik ve yiikslizdiir;
kolaylikla hiicre membranindan difiize olur ve bu nedenle iiretildiginden uzak
bolgelere de yayilabilir. Hidrojen peroksit, gercek bir serbest radikal olmamasina
ragmen, hidroksil radikali olusumuna yol acabildiginden 6nemli bir oksidandir.
Gegcis metallerinin varliginda Fenton veya Haber-Weiss reaksiyonlari ile hidroksil

radikaline ('OH) indirgenir (Reiter, 1998).

Me" ¥ HyOp ————Me ™D+ "OH + OH™ ( Fenton Reaksiyonu)
+

O. —+ H + . + - . .
2 H,Op—— 0, ° "OH ™ OH ( Haber-Weiss Reaksiyonu)

Hidrojen peroksit olusum yollar1 asagida gosterilmektedir (Cheeseman ve Slater,

1993; Reiter, 1998):



1. Oksijenin iki elektron ile indirgenmesi sonucu hidrojen peroksit olusur.
O, + 2¢+ 2H" — H,0,
2. Iki siiperoksit anyon radikalinin tepkimeye girmesiyle H,O, ve O, olusur.
20, +2H" ———» H,0, + O,

Hiicrelerin ¢ogunda H,O,, iki 6nemli antioksidan enzimin fonksiyonuyla zararsiz
tirtinlere dondstiiriilebilir. Bunlar, katalaz (CAT) ve selenyum bagimli glutatyon
peroksidazdir (GSH-Px). GSH-Px, katalazin merkezi sinir sisteminin bir¢ok
bolgesindeki diisiik aktivitesinden dolay1 beyin i¢in daha énemlidir (Jain vd., 1991).
GSH-Px, indirgenmis glutatyonun (GSH) disiilfidine (GSSG) doniisiimii siiresince

hidrojen peroksit ve hidroperoksitleri siibstrat olarak kullanir (Guemouri vd., 1991).

2 1,0, 2% 21,0+ 0,

SH-P

GSH-
H,0, + 2 GSH ———» GSSG + 2 H,0

Oksijen radikalleri igerisinde en toksik ve en reaktif olan1 hidroksil radikalidir ((OH).
Yukaridaki esitliklerden de goriilecegi tizere, hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde
Haber-Weiss reaksiyonuna gore ya da bir metal kompleksi varliginda gerceklesen
Fenton reaksiyonuna gore H,O,’in siiperoksit anyonu ile indirgenmesiyle olusturulur
(McCord ve Day, 1978; Cheesemann ve Slater, 1993). Hidroksil radikali olusur
olugmaz liretildigi yerin birka¢ A° uzakligindaki herhangi bir molekiille reaksiyona
girer. Yiiksek reaktifliginden dolayi, 37°C’da beklenen yarilanma omrii 1x10”
saniye’dir. "OH, DNA’ya, membran lipidlerine ve karbonhidratlara zarar verir. DNA
hasarinin gerceklestigi en az iki yol vardir. H,O,, DNA yakinindaki molekiillere
bagli olan Fe*" veya Cu” ile reaksiyona girdigi i¢in bozulmus DNA olusabilir; bu

nedenle toksik ‘OH radikali olustugunda, onun ilk hedefi komsu niikleik asitlerdir



(Arouma ve Halliwell, 1987). Hiicre i¢i serbest Ca™ artig1, cekirdekteki niikleaz
enzimlerini aktive eder, bu ‘'OH olusumu ve DNA hasariyla sonuglanir (Reiter,
1998). Bu yari-indirgenmis oksijen tiirli, lipid peroksidasyonunu baslatmak iizere
membran lipidleriyle etkilesir. Bu etkilesim, ‘'OH’nin PUFA’dan allelik bir H y1
uzaklastirmasiyla gergeklesir ve bir radikalik zincir reaksiyonuyla sonuglanir (Reiter,

1998).

Singlet oksijen, O;’e enerji transfer edildigi fotooksidatif sartlar altinda tiretilen diger
bir reaktif oksijen tiiridlir. Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasilmamis en dis
elektronlar1 spinlerini degistirebilir. Singlet oksijen ('O,), lipid peroksidasyonunu
baslatmak {izere PUFA’dan bir H y1 koparabilir. Bu yiizden, biyolojik sistemlerde
'0,, membran lipidlerinin peroksidasyonunda énemli bir role sahiptir (Halliwell ve
Gutteridge, 1989). Ayrica bu reaktif oksijen tiirlinlin DNA hasar1 olusturdugu ve
mutajenik etkilerinin bulundugu da gosterilmistir (Halliwell ve Gutteridge, 1989;

Halliwell ve Chirico, 1993).

In vivo olarak singlet oksijen liretimine neden olan tepkimeler asagida verilmektedir

(Pryor, 1982):

1- Siiperoksit anyon radikalinin kendiliginden dismutasyonu ile singlet oksijen

olusabilir.

- 2H°
H,0 + 520, ——» '0, ¥ 2 H)0,

2- Haber-Weiss tepkimesi sonucunda singlet oksijen olusabilir.

02. + H,0p —— 102 + OH + OH

3- Siiperoksit anyon radikallerinin diagil peroksitlerle verdigi tepkime ile singlet

oksijen olusur.



10

205 4+ RCOOCR ——» '0, + 2RCOO

4- Siiperoksit anyon ve hidroksil radikalinin etkilesmesi sonucunda singlet oksijen

olusur.

0, +'OH —— '0,+ OH™

5- Fagositoz sirasinda lokositlerden salinan miyeloperoksidazin katalizledigi
reaksiyonda hipoklorit (OCI’) olusur. Hidrojen peroksid ve hipoklorit arasindaki

reaksiyonda da singlet oksijen olusur (Aruoma ve Halliwell, 1987).
oCl + Hy0p —— 102+ cl + H,0

Singlet oksijen, serbest radikal olmamasina ragmen ¢ok reaktif olmasi ve liretimi
sirasinda bazi radikalik tepkimeler olusmasi nedeniyle ayni aileden sayilmaktadir

(Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Serbest radikaller ve diger reaktif tirler, ( ornegin; ‘OH , HOO',ONOQO") doymamis
yag agil zincirinden (0rnegin; -6 ¢oklu doymamis yag asidi [PUFA]) bir hidrojen
atomu ag¢ia c¢ikarirsa, karbon merkezli lipid radikali (L") olusur. Bunu takiben
L radikaline oksijen ilavesi ile lipid peroksil radikali (LOO®) olusur. Lipid
hidroperoksit (LOOH), kolaylikla lipid alkoksi radikali (LO") olusturacak sekilde
bozunabilir. ROS-baslaticili lipid peroksidasyonu, lipid, lipid peroksit, lipid alkoksi

radikallerinin olusumu ile sonuglanir.
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W\_/CH3 Coklu Doymamus yag asidi
iy (PUFA)

A CH
/\ /\ A / ’ Lipid ( Kararsiz Karbon) Radikali
H,C
\/—\ /\ / Konjuge dien

’ \/—\— A /CH3 Lipid peroksil radikali
l + H'

i
o
HC —— CH,
\/—\ A Lipid Hidroperoksit
o o}
| | I MDA
OH /\/\
H H _ .
OH 4- hidroksinonenal
> - o
H,C
H
HsC CH, etan

Sekil 1.1 Lipid peroksidasyonu

Bakteriler, asit yagmurlari, jetler, egsoz gazlar1 ve sigara dumani reaktif azot oksitleri
tiretir. Bu reaktif azot oksitler ayn1 zamanda karsinojenik etkiye de sahiptirler. NO,
stabil bir serbest radikaldir ve fizyolojik sartlar altinda sinaptik plastisite, hafiza
olusumu, serebral kan akis1 ve ndroendokrin sekresyonu gibi bir¢ok fonksiyonda rol
oynar (Pryor, 1982; Simonian ve Coyle, 1996). Ancak, hiicre i¢i konsantrasyonu agiri
arttiginda, noéron Oliimii ile sonuglanan toksik olaylar1 baglatir. NO, biyolojik

sistemlerde, O,, O, " ve gecis metalleriyle reaksiyona girer. Metal ve tiyol igeren
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proteinlerle yiiriiyen reaksiyonlar, enzim aktiviteleri veya protein fonksiyonlarinda

zayiflamaya neden olur.

Nitrik oksidin yar1 omrii birkag saniyedir. NO, siiperoksit anyonu ile reaksiyona
girerek biyolojik inaktif nitrite doner ve bundan dolayi, NO siiperoksit anyon
radikalinin hiicrelere olan toksik etkileri i¢in kimyasal bariyer rolii oynar. Ancak, NO
ile siiperoksit anyon radikalinin birlesmesi peroksinitrit anyonunun (ONOO)

olusumuna yol agabilir.

ONOO™

‘NO (02

Sekil 1.2 Toksik Azot Oksitleri

ONOQO', basit bir molekiildiir, ancak reaktivitesi, ‘OH ve NO,  ile hemen hemen
esdegerdir. ONOO anyonunun zararh etkisi, amino asit kalntilarmin aromatik
halkalarim1 direkt olarak nitrolamas1 ve hidroksillemesinden, lipid, protein ve
DNA’nin yani sira ¢inko-tiyolat kalintilar1 ve siilfidrillerle reaksiyona girmesinden
kaynaklamr(Beckman ve Ames, 1997). Bu aktivitesi ONOO anyonunu, néronal
fizyoloji lizerinde yikict etkisi olan bir molekiil haline getirir (Reiter vd., 1996a;

Reiter, 1998) .

Viicutta oksijen ve azot serbest radikallerinin olusumuna yol acan baslica

reaksiyonlar Sekil 1.3’ de verilmistir:
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Arginin
o)
NADH + H+ 2 Ksantin +
(FADH,) P.450 NADPH + H
. . ya da i i BH

Mitakondrial ETS R Ksantin Oksidaz 4 ¥ NO sentetaz

NAD" H20; . ,

(FAD) Urik Asit Cit NADP'

o NADPH Oksidaz >0, % NOsentetaz ,
? N LrgyadaBh, | “NO <«—— NO vericileri
NADPH+H" NaDp®  SOD
MPO 2+ DQ
HOC| = H,0% Fe
ya da ONOO~
AT
H,0 H +Cl cu’ Oksitlenen
0, 4OH™ | V“Ut C -NoO j GI(CHQO
ONOOH » ‘OH == = - Hy0 == Sarkozin
—\ LH Fe“yada Cu Sar Oksidaz
‘OH4+ NO, Otooksi A
oy Otocksidasyor) »0; AsetilCoA oksidaz
R o Urik Asit Oksidaz
2 LOOH — LO’

D-AA oksidaz

Oy 4+ H,0 Monoaminler

LH Hemoglobin

LOO’

Sekil 1.3 Memeli hiicrelerinde oksijen, azot radikalleri ile diger reaktif tlirlerin
liretimi

1.2 Metabolizmadaki Serbest Radikal Kaynaklar

Serbest radikaller, iyonizan radyasyon, stres yapicit durumlar, enzimatik ve enzimatik
olmayan reaksiyonlar sonucunda viicuttaki biyolojik fonksiyonlarin yan iirlinii olarak

olusurlar.

e Biyolojik Kaynaklar:

v Aktive olmus fagositler

v Antineoplastik ajanlar: Nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicine ve adriamicine

¥ Aliskanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular

v Cevresel ajanlar: Hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, pestisidler, sigara
dumani, ¢ozgenler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar, radyasyon

v Stres: Streste artan katekolaminin oksidasyonu
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e Intraselliiler Kaynaklar:

Y Kiigiik molekiillerin otooksidasyonu: Tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler,
flavinler, antibiyotikler

v Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, hemoglobin

v Mitokondrial elektron transportu

¥ Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri:
sitokrom- P-450, sitokrom-b-5

v Peroksizomlar: Oksidazlar, flavoproteinler

v Plazma membrani: Lipoksijenaz, prostoglandin sentetaz, lipid peroksidasyonu

¥ Oksidatif stres yapict durumlar: Iskemi, travma, intoksikasyon

¥ Uzun siireli metabolik hastaliklar

Iyonlastiric1 radyasyonun etkisi gibi nadir durumlar disinda, serbest radikaller
genellikle hiicrelerde elektron transfer reaksiyonlartyla meydana gelirler. Normalde
hiicrelerde en biiyiik serbest radikal kaynagi, elektron transport zincirinden elektron
sizintisidir. Mitokondri i¢ zarinda  yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri
bilesenleri biiyiik oranda indirgendigi zaman mitokondrial siiperoksit radikali tiretimi

artar (Cheeseman ve Slater 1993).

Bir¢ok enzimin katalitik dongiileri sirasinda da serbest radikal agiga ¢ikar. In vivo
olarak olusturulan iskemi, ksantin oksidaz enziminin dehidrojenaz formundan

oksidaz formuna doniismesine ve siiperoksit radikalinin {iretimine neden olur.

Hiicrelerde serbest radikal iiretimi, bazi pestisitler gibi yabanci toksik maddeler
tarafindan da biiylik oranda artirilabilir. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal
iiretirler veya antioksidan aktiviteyi diisiiriirler (Cross vd., 1987; Oru¢ ve Uner,

2004).
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1.3 Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek
icin viicutta bircok savunma mekanizmasi gelistirilmistir. Bunlar ‘antioksidan
savunma sistemleri’ ya da kisaca ‘antioksidanlar’ olarak bilinirler. Bu molekiiller,
serbest oksijen radikallerine bir hidrojen iyonu vererek, bu radikalleri kendilerine
baglayarak ya da onlar1 daha zayif bir molekiile ¢evirerek radikal hasarini onlerler.
Antioksidan savunma sistemleri, birincil ve ikincil savunma sistemleri olmak tizere

iki kategoride siniflandirilirlar.

Birincil savunma sistemleri iki grubu igerir:

1. Antioksidan bilesikler

2. Antioksidan savunma enzimleri

Antioksidan bilesikler, glutatyon, B-karoten, lirik asit, C ve E vitaminlerini igerir. E
vitamini, bilinen yiiksek lipofilik 6zelliginden dolayr O6nemli bir hiicre igi
antioksidandir. Yagda ¢oziinmiis olarak bulunur, yag sindirimi sirasinda agiga ¢ikar
ve herhangi bir tasiyict protein olmadan pasif diffiizyon ile emilir. Lipid
membraninin yakininda ya da iginde bulunan Oy °, *OH ve LOO ° radikallerini daha
az reaktif hale doniistiirerek antioksidan etkisini gdsterir. Glutatyon peroksidaz ve E
vitamini serbest radikallere karsi birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. Enzim
olusan peroksitleri ortadan kaldirirken, E vitamini de peroksitlerin sentezini engeller
(Cheeseman ve Slater, 1993). C vitamini hidrofilik olmas1 ve viicutta genis dagilim
gostermesi nedeniyle etkili bir hiicre disi antioksidandir. *OH ve O, ° radikallerini
soniimler, nétrofil antioksidanlar1 nétralize eder ve tokoferoksil radikalinin a-
tokoferole indirgenmesini saglar. C vitamini, antioksidan Ozelliginin yani sira
oksidan &zellik de gostermektedir. Askorbat, proteine bagli Fe’* indirgeyerek
Fe*" ’ ye doniistiiriir. Bylece Fenton reaksiyonunu tetikleyerek O, ° olusumuna

katkida bulunur.
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Asc + fof ——> DHA + Fe—

protein

A vitamini ve B-karoten lipofiliktirler, O, * radikalini soniimler ya da peroksil
radikali ile reaksiyona girerler. Urik asit, hidrofiliktir ve O, °, *OH ve peroksil
radikallerini soniimler. Gegis metalleri ile bag yaparak C vitaminin oksitlenmesini
engeller. Glutatyon hem niikleofilik hem de indirgen 6zellik gdstermesi nedeniyle,
elektrofilik ve oksitleyici molekiillerle reaksiyona girerek niikleik asit ve proteinleri
radikal hasarina karst korur (Bump ve Brown 1990, Cereser vd., 2001).
Proteinlerdeki —SH gruplarini indirgenmis formda tutarak fonksiyonel proteinlerin ve
enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH, yabanc1 bilesiklerin detoksifikasyonunu
ve amino asitlerin membrandan transportunu saglar. Hemoglobinin yiikseltgenerek

methemoglobine doniismesini 6nlemede dnemli rolii vardir (Akkus, 1995).

Antioksidan soniimleme enzimleri;
e siiperoksit dismutaz (SOD),
o katalaz (CAT),
e glutatyon peroksidaz (GSH-PX)

e glutatyon rediiktaz (GR) dur.

Katalitik aktivitesi i¢in Fe, Cu veya Mn gibi metallere gereksinim duyan ve
metaloprotein smifinda yer alan siiperoksit dismutaz (SOD, E.C. 1.15.1.1),
stiperoksit anyon radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistimiinii
katalizler (Mc Cord ve Fridovich, 1969; Beauchamp ve Fridovich, 1971; 1997;
Heikkila ve Cabbat, 1976; Shimuzu vd., 1984; Paoletti vd., 1986; Moscone, 1988;
Sanchez- Moreno vd., 1988; Reddy ve Venkaiah, 1988).

- + SOD
20; + 2H ———= 0, + H0,
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Insanda SOD (SOD; E.C. 1.15.1.1)’nin iki tipi bulunmaktadir. Bunlar, sitazolde
bulunan, Cu ve Zn igeren dimerik izomer (Cu, Zn-SOD) ve mitokondride bulunan,
Mn igeren tetramerik (Mn-SOD) izomerdir. Siiperoksit dismutaz, oksijeni metabolize
eden hiicreleri siiperoksit anyon radikalinin zararli etkisine karst korur. SOD
aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan hiicrelerde fazladir ve dokudaki O, basinci
arttitkca artar. Metabolizmada normal sartlar altinda ¢ok fazla siiperoksit anyon
radikali iiretilir, ancak, SOD hiicre ici radikal seviyesinin oldukca diisiik olmasini
saglayacak sekilde aktivite gdsterir (Wheeler vd., 1990). Cesitli dokular arasindaki
SOD aktivitesi farklidir, fakat en yiiksek aktivite karaciger, adrenal galand, hipofiz
bezi ya da safra kesesi, bobrek ve dalaktadir (Rabideau, 2001). SOD, USA ve bazi
Avrupa iilkelerinde anti-enflamatuar ila¢ olarak kullanilmaktadir. Ayrica, iskemi
tedavisinde de genis bir kullanim alan1 bulmaktadir (McGoff vd., 1988; Rabideau,
2001). SOD, meme ve barsak kanseri ile katarakt olusumunu 6nlemede koruyucu bir

mekanizmaya sahiptir (Reiter, 1998).

Katalaz (CAT; E.C. 1. 1. 1. 6), hidrojen peroksidin oksijen ve suya doniislimiinii
katalizler (Shimuzu vd., 1984). Katalazin bu reaksiyonu iki basamakta gerceklesir.
Birinci basamakta, kompleks I olarak ifade edilen ara iirlin olusur. Bu ara iiriin,
hidrojen peroksidin enzime baglanmasi ile olusur. Kompleks I’in ikinci hidrojen
peroksit molekiilityle reaksiyonu, su ve molekiiler oksijen olusumuyla sonuglanir

(Chance vd., 1979; Gebicka vd., 1989; Akertek 1994; Mc Cord, 2000).

CAT + H,0, —— CAT H,O, (Kompleks I)

CAT H,0, + H,0, —» CAT + 2H,0 + O, (Katalaz aktivitesi)

AT
2 H,0, AL 2H,0 + O,

Eger, metanol, etanol gibi bir hidrojen verici kompleks I ile reaksiyona girerse,

olusan iirlin su ve bir aldehittir.
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CAT— Hy0,4 CH30H —— CAT+2 H;O+4 HCOH ( peroksidatik aktivite)

Katalaz, % 1,1 hematin, % 0,09 demir igerigine sahip dort hematin grubu bulundurur
(Aebi 1974). Enzim, labil tersiyer striiktiire sahiptir ve enzimin prostetik grubu olan
protohematin IX proteine zayif bir sekilde baghidir. Enzimin yapisindaki demir ii¢
degerlidir. Katalaz, H,O, nin yiiksek konsantrasyonlarinda (H,O; i¢in K,,= 1 mM)
daha etkilidir. Daha diisiik H,O, konsantrasyonunun s6z konusu oldugu durumlarda,
bu aktif tiirlin soniimlenmesinde glutatyon peroksidaz ( GSH-Px ; H,O; i¢in K;;; uM
diizeyinde) daha etkilidir.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px; E.C. 1.11.1.9), hem hidrojen peroksidi detoksifiye
eder hem de lipid hidroperoksitlerin toksik olmayan alkollere indirgenmesini

katalizler (Wheeler vd., 1990; Guemouri vd., 1991).

GSH-P
ROOH + 2 GSH ————= ROH+GSSG+ H,0

SH-P

G
H,0, 4+ 2 GSH ———> GSSG + 2 H,0

Glutatyon peroksidazlar membran bagimli ve ¢dziinen tiir olmak iizere iki gruptur.
Membran bagimli olanlar lipid hidroperoksitlerini indirgerler. Selenyum bagimli olan
cozlinenler ise, H»O, ve organik hidroperoksitlerin glutatyon tarafindan

indirgenmesini katalize ederler.

Glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2), elektron kaynagi olarak NADH’1 kullanarak
diisiik molekiil agirlikli disiilfitlerin (GSSG) indirgenmesini katalizler (Rabideau,
2001).
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Sekil 1.4 Glutatyon Rediiktaz reaksiyonlari
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Sekil 1.5 Memeli hiicrelerinden oksijen, azot serbest radikalleri ile diger reaktif
tiirlerin uzaklastirilmasi

Ikincil savunma sistemleri, lipolitik ve proteolitik enzimleri igerir. Her iki grup

enzim de, hasar gormiis, degismis ya da bozunmus yag ya da proteinlerin
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temizlenmesiyle savunmada ikincil bir hat gibi gorev alirlar. Bu proses reaktif
hiicresel bilesenleri uzaklastirir, aksi taktirde ortamda daha fazla oksidatif

reaksiyonlar meydana gelebilmektedir (Rabideau, 2001).

1.4 Pestisitler ve Oksidatif Stres

Tarim sektorii doga ile i¢ ice bir sektordiir. Dogal faktorlerin etkisi verimliligi
dogrudan etkilemektedir. Dolayisiyla, ¢cevrenin kirlenmesi, toprak ve su gibi tarim
icin oldukca oOnemli olan dogal kaynaklarin bilesimlerinin degismesi, tarim
tiriinlerinin kalite ve miktarlarin1 olumsuz etkilemektedir. Hayvansal ve bitkisel
tiretim organik bir biitiin oldugundan, sonuc¢ta insanlarin en O6nemli protein veya
besin kaynaklar1 ¢evre kirliliginden dogrudan veya dolayli olarak etkilenmektedir.
Pestisidler, iiriin kalitesi ve verimliligi artirmak amaciyla tarimdaki zararh
populasyonu kontrol altina almak i¢in kullanilan toksik maddelerdir. Ancak, bilingsiz
ve biliylik miktarlarda kullanilmalari, ¢evre ve insan sagligini tehdit etmektedir.
Ozellikle tarim sektoriinde calisanlar igin onemli bir saglik tehlikesi olusturan

pestisidler kullanim amaglarina goére bazi gruplara ayrilirlar.

v’ Istenmeyen sinekler ve bocekleri o6ldiirmek amaci ile kullanilanlar
insektisid,

v Otlarla miicadele amaci ile kullanilanlar herbisid,

v’ Fare vb. hayvanlara kars1 kullanilanlar rodentisid,

v Mantarlara karsi kullanilanlar ise fungisid

olarak adlandirilir.

Bu gruplar arasinda en ¢ok kullanilanlar insektisidler olup en yaygin bilinen 6rnek
organik fosforlu bilesiklerdir. DDT gibi giiclii pestisidler ilk olarak 1930’larin
sonlarinda pamuk ve tiitiin gibi gida olarak tiiketilmeyen triinlerde kullanilmistir. Bu
durum insektisid, herbisid ve fungusidlerin diinya {izerinde yogun olarak

kullanimiyla sonuglanmistir. II. Diinya savasi sonrasinda, batili iilkeler, gida
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iretimini arttirmaya yonelik, tarim zararlilarimin kontroliinii saglayan tarimsal
kimyasallarin gelistirilmesine ait aragtirmalar yapmustir. Bu c¢alismalar, bugiin
kullanilan bocek Oldiiriicii  ilaclarin, yabani otlarin ve mantarlarin  ortadan
kaldirilmasina yol acan ilaglarin bulunmasini saglamistir (Karaer ve Giirliik, 2003).
Oysa pestisidlerin modern tarimda yaygin bigimde kullanimi1 yan etkilere neden
olmus, flora ve faunaya zarar verilmis, yer alt1 sularinin kirlenmesi, yiizeysel sular ile

denizlerin kirletilmesi s6z konusu olmustur.

Gilintimiizde 80 000 civarinda kimyasal madde ¢esitli amaglar i¢in kullanilmakta ve
bu say1 her gecen yil artmaktadir. Gerek kimyasal maddelerin her alanda yogun
olarak kullanilmaya baglanmas1 gerekse kontrolsiiz kullanimin yarattig1 ciddi saglik
ve ¢evre sorunlari, toplumlarda kimyasal kullanimina kars1 olusan korku ve tepkinin
nedenidir. Diinyada bugiin kullanilmakta olan yiizlerce pestisid bulunmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO), pestisidleri insan sagligina tehlikeli olma durumlarina
gore smiflandirmistir. Bu simiflandirmada; en c¢ok kullanmilan 700 civarindaki
pestisidten 33’ii insan sagligmma ¢ok zararli olan grupta (Simif la), 48’1 oldukca
tehlikeli grupta (Smif 1b), 118’1 orta dereceli tehlikeli grupta (Smif 2) ve 239’u da
daha az tehlikeli grupta (Simif 3) yer almaktadir. 149 pestisid tiirii ise normal
kullanimda zararli etkisi olmayan grupta (Simif 4) yer almaktadir. 164 pestisid ise

heniiz siiflandirmaya girmemistir.

Toksik tarimsal ajanlar,
e Dbesin zincirindeki biyolojik birikme,
e ciftlik hayvanlar ve tarimda pestisidlerin kullaniminin asiriligs,
e pestisid kalintilarinin bozunmasindan 6nce iiriinlerin hasadinin yapilmasi,

e yiyeceklerin hazirlanmasi, satilmasi, taginmasi ya da depolanmasi sirasinda

kirlenme,

e pestisid atiklarinin imha edilmesindeki yetersizlikler nedeniyle insan sagligini

olumsuz etkilemektedirler.
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Asint giibre ve tarim ilact kullanimi nedeniyle tarim da major kirletici sektorler
arasina katilmistir. Bu yolla sadece ylizey ve yeralt1 sular1 kirlenmekle kalmamakta,
ayni zamanda besinler de kirlilik tasiyicis1 olmaktadir. Kontaminasyon yollar1 Sekil-

1.6’da gosterilmistir:

Cevresel HAVA TOPRAK SU BESINLER
Ortam
Maruziyet AKCIGERLER DERI SINDIRIM SISTEMI
yolu
KAN
ORGANLAR Bosaltim

Hedef
Hiicreler

Etkiler

Sekil 1.6 Pestisidlerin kontaminasyon yollar1

Tarimda yaygin olarak kullanilan pestisidler, hidrojen peroksit (H,0,), siiperoksit
(02" *) ve hidroksil (*OH) radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol
acarlar. Bu radikaller, biyolojik makromolekiillerle reaksiyona girebilirler, enzim
inaktivasyonuna ve DNA hasarina neden olabilirler. Pestisidler, yagli dokularda
birikerek ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) peroksidasyonuna neden olurlar.
Bu oksidanlar, antioksidan savunma sistemi tarafindan uzaklastirilamazlarsa
oksidatif strese neden olurlar. Oksidatif stres sonucu, DNA hasar1 ve kanser
olusumlar1 gibi patolojik durumlar gozlenir. Bazi ¢aligmalarda, pestisidlere maruz
kalan is¢ilerde, akciger kanseri, mesane kanseri ve 16semi riskinin énemli derecede
arttigr gozlenmistir. Bunun yami sira organofosfatlar, Merkezi Sinir Sistemi’nde
(MSS) 6grenme ve hafiza fonksiyonlarini da igeren bir¢ok ndropatolojik olusumlara
da yol agmaktadirlar. Ciinkii bu kimyasallarin hedefi, korteks ve hipokampiisteki

sinirsel uyarilabilirligin ana diizenleyicisi olan GABAerjik ve kolinerjik sistemlerdir
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(Castillo  vd., 2002). Organofosfatlarin  toksisitesi,  asetilkolinesterazin
inhibisyonundan dolay1 asetilkolinin birikmesinden kaynaklanmaktadir. Asetilkolinin
fazlaligi, kolinerjik reseptorler ile asetilkolinin etkilesimine bagli olarak baslayan

olaylar1 olumsuz yonde etkiler (Hazarika vd., 2003).

Norotoksisite birgok pestisitin ortak karakteristigidir. Organofosfatlar, asetilkolin
esterazin aktivitesini inhibe ederek sinir sinapslarinda asetilkolin birikmesine neden
olur. Bu, merkezi ve periferal sinir sisteminde noral gegisin bozulmasina neden olur.
Diisiik dozda organofosforlu pestisitlere maruz kalmanin g¢esitli biyokimyasal
degisikliklere yol agtigr bilinmektedir. Bunlarin bazilarinin olumsuz biyolojik
etkilere neden olabilecegi insanlar ve hayvanlar iizerinde yapilan g¢aligmalarda
belirtilmektedir. Organofosfatlarin biyolojik etkilerini, beyin ve diger dokularin
hiicresel bilesenlerine o6zellikle elektrofilik saldir1 yaparak gosterdigi ~ One
stiriilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, in vivo sistemlerde oldugu kadar
in vitro sistemlerde de bir ¢ok pestisidin reaktif oksijen tiirli liretme, DNA hasar1
olusturma ve sitotoksisite potansiyeli oldugunu gostermistir. Pestisidler, membran
bagli enzimlerin ve reseptorlerin degigsmesine, membran potansiyelini azaltarak
membran biitiinliigiiniin bozulmasina yol agarlar (Gupta vd., 1998; Fang vd., 2002;
Seth vd., 2000). Bu tiir olaylar 6zellikle lipid igerigi ve oksijen gereksinimi yiiksek,
noral hiicreleri yenilenemeyen beyinde dramatik sonucglara neden olabilir ( Gupta

vd., 1998).
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2  KAYNAK OZETLERI

Oksidatif stres, serbest radikal iiretimi ve hiicrelerin serbest radikallerin yikici
etkilerine karsi koyabilme yetileri arasindaki sitopatolojik zincirleri ifade eder
(Simonian ve Coyle, 1996). Reaktif oksijen bilesiklerinin herhangi bir nedenle asir1
olusumu veya antioksidan savunma sistemi ve onarim sistemlerindeki yetersizlikler
sonucu oksidatif stres gelisir (Kokoglu, 1998). Oksidatif stres, serbest radikaller
tiretildiginde artar, serbest radikallerin temizlenmesiyle veya oksidatif modifiye
molekiillerin onarimiyla azalir. Oksidatif stresin  kroniklesmesi, hiicrelerde
prooksidan-antioksidan dengenin bozulmasina ve oksidatif hasarin baglamasina
neden olur. Bu dengesizlik, hiicresel disfonksiyona ve hiicre 6liimiine neden olabilen
oksidatif modifiye molekiillerin yapilanmasiyla sonuglanir (Reiter, 1998). Oksidatif
etki genelde proteinlerin modifikasyonu, mitokondrial fonksiyon bozuklugu, lipid

peroksidasyonunun ve DNA’daki hasarin artmasi seklinde gézlenmektedir.

Pestisidler, tarimda yaygin olarak kullanilirlar. Bunlar organizmada, hidrojen
peroksit (H,O,), stiperoksit (O, ) ve hidroksil (‘OH) radikali gibi reaktif oksijen
tiirlerinin olusumuna neden olurlar. Pestisidler, serbest radikallerin olusumu ve
antioksidanlar ya da oksijen serbest radikallerinde, soniimleme enzimlerinde
degisimlere yol agarak oksidatif stres olusturabilirler. Pestisidler, yagli dokularda
birikerek ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) peroksidasyonu olarak adlandirilan
bir seri zincir reaksiyonunu baglatirlar. Antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz
kalmasi durumunda pestisid aracili olusan oksidatif stresin DNA hasar1 ve kanser

olusumlar1 gibi patolojik durumlarla sonuglandigi bilinmektedir.

Altuntas ve arkadaslari, ¢aligmalarinda, Isparta ¢evresinde yaygin olarak kullanilan
organofosforlu pestisid olan fasolonun in vitro olarak lipid peroksidasyonu ve
antioksidan savunma sistemleri lizerine nasil etkiler gosterecegini incelemislerdir.
Fasolon, MDA olusumunun artmasma, SOD, GSH-Px ve CAT aktivitelerinde
azalmalara neden olmustur. Ancak, bu etkiyi sadece fasolonun oldukga yiiksek

konsantrasyonu olan dldiiriicli doz seviyesinde gozlemislerdir (Altuntas vd., 2003).
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John ve c¢alisma grubu, organofosfath pestisidlerin neden oldugu radikal hasarina
kars1t E vitamininin etkisini incelemek amaciyla gerceklestirdikleri ¢alismada ratlara
6 hafta siireyle haftada 2 kez 250 mg/kg olacak sekilde oral olarak E vitamini,
ardindan yine oral olarak diisiik tek doz (% 0,01 LDs) dimethoate ve malathione
uygulamiglardir. Sonugta, OP ile muamele edilen ratlarda lipid peroksidasyonunun
arttig1, bununla birlikte 6nceden E vitamini verilerek OP uygulanan ratlarda lipid
peroksidasyonunun azaldigin1 gézlemlemislerdir. Dimethoate ve/ya da malathion ile
muamele edilen ratlarin eritrositlerinde toplam —SH igerigi ile SOD ve CAT

aktivitelerinde artis gézlemislerdir (John vd., 2001).

Yapilan bir diger calismada, 5 yil boyunca pestisite maruz kalan toplam 41 erkek
saglikli tarim ilaglama is¢isi, yas ve ekonomik durumu ayni olan 21 bireyle serbest
radikal olusumu, lipid peroksidasyonu, antioksidan durumu ve hiicresel enzimlerin
aktivitesi tayin edilerek karsilagtirilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tarim
iscilerinde MDA o6nemli derecede artmustir. Glutatyon, a-tokoferol, askorbik asit ve
seruloplazmin  gibi  antioksidanlarin  konsantrasyonlar1 kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda  6nemli derecede degismistir. Antioksidan enzim aktiviteleri
tarim isgileri ile kontrol grubu karsilastirildiginda 6nemli derecede artis gostermistir

(Prakasam vd., 2001).

Banerjee ve arkadaslari, hastaneye lindan, malathion ve propoksur zehirlenmesi ile
basvuran hastalardan alinan kan numunelerinde lipid peroksidasyonu, oksijen serbest
radikali soniimleme enzimleri ile glutatyon diizeylerini incelemisler, pestiside maruz
kalma sonucunda, MDA diizeyi ile SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde artis, GSH

seviyesinde azalma belirlemislerdir (Banerjee vd., 1999).

Vidyasagar ve calisma grubu, organofosforlu pestisidlere maruz kalmis hastalarda
tedavi Oncesi ve sonrasi antioksidan sistemin gostergesi olan SOD aktivitesi ve MDA
diizeylerindeki degisiklikleri incelemisler ve pestisite maruz kalan hastalarda MDA
seviyesinin yaklasik iki kat artig gdsterdigini (3,6 = 0,92°den 6,7 + 2,3 nM/mL’ye),

ancak tedavi sonrasinda MDA seviyelerinin normale dondiigii, SOD aktivitesinin de
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maruz kalmanin seviyesiyle dogru oranda arttigini, fakat tedavi sonrasinda normale

donmedigini gozlemlemislerdir (Vidyasayar vd., 2004).

Seth ve ¢aligma grubu, propoksurun subkronik/kronik etkilerini incelemek amaciyla
ratlardan alinan kan numunelerinde lipid peroksidasyonu, OFR soniimleme enzimleri
ve glutatyon diizeylerini tayin etmislerdir. MDA diizeyi ile SOD, CAT aktiviteleri,
glutayon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon—S-transferaz aktivitelerinde 30
giinliik propoksur uygulamasi takiben doza bagli olarak artis, kan glutatyon

seviyesinde azalma gozlemlemislerdir (Seth vd.,2001).

Pestisid aracilt toksisitenin maruz kalma siiresine bagli degisimini incelemek
amaciyla gerceklestirilen bir caligmada, 10 giinliik rat yavrularina 21 ya da 45
giinlik olana kadar oral olarak 0,5 mg/kg kinalfos uygulanmis, bir gruba da 21
glinliik olana kadar kinalfos uygulamasi yapilmis ve 45 giinliik olduklarinda
kesilerek caligma bitirilmistir. Kinalfos uygulamas: sonucu, beyin ve kanda AChE
azalmig, fakat uygulama kesildikten sonra geri kazanilmistir. Bu grup, kinalfos
uygulamasinin oksidan-antioksidan sisteme etkisini incelememistir (Gupta vd.,

1998).

Hazarika ve calisma grubu, malathionun MFO inhibitorii olarak kullanildiginda
anilofosun toksisitesinin degistirebilirligini kan, beyin, karaciger dokularindaki bazi
biyokimyasal 6zellikleri tayin ederek incelemistir. Malathion, anilofos ve bunlarin
karisimi, toksisitenin gostergesi olabilecek agik  bir bulgu olusturmamistir.
Malathion, kan, beyin, karaciger dokusunda aniofosun AChE hareketini
degistirmemistir. LPO, kan, beyin, karaciger dokularinda anilofos, malathion ve her
ikisinin kombinasyonunda artmistir. Malathion ile 6n muamele yapilarak anilofos
verilen ratlarda LPO {irlinleri sadece anilofos verilenlerden 6nemli 6l¢giide biiytiktiir.
Malathion, kan ve karacigerde glutatyon (GSH) igerigini diistirmiistiir. Karacigerdeki
Glutatyon-S-transferaz aktivitesi anilofos, malathion ve her ikisinin kombinasyonu

ile dismistiir (Hazarika vd.,2003).
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Olduk¢a yaygin kullanim alani bulan ve organofosfat sinifindan bir pestisid olan
kinalfosun oksidan-antioksidan sisteme etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan bir
calismada Sprague-Dawley ratlara 250 ve 500 mg/kg olacak sekilde iki farkli dozda
kinalfos uygulanmis, islem sonunda MDA seviyesinin diisiik dozda yiiksek dozdan
daha fazla artig gosterdigi gozlenmistir. Calismada, serbest radikal soniimleme
enzimlerinin ( SOD, CAT ve GSH-Px ) yiiksek dozda daha yiiksek aktivite
sergiledikleri de ifade edilmektedir. Bu durum, yiiksek dozda bazi fizyolojik

savunma mekanizmalarimin harekete gectigini gostermektedir ( Debnath vd., 2000).

Organoklorlu ve organofosforlu pestisidlerin toksisitesinde reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) yer aldig1 bilinmektedir. Kale ve grubu caligmalarinda, fenvalerate
muamelesi yapilan ratlarda serbest radikallerin tretilmesi ile kan ve bobrekte
LPO’nun arttigin1 gozlemislerdir. Siiperoksit anyonu ( O," ), hidroksil radikali (" OH)
veya HyO, gibi ROS’leri oksidatif prosesleri degistirir ve hiicre membranlarinda
oksidatif hasar olustururlar. *~ OH radikalinin , demir-katalizli Fenton reaksiyonu
sonucu LPO’nu baslattigr diisiiniilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1989).
Eritrositler, ¢oklu doymamis yag asitlerinin ( PUFA) varliginda oksidatif hasara
kars1 son derece duyarlidir. Pestisitlerin, kan yolu ile karacigere metabolize olmak
tizere taginirken, eritrositlerde hiicresel hasar olusturabilecegi ileri siirtilmektedir.
Eritrositlerdeki siiperoksit anyonunu dismute eden SOD, H,0O;’1 su ve molekiiler
oksijene yikan CAT gibi enzimler piretroid-aracili oksidatif strese karsi
koyabilmektedirler. Glutatyon peroksidaz yolu ile H,O, ‘i indirgemekte gerekli olan
glutatyon gibi diger antioksidanlarin da, ROS tiirlerinin toksik etkilerinin
azaltilmasinda  onemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Konuyla ilgili bir diger
calismada, piretroid—aracili lipid peroksidasyonunun tayini amaglanmis, piretroid
zehirlenmesinin eritrositlerdeki antioksidan sisteme etkisi incelenmistir. Piretroid
pestisidleri, uygulamanin ilk 3 giiniinde lipid peroksidasyonunu arttirdigi, fakat
pestisid uygulamasinin 14. giiniinde eritrositlerdeki LPO’nun kontrol grubuna dogru

azaldig1 gézlenmistir (Kale vd., 1999).
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Pestisidlerin biiyiik miktarlarda kullanilmasi ¢evre kirliligine yol a¢gmaktadir. Bu
nedenle, organoklorlu ve organofosforlu pestisid atiklarmin toprakta, su
kaynaklarinda, sebzelerde, meyvelerde ve diger yiyecek maddelerinde tespiti
miimkiindiir. Organofosforlu pestisidler hedef dokuda asetilkolin esteraz aktivitesini
inhibe ederek, asetilkolinin birikmesine neden olurlar. Bu da kasilmalara ve 6liimlere
neden olur. Bununla birlikte, yiyecek ve sudan organofosforlu pestisidlerin alinmasi
sonucu organofosfor zehirlenmesinin acik belirtileri goriilmeyebilir, fakat eritrosit ve
dokularda AChE’nin inhibisyonu tespit edilebilir. Son zamanlarda tavuk ve fareler
lizerinde yapilan c¢aligmalar, dimethoate zehirlenmesinin serbest radikallerin
tiretilmesi ile oksidatif stres olusturdugunu gostermektedir. Zehirlenen insanlarin ya
da hayvanlarin kaninda baz1 organofosfatlar bulunabilir; bu da eritrositlerde oksidatif

stres olusturabilir ( John vd., 2001).
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3 MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Deney hayvanlarinin gruplandirilmasi:

Bu c¢alismada, Wistar-Albino tiirii ratlar kullanilarak deney ve kontrol grubu olmak
lizere 8’er hayvan igeren iki grup olusturuldu. Calismada 3 aylik erkek ratlar
kullanildi. Kontrol grubundaki ratlar, pellet yem ve normal Isparta sehir
sebekesinden alman su ile, deney grubundaki ratlar ise, pellet yem ve Isparta-
Biiylikkabaca il¢esinde halkin igme suyu ihtiyaglarin1 karsiladiklar1 artezyen
kuyularindan alinan su ile 16 hafta siireye beslendi. Bu siire sonunda ratlar, eter
anestezisi altinda dekapite edilip, laporotomi ile renal venden EDTA’l1 tiiplere kan

ornekleri alindi.

3.1.2 Kan numunelerinin hazirlanmasi:

Ratlardan EDTA’l1 tiiplere alinan kan ornekleri, ilk olarak 3000 rpm’de 10 dakika
siireyle santriftij edilip, iistteki plazma kismi iki ayr1 ependorf tiipiine boliinerek
-80°C’da muhafaza edildi. Alttaki eritrosit kismi, 3 kez soguk izotonik salinle
(%0,9’luk NaCl) yikandi. Her bir yikama, 3000 rpm’de 10 dakika santrifiijlemenin
ardindan st fazin atilmasiyla tamamlandi. Yikama isleminden sonra 2 mL soguk
bidistile su ilavesiyle hemolizat hazirlandi ve hemolizat, dl¢iimlere kadar —80°C’da

muhafaza edildi.
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3.1.3 Kullanilan malzeme ve cihazlar:

Deneylerde kullanilan cihazlar, Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Deneylerde kullanilan cihazlar

Malzeme/Cihaz Markasi

Hassas terazi Scaltec, Precisa

Manyetik karistirict | Niive

Santrifiij Niive, Eppendorf, Hereaus

Sogutmali santrifiij | Eppendorf

Vorteks Niive
Mikropipet Eppendorf, Biohit, Gilson
Derin dondurucu Ugur, Facis, Snijders Scientific

Spektrofotometre Shimadzu UV 1201, 1600

Hemogram cihazi Coulter Max

pH- metre Mettler Toledo

Homojenizator IKA, Ultra Turrax T25
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3.1.4 Kullanilan kimyasal maddeler:

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup kullanildiklar

yonteme gore gruplandirilarak asagidaki Cizelgelerde gosterilmistir.

Cizelge 3.2 SOD tayini i¢in kullanilan kimyasal maddeler

Adr Formiilii Markasi
Ksantin CsH4N4O, Sigma
Ksantin oksidaz XOD Sigma
Potasyum dihidrojenfosfat KH,PO, Merck
Disodyum hidrojenfosfat Na,HPO4 Merck
3-[Siklohekzilamino]-1-

. o CoH19NO3S Sigma
propenstilfonik asit (CAPS)
Etilendiamintetraasetik asit

CioH16N2Og Sigma

(EDTA)

2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenil ]- )
C19H13CHN502 Slgma
5-feniltetrazolyum kloriir (INT)
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Cizelge 3.3 GSH-Px tayininde kullanilan kimyasal maddeler

Adi Formiili Markasi
Glutatyon Ci1oH17N506S Sigma
Glutatyon rediiktaz GR Sigma
ggﬁl&ﬁiﬁ?ﬂiéﬁ%ﬂlADPH) CaiHaeN7O17PsNay | Sigma
Kiimen hidroperoksit CoH;,0, Sigma
Potasyum siyantir KCN Sigma
Potasyum ferrisiyantir Ks3Fe(CN)g Sigma
Potasyum bikarbonat KHCO; Sigma

Cizelge 3.4 CAT tayininde kullanilan kimyasal maddeler

Ad1 Formiilii Markasi
Hidrojen peroksit H,0, Sigma
Potasyum dihidrojenfosfat KH,PO4 Merck
Disodyum hidrojenfosfat Na,HPO, Merck

Cizelge 3.5 Lipid peroksidasyon tayininde kullanilan kimyasal maddeler

Ad1 Formiilii Markasi
Trikloroasetik asit (TCA) C,HCL0, Merck
Tiyobarbitiirik asit (TBA) C4H40O,N,S Sigma




33

Cizelge 3.6 GSH tayini icin kullanilan kimyasal maddeler

Ad1 Formiilii Markasi
Metafosforik asit H;PO; Sigma
Ellman reaktifi (DTNB) C14HgN,05S, Sigma
EDTA CioH14N-O05.2H,O | Merck
Disodyum hidrojen fosfat Na,HPO, Merck
Sodyum sitrat CsHsNazO4 Sigma
Sodyum klortir NaCl Sigma

3.1.5 Kullanilan ¢ozeltiler

H,0, ¢ozeltisi (10,5 mM): % 30’luk H,O, ¢ozeltisinden 107 puL alinir ve hacmi 50
mM fosfat tamponu (pH= 7,00) ile 100 mL’ye tamamlanir.

Ksantin cozeltisi (0,05mM): 3,80 mg ksantin tartilir ve hacmi 40 mM CAPS
tamponu (0,94 mM EDTA igeren; pH= 10,2) ile 500 mL’ye tamamlanir. Cozelti,
0,025 mM 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum kloriir (INT)

icermektedir ve +2- +8 °C’da muhafaza edildiginde 10 giin siireyle kararhdir.

Ksantin oksidaz ¢ozeltisi (80U/L): 32 pL ksantin oksidaz standardindan alinir, 10

mL bidistile su ile seyreltilir. Cozelti, glinliik hazirlanir.

CAPS tamponu (40 mM): 2,21 g CAPS tartilip bir miktar bidistile suda ¢oziilerek
son hacmi 250 mL’ye tamamlanir ve pH 10,2’ye ayarlanir. Cozelti 0,94 mM EDTA

icermektedir.
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Kiimen hidroperoksit ¢ozeltisi (0,18 mM): Kiimen hidroperoksit standardindan 10

uL almir, 10 mL bidistile su ile seyreltilir. Cozelti, giinliik hazirlanir.

Glutatyon cozeltisi (4mM): 0,307 g glutatyon tartilir ve hacmi 50 mM fosfat
tamponu (pH=7,2 olan ve 4,3 mM EDTA igeren) ile 250 mL’ye tamamlanir.

Glutatyon rediiktaz (0,5 U/L): 3,4 uL glutatyon rediiktaz standardindan alinir, 50
mM fosfat tamponu (4,3 mM EDTA igeren ve pH=7,2 olan) ile 1L’ye seyreltilir.

Cozelti, gilinliik hazirlanir.

B-NADPH cozeltisi (0,28 mM): 0,058 g B-NADPH tartilip hacmi 50 mM fosfat
tamponu (pH=7,2 olan ve 4,3 mM EDTA igeren) ile 250 mL’ye tamamlanir.

Drabkin c¢ozeltisi (Double Drabkin): 50 mg potasyum siyaniir, | g sodyum
bikarbonat ve 200 mg potasyum ferrisiyaniir tartilir, bir miktar bidistile suda ¢oziiliir

ve son hacim 500 mL olacak sekilde bidistile suyla tamamlanir.

Fosfat tamponu (50 mM): 6,81 g KH,P04 ve 7,1 g Na,HPO4 tartilip bir miktar

bidistile suda ¢oziilerek son hacim bir litreye tamamlanir ve pH 7,00'ye ayarlanir.

Fosfat tamponu (10 mM): 1,362 g KH,P04 ve 1,42 g Na,HPO, tartilip bir miktar
bidistile suda ¢oziildiikten sonra hacim bir litreye tamamlanir ve pH 7,00'ye

ayarlanir.

NaCN cozeltisi (50 mM): 0,245 g NaCN tartilir, bir miktar distile suda ¢oziildiikten

sonra hacmi bidistile suyla 100 mL’ye tamamlanir.
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TCA cozeltisi (%30): 30 g TCA tartilip bir miktar bidistile suda ¢oziiliir ve son

hacim 100 mL’ye tamamlanur.

TBA cozeltisi (% 0,67): 0,67 g TBA tartilip bir miktar bidistile suda ¢oziildiikten

sonra hacim 100 mL’ye tamamlanir.

Metafosforik asit ¢ozeltisi: 1,67 g metafosforik asit, 30 g NaCl ve 0,2 g EDTA

tartilir, bir miktar bidistile suda ¢6ziildiikten sonra hacmi 100 mL’ye tamamlanir.

Disodyumhidrojenfosfat cozeltisi (0,3 M): 4,29 g Na,HPO, tartilip bir miktar

bidistile suda ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL’ye tamamlanir.

DTNB cozeltisi: 40 mg DTNB ve 1 g sodyum sitrat tartilir, bir miktar bidistile suda
¢Oziiliir ve son hacim 100 mL olacak sekilde bidistile su ile tamamlanir. Cozelti,

+4°C’da muhafaza edildiginde Gi¢ hafta siireyle stabildir.
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3.2 Metod

3.2.1 Siiperoksit dismutaz (SOD) tayini

Stiperoksit dismutaz aktivitesi tayini, kinetik dl¢lime dayali Woolliams ve ¢alisma

arkadaslarinin metoduna dayanmaktadir (Woolliams ve ark.,1983).

Deneyin prensibi: Bu yontem, ksantin-ksantin oksidaz sisteminden hareketle
stiperoksit radikalinin (O, ) olusumunu temel almaktadir. Olusan radikaller, INT
[2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum kloriir] ile kirmizi renkli
formazan boyay1 olusturur. SOD aktivitesi, bu reaksiyonunun inhibisyonu ile 6lg¢iiliir.

Ksantin —=2OD o Urik Asit4 O,

02‘ 4+ INT — > Formazon boyas1 (kirmzi)

o, T 02T + 2H _8S0b _ 0, + H,0,

Deneyin yapilisi: Hizli bir sekilde yikanan santrifiijlenen eritrositlerden 0,5 mL
alinip soguk bidistile su ile 2 mL’ye tamamlandi. Lizat, % inhibisyonun %30-60
arasinda olmasi i¢in 0,1 mM fosfat tamponu (pH=7,0) ile seyreltildi. 0,025 mL
hemolizata 0,850 mL 0,05mM ksantin ¢ozeltisi (0,025mM INT igeren) ilave edildi.
0,125 mL ksantin oksidaz (80U/L) ilave edildikten hemen sonra 505 nm’de 37°C’da
30 saniyelik gecikme fazinin ardindan havaya karsi baglangi¢ absorbanst (A;) ve 3
dakika sonra da son absorbans (A;) okundu. Aym islemler kor denemeyle de

tekrarlandi. Hesaplamada asagidaki baginti kullanildi.

AA/min:%

Inhibe edilmemis reaksiyon hizi, %100 kabul edilip tiim standart ve numune hizlar1

asagidaki baginti ile hesaplandi.
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% inhibisyon = 100 — (AAZX “’i“/x 100)
S1/min

% inhibisyon =100 — (AATXZ/M;X 100)
S1/min

Standartlarin derisimleri, inhibisyon yiizdelerine kars1 grafige gecirilerek calisma
grafigi olusturuldu ve bu grafik yardimiyla numunelerin derisimleri, inhibisyon
yiizdeleri kullanilarak hesaplandi. Bu verilerden tam kan SOD aktiviteleri, seyrelme
faktorleri de kullanilarak U/mL olarak hesaplandi ve takiben asagidaki baginti ile

U/g Hemoglobin olarak ifade edildi.

SODU/mL

SOD U/g Hemoglobin =
g Hb/mL

80 —

I

50

40 o

% inhibisyon

30

20

T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5

Derisim (U/ mlL)

Sekil 3.1 Kan SOD inhibisyon ylizdesinin konsantrasyona bagimli degisimi

Grafigin fonksiyonu agagidaki baginti ile ifade edilmektedir:
y=2,07958 + 50,29755x -18,81371x> + 3,66696x’ - 0,27326x"
R’=1
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% inhibisyon

70—- /'/
60-:

50—-

40—-

Log C
Sekil 3.2 Kan SOD inhibisyon yiizdesinin log C’ye bagimli degisimi

Grafigin fonksiyonu agagidaki bagint1 ile ifade edilmektedir:
y =37,13+50,74x +1,82x* -17,25x +13,47x*
R*=1

3.2.2 Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tayini

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi, Paglia ve Valentine metoduna dayali
olarak tayin edildi (Paglia ve Valentine, 1969).

Deneyin prensibi: Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksitin glutatyon (GSH)
varhiginda indirgenmesini katalizler. Kiimen hidroperoksidin indirgenmesiyle olusan
glutatyonun yiikseltgenmis formu (GSSG), glutatyon rediiktaz (GR) ve NADPH
varhiginda NADPH’mn NADPye yiikseltgenmesiyle indirgenir. Enzim aktivitesi,

340 nm’de absorbanstaki degisim izlenerek tayin edilir.

GSH-Px
—_—

2 GSH +ROOH ROH+ GSSG+ H,0O

R
GSSG + NADPH 41 — 2 » NADP + 2 GSH

Deneyin yapihisi: 0,050 mL hemolizata, 1,000 mL seyreltici reaktiften ilave edildi. 5
dakikalik inkiibasyon sonrasinda ortama 1,000 mL Double Drabkin ¢ozeltisinden
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ilave edilip karisim vortekslendi. Ayri bir deney tiipiinde 1,000 mL glutatyon (4mM),
glutatyon rediiktaz (0,5U/L) ve B-NADPH (0,28mM) c¢ozeltilerini igeren reaktif ile
0,020 mL numune karistirilip 6l¢iimden hemen 6nce 0,040 mL kiimen hidroperoksit
(0,18mM) ilave edildi. Enzim aktivitesi, 340 nm’deki absorbans degisimi ve
seyrelme faktorleri kullanilarak U/L olarak hesaplandi ve agagidaki bagint1 ile U/g
Hemoglobin seklinde ifade edildi.

GSH-PxU/L

GSH - Px U/g Hemoglobin = -
1000 x g Hemoglobin / mL

3.2.3 Katalaz (CAT) tayini

Katalaz tayini, kinetik 6l¢iime dayalt Aebi metoduna dayanmaktadir (Aebi, 1974).

Deneyin prensibi: Katalaz, hidrojen peroksidin (H,O, ), su ve molekiiler oksijen

vermek tizere bozunmasini katalizler .

katalaz

2 H,0, ¥ _ 2H,0 + O,

Calismada, katalaz aktivitesi, H,O, konsantrasyonunda birim zamandaki azalmanin

240 nm'de spektrofotometrik olarak izlenmesiyle tayin edilmistir.

Deneyin yapilisi: Katalaz aktivitesinin tayini amaciyla daha once hazirlanan
hemolizatlar, 50 mM fosfat tamponu (pH=7,00) ile 1:500 oraninda seyreltildiler. 2,00
mL hemolizat {izerine 1,00 mL H,O, c¢ozeltisi (30 mM) ilave edilip
homojenlestirildikten sonra 240 nm’deki absorbans degisimleri, 15’ser saniye
araliklarla kaydedildi. Benzer islemler, 2,00 mL hemolizat ve 1,00 mL fosfat
tamponu iceren kor denemeyle de tekrarlandi. H»O,’in bozunmasi, baslangigta
(vaklasik ilk 30 saniye) birinci dereceden reaksiyon kinetigine uymaktadir. Bu
nedenle, aktivite hesabi, baslangic ve 30. saniye absorbanslari dikkate alinarak

asagidaki formiile gore yapildu.
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k =(2,303/ At JlogA,/A,)

Aktivite birimi, buradan elde edilen degerlerin seyrelme faktori ile c¢arpilip

hemoglobin miktarina boliinmesiyle k/g Hemoglobin olarak ifade edildi.
3.2.4 Lipid peroksidasyon tayini

Lipid peroksidasyon firiinlerinden olan malondialdehit (MDA) tayini, tiyobarbitiirik
asit metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Deneyin prensibi, Draper ve Hadley

yontemine dayanmaktadir (Draper ve Hadley, 1990).

Deneyin prensibi: MDA, lipid peroksidasyonun giivenilir bir indikatoriidiir. MDA,
biyolojik materyallerde farkli kovalent bagli formlarda ve bir dereceye kadar da
serbest halde bulunur. Asit veya bazla sicakta muamele ile kovalent yapidan
ayrilmas1 saglanir. Polidoymamis yag asidi (PUFA) peroksidasyonunun son iiriinii
olan MDA’nin tayini, TBA ile reaksiyona girerek olusturdugu renkli kompleksin

spektrofotometrik olarak izlenmesine dayanir.

Deneyin yapilisi: 0,5 mL serum {lizerine 2,5 mL %10'luk TCA eklenip, tiipler
vortekste karistirildi. 15 dakika siireyle kaynar suda bekletilip derhal sogutuldu. 5000
devir/dakika'da 10 dakika santrifiijlemenin ardindan her bir siipernatandan 2'ser mL
baska bir tiipe aktarildi. Uzerine 1 mL %0,67'lik TBA eklenip vortekste karigtirildi.
Numuneler tekrar 15 dakika siireyle kaynar suda bekletilip hemen sogutulduktan
sonra 532 nm’deki absorbanslar1 kaydedildi. MDA miktari, olusan MDA-TBA
kompleksinin en yiliksek absorbansa 6zgli 532 nm’deki absorbans degerlerinden

(e= 1.56 x 10°cm'M ™) yararlanilarak hesapland.

A=exlxc=c=A/exl

A A xmolx10° x L x100mL 10° mol

Cc= = =AXx
exl 1,56x10°cm™ x L x cmx molx 1000mL x mgHb 1,56 xmgHb
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c= x 641 x seyrelme faktorii = nmol / mg Hb
g Hb
A : Absorbans 1 : 151k yolu, cm
¢ : Molar sogurma katsayisi c : konsantrasyon

3.2.5 GSH tayini

Bir tripeptit olan glutatyonun (GSH, y-glutamilsisteinilglisin) tayini, Tietze metodu

kullanilarak gergeklestirilmistir (Tietze, 1969).

Deneyin prensibi: GSH, sayisiz ve olduk¢a 6nemli fonksiyonlarindan dolay1 6l¢timii
tizerinde durulmasi gereken bir antioksidandir. Glutatyon ve diger tiyollerin dl¢timd,
sulu ¢ozeltide kararsiz olmalarindan dolay1 olduk¢a zordur. Bu nedenle, serbest
stilfidril grubu igeren bilesiklerin bir tlirevlendirici reaktif ile reaksiyona sokularak
kararl1 hale getirilmeleri gerekir. Calismada GSH tayini, bilesigin Ellman reaktifi
(DTNB) ile verdigi renkli iirliniin 412 nm’de spektrofotometrik olarak izlenmesine

dayanmaktadir.

Deneyin yapilisi: 50 pL eritrosit tizerine 450 uL distile su ve 750 uL metafosforik
asit ¢ozeltisinden eklenip, tiipler vortekste karistirildi. 5 dakika siireyle buzlu suda
bekletilip 3000 devir/dakika'da 10 dakika santrifiijlemenin ardindan her bir
siipernatandan 500'er pL baska bir tiipe aktarildi. Uzerine 2 mL Na,HPO,
cOzeltisinden eklenip vortekste karistirildiktan sonra {izerine 250 pl. DTNB
cOzeltisinden ilave edildi ve 412 nm’deki absorbanslar1 kaydedildi. GSH miktari,
olusan iiriiniin 412 nm’deki molar absorbans degerleri kullanilarak daha once cizilen
kalibrasyon grafiginden hesaplandi. GSH konsantrasyonun hesabinda asagidaki

formiil kullanildi.



GSH (mg/dL) =

0,35
0,30
0,25—-
0,20

0,15

Absorbans

0,10
0,05

0,00
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GSH derisimi (kalibrasyon grafiginden bulunan)

Hemotokrit

T T T T T T T T T
20 40 60 80 100

konsantrasyon (mg/dL)

Sekil 3.3 Glutatyon kalibrasyon grafigi

Grafigin fonksiyonu asagidaki baginti ile ifade edilmektedir.
y =3,43089 x10™+ 0,00311 x

r=0,99973
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4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Pestisid kalintis1i bulunan i¢gme sulariyla beslenen hayvanlardaki kan lipid
peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla,
materyal-metotta belirtilen kosullarda CAT, GSH-Px ve SOD aktivitesi ile GSH ve
MDA diizeyleri tayin edilmistir. Elde edilen sonuclar, ortalama + standart sapma

cinsinden Cizelge 4.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1 Eritrosit enzim aktiviteleri ile kan GSH ve MDA diizeyleri

Parametreler Kontrol Grubu Deney Grubu P
SOD (U/gHb) 2837.81 £309,98 |2754,15+ 247,70 0,64
GSH-Px(U/gHb) 2,97+ 0,79 1,34+ 0,18 0,02*
CAT (k/gHb) 73,74 £21,31 93,60 + 18,09 0,13
MDA (nmol/gHb) 175,59 £9,10 224,46 +22,07 0,01*
GSH ( mg /hemotokrit ) 3,03 £0,29 3,54+ 0,63 0,11

Sonuglar Bonferroni Diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanilarak istatistiki olarak
degerlendirildi. %95 giiven diizeyine gore farkli olan gruplar, yukaridaki cizelgede *

isareti ile gdsterilmektedir.

Yukaridaki cizelgeden goriilecegi iizere, pestisid kalintis1 igeren su ile beslenen
deney grubu ratlarin kaninda, kontrol grubuna kiyasla SOD ve GSH-Px enzim

aktiviteleri azalirken CAT aktivitesi ile MDA ve GSH diizeyleri artig géstermistir.

Kandaki normal eritrosit fonksiyonu, pestisidleri de igeren bircok toksik faktoriin
hedefi olan eritrosit membraninin bozulmasina bagl olarak degisir. Pestisidlerin
hidrojen peroksit, stiperoksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna ve dolayisiyla oksidatif doku hasarina neden oldugu literatiirlerde
belirtilmektedir (Seth vd., 2000; John vd., 2001; Altuntas vd., 2003). SOD, CAT ve
GSH gibi serbest radikal soniimleyiciler ile y-glutamil peptidaz, GSH-Px, GR ve

GSH-S-transferaz gibi metabolizma diizenleyici enzimler, hiicresel sistemi pestisid
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kaynakli serbest radikallerin yikici etkilerinden koruyabilirler. Bununla birlikte,
antioksidan savunma mekanizmasinda yer alan enzimlerin aktivitelerinin, hem in
vitro hem de in vivo olarak insektisidlerden etkilendigi literatiirlerde ifade

edilmektedir (Giiltekin vd., 2000b; 2001; Oncu vd., 2002).

2850+

3,27
2820+

2,47
2790+

2760

0,87

2730+

2700 ‘ kontrol deney kontrol deney

kontrol SOD deney SOD GSH GSH GPx GPx
250
2004
150
100
50
kontrol deney kontrol deney
MDA MDA CAT CAT

Sekil 4.1 Eritrositlerdeki enzim aktiviteleri ile MDA ve GSH diizeyleri

Sekil 4.1, antioksidan enzim aktiviteleri ile MDA ve GSH diizeylerinin pestiside
maruz kalan ratlardaki degisimini gostermektedir. Organofosforlu insektisidlerin
SOD ve GSH-Px aktivitesinin inhibisyonuna neden oldugu literatiirlerde
belirtilmektedir (Naqvi ve Hasan, 1992; Altuntas vd., 2003). Hemoglobinin
ksenobiyotik ya da diger ylikseltgeyici ajanlarla etkilesimi, eritrositlerdeki radikal
olusumunun temel nedenidir. Yukaridaki sekilden de goriilecegi iizere, ¢alismamizda
gozlenen MDA artisi, pestisid gibi yiikseltgeyici bir ajan ile etkilesim sonucu ortaya
cikan reaktif oksijen tiirlerindeki (ROS) artisa bagl olabilir. Bu etkilesim sonucu
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olusan singlet oksijen ve peroksil radikalleri de SOD aktivitesini inhibe etmis

olabilir.

Blum ve Fridovich, siiperoksit radikallerinin GSH-Px aktivitesini inhibe
edebilecegini ifade etmektedirler (Blum ve Fridovich, 1985). Bu nedenle
calismamizda gozlenen GSH-Px aktivitesindeki diisiislin nedeninin pestisid kaynakli

olusan ROS artis1 oldugu diisiiniilebilir.

Sekil 4.1°den goriilecegi lizere, ¢alismamizda, CAT aktivitesi ile GSH diizeyi deney
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte artig
gostermistir. Bu durum, pestisidlerin hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu artiracagl, CAT ve GSH’m da bu artis1 dengeleyecek ve GSH-Px
aktivitesindeki diisisi.  kompanse edecek yoOnde hareket edecegi seklinde

agiklanabilir.

Siiperoksit anyonu (O, ), hidroksil radikali (OH) veya hidrojen peroksit (H,O,) gibi
reaktif oksijen tlirleri oksidatif prosesleri degistirir ve hiicre membranlarinda
oksidatif hasar olustururlar. Hidroksil radikalinin ("OH), demir Kkatalizli Fenton
reaksiyonu sonucu lipid peroksidasyonunu baslattigi onerilmektedir (Halliwell ve
Gutteridge, 1989). Eritrositler, ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) varliginda
oksidatif hasardan oldukca etkilenirler. Pestisidler, kan yolu ile karacigere
metabolize olmak {lizere tasinirken eritrositlerde hiicresel hasar olusumuna neden
olabilmektedirler. Pestisidler ayrica, DNA ve protein hasarina, membran bagh
enzimlerin ve reseptorlerin inaktivasyonuna ve sonugta membran biitliinliigliniin
bozulmasina yol agarlar. Bu tiir olaylar, 6zellikle lipid icerigi ve oksijen gereksinimi
yuksek, noral hiicreleri yenilenemeyen beyinde dramatik sonuglara neden olabilir

(Gupta vd., 1998).

Sonug olarak, Biiylikkabaca igme suyunun lipid peroksidasyonunu artirdigi, SOD ve
GSH-Px gibi antioksidan enzim aktivitelerinde diisiise neden oldugu belirlenmistir.
Bu hasarin bélge insaninin sagligin1 nasil etkilediginin belirlenmesi amaciyla ileri

caligmalar yapilmalidir. Bunun yani sira, siiperoksit radikali (O," 7) veya hidrojen
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peroksit (H,O,) gibi reaktif oksijen tiirleri ile Long Term Potensiasyonunun (LTP)
uyarildigr bilinmektedir. Pestisidlerin yagli dokularda biriktigi ve beynin de c¢oklu
doymamis yag asitlerince (PUFA) zengin bir organ oldugu g6z oniine alinacak
olursa, pestisidlerin kan, beyin ve hipokampiis dokusundaki oksidan-antioksidan
sisteme etkisinin incelenmesi, O6grenme ve hafiza fonksiyonlarinda etkin olan
reseptor aktivasyonlarinin saptanmasi, 6zellikle tarimla ugrasan insanlarin pestisid
aracili norodejeneratif bozunmalara ne derece maruz kaldiginin belirlenmesi ve

gerekli tedbirlerin alinmasi agisindan son derece dnemlidir



47

5.KAYNAKLAR

Aebi, H., 1974. Catalase, In Methods of Enzymatic Analysis (Bergemeyer, H U.,
ed) Academic Press, 673-684, New York-London

Akertek, E., 1994. Characterization of immobilized catalase and their application in
the milk sterilization with H,O,, Masters Thesis of DEU , {zmir

Akkus, 1., 1995. Serbest radikaller ve fizyopatolojik etkileri, Mimoza Yayinlari,
Konya

Altuntas, 1., Delibas, N., Doguc, D.K., Ozmen, S., Gultekin F., 2003. Role of reactive
oxygen species in organophosphate insecticide phosalone toxicity in

erythrocytes in vitro, Toxicology in Vitro, 17, 153—-157

Aroumo, O.I., Halliwell, B., 1987. Action of hypochlorous acid on the antioxidant
protective enzymes superoxide dismutase, catalase and glutathione

peroxidase, Biochem. J., 248, 973- 976

Banerjee, B.D., Seth V., Bhattacharya, A., Pasha, S.T., Chakraborty A.K., 1999.
Biochemical effects of some pesticides on lipid peroxidation and free-radical

scavengers, Toxicology Letters, 107, 3347

Beauchamp, C., Fridovich, 1., 1971. Superoxide Dismutase: Improved Assays and an

Assay Applicable to Acrylamide Gels, Analytical Biochemistry, 44, 276-287

Beckman, K. B., Ames, B. N., 1997. Oxidative decay of DNA, J. Biological
Chemistry, 272(32), 19633- 19636

Blum, J., Fridovich, 1., 1985. Inactivation of glutathione peroxidase by superokside

radical, Archives of Biochemistry and Biophysics, 240 (2), 500-508



48

Bump, A. E., Brown, J] M., 1990. Role of glutathione in the radiation response of

mammalian cells in vitro and in vivo, Pharmac. Ther., 47, 117- 136

Castillo, C.G., Montante, M., Dufour, L., Martinez, M.L., Jimenez-Capdeville,
M.E., 2002. Behavioral effects of exposure to endosulfan and methyl
parathion in adult rats, Neurotoxicology and Teratology, 24, 797-804

Cereser, C., Guichard, J., Drai, J., Bannier, E., Garcia, 1., Boget, S., Parvaz, P,
Revol, A., 2001. Quantitation of reduced and total glutathione at the
femtomole level by high-performance liquid chromatography with
fluorescence detection: application to red blood cells and cultured fibroblasts,

J. Chromatography B, 752, 123- 132

Chance, B., Sies, H., Boveris, A., 1979. Hydroperoxide metabolism in mammalian

organs, Physiological Reviews, 59(3), 527-605

Cheeseman, K H., Slater, T F., 1993. An introduction to free radical biochemistry,
Free Radicals in Medicine, 481- 493

Cross, C. E., Halliwell, B., Borish, E., Pryor, W., Ames, B N., Saul, R., Mc Cord, J
M., Harman, D., 1987. Oxygen radicals and human disease, Annals of

Internal Medicine, 107, 526- 545

Depnath, D., Mandal, T.K., 2000. Study of Quinalphos ( an environmental
Oestrogenic insecticide) formulation (Ekalux 25 E:C:)-induced damage of
testicular tissues and antioxidant defence systems in sprague-Dawley albino

rats, Journal of Applied Toxicology 20, 197-204

Donnely, J.K., McLellan, K.M., Walker, J.L., Robinson, D.S., 1989. Superoxide
dismutases in foods, Food Chemistry, 33, 243- 270



49

Draper, H.H., Hadley, M., 1990. Malondialdehyde determination as index of lipid
peroxidation, Methods in Enzymology, 186, 421-431

Fang, Y.Z., Yang, S., Wu, G., 2002. Free radical, antioxidants, nutrition, Nutrition
18, 872-879

Floyd, R A., 1999. Antioxidants, oxidative stress and degenerative neurological

disorders, Experimental Biology and Medicine, 222, 236- 245

Fridovich, 1., 1997. Superoxide anion radical, superoxide dismutases and related

matters, J. Biological Chemistry, 272(30), 18515-18525

Gebicka, L., Metodiewa, D., Gebicki, J.L., 1989. Pulse radiolysis of catalase in
solution. I. Reactions of O, With catalase and its Compound I, Int. J. Radiat.

Biol., 55(1), 45- 50

Guemouri, L., Artur, Y., Herbeth, B., Jeandel, C., Cuny, G., Siest, G., 1991.
Biological variability of superoxide dismutase, glutathine peroxidase and

catalase in blood, Clin. Chem., 37 (11), 1932- 1937

Gupta, A., Gupta, A., Shukla, G.S., 1998. Effects of neonatal Quinalphos exposure
and subsequent withdrawal on free radical generation and antioxidative

defenses in developing rat brain, Journal of Applied Toxicology, 18(1), 71-77

Giiltekin, F., Oztiirk, M., Akdogan, M., 2000b. The effect of organophosphate
insecticide chlorpyrifos-ethyl on lipid peroxidation and antioxidant enzymes

(in vitro), Archives of Toxicology, 74, 533-538

Giiltekin, F., Delibas, N., Yasar, S., Kiling, 1., 2001. In vivo changes in antioxidant
systems and protective role of melatonin and a combination of Vitamin C and
Vitamin E on oxidative damage in erythrocytes induced by chlorpyrifos-ethyl
in rats, Archives of Toxicology, 75, 88-96



50

Halliwell, B., Chirico, S., 1993. Lipid peroxidation: its mechanism, measurement and

significance, Am. J. Clin. Nutr., 57, 715S-725S

Halliwell, B., Gutteridge, J. M. C., 1989. Oxygen radicals and singlet oxygen, Free
Radicals in Biology and Medicine. Oxford: Clarendon, 93-109

Halliwell, B., Gutteridge, J. M. C., 1989. Metabolism of transition metals in the
human body, Free Radicals in Biology and Medicine. Oxford: Clarendon,
111-150

Hazarika, A., Sankar, A.N., Hajare, S., Kataria, M., Malik, J.K., 2003. Influence of
malathion pretreatment on toxicity of anilofos in male rats: a biochemical

interaction study, Toxicolgy, 185, 1-8

Heikkila, R E., Cabbat, F., 1976. A sensitive assay for superoxide dismutase based
on the autoxidation of 6-hydroxydopamine, Analytical Biochemistry, 75,
356- 362

Jain, A., Martensson, J., Stole, E., Auld, P. A. M., Meister, A., 1991. Glutathione
deficiency leads to mitochondrial damage in brain, Proceedings of the

National ~ Academy of Sciences, 88, 1913-1917

John, S., Kale, M., Rathore, N., Bhatnagar, D., 2001. Protective effect of vitamin E
in dimethoate and malathion induced oxidative stres in rat eryhrocytes,

Journal of Nutritional Biochemistry, 12, 500-504

Kale, M., John, S., Rathore, N., Bhatnagar, D., 1999. Lipid peroxidative damage on
pyrethroid exposure and alterations in antioxidant status in rat erythrocytes: a
possible involment of reactive oxygen species, Toxicology Letters, 105, 197-

205



51

Kalyanaraman, B., Mason, R.P., Tainer, B., Eling, T.E. 1982. The free radical
formed during the hydroperoxide-mediated deactivation of ram seminal

vesicles is hemoprotein-derived, J. Biol. Chem., 257 (9), 4764-4768

Karaer, F., Girliik, S., 2003. Gelismekte Olan Ulkelerde Tarim-Cevre-Ekonomi
Etkilesimi, Dogus Universitesi Dergisi, 4 (2) 2003, 197-206

Kokoglu, E., 1998. Oksidatif stres ve yaslanma, Yaslanmaya Biokimyasal Yaklasim

Uluslararas1 Sempozyumu, Ankara

McCord, J. M., Fridovich, 1., 1969. Superoxide dismutase, J. Biological Chemistry,
244 (22), 6049-6055

McCord, J. M., Day, E D., 1978. Superoxide-dependent production of hydroxyl
radical catalyzed by iron- EDTA complex, FEBS Letters, 86 (1), 139-142

McCord, J.M., 2000. The evoluation of free radicals and oxidative stress, Am J.
Med., 108, 652-659

McGoft, P., Baziotis, A C., Maskiewicz, R., 1988. Analysis of polyethylene glycol
modified superoxide dismutase by chromatographic, electrophoretic, light

scattering, chemical and enzymatic methods, Chem. Pharm. Bull., 36 (8),

3079-3091

Moscone, D., 1988. Determination of superoxide dismutase activity with an

electrochemical oxygen probe, Analytica Chimica Acta, 211, 195-204

Nagvi, S. M., Hasan, M., 1992. Acetylhomocystein thiolactone protection against
phosphamidon—induced alteration of regional superoxide dismutase activity
in the central nervous system and its correlation with altered lipid

peroxidation, Indian Journal of Experimental Biology, 30, 850-852



52

Oncu, M., Gultekin, F., Karaoz, E., Altuntas, 1., Delibas, N., 2002. Nephrotoxicity in
rats induced by chlorpryfos-ethyl and ameliorating effects of antioxidants,

Hum. Exp. Toxicol. 21 (4), 223-30

Orug, E.O., Sevgiler, Y., Uner , N., 2004. Tissue-specific oxidative stress responces
in fish exposed to 2,4-D and azinphosmethyl, Comparative Biochemistry and

Physiology Part C, 137, 43-51

Paoletti, F., Aldinucci, D., Mocali, A., Caparrini, A., 1986. A sensitive
spectrophotometric method for the determination of superoxide dismutase

activity  in tissue extracts, Analytical Biochemistry, 154, 536-541

Prakasam, A., Sethupathy, S., Lalitha, S., 2001. Plasma and RBCs antioxidant status

in occupational male pesticide sprayers, Clinica Chimca Acta, 310, 107-112

Pryor, W.A., 1982. Free radical biology: Xenobiotics, cancer and aging, Annals New
York Academy of Sciences, 1-22

Rabideau, C.L., Pesticide Mixtures Induce Immunotoxicity:Potentiation of Apoptosis

and Oxidative Stres, Blacksburg, 185, Virginia

Reddy, S.V.K., Venkaiah, B., 1988. Chemical modification studies on isoenzymes of
superoxide dismutase from bajra seedlings, Phytochemistry, 27 (7), 1959-
1960

Reiter, R.J., Pablos, M., Agapito, T.T., Guerrero, J M., 1996a. Melatonin in the
context of the free radical theory of aging, Ann. N. Y. Acad. Sci., 786, 362-
378

Reiter, R.J., 1998. Oxidative damage in the central nervous system: Protection by

melatonin, Progress in Neurobiology, 56, 359-384



53

Sanchez-Moreno, M., Garcia-Ruiz, M A., Sanchez- Navas, A., Monteloiva, M.,
1989. Physico-chemical characteristics of superoxide dismutase in Ascaris

Suum, Comp. Biochem. Physiol., 92B(4), 737-740

Seth, V., Banerjee, B.D., Chakravorty, A.K., 2001. Lipid peroxidation, free radical
scavenging enzymes, and glutathione redox system in blood rats exposed to

propoxur, Pesticide Biochemistry and Physiology, 71, 133-139

Seth, V., Banerjee, B.D., Bhattacharya, A., Chakravorty, A.K., 2000. Lipid
peroxidation, free radical scavenging enzymes, and glutathione redox system

in blood of human poisoning with Propoxur, Clinical Biochemistry, 33 (8),

683-685

Shimizu, N., Kobayashi, K., Hayashi, K., 1984. The reaction of superoxide radical
with catalase , J. Biological Chemistry, 259 (7), 4414-4418

Simonian, N. A., Coyle, J. T., 1996. Oxidative stress in neurodegenerative disease,

Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 36, 83-106

Tietze, F., 1969. Enzymic method for quantitative determination of nanogram
amounts of total and oxidized glutathione, Analytical Biochemistry, 27, 502-
522

Vidyasagar, J., Karunakar, N., Reddy, M.S., Rajnarayana, K., Surender, T., Krishna,
D.R., 2004. Oxidative stress and antioxidant status in acute

organophosphorus insecticide poisoning, Indian J Pharmacol, 36 (2), 76-79

Wheeler, C.R., Salzman, J. A., Elsayed, N. M., Omaye, S. T., Korte, D. W., 1990.
Automated assays for superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase

and glutathione reductase activity, Analytical Biochemistry, 184, 193-199



54

Whiteman, M., Tritschler, H., Halliwell, B. 1996. Protection against peroxynitrite-
dependent tyrosine nitration and o;-antiproteinase inactivation by oxidized

and reduced lipoic acid , FEBS Letters, 379, 74-76

Woolliams, J A., Wiener, G., Anderson, P H., McMurray, C H., 1983. Variation in
the activities of glutathione peroxidase and superoxide dismutase and in the
concentration of copper in the blood in various breed crosses of sheep,

Research in Veterinary Sciences, 34, 253-256



55

OZGECMIS
Adi Soyadi  : Hiiseyin TUNCMEN
Dogum Yeri : IZMIR
Dogum Yili : 1977

Medeni Hali : Bekar

Egitim ve Akademik Durumu:

Lise 1991 — 1994 izmir Aliaga Endiistri Meslek Lisesi-Petrokimya Boliimii

Lisans 1996 — 2000 Siileyman Demirel Universitesi-Kimya Boliimii

Yabanci Dil : Ingilizce

Is Deneyimi:

2000 — 2001 SDU Tem. ve Uyg. Bil. Aras. ve Uyg. Mer.- Kimyager
2001 — - S.D.U. Den. ve Goz. Ogr. Aras ve Uyg. Mer. - Okutman



