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ORGANOFOSFATLI BILESIKLERLE AKUT ZEHIRLENME
TEDAVISINDE RESVERATROLUN KORUYUCU ETKIiSi

OZET

Bu tez calismasinda, siganlarda fenthion ile olusturulan akut toksisite sonrasinda
farkli dozlarda resveratrol (RES) ve pralidoksimin (PAM) tek basina veya birlikte
kulaniminin fenthionun sebep oldugu oksidatif hasarlara karsi antioksidan ve
koruyucu etkileri biyokimyasal, immiinohistokimyasal ve histopatolojik
yontemlerle arastirilmistir.

Akut fenthion toksisitesi sonrasinda sican kan Orneklerinde malondialdehit
(MDA), glutatyon (GSH), askorbik asit, retinol, B-karoten diizeyleri, eritrositlerde
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim
aktiviteleri ve karaciger, kalp, bobrek, beyin, akciger dokularinda MDA ve GSH
diizeyleri biyokimyasal yontemlerle incelenmistir. Bununla birlikte karaciger
dokusunda immiinohistokimyasal ve histopatolojik incelemeler yapilmistir.

Tiim toksikasyon gruplarinda LPO belirteci MDA’ nin arttig1 goriilmistiir. Tim
tedavi gruplarinda RES ve PAM MDA diizeyini diistirerek lipit peroksidasyonunu
(LPO) azaltmistir. RES ve PAM fenthionun sebep oldugu retinol ve B-karoten
kaybin1 Onlemistir. Fenthion SOD, GSH-Px ve KAT aktivitesini arttirmistir.
Ancak tedavi gruplarinda kontrole gore anlamli bir degisiklik olmamustir.
Fenthionun karaciger, beyin, bobrek ve kalp dokularinda LPO’nu arttirdigi,
RES’un karaciger, beyin ve kalpte olusan LPO’nu anlamli sekilde azalttigi
gOriilmiistir.

Karacigerin histopatolojik incelemesinde tedavi gruplarinda, toksikasyon
grubunda  meydana gelen lezyonlarn  azaldigi  tespit  edilmistir.
Immunohistokimyasal incelemede zehirlenme tiim gruplarda apoptozise kadar
varan seviyeye ulagsmasa da fenthionun yol actig1 apoptozisi RES artan dozlarda
durdurmustur. PAM da RES kadar basarili olmustur.

Sonug olarak, RES, fenthionun sebep oldugu LPO’nu ve oksidatif hasar1 6nlemis,
karacigerde olusan doku hasarini azaltarak OF zehirlenmesinin zararlarina karsi
koruyucu etki gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres, lipit peroksidasyonu, fenthion, resveratrol,
pralidoksim



THE PROTECTIVE EFFECTS OF RESVERATROL IN THE
TREATMENT OF ACUTE POISONING WITH ORGANOPHOPHATE
COMPOUNDS

ABSTRACT

In this thesis, the antioxidant and protective effects of resveratrol (RES),
pralidoxime (PAM) alone and together in different doses against oxidative
damage induced by acute fenthion toxicity were investigated by biochemical,
immunohistochemical and histopathological methods in rats.

After fenthion-induced acute toxicity, malondialdehyde (MDA), reduced-
glutathione (GSH), ascorbic acid, retinol, p-carotene levels in blood samples,
erytrocyte superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GSH-Px) enzyme activities and liver, heart, kidney, brain, lung tissue MDA,
GSH levels were investigated by biochemical methods. Furthermore
immunohistochemical and histopathological examinations of liver tissues were
studied.

It was observed that LPO marker MDA was increased in all toxication groups. In
all treatment groups RES and PAM decreased the MDA levels and reduced
fenthion-induced LPO. RES and PAM prevented the loss of retinol and B-carotene
levels. There was no significant difference in the SOD, GSH-Px and CAT
activities in treatment groups. It was observed that fenthion increased the LPO in
liver, brain, kidney and heart tissues. However RES decreased the LPO in liver,
brain and heart tissues.

It was obtained from the histopathological examination of the liver that the lesions
occurred in the intoxication group were decreased in treatment groups.
Immunohistochemical analysis showed that poisoning didn’t reach up to
apopitosis level in all groups. However in the immunohistochemical stainings,
RES prevented apoptosis. PAM was at least as effective as RES.

As a result, RES prevented the LPO and oxidative damage induced by fenthion
and showed protective effects in the liver tissues against the damage caused by
OF poisoning.

Key Words: Oxidative stress, lipid peroxidation, fenthion, resveratrol,
pralidoxime
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GIRIS ve AMAC

Pestisitler hem tarimsal iiretimin arttirilmasi hem de toplum sagligi agisindan ¢ok
onemli bir yere sahiptir. Ancak liretim, ambalajlama ya da kullanimlar1 sirasinda
gerekli 6zenin gosterilmemesi ya da intihar gibi suistimale bagli olarak, kasti ya
da kazai mesleki temas nedeniyle ciddi zehirlenmelere hatta bazen dliimlere sebep
olabilmektedir (Ozkaya ve ark., 2012).

Organofosfat iceren kimyasallar iilkemizde ve diinyada en sik kullanilan

pestisitlerden olup siklikla zehirlenme vakalarina yol agmaktadir (Kozaci ve ark.,
2012).

Lipofilik yapilar1 nedeniyle emilimleri ¢ok hizli olmakla birlikte viicudun biitiin
bolgelerine dagilarak toksik etkilerini dakikalar i¢inde gosterebilmektedirler
(Thiermann ve ark., 2007). Organofosfatli bilesikler esas etkilerini
asetilkolinesteraz enzimi iizerinden gostermekle birlikte, bu enzime geri doniigsiiz
baglanmak suretiyle noral sinapsSlarda ve noromuskuler kavsakta asetilkolinin
(AK) asir1 birikimine bagli olarak kolinerjik reseptorlerin asirt uyarilmasina sebep
olur (Worek ve ark., 2005). Bu uyar1 sonucu AK’in asir1 birikmesi sinapslarda
kolinerjik, muskarinik ve nikotinik belirtilerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir
(Ojha ve ark., 2011).

OFB etkilerini sadece sinir sistemi tizerinde gostermeyip immiin sistem, pankreas,
karaciger, lireme sistemi, hematolojik sistemler de gosterir. Bir 6nemli 6zelligi de
farkli dokularda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumuna bagl olarak oksidatif
stres olusturmaktir (Kanter ve Celik, 2011).

Olugsan ROT etkisini hiicre membranindaki fosfolipitlere baglanmak suretiyle
gosterir ki bu da lipit peroksidasyonu olarak adlandirilan ilerleyici 6zellikteki
zincir reaksiyonlarin sonucunda hiicrenin membran biitiinliigiiniin bozulmasi ile
sonuglanmaktadir ( Halliwell, 2011; Kalyanaraman, 2013).

Antioksidanlar viicutta olusan oksidatif strese karst endojen ya da eksojen yapida
olarak ROT’nin olusturabilecegi hasarlari ortadan kaldiran, lipit peroksidasyonu
gibi daha fazla radikal {iretimini tetikleyen zincir reaksiyonlar1 durdurarak etki
gosteren maddelerdir (Halliwell, 2011).

Resveratrol (trans 3,5,4’-trihidroksistilben), en fazla kirmizi iiziimiin kabuk ve
cekirdeklerinde bulunan bitkisel kaynakli polifenolik bir bilesiktir. Resveratroliin
cesitli caligmalarla serbest radikalleri temizleyerek, metal iyonlarini baglayarak ve

baz1 enzimleri etkileyerek antioksidan aktivite gosterdigi saptanmistir (Pandey ve
ark., 2011).

Ayni sekilde resveratroliin in vitro ve in vivo ¢alismalar sonucu karaciger
hasarinda koruyucu olabilecegi de diisiiniilmektedir (McGill ve ark., 2015).

Pralidoksim irreversibl olarak inhibe edilmis asetilkolinesteraz enzimini AKE
tekrar reaktive eden oksim yapisinda bir bilesiktir (Chugh ve ark, 2005).

Bu tez c¢alismasinda fenthionun olusturdugu oksidatif stresin kanda ve
dokulardaki etkileri, kuvvetli bir antioksidan olan resveratroliin fenthion
zehirlenmesi sonrasinda kan ve dokulardaki etkileri, AKE reaktivatorii olan
pralidoksimin fenthion zehirlenmesi sonrasinda kan ve dokulardaki etkileri ve
resveratrol ve pralidoksimin fenthionun olusturdugu toksikasyonda iyilestirici



etkileri olup olmadiginin arastiritlmasi amaclanmustir. Ayrica
immiinohistokimyasal ve histopatolojik incelemeler sonucu fenthion toksisitesinin
karaciger dokularindaki etkileri, pralidoksim ve resveratrol uygulamasinin olusan
hasar1 Onlemede veya geri dondiirmede etkin olup olmadiginin arastirilmasi
amagclanmustir.

Bu tez caligmasinda, siganlarin kan 6rneklerinde organofosfatli bilesik fenthion ile
olusturulan akut toksisite sonucunda oksidatif stres parametrelerinden MDA,
GSH, askorbik asit, retinol, f-karoten diizeyleri incelenmistir. Ayrica SOD, KAT,
GSH-Px enzim aktiviteleri ve karaciger, kalp, bobrek, beyin, akciger dokularinda
MDA ve GSH diizeyleri biyokimyasal yontemlerle incelenmistir. Bununla birlikte
karaciger dokusunda immiinohistokimyasal ve histopatolojik incelemeler
yapilmig, bu hayvanlarda zehirlenmeye bagli olusan oksidatif stresin farkli
dozlarda resveratrol ve pralidoksim ve bunlarin kombinasyonu ile tedavisinin
etkinligi aragtirilmigtir.



KAYNAK BILGiSi
Oksidatif Stres

Biyolojik sistemlerde biyokimyasal tepkimelerin devamli oldugu gbz Oniinde
bulundurulacak olursa organizmada da devamli bir oksidan madde iiretimi
olmaktadir. Organizma bu oksidan madde {tretimini antioksidan adi verilen
oksidan temizleyici maddeler ile etkisizlestirilmek suretiyle dengelemektedir.
Oksidan ve antioksidanlar arasindaki denge c¢esitli hiicresel ve biyolojik
etmenlerce bozulabilmektedir (Kohen ve Nyska, 2002). Organizmada antioksidan
sistemler ile serbest radikaller arasindaki dengenin radikaller yoniinde bozulmasi
ile hiicre hasar1 olusturmasi haline oksidatif stres denir (Sies, 1997). Oksidatif
strese neden olan faktorler artmis oksijen konsantrasyonu; normalin {izerinde
sayida fagositin aktive olmasi; normal sartlar altinda olusan reaktif oksijen
tiirlerine kars1 hiicreleri koruyacak antioksidan sistemlerin bir nedenle azalmis
olmasidir. Hiicreler hafif oksidatif stresi tek baslarina tolere edebilseler de
cogunlukla antioksidan enzim sistemlerini aktive ederler. Ancak hiicre ici
savunma sistemlerinin yeterli olamadigi durumlarda oksidanlar ile antioksidanlar
arasindaki denge bozulmakta, dolayisiyla hiicrenin ana bilesenlerinden oksidan
hasara duyarli DNA, protein, karbonhidratlar ve lipitler gibi makromolekiiller
zarar gormektedir (Halliwell, 1996; Gutteridge, 1994; Thomas, 1995; Sies, 1997).
Bu durum hiicre hasar1 ve ilerisinde hiicre 6liimiine kadar gidebilen sonuglara yol
acabilmektedir. Son yillarda bu yapilara zarar vermesiyle hiicre yapisinin
bozulmasinda ve buna bagl hastaliklarin olusmasinda oksidatif stresin rolii biiyiik
onem kazanmustir (Kehrer, 1993; Gutteridge, 1995; Mates ve ark., 1999;
Halliwell, 2011; Vaya, 2013).

Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron
(€") bulunduran, ortaklanmamis elektronunu bir baska molekiile vererek veya bir
bagka molekiilden alarak daha kararli hale gelme egiliminde olan atom veya
molekiiler hidrojen atomunu, eslenmemis (e7), gegis metallerini ve oksijen
molekiiliinii ifade etmektedir. Eslenmemis e bir atomik orbitali tek basina isgal
eden, kararsiz yapidaki elektrondur. Bu tarz atom veya molekiiller yapilarindaki
kararsizlik nedeniyle oksidasyon ve rediiksiyon gibi elektron transferi olan
reaksiyonlara agiktirlar (Machlin ve Bendich, 1987; Fang ve ark., 2002;
Kalyanaraman, 2013).

Serbest radikaller, molekiilii olusturan kovalent bagm homolitik yarilmasi
sonucunda eslenmis elektronlardan her birinin ayr1 parcada kalmasi ile;
molekiiliin yapisindaki atomlardan birisinden elektron uzaklastirilmasi ile veya
molekiilin yapisina elektron eklenmesi ile olusmaktadirlar (Kehrer, 1993;
Halliwell, 2006a).

Serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif nitrojen tiirleri (RNT),
reaktif silfiir tiirleri (RST) ve diger reaktif radikaller (R) olmak iizere dort gruba
ayrilmaktadirlar (Pryor, 1982; Darley-Usmar ve Halliwell, 1996; Kolluru ve ark.,
2013).

Yapisinda molekiiler oksijenden tiiremis atom veya atom gruplari olan oksijen
radikalleri biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikallerdendir (Halliwell ve



Chirico, 1993). Reaktif oksijen tiirleri mitokondrideki elektron transport
zincirindeki reaksiyonlar sirasinda, enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimeler
sirasinda veya dis etkenlerin etkisiyle olusabilirler (Halliwell, 2011).

Singlet Oksijen (*O,)

Oksijen molekiiliindeki aym1 yonde donen iki elektrona sahip 2p son
orbitallerinden herhangi birindeki elektron bir orbitalden digerine gegtiginde veya
farkl1 orbitallerde farkli yonlerde dondigiinde singlet oksijen (*O,) olusmaktadir.
'0,, siiperoksit radikalinin dismutasyonu, Haber-Weiss tepkimesi ve hidrojen
peroksitin hipoklorit ile veya peroksinitrit ile reaksiyonu sonucunda olusabildigi
gibi oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi dontis
yoniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi ile de
olusabilmektedir (Pryor; 1982; Darley-Usmar ve Halliwell, 1996; Halliwell,
2006a; Kalyanaraman, 2013).

Diger serbest radikallerle kolaylikla reaksiyona girerken radikal olmayan
maddelerle daha yavas reaksiyona girmektedir. Ayni1 zamanda derideki artmis
fotosensitizasyon reaksiyonlar1 da énemli bir olusum kaynagidir. Ozonun viicut
stvilart ile reaksiyonu, peroksinitritin (ONOQO’) hidrojenperoksit (H,0,) ile
reaksiyonu sonucu da 0, olusabilmektedir (Halliwell, 1991; Halliwell, 2006b;
Kalyanaraman, 2013).

Siiperoksit Radikali (O")

Molekiiler oksijenin dis orbitallerinde paylasilmamis iki elektron bulunur. Bu
elektronlar ayr1 ayri orbitallerde iken, paylasilmadiklarinda ya da spinleri ayni
yonde oldugu zaman en diisiik enerji seviyesinde bulunmaktadirlar. Bu orbitaller
birer elektron daha kabul edebilirler. Bu orbitallerin tek elektron almasi ile O,
iki elektron almasi ile peroksi (O ) olusmaktadir (Halliwell ve ark., 1995;
Fridovich, 1997; Kalyanaraman, 2013). Siiperoksit radikali molekiiler oksijenin
indirgenmesinde ara basamaktir. Hiicresel ortamda iiretilen stiperoksit indirgeyici
ya da oksitleyici olarak davranabilmektedir. Kendisi yikict 6zellik gostermekle
beraber diger bir¢ok reaktif oksijen tiiriiniin de ¢ikis kaynagidir. Hiicre igi
kimyasal reaksiyonlarda oksijen elektron alarak en son suya indirgenmektedir.
%98 oraninda mitokondrilerde gergeklesen bu indirgenme sonucunda ¢ok reaktif
tirtinler olan O, radikali, hidroksil radikali (OH") ve H,O, meydana gelmektedir.
Bunlardan OH™ O, ve H,0; e gore daha toksiktir. (Halliwell ve Chirico,1993;
Halliwell, 1995; Kohen ve Nyska, 2002; Fang ve ark., 2002; Bayr, 2005;
Halliwell, 2006a).

O," canlilarda ¢esitli mekanizmalarla olusabilmektedir. Mitokondriyel solunum
zincirinde nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) (Kompleks I)’in indirgenmis
nikotinamid adenin diniikleotide (NAD®) ’a ve flavin adenin diniikleotid
(FADH2)’ in indirgenmis (FAD)’a okside olmasi sirasinda, indirgenmis
nikotinamid adenin diniikleotid dehidrojenaz (NADH dehidrojenaz) (Kompleks I)
ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagagi sonucu O;”
olusabilmektedir. Mitokondriyel solunum zincirindeki oksijenin yaklasik %2’si bu
sekilde siiperoksite doniisebilmektedir (Valko ve ark., 2007). Malathion ve
diazinonun elektron tasima  zincirinde glutamatdehidrojenaz  enzimini
indiikleyerek olusan e kagagi sonucu oksidatif strese sebep oldugu bildirilmistir
(Jamshidi ve ark., 2009). Indirgeyici &zellikteki bazi biyolojik molekiiller



hidrokinonlar, tiyoller, kateckolaminler, flavinler, indirgenmis niikleotidler
oksijene tek elektron verip kendileri yiikseltgenirken siiperoksit radikali
olusabilmektedir (Fridovich,1997; Kohen ve Nyska, 2002; Valko ve ark., 2007;
Halliwell, 2011; Karami-Mohajeri ve Abdollahi, 2013).

Cesitli oksidazlar ve dehidrojenazlar gibi enzimlerin katalitik etkisi sirasinda O,”
radikali olusabilmektedir. Hiicre membranindaki siklooksijenaz ve lipooksijenaz
enzimleri 16kosit membranindaki, NADPH oksidaz enzimi, sitoplazmadaki
ksantin oksidaz ve triptofan dehidrojenaz enzimleri araciligiyla da siiperoksit
radikali olusabilmektedir (Kohen ve Nyska, 2002).

Cesitli patolojik durumlarda aktive edilen fagositik hiicreler (nétrofiller,
monositler, makrofajlar) O, treterek O, ‘i fagozom i¢ine ve bulunduklari
ortama vermektedir. Antibakteriyel savunma mekanizmasi i¢in gerekli olan bu
radikal yapimi daha reaktif tiirlerin olusumuna da neden olabilmektedir. Fagositik
hiicreler (notrofiller, monositler, makrofajlar ve eozinofiller), gesitli biyolojik
hedeflerin pargalanmasina sebep olan ve enfeksiyona karst hiicresel cevabi
baslatan hiicrelerdir. Solunumsal patlama sirasinda fagositik hiicrelerde diger
reaktif oksijen driinleriyle beraber siiperoksit radikali de olusmaktadir.
Notrofillerde siiperoksit radikali plazma membranmin dis yiizeyine yerlesmis
bulunan NADPH oksidaz araciligi ile olusmaktadir. Fagositik hiicre uyarildiktan
sonra NADPH oksidaz aktive olarak NADPH’tan iki elektron alinarak iki molekiil
oksijene aktarilmaktadir. Boylece iki molekiil siiperoksit olugmaktadir (Halliwell
ve ark., 1995; Halliwell, 2006b; Kalyanaraman, 2013).

Gecis metallerinin  eser miktarlarinin varliginda monoaminlerin (dopamin,
adrenalin, noradrenalin), flavinlerin ve hemoglobinin otooksidasyonu ile de
stiperoksit olusmaktadir (Cross ve Jones, 1991).

Yar1 6mrii ¢ok kisa olan O, radikali hizli bir sekilde baska bir O, ile reaksiyona
girerek H,O, olusturabilmektedir (Kalyanaraman, 2013). Siiperoksit radikali
hiicre zarlarinin hidrofobik ortamlarinda daha uzun Omiirliidiir ve ¢oziiniirligi
daha fazladir. Fosfolipitler nedeniyle hiicre zar1 yilizeyleri daha asidiktir ve
stiperoksit radikali burada daha kolay bir sekilde proton alarak hidroperoksit
radikalini olusturabilmektedir. Bu radikal de cok reaktif olup hiicre zarlarinda
lipid peroksidasyonunu baglatabilmekte ve antioksidanlar yiikseltgeyebilmektedir
(Kohen ve Nyska, 2002). O," metal iyonlarini indirgeyerek bagli olduklari
proteinlerden salinimina neden olup metal iyonlarmin katildig: hidroksil radikali
yapim tepkimelerini hizlandirabilmektedir (McCord ve Fridovich, 1969; Halliwell
ve Chirico, 1993; Halliwell, 1999; Kohen ve Nyska, 2002; Halliwell, 2011).

O, ferrisitokrom C’nin rediiksiyonunda bir elektron kaybederek oksijene okside
olabilmektedir. Bu reaksiyonlar siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan
inhibe edilir. Bundan yararlanilarak SOD enzim aktivitesi ve fagositler tarafindan
tiretilen O, tayini yapilabilmektedir (Halliwell, 2006b).

Stiperoksit radikalinin reaktivitesi diger radikallerle kiyaslandiginda ¢ok diisiiktiir.
Bu radikal olusumuna neden oldugu OH’, H,O, gibi diger radikallerle birlikte
organizmada oksitleyici gibi davranmaktadir. Siiperoksit radikalinin biyolojik
sistemlerdeki en Onemli reaksiyonu dismutasyon reaksiyonudur. Artmis
stiperoksit diizeyi, SOD enzimi tarafindan katalizlenen dismutasyon tepkimesi ile
ya da hafif asidik kosullarda SOD olmaksizin kendiliginden gerceklesen tepkime



sonucu azaltilir. SOD enzimiyle katalizlenen dismutasyon tepkimesi spontan
dismutasyondan 10° kat daha hizhdir (Babior ve ark.1973: Hinder,1991;
Halliwell ve Susanna, 1993; Mates, 2000).

SOD enziminin yiiksek katalitik etkisi ile hiicrelerde siiperoksit birikimine izin
verilmemekle birlikte ¢esitli patolojik olaylar sonucu siiperoksite 6zgii tepkimeler
goriilebilir. Stiperoksit radikali metal iyonlarmi indirgeyerek bagli oldugu
proteinlerden salinimina neden olabilmektedir. Kofaktorlerin oksidasyon diizeyini
bozarak metal iyonlarmin katildigt OH radikali yapim tepkimelerini
hizlandirabilmektedir. Diger radikallere gore daha az reaktif olsa da bazi
aminoasitleri ve antioksidan bilesikleri oksitleyebilmektedir (Fridovich, 1997;
Kohen ve Nyska, 2002; Johnson ve Giulivi, 2005).

Hidrojen Peroksit (H,0,)

O," radikallerinin enzimatik olarak SOD ile reaksiyonu veya hafif asidik
kosullarda SOD olmaksizin non-enzimatik dismutasyon tepkimeleri sonucu
olusur. SOD olmaksizin gerceklesen dismutasyon reaksiyonu pH 4.8’de en
hizlidir. Enzimatik dismutasyonda SOD enzimi katalizorligiinde daha genis bir
pH araliginda reaksiyon gergeklesebilmektedir (Halliwell, 1993).

20,7+ 2H+ SOD H,O, + O, (enzimatik)
O, "+ 2H+ +2¢ H,O, (non-enzimatik)

H,O, aslinda serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri igine
girmektedir. Cilinkii siiperoksit ile tepkimeye girerek en reaktif ve zarar verici
serbest radikal olan OH’ radikalini olusturmaktadir (Haber-Weiss Tepkimesi).
Ayrica HyO, proteinleri, tiyol grubu igeren enzimleri, fosfolipidleri,
karbonhidratlari ve DNA’y1 hedef alip serbest Fe*? ile tepkimeye girerek yine OH’
radikalinin olusumuna sebep olmaktadir (Fenton Tepkimesi) (Halliwell ve ark.,
1995; Mates ve ark., 1999; Halliwell, 2006a).

H20, molekiiler yapisinda su bulunmasindan dolayr biyolojik membranlar
kolayca difiize olabilmektedir. Siiperoksit radikalinde bu 6zellik bulunmamaktadir
(Halliwell ve Chirico, 1993). Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu ya antioksidan
katalaz (KAT) enzimi araciligi ile ya da yine bagka bir antioksidan olan glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) enzimi araciligi ile gergeklestirilmektedir. Her iki
reaksiyonda da hidrojen peroksit suya donistirilerek toksik etkisi
giderilmektedir. KAT ile tepkimeden farkli olarak GSH-Px ile gergeklesen
detoksifikasyon sirasinda antioksidan Ozellik gosteren glutatyon da (GSH)
tepkimede yer almaktadir (Mates, 1999; Halliwell, 2006a).

2H,0, KAT 2H,0 + O,
H.0, + 2GSH ___GSH-Px GSSG + 2H,0
Hidroksil Radikali (OH")

Reaktif oksijen tiirleri arasinda en reaktif Ozellige sahip olan radikaldir.
Organizmada amino  asitlerin, niikleik  asitlerin,  fosfolipidlerin  ve
karbonhidratlarin  yapisina  girebilirler. OH'  radikali canlilarda gesitli
mekanizmalar ile olusabilmektedir. Suyun yiiksek enerjili iyonize radyasyona
maruz kalmasi sonucu; hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonunun gegis metalleri




katalizorliigiinde (Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonu) etkilesmesi sonucu
olusabilmektedir. Hidrojen peroksit, O," radikali ile ortamda gecis metal
iyonlarinin varliginda hizli bir sekilde reaksiyona girerek OH' radikali
olusturabilmektedir (Gutteridge, 1995).

O, +Fe* >0, + Fe™
Fe*? + H,0, —>Fe"*+OH + OH" (Fenton Reaksiyonu)
2H,0; + Oy” + H" ——> OH' + 'O, + OH  (Haber-Weiss Reaksiyonu)

OH' radikali hiicre membranindaki yag asitleri, proteinler, karbonhidratlar, DNA
gibi elektronca zengin yapilarla reaksiyona girebilmektedir. DNA ile tepkime
sonucu gerceklesen zincir kirilmalari, baz modifikasyonlari sonucunda da hiicre
O0limii olusabilmektedir. Proteinlerin ve 0Ozellikle hiicre zarindaki lipidlerin
yapisini  bozarak lipid peroksidasyonu sonucu hiicre Oliimiine neden
olabilmektedir (Mates ve ark., 1999; Kohen ve Nyska, 2002; Kalyanaraman,
2013).

Nitrik oksit (NO")

Reaktif nitrojen tiirlerinin en 6nemli 6rnegi nitrik oksit radikalidir. Damar endotel
hiicrelerinde endotelyal nitrik oksit sentaz enzimi (eNOS) araciligiyla L-arjinin
amino asitinden sentezlenir. Bu reaksiyonda L-arjinin nitrik oksit sentaz enzimi
(eNOS) katalizorliigiinde nitrik oksit ve L-sitruline gevrilir. (Kohen ve Nyska,
2002; Kalyanaraman, 2013). NO' radikalinin yar1 6mrii ¢ok kisadir. NO* ROT ile
(6rnegin H,0, ve HCIO ile) reaksiyon vererek giiglii bir oksidan olan peroksinitrit
(ONOO)’i meydana getirebilir (Halliwell, 2005; Halliwell, 2006a).

Peroksinitrit (ONOO")

Stiperoksitin nitrik oksit ile reaksiyonu sonucu peroksinitrit olusur. Peroksinitrit
sitotoksik etkilidir. Bu etkisini protein oksidasyonu yaparak hiicre DNA’sinin
yapisini bozmak suretiyle gergeklestirir (Halliwell ve ark., 1999; Kohen ve
Nyska, 2002; Halliwell, 2006a).

Hipokloroz Asit (HOCI)

Fagositoz yapan hiicreler olan nétrofillerin yapisinda miyeloperoksidaz denilen
enzimler bulunmaktadir. Miyeloperoksidazlar H,O, kullanarak CI" iyonunu
hipoklordz asite okside ederler ki bu fagositlerin bakteriyi 6ldiirmesinde 6nemli
rol oynayan reaksiyonlardandir (Weiss, 1981). Cok reaktif olan hipoklor6z asit
bircok biyolojik molekiili oksitleyebilmektedir (Halliwell, 1995; Halliwell,
2006Db).

Serbest Radikallerin Kaynaklart

Serbest radikaller organizmanin yasamini siirdiirebilmesi i¢in  gerekli olan
oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari sirasinda, metabolik aktivitenin yan
tirtinleri olarak ve ¢esitli dis kaynakli etkenlerin etkisiyle olusabilmektedir (Mates,
2000; Gutteridge ve Halliwell, 2010). Cevresel kaynakli etkenlerin basinda
radyasyon, uv isinlar, gesitli toksik kimyasallar, sigara, alkol, ¢cevresel kirleticiler,
pestisitler, cesitli agir metaller, bazi antibiyotikler gelmektedir (Kohen ve Nyska,
2002; Mohammad ve ark., 2004). Endojen kaynakli etkenlerin baginda ise hiicre
membranlarindaki degisimler, enzimler, mitokondriyel elektron transportu,



otooksidasyon reaksiyonlar1 ve peroksizomlarda ger¢eklesen olaylar gelmektedir.
Hiicre membranlar1 serbest radikallere hedef olup lipit peroksidasyonuna sebep
olmasi nedeniyle de biiyiik 6nem tasimaktadir (Gutteridge ve Halliwell, 1990;
Halliwell ve Chirico, 1993; Kehrer, 1993).

Normal metabolizma yolaklarinda cesitli basamaklarda serbest radikal yapisina
sahip ara iirlinler meydana gelmektedir. Notral ortamda tiyoller, hidrokinonlar,
katekolaminler, flavinler gibi pek¢ok bilesik otooksidasyon ile serbest radikalleri
olusturur (Halliwell, 2006a). Birgok enzimin katalitik reaksiyonlar1 sirasinda da
serbest radikaller olusabilmektedir. Sitokrom P450, ksantin oksidaz, aldehit
oksidaz ve triptofan dioksijenaz bu grup enzimlerden olup siiperoksit olusumuna
neden olurlar (Ames ve ark., 1993).

Aerobik hiicrelerin ¢ogunda O," radikalinin en onemli kaynagi mitokondri ve
endoplazmik  retikulumlarda  bulunan  elektron transport  zincirleridir.
Mitokondriyel solunum zincirinde NADH (Kompleks I)’m NAD"’a ve FADH,’ 1n
FAD™a okside olmasi sirasinda, NADH dehidrojenaz, Kompleks | ve koenzim Q
gibi elektron tastyicilardan oksijene elektron kacagi sonucu tiiketilen oksijenin
yaklagik %2’si siiperoksite doniisebilmektedir (Valko ve ark., 2007). Solunum
zincirinde mitokondride O," radikallerinin olusumu sonucunda mitokondriyel
proteinlerde, lipitlerde ve mitokondriyal DNA’da cesitli hasarlar olusabilmektedir
(Gtltekin ve ark.,2000; Kohen ve Nyska, 2002; Valko ve ark., 2007; Halliwell,
2011; Marchi ve ark., 2012; Vaya, 2013).

Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller DNA ¢ift sarmalinin ayrilmasina, sarmal icinde c¢apraz
baglanmalara veya niikleik asit baz degisimlerine neden olarak kromozomal
mutasyonlar ve sitotoksisite olustururlar (Gutteridge 1995; Valko ve ark., 2004;
Franco ve ark., 2009). Oksidatif DNA hasarinin c¢esitli hastaliklarinin ¢esitli
hastaliklarin gelisiminde 6nemli rolii oldugu diistiniilmektedir (Kehrer, 1993; Yu
ve ark., 1997; Toyokuni, 1999; Vaya, 2013). OH' radikali deoksiriboz ve diger
bazlarla kolayca reaksiyona girerek hiicresel degisikliklere sebep olur. 'O, radikali
niikleik asitlerle sinirli oranda tepkimeye girer. O," radikali gii¢lii oksidan 6zelligi
nedeniyle, guanin gibi yiiksek e iceren molekiillerle daha kolay tepkimeye girer.
H,O, ise membranlardan kolayca gecerek hiicre ¢ekirdegine ulasir ve DNA
hasarma, hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina ve hiicre oliimiine yol acabilir
(Gutteridge, 1995; Hemnani ve Parihar, 1998; Valko ve ark., 2004).

Guanin DNA bazlarnn arasinda en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip,
oksidasyona en yatkin baz olarak gosterilmistir. ROT DNA’da c¢ok cesitli
oksidatif baz hasar iiriiniiniin olugsmasina sebep olabilmektedir. Bu hasara ugrayan
bazlar arasinda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) oldukga duyarli ve en
¢ok kullanilan oksidatif DNA hasar1 belirtecidir. Bu {iriin normal oksidatif
metabolizma sirasinda iiretilen endojen ya da eksojen kaynakli ROT tarafindan
DNA’da sekillenen bir mutajendir. Bu nedenle 8-OHAG o6l¢iimii DNA’daki
oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak kabul edilmekte ve oksidatif DNA
hasarini belirlemede en sik kullanilan yontem olarak uygulanmaktadir (Hemnani
ve Parihar, 1998; Fang ve ark., 2002; Valko ve ark., 2007; Valavanidis ve ark.,
2009; Sumathi ve ark., 2014).



Proteinlerin serbest radikallerin hasarindan etkilenme oranlar1 proteini olusturan
aminoasitlerin yapisina gore degiskenlik gosterir. Oksidasyon sonucu proteinlerin
sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler fonksiyonlarini
etkilemektedir. Enzim veya reseptor olan membran proteinleri 6zellikle serbest
radikallerin  modifikasyonuna duyarli olduklar1 i¢in Onemli hiicresel
fonksiyonlarmi kaybetmektedirler (Machlin, 1987; Kehrer, 1993; Headlam ve
Davies, 2003; Marnett, 2003).

Serbest radikallerin etkisiyle oksidasyona ugrayan karbonhidratlardan peroksit,
okzoaldehit yapisinda tiriinler meydana gelmektedir. Okzoaldehitler hiicrenin
yapitast olan DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve g¢apraz bag olusturma
Ozelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler. Yaslanma ve kanser olaylarinda
rolleri oldugu diistiniilmektedir (Droge, 2002; Valko, 2004).

Biyolojik membranlar ve mitokondri, endoplazmik retikulum gibi hiicre igi
organeller, membran fosfolipitlerindeki arasidonik asit, linoleik ve linolenik asit
gibi ¢oklu doymamis yag asitlerinin varligi nedeniyle oksidatif ataklara karsi
duyarlidirlar. Serbest radikallerin ataklari sonucunda hiicrenin membraninin
yapisinda bulunan lipitlerin oksidasyonu ile sonuglanan bu olay lipit
peroksidasyonu (LPO) olarak bilinir. LPO hiicre membranlarinin biitiinligi ve
akiciliginin  bozulmast nedeniyle hiicrenin devamliligi agisindan 6nemlidir
(Halliwell ve Chirico, 1993; Poljsak ve ark., 2013).

LPO fosfolipit, glikolipit, gliserid ve sterollerin yapisinda bulunan ¢oklu
doymamig yag asitlerinin radikaller ile oksidasyonu ile baslayan ve otokatalitik
zincir reaksiyonlar1 seklinde uzayan, reaktif oksijen tiirlerinin etkisiyle alkol,
aldehit, hidroksiasit, etan ve pentan gibi ¢esitli {irtinlere yikilmasini kapsayan
reaksiyonlar dizisidir (Gutteridge ve Halliwell, 1990).

Lipit Peroksidasyonunun Baslama Basamagi

Kuvvetli oksitleyici bir radikal tarafindan ¢oklu doymamis yag asidi i¢eren zarin
metilen gruplarindan hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile baslamaktadir. Yag
asidi zincirinin yapisinda ne kadar cok c¢ift bag varsa hidrojen atomu o kadar
kolay kopar. Olusan karbon merkezli radikaller kararli hale gelebilmek igin
konjuge dien yapisi olustururlar. Bu yapilar oksijenle reaksiyona girerek peroksil
radikalini olustururlar ve bu sekilde peroksil radikalleri diger yag asitlerinden H
kopararak zincirin yeni bir baslatic reaksiyonla yayilmasima sebep olurlar. H”
atomunun koparilmasiyla yag zinciri tizerinde karbon merkezli lipit radikali (L.)
meydana gelir. Burada kuvvetli oksitleyici radikal ¢ogu zaman hidroksil
radikalidir. Singlet oksijen ve nitrik oksitinde LPO baslaticist oldugu
bilinmektedir. Hidrojen atomunun uzaklasmasiyla lipid radikalleri meydana
gelmekte ve bu lipid radikalleri otooksidasyona neden olarak LPO’nun zincir
reaksiyonu seklinde ilerlemesini saglamaktadir. Zincir reaksiyonu kendi kendini
devam ettirme Ozelligi bulundugundan ve geri doniisiimsiiz oldugundan LPO
metabolizma igin en zararli reaksiyonlardandir (Halliwell ve Chirico, 1993;
Gutteridge, 1995; Nikive ark., 2005).

OH.+LH — L.+ H,0O
L +0O, — LOO

Lipit Peroksidasyonunun Yayilma Basamagt



Radikal olusumunu takiben yag asidi zincirindeki c¢ift baglar konjuge dien
seklinde yeniden diizenlendikten sonra O, ile reaksiyona girerek lipit peroksil
radikalini olusturur. Olusan peroksil radikalleri diger yag asilerinden H kopararak
zincirin yeni bir baslatici reaksiyonla yayilmasina sebep olurlar (Halliwell ve
Chirico, 1993; Gutteridge, 1995; Niki ve ark., 2005).

L. +0, — LOO.
LOO.+L’H — L’. + LOOH
L’+0; — L’00.

Meydana gelen lipit peroksil radikali komsu yag asitlerini etkileyerek diger bir
peroksil radikali ile birlesebilir ya da membranda bulunan proteinlerle tepkimeye
girebilir. Ancak bu molekiillerin en énemli 6zelligi kendilerine komsu yag asidi
zincirlerinden H atomlarimi ¢ikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonunu
yaymalaridir. Boylece yan zincirden hidrojen atomunu ¢ikarilmasiyla her
defasinda lipit hidroperoksitleri (LOOH) ve yeni bir lipit peroksit (LOOQ.) radikali
olusmaktadir (Halliwell ve Chirico, 1993; Gutteridge, 1995; Niki ve ark., 2005).

Membran yapisindaki bircok yag asidi zinciri hidrofilik yapidaki lipit
hidroperoksitlere cevrilerek membran biitiinliigiinii, akiciligin1 ve gegirgenligini
onemli 6l¢iide bozar. Lipit hidroperoksitler olduk¢a dayanikli molekiillerdir. Fakat
yilksek sicaklik ve ortamda bulunan demir, bakir gibi metaller lipid
peraksidasyonunu hizlandirarak dallanmasini arttirir. Bakir ve demir iyonlari
Haber-Weis ve Fenton tepkimelerine katilarak O, ve H,0,’den daha reaktif
ozellikte OH' olusumuna sebep olurlar.

2 LOOH Cu*® Fe? LOO +LO +H"+OH

Reaksiyon zincirinin sonlanmasi oksijen konsantrasyonu ve zincir kirici
antioksidanlarin miktar1 gibi faktorlere baghdir (Gutteridge, 1995).

Lipit Peroksidasyonunun Sonlanma Basamagi

Lipid peroksidasyonu LOOH molekiillerinin hem proteinleri veya bazi metal
kompleksleri varliginda siklik peroksitler ya da endoperoksitler iizerinden etan,
pentan, aldehit, peroksitler, alkoller ve hidroksi yag asitleri gibi ¢esitli lirlinlere
bozulmasiyla sonlanir (Gutteridge, 1990). Bu sitotoksik {irtinler makrofajlarin
hareketini bloke etme, proteinlerin g¢apraz baglanmasina yol agarak protein
sentezini inhibe etme gibi hiicre lizerinde oldukga zararli reaksiyonlara sebep
olmaktadir. LPO’nun sonlanma basamaginda olusan en Onemli {riin
malondialdehittir (MDA). Bunun yaninda 4-hidroksinonenal (HNE), 4-
hidroksihekzenal gibi aldehit yapili bilesikler alkoksil ve peroksil radikalleri gibi
ara ve son Uriinler de protein ve enzimlerin yapilarii bozarak sitotoksik etki
gosterirler. Ug veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu ile
olusan MDA, membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve c¢apraz
baglanmalarina sebep olarak membranin iyon transportu, enzim aktivitesi gibi
membran Ozelliklerini degistirebilir. Ayrica hiicre membranindan kolayca gegcip,
DNA bazlar ile tepkimeye girerek DNA kromatinlerinde kopmalara, sarmal
kirilmalara neden olabilir (Esterbauer ve ark., 1991; Gutteridge, 1995; Niki ve
ark., 2005; Niki, 2014).
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MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik yada kantitatif bir indikat6érii olmamakla
birlikte lipit peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir korelasyon gostermesi
sebebiyle organizmada olusan LPO diizeyini 6l¢mek icin MDA seviyelerinin
ol¢timii, siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu metot MDA ile tiobarbitiirik asitin
(TBA) reaksiyonu temeline dayanmaktadir. MDA, TBA ile pembe renkli bir
kompleks olusturmakta ve olusan bu ¢dzeltinin absorbans degerlerinden LPO’nun
derecesi saptanmaktadir (Halliwell, 1995; Niki, 2014).

LPO sonucunda meydana gelen lipid peroksi radikalleri, lipid hidroperoksitler,
MDA gibi bozunma iiriinleri hiicre membranlari, organaller ve enzimler iizerine
yikict etki gosterirler. Hiicre membranlarinin permabilitesi ve viskozitesi degisir.
Bu degisim membranin, Ca* gibi iyonlara kars1 gecirgenligini artirir. Hiicre ici
serbest Ca™ artigina bagl olarak artan fosforilaz aktivitesi fosfolipit kaybinin
artmasina, membran geg¢irgenliginde degisiklik ve potansiyel kaybina bagh toksil
etkide artisa, proteaz aktivasyonu ile proteolitik etkinin siddetlenmesine, katabolik
enzimlerin aktivitesinde artisa ve endoniikleaz aktivitesi ile DNA kirilmalarina
yol agmaktadir. Lipit peroksidasyonu organizmada yer alan bir¢ok yapiya ve
bunlarin fonksiyonlarina zarar vermekle birlikte, katarakt,diyabet, romatoid artrit,
ateroskleroz, alzheimer, parkinson, kronik inflamatuar hastaliklar, hepatit ve
karaciger hasarlar1 gibi pek ¢ok hastalikta rolii oldugu diisiiniilmektedir (Kehrer,
1993; Mates ve ark., 1999; Saeidnia ve Abdollahi, 2013; Bradley ve ark., 2015;
Yoshida ve ark., 2015).

Antioksidan Savunma Sistemleri

Canlilarda serbest radikallerin olusumunu ve meydana getirdikleri hiicresel
hasarlar1 6nlemek ve bu mekanizmay1 dengede tutmak amaciyla fizyolojik olarak
cesitli endojen antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir (Halliwell, 1999).
Antioksidanlar, etkilerini serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma
veya daha zayif yeni molekiile ¢evirme seklinde toplayict olarak; serbest oksijen
radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya
inaktif sekle doniistiirmek suretiyle baskilayici olarak; serbest oksijen radikallerini
baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etki ile zincir kirici olarak;
serbest radikallerin olusturduklar1 hasar1 azaltmak amaciyla onarici olarak;
peroksitleri alkol gibi radikal olmayan iirlinlere ¢evirerek temizleyici olarak
gostermektedirler (Fang ve ark., 2002; Halliwell, 2009; Kalyamanaran, 2013).

Antioksidanlar hiicre lokalizasyonuna gore intraselliiler antioksidanlar (SOD,
KAT, GSH-Px), ekstraseliiler antioksidanlar (albumin, vitamin C, iirat) ve
membran antioksidanlar1 (Vitamin E, vitamin A) olarak da gruplandirilabilir.
Cesitli  Ozellikteki serbest radikaller i¢in hidrofilik ve lipofilik yapida
antioksidanlara ihtiya¢ vardir. Hidrofilik 6zellikteki antioksidanlar sitozolde ve
ekstraseliiler sivida, lipofilik ozelliktekiler ise hiicre membranlarinda ve
lipoproteinlerde bulunurlar (Blokhina ve ark., 2003; Valko ve ark., 2007).
Antioksidanlar hiicresel lokalizasyonunun yani sira fonksiyonlarima gore de
siiflandirilabilirler.

Enzimatik Antioksidanlar

Bu grupta siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon
S-transferazlar (GST), katalaz (KAT), mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi,
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hidroperoksidaz bulunmaktadir. Dolayli olarak antioksidan etkinlik gosteren
yardimet enzimlere 6rnek olarak da NADPH transport sistemleri, NADPH-kinon
oksidorediiktaz, epoksit hidrolaz konjugasyon enzimleri, glutatyon rediiktaz,
glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD), gamaglutamiltransferaz (GGT) verilebilir
(Gutteridge ve Halliwell, 2010).

Stiperoksit Dismutaz

Stiperoksit Dismutaz O;" serbest radikalini hizli bir sekilde O’e ve H,O,’e
dontstiirerek  O,” radikalini ortamdan Kkatalitik olarak uzaklastiran bir
metalloenzimdir (Liochev ve Fridovich, 2010).

20, + 2H SOD H,O, + O,
—_—

Bu dismutasyon reaksiyonu O~ radikalinin anyon ve katyon formlarinin esit
oranda bulundugu pH 4.8’de kendiliginden gerceklesir. Bu reaksiyonun hiz sabiti
yaklagik 10> M*s™" dir. Ancak fizyolojik sartlarda pH degeri 7.35-7.45 arasinda
iken bu reaksiyon ¢ok daha yavas gerceklesmesi gerekirken SOD enzimi
varliginda reaksiyon hiz sabiti 10° M's™" ye ¢ikmaktadir (Liochev ve Fridovich,
2003; Cherubini 2005; Kalyanaraman 2013).

Fe? + H,0, —————% Fe™ + OH + OH" (Fenton Reaksiyonu)
0, + 2H,0, Fe'? 'O, + OH" (Haber-Weiss Reaksiyonu)
—

O radikali ekstraseliiler ortamda yiiksek oranda iiretilmesine ragmen intraseliiler
diizeyi SOD enzimi sayesinde diisiik tutulur. SOD enzimi membrani gecemeyen
O, radikalini membrani kolaylikla gecebilen H,O;’ye déniistiiriir. H,0, ise gecis
metal iyonlart varliginda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu ile aktif OH-
radikaline doniismektedir. Bu nedenle SOD aktivitesindeki asir1 artis asirt HyO;
birikmesine yol agacaktir ki bunun da ancak KAT, GSH-Px enzimlerinin artan
aktiviteleri ile kontrol altinda tutulabilecegi disiiniilmektedir (Mates, 2000;
Johnson ve Giulivi, 2005).

Insanlarda SOD enziminin ii¢ tipi bulunmaktadir. Bunlar, ¢ogunlukla sitozolde
bulunan dimerik, Cu ve Zn igeren izomer CuZn-SOD; mitokondride bulunan
tetramerik Mn igeren izomer Mn-SOD ve ekstraseliiler ortamda bulunan Cu ve Zn
iceren izomer EC-SOD’dir (Mates,2000; Kalyanaraman 2013).

Biitiin SOD enzimlerinde enzimin aktif kisminda bulunan metal iyonu tane O;~
molekiilii arasindaki elektron transferinden sorumludur (Miller, 2004).

Katalaz

1900°li yillarin basinda biyokimyada ilk kesfedilen enzimlerdendir. Loew bu
enzimi H,0O tizerindeki katalitik etkisinden dolay1 katalaz olarak isimlendirmistir
(Chelikani ve ark., 2004).

Katalazlar tetramerik yapida enzimlerdir. Hem grubu Katalitik aktiviteden
sorumludur. Her alt iinite ayn1 zamanda enzimi kendi substratt H,O,’ e Kkarsi
koruyan bir molekiil indirgenmis NADPH igerir (Mates, 2000). KAT hayvanlarda
tiim organlarda bulunur, ancak 6zellikle karaciger ve eritrositlerde yogunlasmistir.
Hiicre iginde ise baslica peroksizomlarda yerlesmislerdir ve mitokondri,
kloroplastlar ve endoplazmik retikulumda da az miktarda bulunurlar (Kirkman ve
Gaetani, 2007).
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Glutatyon Peroksidaz

GSH-Px enzimi, ilk kez 1957 yilinda Mills tarafindan memeli eritrositlerinde
kesfedilmistir. Dort alt tiniteden olusan, her alt iinitesinde bir tane Selenyum
atomu igeren tetramerik yapili bir enzimdir. Selenyum GSH-Px aktivitesi igin
gereklidir ve enzimin aktivitesi kan selenyum seviyesine baglidir. H,O,’in
detoksifikasyonundan sorumlu olup mitokondri matriksinde ve sitozolde lokalize
olan GSH-Px oksidatif strese karsi viicut savunmasinda goérev alan Onemli
antioksidanlardandir (Arthur, 2001; Branco ve ark., 2012). GSH-Px tipki KAT
enziminin yaptig1 gibi SOD’1n etkisiyle ortamda olusan H>O,’in suya ¢evrilmesini
gerceklestirir.  Etkisini sadece H»O, iizerinde degil aynmi zamanda lipit
hidroperoksitleri tizerinde de onlar1 suya ve alkole ¢evirerek gostermektedir. H,0;
dahil cesitli hidroperoksidlerin yikimimi GSH’in oksidasyonu yoluyla katalizler.
Okside glutatyon (GSSG) ise GSH-Rd enzimi araciligiyla tekrar GSH’a indirgenir
(Battin ve Brumaghim, 2009; Halliwell, 2009; Straliotto ve ark 2013).

Glutatyon Rediiktaz

GSH-Rd enzimi iki protein alt {initesi i¢erir ve her bir alt linite aktif bolgesinde
FAD bulundurur. NADPH, FAD’i indirgemekte ve bu FAD’deki elektronlar da
GSSG’daki distlfiir (-S-S-) kopriisiine aktarilarak disiilfiir bagi kirilmakta ve
molekiil GSH haline donistiriilmektedir (Carlberg ve Mannervik, 1975;
Andersen ve ark., 1997).

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi oksidatif strese karsi tek basina veya
enzimatik antioksidanlarla birlikte yanit veren glutatyon (GSH), vitamin E (a-
tokoferol), vitamin C (Askorbik asit), karotenoidler, retinol, bazi flavanoidler
(rutin, resveratrol, kersetin) ve melatonin gibi enzimatik Ozellikte olmayan
antioksidan grubudur (Kehrer, 1993; Mates, 2000).

Glutatyon (GSH)

L-glutamik asid (y-Glu), L-sistein (Cys) ve glisinden (Gly) sentezlenen diisiik
molekiil agirlikli (MA:307) bir tripeptit olan GSH organizmada indirgenmis
glutatyon (GSH) ve okside glutatyon (GSSG) olarak iki formda bulunur. Onemli
bir indirgen olan GSH, bu 6zelligi sayesinde serbest radikallerin zararl etkilerinin
giderilmesinin yani sira protein yapisindaki -SH gruplarimi indirgenmis halde
tutarak pek c¢ok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engeller (Singhal ve ark.,
1987; Sies,1999). GSH viicutta en fazla karacigerde, hiicre iginde ise en fazla
sitozol, mitokondri ve niikleusta bulunur. Hiicre i¢i glutatyonun biiyiik boliimii
tiyol (indirgenmis GSH) formunda, daha az oranda ise okside disiilfiir (GSSG)
formunda bulunur (Anderson ve Meister, 1980; Meister,1988; Griffith, 1999;
Jones ve ark., 2000).

GSH, Se-GSH-Px ve dehidroaskorbat rediiktaz enzimlerinin substrati olmasinin
yaninda OH" ve singlet O, temizleyicisidir. GSH, ayn1 zamanda c¢esitli peroksidler
ve serbest radikaller icin indirgeyici 6zelliktedir. Serbest radikallerin indirgenmesi
non-enzimatik olarak yiirimekte iken, peroksidler GSH-Px’lar tarafindan
indirgenmektedir. Hidropeoksidler ve H,O, lerin GSH-Px ile metabolizmasi
GSH’un oksidasyonu ile ilgilidir. GSSG, GSH-Rd tarafindan indirgenir ve
NADPH varliginda GSH yeniden olusur (Mates, 2000; Hudson ve ark., 2015).
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H,0, (ROOH) + 2 GSH — GSSG + 2H,0 (ROH)

Karaciger ve diger organlarda GSH ve GSSG arasindaki denge GSH-Rd ve GSH-
Px enzimleri tarafindan diizenlenmektedir (Sies, 1999).

NADPH SSG 2H,0 (ROH)

GSH
Sekil 1. GSH GSSG Dongiisii (Sies, 1999)

a-tokoferol (Vitamin E)

Ik kez 1922 yilinda Evans ve Bishop tarafindan kesfedilen vitamin E (-
tokoferol), yagda coziinebilen ve antioksidan ozellikte bir vitamindir. Farkli
tiirleri olmasina ragmen hepsinin ortak 6zellligi yapilarinda tokol ¢ekirdegine
sahip olmalaridir. Tokol c¢ekirdeginde bulunan aromatik halkadaki (kroman
halkas1) metil gruplarinin yerlerinin ve sayilarinin degismesiyle a-, -, y-, and d-
tokoferoller ve a-, B-, y- ve o-tokotrienoller olmak iizere en az 8 farkli gesit ortaya
cikar. Dogada en fazla bulunan ve biyolojik aktivitesi en ¢ok olan a-tokoferoldur
(Burton ve Traber, 1990; Lodge, 2005). Hiicre membranlarinin fosfolipid tabakasi
ve plazma lipoproteinleri (LDL) o-tokoferol hiicre membranlarinin fosfolipit
tabakasinda bulunan yagda c¢oziinen zincir kirict ozellikte —antioksidandir.
Peroksil radikallerini ortadan kaldirmak suretiyle LPO’nu engelleyerek zincir
kirict etki olusturur (Marchioli ve ark., 2000). Membran lipidlerinin zarar
gormesini engeller ve serbest radikalleri stabil hale getirir (Sies ve Stahl, 1995). a-
tokoferol zincir kirici reaksiyonda peroksil ve alkoksil radikali ve askorbik asitle
bir hidrojen atomu verir, bdylelikle kendisi oksitlenir ve tokoferol-O
(kromanoksil) radikaline doniisiir. Kromanoksil yan zincirlere saldiramadigi igin
zincir reaksiyonu durur. Kromanoksil radikali, membran yiizeyinde hiicrenin sulu
fazindaki C vitamini ile reaksiyona girerek yine a-tokoferole doniisiir. Ayrica
GSH da E vitamininin rejenerasyonunda rol oynar (Wefers ve Sies,1988; Beyer,
1994; Brigelius-Flohe ve Traber, 1999; Niki, 2005).

Askorbik Asit (Vitamin C)

Suda ¢o6ziinen en Onemli antioksidandir (Glen King, 1953). Askorbik asit
plazmada lipit hidroperoksitlerin olusumunu 6nlemek amaciyla bulunur (Frei ve
ark.,1988). Suda ¢oziinebilen vitaminlerin igerisinde en kararli yapiya sahip olan
askorbik asit, yapisindaki ¢ift bagli karbon atomu sebebiyle yiiksek potansiyelde
antioksidan aktivite gostermektedir. Askorbik asit organizmada birgok
hidroksilasyon reaksiyonlarinda kuvvetli indirgeyici olarak gdrev yapar
(Banhegyi ve ark., 1997). Askorbik asit direkt olarak membran lipit
peroksidasyonu etkilememekle birlikte o-tokoferoksi radikalinin o-tokoferole
indirgenmesini saglayarak, vitamin E’nin geri doniisiimiinde gérev alir. Boylece
vitamin E ile birlikte etkin bir sekilde LDL’yi oksidasyona kars1 korur (Beyer,
1994; Rock ve ark., 1996; May, 1998; Carr, 2000).
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Karotenoidler

Karotenoidlerin yaklasik %10°dan az bir kismi retinole metabolize olmakla
birlikte memelilerde A vitamin prekiirsorii olarak gorev yapmaktadir. Beta
karoten, likopen, lutein, ve alfa karoten insan plazmasinda yiiksek oranda goriilen
karotenoidlerdendir. Karotenoidler hiicreyi triplet molekiilleri ve singlet oksijeni
stipiirerek, OH", peroksi ve alkoksi radikalleriyle de dogrudan reaksiyona girerek
lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu onleyerek, serbest radikalleri inhibe
ederek, oksidatif stresten korumaktadirlar. (Sies ve Stahl, 1995; Rock ve ark.,
1996; Rock, 1997; Edge ve ark., 1997; Paiva ve Russel, 1999).

Polifenoller

Polifenoller, ¢esitli sebze ve meyvelerde bulunan antioksidan etkili bilesikler olup
insan diyetinin 6nemli bir parcasidir. Kimyasal yapilarina gore ¢esitli gruplara
ayrilsalar da hepsinin ortak 6zelligi molekiillerinde birden fazla fenol grubu
tagimalaridir (Signorelli ve Ghidoni, 2005). En 6nemli gruplar; flavonoidler,
stilbenler, fenolik asitler, benzokinonlar, asetofenonler ve ligninlerdir (Bravo,
1998). Bu gruplar da kendi altlarinda alt gruplara ayrilmaktadir. Polifenolik
bilesiklerden ozellikle flavonoidler, metal selasyonu yaparak ve NADPH ve
ksantin oksidaz gibi enzimleri inhibe ederek serbest radikallerin olusumunu
engellemek veya dogrudan serbest radikalleri ortamdan uzaklastirmak suretiyle
antioksidan aktivite gosterirler (Tsao, 2010).

Polifenolik yapidaki bilesiklerin arasinda en ¢ok incelenen fitokimyasallar,
tizimde bulunan resveratrol, yesil ¢cayda bulunan epigalatlar, zerde¢alda bulunan
kurkumin, soya, lutein, B-karoten, likopen gibi bilesiklerdir (Y1lmaz, 2010).

Resveratrol

Resveratrol (3,4°,5-trihidroksistilben), travmatik zedelenme, uv 1s1gina maruziyet
ya da fungal enfeksiyona (Botrytis cinerea) karsi cevap olarak bazi bitkiler
tarafindan sentezlenen non-flavonoid yapida polifenolik bir fitoaleksindir
(Fremont, 2000). Fitoaleksinler patojenik mikroorganizmalara karsi bitkiler
tarafindan korunma amagli sentezlenen kimyasal maddelerdir, bitkisel
antibiyotikler de denilebilir. Resveratrol stilben fitoaleksinlerin en aktif
bilesigidir. Resveratrol ilk defa 1939°da tibbi bir bitki olarak kullanilan Veratrum
grandifolium reginelerinde M.Takaoka tarafindan tanimlanmis olup, adin
Veratrum tiirlerinden elde edilen rezorsinolden almistir. Japonya ve Cin’de halk
arasinda geleneksel ayurvedik tedavide kullanilan Polygonum cuspidatum (Kojo-
kon) koklerinin de yiiksek oranda resveratrol icerdigi bilinmektedir (Fremont,
2000; Signorelli ve ark., 2005). Resveratrol cis ve trans stereoizomerleri seklinde
bulunur. Bitkilerde yaygin olarak trans izomeri bulunur. Trans-resveratrol ilk defa
1976°da Langcake ve Pryce tarafindan Vitis Vinifera yapraklarinda, uv 1s1gma
maruziyet ya da fungal enfeksiyona (Botrytis cinerea) karsi cevap olarak tespit
edilmistir (Soleas ve ark., 1997; Fremont, 2000; Catalgél ve ark., 2012). Uziim,
cam agaci1 ve baklagiller basta olmak tizere, Resveratrol 72 farkl bitki tarafindan
iretilmektedir. Vitis vinifera (asma), Polygonum cuspidatum (Kojo-kon kokleri),
Pinus sylvestris (sarigam), Veratrum grandiflorum (¢dpleme), Okaliptus, Pistacia
vera (Antep fistig1), Arachis hypogea (yer fistig1), Morus rubra (kirmizi dut),
Artocarpus (ekmek agaci) tiirleri, Rheum Veratrum tiirleri, Cassia tiirleri,
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Vaccinum tiirleri (yaban mersini) bunlardan en Onemlileridir (Soleas ve ark.,
1997; Sun ve ark., 2002; Namasivayam, 2011; Catalgol ve ark.,2012; Kasiotis ve
ark., 2013).

Resveratrolun Kimyasal Yapisi

Trans 3,4°,5-trihidroksistilben olarak adlandirilan resveratroliin, molekiil formiilii:
CusH1,03 ve molekill agirhigr: 228,25 daltondur. Bitkilerde polifenoller,
resveratrol de dahil genelde glikozit yapisindadir. Bu nedenle resveratrol, 3-O-
Beta glikozit “piceid” olarakta bilinir ve cis, trans izomerlerin adlar sirasiyla cis-
piceid ve trans-piceid’dir. Bunun yaninda dogal analoglar1 ve konjugatlar1 da
vardir (Fremont, 2000; Baur ve Sinclair, 2006; Delmas ve ark., 2011).

HO | N
Z OR
OH
R=H trans-Resveratrol R=H cis-Resveratrol
R =Glc trans-Piceid R =Glc cis-Piceid

Sekil 2. Resveratroliin Kimyasal Yapis1 (Bradamante ve ark., 2004)

Resveratroliin Farmakokinetigi

Resveratroliin oral yolla alindiktan sonra %50-98 oraninda non-kovalent baglarla
albumine, LDL ve hemoglobine baglanarak kanda tagindigi in vitro olarak
gosterilmistir (Wenzel ve Somoza, 2005). Insanlarda ise resveratroliin %50
oraninda plazma proteinlerine baglandigi saptanmistir (Burkon ve Somoza, 2008).
Hepatoblastoma hiicrelerinde resveratroliin kinetik karakteriyle ilgili yapilan bir
caligmada (Delmas ve ark., 2011), resveratroliin hiicre igine asil olarak tasiyici
aracilt gecis ve pasif difiizyonla alindigi ¢esitli yontemlerle gosterilmistir.
Resveratrol albumine baglanip kompleks olusturduktan sonra, membran
reseptorlerince bu kompleksin tutulup, bu reseptorler tarafindan serbest
resveratroliin hiicre membrania dogru saliverildigi diistiniilmektedir (Jannin ve
ark., 2004; Langon ve ark., 2007; Delmas ve ark., 2011). Resveratroliin degisik
dozlarda ve uygulama siirelerinde yapilan biyoyararlanim ¢alismalarinda, oral
yolla alindiktan sonra hizla barsaklardan emilerek bir saat gibi kisa siirede
dolagima ge¢ip Karaciger, bobrek, kalp ve beyin basta olmak {iizere cesitli
organlara dagildigi gosterilmistir (Delmas ve ark., 2011). Oral yolla 25 mg
verildiginde en az % 70’inin emildigi bildirilmistir (King ve ark., 2006).
Biyotransformasyonu esasen karaciger mikrozomlarinda ve az miktarda da
barsaklarda olur. Resveratrol, faz-1 reaksiyonlari; aril hidroksilazlarla ve sitokrom
P-450 enzim sistemini de kapsayan enzimlerle oksidorediiksiyon reaksiyonlarina
ugrar. Olusan reaktif gruplar Faz-II reaksiyonlar1 ile glukiironit ve siilfat
konjiigatlar1 seklinde idrarla atilir. Resveratrol oral olarak alindiktan sonra
karaciger ve barsak epitel hiicrelerinde hizla glukuronid ve siilfat konjugatlarina

16



doniliserek metabolize olmaktadir. Ancak dolasimda degismemis RES miktari
%1‘den daha az iken, konjugatlar1 yirmi kat daha fazladir (King ve ark., 2006;
Walle, 2011). Cesitli bulgulara gore resveratroliin ana metabolitlerinin: RES-
monoglukiironit, RES-monosiilfat, dihidro-RES ve dihidro-RES monosiilfat
oldugu tespit edilmistir (Piver ve ark., 2004; Wang ve ark., 2005; Baur ve
Sinclair, 2006 ).

Resveratroliin Biyolojik Aktiviteleri

Ik olarak etkinligi 1992°de Fransiz Paradoksu ile iinlenmis olsa da resveratrol
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, iskemik hasarlar gibi ¢ok c¢esitli hastaliklarin
olusumunu yavaglatmak veya onlemekle birlikte strese karsi adaptojenik etki,
norodejeneratif hastaliklara karsi koruyucu etki ve Omriin uzamasina destek
olarak da etki gostermektedir (Sun ve ark., 2002; VVang ve ark., 2011).

Antioksidan aktivite

Viicudun oksijen kullanimi sirasinda serbest radikallerin etkisiyle reaktif oksijen
ve nitrojen tiirleri olugmaktadir. Olusan bu serbest radikaller DNA, protein, lipit
ve karbonhidratlarda yapisal bozulmalara neden olarak hiicre membraninin
yapisini ve fonksiyonunu bozup ¢esitli dejeneratif hastaliklara yol acabilmektedir.
Ozellikle hiicre membraninda bulunan doymamus yag asitleri serbest radikallerin
oksidatif ataklarina karsi ¢ok duyarlidir. Bu ylizden serbest radikallerin kanser,
ateroskleroz, artrit, diyabet, amiloidoz, psikiyatrik bozukluklar, senil demans ve
hipertansiyon gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadigi diistiniilmektedir
(Kehrer, 1993; Maritim ve ark., 2003; Niki ve ark., 2005; Pandey ve Rizvi, 2011;
Marchi ve ark., 2012; Poljsak ve ark., 2013). Antioksidanlar reaktif oksijen
olusumunu Onlemek veya olusan reaktif oksijen tiirlerini siiplirerek oksijenin
neden oldugu zararlar1 hiicresel diizeyde engellemek ve dejeneratif hastaliklarin
olusumunu durdurmak suretiyle etki gosterirler (Halliwell, 2012). Resveratrol,
giiclii bir antioksidandir. En ¢ok bilinen antioksidanlar olan C vitamininden ve E
vitamininden ¢ok daha giiglii serbest radikal siipiiriicii etkisi ile antioksidan
aktivite gosterir (Soares ve ark., 2003). Resveratroliin serbest radikalleri
temizleyerek, metal iyonlarin1 baglayarak ve enzim ekspresyonunu diizenleyerek
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde ve Onlenmesinde etkin rol oynadigi
gosterilmistir (Pandey ve Rizvi, 2011). Bunun yani sira resveratrol diger
polifenolik bilesikler gibi endotelyal nitrik sentetazi (eNOS) aktive ederek
glutatyon diizeyini arttirarak, NADPH ve ksantin oksidazi inhibe ederek patolojik
durumlarda yararli olabilirler (de la Lastra ve Villegas, 2007). Bu islevleri ile
polifenolik bilesikler vaskiiler tonusu diislirebilmekte, mitogenezi 6nleyebilmekte
ve trombosit adezyonu ve agregasyonunu inhibe edebilmektedir (Rodrigo ve ark.,
2011a).

Resveratrol antioksidan etkisini OH ve O, radikallerini siipiirerek, OH
radikalinin neden oldugu lipit peroksidasyonunu inhibe ederek, OH" ile H,O,’in
neden oldugu DNA hasarin1 6nleyerek ve protein oksidasyonunu engelleyerek
gosterir. Ayrica endojen serum antioksidan kapasitesini arttirdigi da ¢esitli
caligmalarla gosterilmistir (Olas ve ark., 2006; de la Lastra ve Villegas, 2007).
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Resveratrol lipit peroksidasyonunun son basamak iiriinlerinden olan MDA
olusumunu engelleyerek antioksidan aktivite gostermektedir (Pandey ve Rizvi,
2011).

Radikal siipiiriicii etkisi metabolitleri arasinda degiskenlik gostermekle birlikte bu
degiskenligin nedeninin trans-resveratrollerin para-hidroksil grubunun meta-
hidroksil grubu igeren analoglarina oranla daha fazla ROT siipiiriicii etKisi
oldugunu gosterilmistir (Stojanovic ve ark.,2001).

Yapisindaki ¢ift aromatik grup OH' radikalini siipliriicii etkisinin C vitamin ve E
vitaminine gore daha fazla olmasini saglamaktadir (Soares ve ark., 2003; King ve
ark., 2006; Giilgin, 2010). Chanvitayapongs ve arkadaslarin (1997) yaptigi bir
calismada trans-resveratrol ve vitamin C ve/veya vitamin E’nin birlikte
kullaniminin tek bagina bu antioksidanlarin kullanimima oranla daha yiiksek
oranda hiicre koruyucu etkiye sahip olduklari gosterilmistir.

Resveratroliin canli hiicrelerde oksidatif stresin toksik etkilerine karsi hiicre
membranin1  korumak suretiyle etki gosterdigi tespit edilmistir. Sun ve
arkadaglarinin (1997) agir metal iyonlarina ve serbest radikal atagina kars1 hassas
olan, ayn1 zamanda dopaminerjik noral hiicre modeli olan PC12 (rat adrenal
feokromositoma) hiicrelerini kullanarak yaptiklari bir ¢alismada, demir iyonlari ve
etanolle lipit peroksidasyonuna maruz birakilan PC12 hiicrelerinde, resveratroliin
oksidatif strese karsi hiicreleri koruyucu ve doku hasarini Onleyici o6zellikte
oldugu gozlenmistir. Resveratroliin serbest radikallerden H;O;’i baglayarak,
oksidatif stres sonucu uyarilan epitel hiicre apoptozunu engellenmesine bagl
olarak vaskiiler oksidatif stres direncini arttirdig1 saptanmistir. Bunun yani sira,
resveratroliin Uv ile uyarilmis DNA hasarini glutatyon peroksidaz, katalaz ve
oksijenaz-1 ekspresyonunu arttirak Onledigi  gosterilmistir. Bu  bulgular
resveratroliin kardiyovaskiiler sistem tizerindeki olumlu etkilerinin antiapoptotik
ve antioksidan aktivitesine bagli oldugunu gostermektedir (Ungvari ve ark.,
2007).

Resveratrol, nitrik oksit araciligiyla da kardiyovaskiiler sistemde 6nemli rol
oynamaktadir. Nitrik oksit diisiik dozlarda vazodilatasyon olusturdugu i¢in
kardiyovaskiiler sistemin diizenlenmesinde yararli iken reaktif o6zelliklerinden
dolayr tiimor olusturma ve vaskiiler invazyonla iligkili olarak yiiksek dozlarda
olumsuz etkiler gostermektedir. Nitrik oksit, vaskiiler diiz kaslar1 gevseterek kan
akimin1 arttirmakta ve antiagregan etkileriyle trombojenik ve aterojenik
siireclerini inhibe etmektedir. Endotel hiicrelerindeki nitrik oksit tiretimi
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) tarafindan gerceklesmektedir. Yapilan bir
calismada mikrogliyal hiicrelerde resveratrol ve oksiresveratroliin nitrozatif ve
oksidatif stres Tlzerine etkileri arastirilmis farkli hayvan modellerinde,
resveratrolin  farmakolojik dozlarinda eNOS diizeylerini ve nitrik oksit
biyoyararlanimini arttirdigi saptanmistir (Lorenz ve ark., 2003). Dolayisiyla,
resveratroliin kardiyovaskiiler sistem iizerindeki etkileri nitrik oksit olusumunu
arttiricr etkisiyle agiklanabilir (Nakata ve ark., 2012).

Asir1 ROT iiretimi hiicresel makromolekiillerde (lipit, protein ve niikleik asitler)
cesitli oksidatif degisikliklere sebep olmaktadir. ROT kaynaklit DNA hasar1 baz
modifikasyonlari, seker hasari, zincir kirilmalar1 seklinde DNA {izerinde oksidatif
lezyonlar olusturmak suretiyle mutajenezis, onkojenezis ve yaslanma seklinde
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gozlenmistir. Gen transkripsiyonunun oksidanlar, antioksidanlar ve hiicre igi
redox durumu tarafindan regiile edildigi géz oniinde bulundurulacak olursa ROT,
cesitli tipte mutasyonlar1 tetikleyerek protein hasarmma da sebep olabilir
Resveratrol antioksidan etkisini serbest radikal siipiiriicii ve c¢esitli antioksidan
enzimlerin etkisini kolaylastirmak suretiyle gosterir. Resveratroliin antioksidan
ozelligi fenolik hidroksil gruplarinin yiikseltgenme-indirgenme Ozellikleri ve
kimyasal yapilarindaki elektron degisimlerinden kaynaklanmakla birlikte yiliksek
dozlarda alindiginda prooksidan etki gosterdigi yapilan ¢esitli calismalarda ifade
edilmistir (Ahmad ve ark., 2005; de la Lastra ve Vilages, 2007; Saeidnia ve
Abdollahi, 2013).

Zini ve arkadaslar1 (1998) yaptiklar1 bir ¢alismada resveratroliin dogal antioksidan
roliinii ii¢ farkli mekanizma ile agiklamaktadir. Bunlardan biri koenzim Q ile
yarismak suretiyle reaktif oksijen tiirleri olusum yerinde oksidatif zincir
kompleksini  azaltmaktir. Digeri mitokondrideki superoksit radikallerini
yakalamak, sonuncusu ise Fenton reaksiyonu {iriinleri tarafindan indiiklenen lipid
peroksidasyonunun inhibisyonudur. Farkli ¢alismalarda resveratroliin hem
stiperoksit hem de hidroksil radikalini yakalama yeteneginin oldugu gosterilmistir.
Ancak bu 6zellik pek ¢ok giiclii antioksidandan daha zayiftir (Neves ve ark.,
1999; Martinez ve Moreno, 2000; Baur ve Sinclair, 2006; Giilgin, 2010).
Resveratrol in vitro zayif ROT yakalayicist olmasma ragmen in vivo giicli
antioksidan ozellik gosterir. Resveratroliin in vivo antioksidan 6zelligi nitrik oksit
sentezini arttirma yetenegi ile glic kazanmaktadir. Resveratrol, eNOS’u aktive
ederek hiicre i¢i savunma sisteminin bir pargasi olan glutatyon diizeyini arttirir.
Bu sekilde resveratrol biyolojik sistemlerde bulunan antioksidanlarin hiicre igi
konsantrasyonlarinin siirdiiriillmesini de saglamaktadir (de la Lastra ve Villegas,
2007). Ayn1 zamanda mitokondriyel solunum zincirinde ve NADPH-oksidaz
enzim sisteminde olusan O~ serbest radikallerini eNOS {izerinden inhibe ettigi
bildirilmistir (Tang ve ark., 2014).

ROT’nin zararli etkilerine karsi dokulari korumak amaciyla SOD,glutatyon
rediiktaz, glutatyon peroksidaz enzim sistemleri de dahil olmak iizere birgok
hiicresel savunma sistemleri devreye girmektedir. Resveratroliin hidrojen peroksit
ile aktive olan insan lenfositlerinde glutatyon miktarini arttirdigi, bagka bir
calismada da insan lenfositlerinde resveratroliin glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz ve glutatyon-S-transferaz gibi glutatyon metabolizmas: ile ilgili
enzimlerin miktarini arttirdig1 gosterilmistir (Das ve Maulik, 2006).

Resveratroliin ayrica hiicrenin yasam siiresi ve canliligini arttiran Sirtuin-1 genini
aktive ederek yasam siiresini uzattig1 ve ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklara karsi
da koruyucu rolii oldugu bildirilmistir (Tyagi ve ark., 2010; Agarwal ve Baur,
2011; Tang ve ark., 2014; Kulkarni ve Canto, 2015).

Ayrica resveratroliin oksidatif hasara bagli gelisen apoptozisi, Swiss 3T3 fare
fibroblastlarinda, sigan feokromositoma (PC12) hiicrelerinde, insan retinal
pigment epitel hiicrelerinde (RPE) engelledigi c¢esitli ¢calismalarda bildirilmistir
(King ve ark., 2006; Shukla ve Singh, 2011; ).
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Sekil 3. Resveratroliin Antioksidan Aktivite Mekanizmasi (de la Lastra ve Villegas, 2007)

Konjuge Dienler

Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Resveratrol ateroskleroz gelisiminden sorumlu diisiikk dansiteli lipoproteinlere
baglanarak lipoprotein peroksidasyonunu inhibe ederek bakirin kataliz ettigi
oksidasyonu azaltarak kardiyovaskiiler sistem {izerinde etki gosterir (Wilson ve
ark.1996; Wu ve Hsieh, 2011). Ateroskleroz patojenezinde resveratrol total
kolesterol ve trigliserit seviyesini azaltirken, yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL)
diizeyini arttirmaktadir (Prasad, 2012). Cesitli calismalarda resveratroliin
kardiyovaskiiler sistem iizerine dogrudan ya da dolayli yollarla etkisini trombosit
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agregasyonunu azaltmak (Pace-Asciak ve ark., 1995; Wu ve Hsieh, 2011),
vazorelaksan aktivite (Naderali ve ark., 2000), ateroskleroz iizerine baskilayici
etki (Bradamante ve ark., 2004), lipit peroksidasyonunu inhibe edici etki (Tyagi
ve ark., 2010), serum kolesterol ve trigliserit diizeylerini iyilestirici etki (Delmas
ve ark., 2005) gostermek suretiyle yaptigi bildirilmistir.

Koroner hastaliklarin risk faktorlerinden biri olan hiperkolesterolemide de
resveratrol diizenleyici etkiye sahiptir. Rocha ve arkadaslarinin (2009) yiiksek
yagli diyete tabi sicanlarin igme suyuna resveratrol ekleyerek olusturduklari
deneysel modelde, resveratroliin sicanlarda lipit profilini diizelttigi, glukoz
seviyesini azalttigi, SOD enziminin etkinligini arttirarak hepatik oksidatif stres ve
okside LDL diizeyini azalttigi saptanmistir. Metabolik sendromda diyabet ve
obeziteye bagli olusan yan etkileri azalttigi gézlenmistir (Petrovski ve ark., 2011;
Szkudelski ve Szkudelska, 2011). Resveratrol adipoz dokuda lipolizi arttirarak
zayiflamaya ve kalori kisitlamasina fayda saglayarak da kardiyoprotektif etki
gostermektedir (Baile ve ark., 2011).

Resveratroliin trombosit agregasyonunda rolii oldugu diisiiniilen lipooksijenaz
tirtinlerini inhibe ederek ve trombosit agregasyonunu inhibe etme fonksiyonu olan
NO salinimini arttirarak antitrombositer aktiviteye neden oldugu diisiiniilmektedir
(Pace-Asciak ve ark., 1995; Olas ve ark., 2006; Gresele ve ark., 2011).

Farkli hayvan modellerinde resveratroliin farmakolojik dozlarinda endotelyal
nitrik oksit diizeylerini ve nitrik oksit biyoyararlanimini arttirdigi saptanmistir
(Nakata ve ark., 2012). Resveratrol, NO aracili olan ve olmayan mekanizmayla
kasilmay1 engelleyerek vazodilator etki gostermektedir (Gresele ve ark., 2011;
Tang ve ark., 2014).

Kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinda reaktif oksijen tiirlerinden O,", OH', H,0;
ve NO 6nemli rol oynamaktadir. O, ve OH' radikalleri daha reaktifken, H,O, nin
membran gecirgenligi daha yiiksektir. Resveratrol vaskiiler oksidatif strese karsi
direnci H,O;’i yakalamak, oksidatif stres kaynakli endotel hiicre oliimiini
engellemek ve antioksidan ve anti-apoptotik 6zellikleri ile kardiyovaskiiler sistem
hastaliklarima karst giiclii koruyucu etkinlik gostermektedir (Catalgol ve ark.,
2012).

Hepatoprotektif aktivite

Karaciger stellat hiicrelerinin aktivasyonunu engelleyen bir bilesigin fibrojenezisi
de engelleyebilecegi diisiincesiyle; RES’iin stellat hiicre proliferasyonu {izerine
olan etkisi arastirtlmis, sonug olarak RES’{in, sinyal ileti yolagini ve hiicre protein
dongiisii  ekspresyonunu inhibe ederek, stellat hiicrelerinin aktivasyonunu
engelledigi bildirilmistir (Fremont, 2000). Kawada ve arkadaglarinin (1998)
yaptig1 calismada resveratroliin lipopolisakkaritler tarafindan stimiile edilen
Kupffer hiicreleri tarafindan iiretilen TNF-alfa ve NO iiretimini inhibe ettigi
bildirilmistir. Yapilan gesitli in vivo ¢alismalarda, hepatik iskemi-reperfiizyon,
etanol toksisitesi, asetaminofen, naftalin, CCl, toksisitesi deney modellerinde
resveratroliin farkli mekanizmalarla karaciger lizerinde koruyucu etki gosterdigi
bildirilmistir (Bishayee ve ark., 2010b; McGill ve ark., 2015).
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Noéroprotektif Aktivite

Resveratrol, streptozosin ile deneysel diyabet olusturulmus siganlarin beyin
hiicrelerinde oksidatif stres belirteci olan lipit peroksidasyonunu azaltarak
noroprotektif etki gostermistir (Ates ve ark., 2007). Travmatik hasar olusturulmus
deney modellerinde, Alzheimer ve Parkinson deney modellerinde de resveratroliin
antioksidan aktivite ile noroprotektif etkisi gosterilmistir (Keskin ve ark., 2009;
Darvesh ve ark., 2010; Vang ve ark., 2011; McCalley ve ark., 2014). Ayrica
saglikl sican ve fare beyinlerinde de MnSOD aktivitesini arttirarak ( Rege ve ark.,
2013) ve glutatyon diizeyini arttirarak (Sinha ve ark., 2002) antioksidan savunma
sistemine destek oldugu bildirilmistir. Siganlarda iskemi sonrasi lipit
peroksidasyonunu azaltmada resveratroliin etkili oldugu da Ren ve arkadaslari
(2011) tarafindan gosterilmistir.

Resveratroliin ~ diyabet sonrasi hafizaya etkisinin, serebral kortekste,
hipokampuste, striatum ve hipotalamustaki AKE aktivitelerine etkisinin test
edildigi bir ¢alismada resveratrol diyabete bagli hafiza kaybini onleyerek AKE
aktivitesini arttirmistir (Catalgdl ve ark., 2012).

Organofosfath Bilesikler

Besin maddelerinin iiretimi, tiiketimi ve depolanmalari sirasinda, besin degerini
bozan ve besinleri yok eden, zarar veren hasereleri, mikroorganizmalari ve diger
zararlilar1 (pestleri) yok etmek i¢in kullanilan fiziksel, kimyasal veya biyolojik
savas maddelerine pestisitler denir (Vural, 1996). Bu grup iginde yer alan ve
boceklere karsi kullanilan insektisitler, tarimsal {retimi arttirmak amaciyla
kullanildigir gibi, bilingsiz kullanimi sonucu insan sagligi i¢in risk faktori
olusturmaktadir (Casida, 2010; Eddleston ve Bateman, 2012; Ozkaya ve ark.,
2013) insektisit grubunun bir {iyesi olan organofosfatli insektisitlerden
tetraetilpirofosfat ilk defa Philippe de Clermont tarafindan 1854’te sentezlenmistir
(Chowdary ve ark., 2014). O zaman bilesigin degeri tam anlasilamamis olmakla
birlikte 1932°de dimetil ve dietilfosfofloridatin senteziyle bilesiklerin yan
etkilerinden yola c¢ikarak pestisidal aktiviteleri Alman Kimyaci Schraeder
tarafindan gosterilmistir. Kisa bir siire sonra Gerard Shraeder ve ekibi sarin,
tabun, soman gibi organofosfat bilesiklerini potansiyel sinir gazi olarak II. Diinya
Savasi swrasinda  gelistirmistir.  Bunu  1947°de  etilparathion, 1949°da
metilparathion ve 1950’de malathionun sentezi takip etmistir. 1970’lerin basinda
kullanimda olan 200°den fazla farkli organofosfatli insektisit bulunmaktadir.
Giliniimiizde daha giivenli yeni gruplarin sentezi ile OF bilesiklerinin kullanim
alan1 gittikge azalmig, dolayisiyla yeni molekiillerin sentezi de yavaglamigstir
(Chambers ve ark., 2010).

Organofosfath bilesiklerinin genel kimyasal 6zellikleri

OF bilesiklerinin genel yapisi ortada bir fosfor atomu ve ¢evresinde 4 atomla
karakterizedir. Genel yapilar1 Sekil 4’te gosterilmistir.
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Sekil 4. Organofosfatlarin Genel Kimyasal Yapilari

OFB genel olarak fosforik asidin amid veya tiyol tiirevleri olup, fosfor
molekiiliine bagh X (ayrilan grup) bilesigin 6zelliklerini belirlemektedir. OFB X
pozisyonunda tasidiklar1 molekiillere gore gesitli gruplara ayrilmaktadir. Burada
Rive R; fosfora dogrudan veya (-O-) veya (-S-) ile baglanabilen alkil gruplarini
ifade etmektedir. R; dogrudan, R, ise (-O-) veya (-S-) bagi ile (P) a baglaninca
"fosfonat” olarak isimlendirilmektedir. Karbon atomu (C), fosfora (P), amino (-
NH) grubu ile baglandiginda fosforoamidat tipi organik fosforlu insektisit ortaya
cikmaktadir. (X) ise substitiie veya dallanmis alifatik, aromatik veya heterosiklik
bir grup olabilmektedir (Costa, 2006). OFB Ry, R; yan dallarina gore de alt dallara
ayrilmaktadir. Bir gogunun yapisinda fosfora ¢ift bagli siilfiir atomu vardir. Bunlar
fosforotiyoatlar olarak isimlendirilir (Chambers ve ark.,2010). Bunlarin toksik
hale gelmeleri i¢in P=S grubunun P=0 grubuna doniismesi gerekmektedir. Ciinki,
yalnizca P=O grubu bulunan bilesikler asetilkolinesterazi baskilayabilmektedir.
Oksidatif desiilfiirasyon olarak adlandirilan bu reaksiyon karacigerde sitokrom
P450 enzimleri tarafindan katalizlenmektedir. Malathion ve Parathion’un oksidatif
tirlinleri malaokson ve paraokson’dur (lyer ve ark., 2015). Bununla birlikte sinir
gazlari (Sarin, Soman, Tabun) yapilarinda P=0O grubu buldurdugundan toksik hale
gelmeleri i¢in oksidatif desulflirasyona gerek yoktur, asetilkolinesteraza direkt
baglanip dakikalar iginde etki gostermektedirler (Worek ve ark., 2005; Costa,
2006; lyer ve ark., 2015).

Fenthion

Fenthion, kimyasal adiyla O,O-dimetil O-(4-(metilthiyo)-m-tolil)fosforotiyoat,
fosforotiyoat grubu organofosfat grubu insektisit olup Alman Bayer sirketi
tarafindan gelistirilmistir (Unger, 1996).
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Sekil 5. Fenthionun Kimyasal Yapisi

Kullanim alanlar

Amerika’da 1965 yilinda batakliklarda, duragan sularda, cayirlarda, ormanlarda,
ahirlarda ve kiimeslerde, domuzlar iizerinde bit Kontroliinde, siis bitkilerinde
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yaprak zararlilar1 ve yaprak bitlerinin Kontroliinde, piring tarlalarindaki
sivrisinekler {izerinde genis bir kullanim alan1 bulmustur. Ciktig1 yillarda ¢iftlik
hayvanlar1 ve evcil hayvanlardaki dis parazitleri yok etmek icin spreyler ve
sampuanlarin bilesimine katilmak suretiyle de kullanim alani bulmustur. Diger
OFB’e gore daha az toksik olmasi ve daha az kalinti birakmasi nedeniyle
giiniimiize kadar pek ¢ok tarimsal faaliyette pestlerden kurtulmak i¢in fenthionun
kullanilmasi tercih edilmistir (Carlson, 2000).

Fenthionun Fizikokimyasal Ozellikleri

Kimyasal Adi: O,0-dimetil O-(4-(metiltiyo)-m-tolil)fosforotiyoat
Sinonimleri: Baytex, Lebaycid, Queletox, Tignvon, OMS-2
Formiili: C1gH1503PS»

Gortntigii: Saf madde renksiz ve hemen hemen kokusuzdur. Teknik materyal
%95-98 safliktadir, Sari-kahverengi, yagimsi ve sarimsak kokulu likit yapidadir.

Molekiiler Agirligi: 278.33 g/mol

Sudaki Coziniirligii: 2 mg/l (20 °C’de), gliserid yaglar1 ve bir¢ok organik
¢Oziiclide ¢oziinebilmektedir.

Stabilitesi: 160°C’ye kadar stabil, 1s18a ve alkalin hidrolizine karst direnglidir
(Carlson, 2000).

Fenthionun Farmakokinetigi

Yagda ¢oziliniirliiklerinin yiiksek olmasi nedeniyle hizla emilip viicut dokularina
dagilmaktadirlar. Ozellikle solunum yolu ile emilimleri yiiksek olup agizdan fazla
miktarda alindiklarinda bulgular ¢ok kisa siirede baslamaktadir. intravendz
uygulamada da bulgular hemen baslayip agir sekilde seyretmektedir (Kozaci,
2012). OFB’e maruziyeti takiben genellikle 30 dakika ile 3 saat i¢inde zehirlenme
bulgular1 goriilmektedir (Saydam ve ark., 2006). Bu bilesikler kan beyin engelini
kolaylikla gecip 6zellikle karaciger ve bobrekte yiiksek yogunlukta birikmektedir.
Yagda ¢oziiniirlikleri kan beyin engelini gegis miktarin1 etkilemektedir
(Timchalk, 2010).

OFB’in oksidasyon iiriinleri olan oksonlar toksisitesi yiiksek antikolinesteraz
bilesiklerdir (Jokanovic, 2001). Fenthionun metabolizasyonu faz 1 (oksidasyon,
rediiksiyon, hidroliz) ve faz 1l (konjugasyon) basamaklarini i¢ermektedir.
Fenthion, fenthion oksona desiilfiire edilebilmektedir ve fenthion okson kuvvetli
asetilkolinesteraz inhibitori olarak etki gosterir (Kitamura ve ark., 2000).
Yapisinda fosfora ¢ift bagh siilfiir atomu igeren fosforotiyoatlarin antikolinesteraz
enzim inhibisyonu yapabilmeleri ve toksik hale gelmeleri igin oksidatif
desiilfiirasyonla P=S grubunun P=O grubuna doniismesi gerekmektedir. Bu
oksidatif destilfiirasyon reaksiyonu basta sitokrom P450 monooksijenaz enzimleri
tarafindan katalizlenmektedir (Worek ve ark., 2005; Masson ve Rochu, 2009; lyer
ve ark., 2015). Fenthionun Sekil 6’da gosterildigi gibi sitokrom P450
monooksijenazlarca oksidasyonu, oncelikle karaciger hiicrelerindeki endoplazmik
retikulumda olmak {izere akciger ve beyinde gerceklesmektedir. Reaksiyonda
oksijen “ P=S” grubuna baglanarak kiikiirdiin inorganik kiikiirt olarak ayrilmasina
neden olmaktadir. Bu sirada NADPH veya NADP elektron transportu da
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gerceklesmektedir (Francis ve Barnes, 1963). Oksidasyonda gorevli sitokrom
P450 disinda bir diger enzim de flavin-monooksijenazdir. Bu enzim grubu da
sitokrom P450 kadar yaygin olmasa da karacigerde N,P ve S igeren bilesiklerin
oksidasyonunda NADPH’ye bagimli olarak gorev almaktadirlar (Hodgson, 2010).
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Sekil 6. Fenthionun Desiilfiirasyonu

Desiilfiirasyon sonucu olusan okson ara metabolitleri aril veya alifatik hidrolaz
enzimlerince hidroliz olmaktadir. Organofosfatlarin hidrolizinde rol alan en
onemli enzim organofosfat hidrolaz olarak da isimlendirilen kalsiyuma bagimli
fosfotriesterazdir (A-esteraz). A-esterazlar da oksidasyondan sorumlu enzimler
gibi ozellikle karacigerde yiiksek oranda bulunmakla birlikte ekstrahepatik
dokularda da diisiik oranda bulunmaktadir (Chambers ve ark., 2010; Hodgson,
2010).

Fenthion baslica karacigerde esteraz hidrolizi ve konjugasyon ile yikilmaktadir.
Dearilasyon reaksiyonlar1 oksidasyon reaksiyonu gibi goriinse de olusan iiriinler
oksidasyon olmadigini1 gostermektedir. Antikolinesteraz aktivite i¢in fosfat/okson
yapisinin olugmasi gereklidir. Dearilasyon sadece detoksifikasyon reaksiyonudur
(Costa, 2006; Chambers ve ark, 2010; Hodgson, 2010). Fosforotiyoatlar hidroliz
ile etkisiz iriinlere donlislip idrar, safra, diski yolu ile viicuttan atilmaktadir
(Bajgar, 2004).

Fenthion Toksisitesinin Etki Mekanizmasi

OFB’in genel etki mekanizmasi, asetilkolinesteraz (AKE), butirilkolinesteraz
(psodokolinesteraz) gibi kolinesteraz grubu enzimleri geri doniigsiiz inhibe
etmesine dayanmaktadir. AKE’in substrati AK iken, spesifik olmayan
butirilkolinesteraz  tiirlere gore farklillk gostererek butirilkolin  ya da
propiyonilkoline baglanabilmektedir (Giacobini, 2004; Wilson, 2010).

Fenthion etkisini diger OFB gibi hedef enzim niteligindeki kolinesterazlar ile
yapisal olarak geri doniisiimsiiz biitiinleserek AKE enziminin dogal substrat1 olan
AK’1n yerini almak suretiyle gostermektedir (Rosenfeld ve Sultatos, 2006).

AKE sinir sisteminde sinaps bosluklarinda, noéromuskuler kavsaklarda,
serebrospinal sivida, santral sinir sistemindeki néronlarda, c¢izgili kaslarda
bulunmaktadir. Aynt zamanda memelilerde eritrosit yiizeylerinde, lenfosit ve
trombositlerde de bulunmaktadir (Husain, 1994; Wilson, 2010). AK’in iki tip
reseptorii vardir. Nikotinik AK reseptorleri, iskelet kasi miyondronal kavsak,
otonomik gangliyonlar ve MSS iizerinde AK’in etki gostermesini saglamaktadir.
Muskarinik AK reseptorleri ise diiz kas miyonoral kavsaklarinda, i¢ ve dig salgi
bezlerinde bulunmaktadir (Cummings, 2014). Normal fizyolojik kosullarda AK,
AKE enzimi tarafindan ¢ok c¢abuk hidroliz edilerek kolin ve asetik asite
doniismekte ve postsinaptik membrandaki aktiviteyi ortadan kaldirmaktadir. AKE
tizerinde inhibitdr ligandlarin baglanabilecegi ili¢ farkli nokta bulunmaktadir.
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Bunlar aktif merkezin anyonik noktasi, aktif merkezin katyonik kolin-alt bolgesi
ve periferik anyonik bolgesidir. AK molekiiliiniin anyonik kismi, 6nce AKE’1n
esteratik kismina baglanarak hidroliz olmaktadir. Fenthion AKE enziminin aktif
merkezindeki serin aminoasidini fosforilleyerek bu bolgeye geri doniigsiiz
baglanir. Fosforillenmis enzimdeki alkil gruplarindan birinin kaybi1 sonucu
enzimin fosforillenmis halinin stabilitesi artar. Bu durum yaslanma olarak
adlandirilmaktadir. Yaslanma zamani her bilesik i¢in degismektedir (Mason ve
ark., 1993; Clark, 2006). OFB ile zehirlenme sonrasindaki en kisa siire iginde
pralidoksimin  verilmesi yaslanmay1r geri ¢evirebilmektedir. Yaslanma
olustugunda kolinesteraz enzim aktivitesi kalici olarak bozulmaktadir. Klinik
bulgularin gerilemesi ve dogal enzimatik islevlerin geri donmesi i¢in yeni enzim
yapimi gerekmektedir (Eyer, 2003; Worek ve ark., 2004; Costa, 2006; Worek ve
Thiermann, 2013; Chowdary ve ark., 2014). Sekil 7’de AKE’in inhibisyonu ve
reaktivasyon, hidroliz ve yaslanma reaksiyon basamaklari gosterilmistir.
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Sekil 7. AKE’n inhibisyonu, Yaslanma ve Enzimin Reaktivasyonu (Worek ve ark., 2004)

Klinik Zehirlenme Bulgular:

Zehirlenmede li¢ donem vardir. Bu donemler akut kolinerjik kriz, ara sendrom ve
gecikmis polinoropati olarak adlandirilmaktadir (Costa, 2006; Yatendra ve ark.,
2014). AKE’1n fenthion ile inhibisyonu merkezi sinir sisteminde, otonom sinir
sisteminde ve Kas-sinir kavsaginda asetilkolinin birikimine yol agmaktadir.
Baslangigtaki asir1 uyariyl, merkezi sinir sisteminde, otonomik ganglionlarda,
parasempatik ve bazi sempatik sinir uglarinda ve somatik sinirlerde kolinerjik
sinaptik iletim felci takip etmektedir. Kolinerjik kriz denilen bu durum merkezi ve
periferik klinik bulgularla sonuglanmaktadir (Eddleston ve ark., 2008; Chowdhary
ve ark.,, 2014; lyer ve ark., 2015). Akut zehirlenme belirtileri bilesige
maruziyetten sonraki 30 dakika ile 3 saat icinde kendini gosterir. Klinik bulgular
maruz kalinan bilesige, maruziyet sekline, siiresine ve miktarina gore degisiklik
gostermektedir. Solunum yolu ile emilim ¢ok hizlidir. Deriden emilim ise daha
yavastir. Agizdan fazla miktarda alimlarda etki dakikalar i¢cinde baslamaktadir.
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Bununla birlikte yagda ¢oziiniirliigii yliksek olan bilesikler yag dokusundan tekrar
saliarak tekrarlayan ya da geciken bulgulara sebep olmaktadirlar (Tsatsakis ve
ark., 1998; Timchalk, 2010; Yatendra ve ark., 2014).

OFB’le akut zehirlenmenin klinik belirtileri muskarinik, nikotinik ve SSS
belirtileri olmak tizere ii¢ grupta toplanabilir.

Muskarinik belirtiler

Muskarinik belirtiler tiikiiriikk, gozyasi, burun ve brons mukoza salgilarinin asirt
derecede artmasi, terleme, miyozis ve akomodasyon spazmi, gorme bozuklugu,
bulanti, kusma, ishal, kolik, idrar1 tutamama, sik tuvalete gitme ihtiyaci,
bronkospazm, gogiiste sikisma, nefes darligi, akciger 6demi, hiriltili solunum,
bradikardi, aritmi ve kan basinci diisiikliigii seklinde kendini gdstermektedir.

Nikotinik belirtiler

Asetilkolin sempatik ganglion ve adrenal medulladaki nikotinik reseptdrleri
stimiile eden presinaptik norotransmitterdir. Asir1 stimiilasyon sonucunda goz
kapaklari, yiiz, dil, ekstremite kaslart ve diger kaslarda fasikiilasyon, istemdisi
hareketler ve gii¢siizliik, ileri donemde ¢izgili kas felci ile kendini gostermektedir.

SSS belirtileri

Konfilizyon, ataksi, konusma giicliigli, reflekslerin bozulmasi, solunumun
baskilanmasi, konviilsiyonlar ve koma ile karakterizedir. Akut donemde primer
6lim nedeni genellikle kalp iletim problemleri, solunum yetmezligi ve beyinde
yasam merkezinin baskilanmasi seklinde goézlenmektedir (Francis ve Barnes,
1963; Eyer, 1995; Savolainen, 2001; Pope ve ark., 2005; Costa, 2006; Eddleston
ve ark., 2006; Karalliedde ve ark., 2006; Roberts ve Aaron, 2007; Balali-Mood ve
ark., 2008; Eddleston, 2012; Yatendra ve ark., 2014). Akut Kolinerjik kriz
sonrasinda Parkinson benzeri ekstrapiramidal etkiler nadir de olsa OFB
zehirlenmelerinde gozlenebilmektedir (Hsieh ve ark., 2001).

Ara sendrom

OFB ile zehirlenmelerde akut kolinerjik intoksikasyondan 24-96 saat sonra
baslayan ara sendrom (Intermediate Sendrom) olarak nitelendirilen ikinci dénem
de solunum yetmezligi ile sonuglandigi i¢in OFB’e bagli morbidite ve mortaliteyi
etkileyen en 6nemli etmenlerden biridir (Senanayake ve Karalliedde, 1987; De
Bleecker, 1993; He ve ark., 1998; Karalliedde ve ark., 2006). Bu sendrom
Ozellikle parathion, metilparathion, diazinon, malathion, fenthion, monocrotophos,
dimethoate ve methamidophos ile sik gozlenmektedir. Mekanizmasi tam olarak
aciklanamamis olmakla birlikte De Bleecker ve arkadaslar1 (1993), dokularda
biriken OFB’in yavas saliniminin ve AKE’1n kalic1 inhibisyonunun ara sendrom
olusmasina neden oldugunu 6ne siirmiislerdir. John ve arkadaslart (2003) bu
klinik tablodaki en Onemli bulgunun boyun fleksor ve proksimal ekstremite
kaslarini etkileyen kas gii¢siizliigli oldugunu gostermislerdir. Hastalar olusan bu
kas hasarina bagl olarak baslarini dik tutamamaktadir. Bu donemde kraniyal sinir
felcleri siklikla goriilmekte olup cogunlukla Gliimle sonuglanmaktadir (De
Bleecker ve ark., 1993; Eddleston ve ark., 2006; Yang ve Deng, 2007; Yatendra
ve ark., 2014).
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Akut OFB’le zehirlenmeyi takiben olusan bu olaylar ayn1 zamanda serbest radikal
iretimi icin elverigli bir ortam saglamaktadir (Dandapani ve ark., 2003). Kaslarin
yogun egzersiz sonrasinda serbest radikal olusturdugu gozlenmistir (Sen, 2001).
Buna gore akut OFB’le zehirlenmeyi takiben gozlenen ara sendromda olusan
benzer 6zellikteki kas hasar1 ve inflamasyonda da serbest radikallerin rol oynadigi
diistiniilebilir. Siganlarda yapilan bir calismada OFB’le zehirlenmeye bagli gelisen
kas hiperaktivitesi sonucu olusan kaslardaki hiicre hasarinin  lipit
peroksidasyonuyla serbest radikal iiretimine yol actigi gosterilmistir (Yang ve
Dettbarn, 1998).

Gecikmis polinéropati

OFB’in neden oldugu bir diger klinik sendrom olan gecikmis polindropati ise
insanlarda nispeten nadir goriilen norodejeneratif bir bozukluktur. Polindropati
zehirlenmeden sonraki 14-28 giin i¢inde gozlenebilmektedir. Sinir dokusundaki
noropati target esteraz (NTE) enziminin OFB’le geri doniisiimsiiz baskilanmasi
sonucu omuriligin inen ve ¢ikan kolunda ve periferik sinirlerin duyu ve motor
aksonlarindaki islev kaybina bagli olarak polindropati olusabilmektedir (Abou-
Donia ve Lapadula, 1990; Ehrich ve Jortner, 2010; Yatendra ve ark., 2014).
Baslangigta kol ve ayaklarda kas giigsiizliigli vardir. Daha sonra tablo spastisite,
tonus artisi, refleks artis1 ve klonus gibi piramidal yol hasarini ve kalic1 iist motor
tutulumunu diistindiirecek sekilde degisim gosterir. Bu sendrom sonucunda
hastalarin ¢ogunda 1iist ekstremitelerde smnirli diizelme gozlenirken alt
ekstremitelerdeki hasar kalici olmaktadir (Jokanovic ve ark., 2011; Chowdhary ve
ark., 2014)

Diger yandan OFB’in iiretiminde ¢alisan endiistriyel iscilerde kronik maruziyete
bagli olarak maruziyetten iki yil sonrasinda dahi bazi uyku ve hafiza bozukluklar
seklinde etki gosteren gecikmis kognitif toksisite gozlenebilmektedir (Karczmar,
1984). Subakut dozlarda da nonkolinerjik yolak iizerinden asilpeptithidrolaz
enzimi vasitasiyla kognitif etkinligi gosterilmistir (Pancetti ve ark., 2007). Kronik
zehirlenmelerde uzun dénemde c¢esitli kognitif bozukluklara yol agtigir bircok
caligmada bildirilmistir (Lotti, 2010).

Organofosfatl bilesiklerin diger etkileri

OFB’lere maruziyet sonucu en sik gozlenen metabolik sorun hiperglisemidir.
Fenthiona diisiik dozda uzun siire maruziyetin sonucunda farelerde viicut
agirhginda artis oldugu gosterilmistir (Thayer ve ark., 2012). Srivastava ve
Mishra (1983) yaptiklar1 bir ¢alismada akut fenthion zehirlenmeleri sonucunda
hiperglisemi olustugunu; ayn1 zamanda fenthionun karacigerde hepatik
glikojenolizi  uyardigint  goézlemislerdir. Malathionla akut ve subakut
zehirlenmelerde serumda insulin, glukagon diizeylerinin arttig1 ¢esitli ¢alismalarla
gosterilmistir (Panahi ve ark., 2006; Pournourmohammadi ve ark., 2007). Akut
OFB’le zehirlenmede glikoz metabolizmasinda ve plazma adrenokortikotropik
hormonun (ACTH) ditirnal ritminde degisiklik olusabilmektedir. Kronik
maruziyetlerde metabolik aktivitenin baskilanmasi sonucunda obezite ve Tip 2
diabetes mellitus riskini arttirabilmektedirler (Karami-Mohajeri ve Abdollahi,
2010). Yapilan bir g¢aligmada organofosfatlarin hiperlipidemi sonucu lipid
metabolizmasi ile etkilestigi gosterilmistir (Bomser ve ark., 2002). OFB ile
zehirlenme hormonlar iizerine de etkiler gostermektedir. Kolinesteraz

28



inhibitorlerinin hipofiz-tiroid ve hipofiz-adrenal aksi degistirdigi gosterilmistir.
ACTH’nin ditirnal ritminin bozuldugu ve zehirlenme sirasinda serum diizeylerinin
yiiksek oldugu gozlenmistir (Giiven ve ark.,1999). Benzer sekilde kortizol ve
prolaktin diizeyleri de yiikselmektedir (Prakash ve ark.,, 1992). Tiroid
fonksiyonlar1 iizerinde farkli etkiler goriilebilir. Sicanlarda malationa bagl
zehirlenmelerde serum triiyodotironin (T3) ve tiroksin (T4) seviyelerinde 6nemli
azalma ve tiroid stimiile edici hormon (TSH) diizeyinde yiikselme gozlenmistir
(Gaido ve ark., 1997).

Pankreasta Langerhans adaciklarindan insulin ve glukagon salgilanmasinda
pankreatik muskarinik AK reseptorleri onemli rol oynamaktadir. Malathiona akut
ve subakut maruziyetlerde insulin, glukagon ve Langerhans Glukokinaz serum
diizeylerinde ylikselme gozlenirken, glukoza bagimli insulin sekresyonunun
distiigii gozlenmistir (Panahi ve ark., 2006; Pournourmohammadi ve ark., 2007;
Lasram ve ark., 2014).

Organofosforlu bilesiklerin oral alimi1 sonrasinda karmn agrisi, kusma, ishal gibi
gastroenterite benzer bulgular olusmaktadir (Kandalaft ve ark., 1991; Costa,
2006). Organofosfor zehirlenmelerinde akut pankreatitit nadiren de olsa
olusabilmektedir. Akut pankreatit sonucunda amilaz ile birlikte lipaz da
yiikselebilmektedir (Sahin ve ark., 2002; Harputluoglu ve ark., 2007; Yiirlimez ve
ark., 2007a; Lotti, 2010).

Kalp dokusu iizerinde muskarinik etkilere bagli olarak ilk once bradikardi
gozlenmekte olup buna ek olarak ventrikiiler disritmiler de ortaya ¢ikabilmektedir.
Daha agir zehirlenmelerde nikotinik etkilere baglh olarak tasikardi ve
hipertansiyon da  gozlenebilmektedir. Akut fenthion zehirlenmelerinin
miyokardial hasara sebep oldugu gosterilmistir (Yavuz ve ark., 2008; Yatendra ve
ark., 2014).

Tedavi dozlarinda verildiklerinde antikolinesteraz ilaglarin ndéromuskuler
kavsaktaki uyaric etkisi myestania gravisli hastalarda normal kisilere gére daha
belirgin gozlenmektedir. Bu hastalarda kaslardaki gligsiizliik, cabuk yorulma ve
felg gibi belirtileri ortadan kaldirdiklart gézlenmistir (Shelton, 2002).

Organofosfath bilesikler ile zehirlenmede tani yontemleri

OFB ile zehirlenme belirtileri solunumda ve kusmukta keskin sarimsak benzeri
koku, miyozis, bradikardi, kas seyirmeleri, tiikriik salgisinda artig, solunum yolu
salgilarinda artis ve gozyasinda artis ile karakterizedir. Baz1 hastalarda tasikardi,
hipertansiyon, midriyazis gibi etkiler gézlenebilmektedir. OFB aliminda eritrosit
AKE ve BKE enzim etkinliginin 6l¢iimii ile zehirlenme diizeyi saptanmaktadir
(Eddleston ve ark., 2004). AKE eritrositler, iskelet kasi ve sinir dokusunda
bulunurken, BKE 0zellikle karaciger, plazma, kalp, beynin beyaz maddesi ve
pankreasta bulunmaktadir (Savolainen, 2001; Worek ve ark., 2005; Balali-Mood
ve ark, 2008; Eddleston, 2012). Eritrosit membraninda proteolitik enzimlerle
yapilan c¢aligmalarda AKE’nin eritrosit membraninin yiizeyine yerlestigi ve
membranin yaklagik  %2’sini kapladigi gozlenmistir (Garcia-Lopez, 1988).
Insanlarda AKE aktivitesi eritrositlerde en yiiksek, trombositlerde ise en diisiik
diizeydedir (Lotti, 2010). OFB’in direkt Olglimii mesleksel maruziyette alan
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taramalarinda, giysilerin koruyucu degerini degerlendirmede kullanilmaktadir.
Cok yiiksek miktarlarda alinmadik¢a OFB’ler hizla parcalanmakta, kan seviyesi
genellikle diisiik ¢cikmaktadir. OFB’ler ile zehirenmelerde zehirlenme Olglitii olan
kolinesteraz aktivitesinin tayini asetik asit ya da tiyokolin veya diger substratlarin
analizi prensiplerinde dayanmaktadir. Asetik asit tayininde manometrik,
potansiyometrik, titrimetrik yontemler kullanilmaktadir (Holas ve ark., 2012).
Tiyokolin ve diger subtratlarin analizinde ise spektrofotometrik (Worek ve ark.,
2005; Sinko ve ark., 2007; Worek ve ark., 2012), florometrik (Miao ve ark., 2010;
Holas ve ark., 2012) veya kemiluminesans (Holas ve ark., 2012) yo6ntemler
kullanilmaktadir. Bir diger yontem ise OFB’deki ozgiil alkil fosfatin gaz
kromatografisi, likit kromatografisi ve idrarda fenolik metabolit tayini ile
belirlenmesidir (Noort ve ark., 2002; Black, 2010). Bu yontemler genellikle
maruziyetin ilk 24 saatinde kullanilmaktadir (Barr ve Needham, 2002; Roberts ve
Aaron, 2007; Balali ve ark., 2008; Chowdhary ve ark., 2014).

Organofosfatl Bilesiklerle Zehirlenmede Tedavi Yontemleri

OFB’le zehirlenme tedavisinde semptomatik ve destekleyici tedavi ile oncelikle
emiliminin engellenmesi saglanmalidir. Bu yiizden oncelikle temasin nlenmesi
icin hastanin g¢evreden uzaklastirilarak giysilerinin ¢ikarilmasi gerekmektedir.
Deriden emilimin onlenmesi i¢in deterjanla ve bol su ile cilt OFB’den
arindirilmalidir. OFB’in aliminin ilk 30 dakikasinda mide yikanmasinin ¢ok etkili
oldugu gosterilmistir. Aktif komiiriin agizdan veya nazogastrik tiipten verilmesi
OFB’in emilimini azaltmaktadir (Sadayoshi ve ark., 1997; Balali-Mood ve ark.,
2008). Baglangigta solunum yolunun agik oldugundan emin olunmalidir. Solunum
depresyonu, bronkospazm, bronsiyal sekresyonlar ve pulmoner 6dem gibi yasami
tehdit eden durumlarda solunum destegi ve aspirasyon, endotrakeal entiibasyon
yapilmasi1 gerekmektedir. Hasta mutlaka kardiyak fonksiyonlar ve arteriyel kan
gazlar1 ag¢isindan monitorize edilmelidir (Saydam ve ark., 2006; Eddleston ve ark,
2008; Kozaci ve ark., 2012). Tedavide yeterli oksijenizasyon saglandiktan sonra
ikinci Oncelik artmis muskarinik aktiviteyi Kontrol altina almaktir. Atropin siilfat
muskarinik reseptorlerde asetilkolinin yarismali antagonistidir. Artmis salgi,
miyozis, bronkospazm, kusma, ishal, terleme ve idrar kagirmayr geri
cevirmektedir. Atropin periferik ve santral sinapslarda biriken asetilkolinin
muskarinik  etkilerini ortadan kaldirirken, nikotinik reseptorlerde  etki
gostermemektedir. Kas giigsiizliigiinii ve felci geri doniistiren AKE’1 yenileyici
ozelliklere sahip degildir (Jokanovic, 2009). Eriskinlerde venéz yoldan 1-5 mg
doz ile baslanir, atropinizasyon olusana kadar 2-3 dakikada bir tekrarlanir.
Atropinize hastada deri ve mukoz membranlarda kuruma, bagirsak seslerinde
azalma veya yokluk, tasikardi, salgilarda azalma ve midriyazis olusur (Balali-
Mood ve ark., 2008; Jokanovic, 2009; Kozaci ve ark., 2012). Son donemde
atropin tedavisinin oksim ve diger destekleyici tedavilerle birlikte uygulansa bile
yetersiz kalabilecegini gosteren calismalar da mevcuttur (Wang ve ark., 2012;
Connors ve ark., 2014).

Organofosfat Zehirlenmesinde Oksim Tedavisi

Oksimler OFB tarafindan aktif bolgesindeki serin aminoasidinin hidroksil
grubuna kovalent bag ile baglanarak inhibe edilen AKE’in reaktivasyonunu
saglamak suretiyle etki gostermektedirler (Jokanovic, 2009). Bu bilesikler aktive
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kolinesterazlarin onarilmasi ve atropinin diizeltemedigi nikotinik etkilerin geri
dondiiriilmesinde yararli olmaktadir (Johnson ve ark., 2000). AKE’m oksijen
molekiilii ile OFB’in fosfat molekiilii arasindaki kimyasal bag c¢ok giicliidiir.
Enzimin fosfat molekiilinden ayrilarak kendiliginden tekrar etkin hale gelmesi ise
oldukca yavastir (Mason ve ark., 1993; Buckley ve ark., 2011). Baz1 giiclii
niikleofilik ilaglar AKE’m defosforilasyonu ile tekrar etkin hale gelmesini
hizlandirirlar. OFB ile baskilanmis AKE’nin yenileyicileri olarak bilinen
oksimler, AKE-OF kompleks haline geldiginde etkisizdir, yaslanma olusmadan
zehirlenmenin ilk 24-36 saati i¢inde verilmelidir. OFB ile zehirlenme sonrasindaki
en kisa siire i¢cinde pralidoksimin verilmesi yaslanmay1 geri cevirebilmektedir.
Yaslanma olustugunda kolinesteraz enzim aktivitesi kalic1 olarak bozulmaktadir.
Klinik bulgularin gerilemesi ve dogal enzimatik islevlerin geri donmesi i¢in yeni
enzim yapimi gerekmektedir (Johnson ve ark., 2000; Savolainen, 2001; Yatendra
ve ark., 2014).

OFB ile zehirlenme tedavisinde reaktivator olarak ilk kez 1956’da Hiraki ve
arkadaslar1 oksimleri kullanmistir. Oksimler, aldoksim ve buna bagl kuaternar
nitrojen grubu igeren bilesiklerdir. Pralidoksim (2-hidroksiiminometil-1-
metilpiridinyum iyodid) tek kuaternar nitrojen grubu igerirken, Obidoksim,
Trimedoksim birbirine karbon zinciri ile bagl iki kuaternar nitrojen grubu igerir.
Tek kuaternar nitrojen grubu iceren bilesiklerle karsilastirildiginda iki kuaternar
nitrojen grubu iceren bilesiklerin OFB ile baskilanmis AKE’a ilgisi daha fazladir
(Worek ve Thiermann, 2013).

Metoksim Trimetoksim
»«»/~ ~\o»< »0/~ ~\0N
Obidoksim

m\.‘/r:\j./\”/\,‘(j\“/u«

Pralidoksim HI-6
(1/
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/()“
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Sekil 8. Oksimlerin Genel Kimyasal Yapis1 (Iyer ve ark., 2015)

Pralidoksim (2-piridin aldoksim, 2-PAM), obidoksim, HI-6, trimetoksim (TMB-
4), MMB-4 deneysel insan ¢aligmalarinda incelenmis oksimlerdir ve bunlardan
ozellikle pralidoksim bugiin en sik kullanilan oksimdir (Kassa, 2002; Buckley ve
ark., 2011; lyer ve ark., 2015).

Pralidoksim aktif alandan fosforil grubunu ayirarak AKE’1 tekrar etkin hale
getirmek; serbest OF molekiillerini baglamak, normal dozlarda antikolinerjik etki
gostermek suretiyle etki gostermektedir (Kassa, 2002; Kayaalp, 2002). PAM’in
etkisi nikotinik etkiler lizerinde ¢ok belirgindir, muskarinik reseptorler iizerine
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atropin ile sinerjistik etkiye sahiptir. Etkisi hizlidir ve genellikle 10-40 dk iginde
yararl etkileri gozlenir. Kuaterner amonyum yapisi kan-beyin bariyerini gegisini
engellemektedir. Kan-beyin bariyerini ¢ok az oranda gegebilmektedir. Atropin ile
birlikte verilmesi halinde PAM’m kan-beyin engelini gecen miktarinin arttirdigi
gozlenmistir (Carpentier ve ark., 1989; Chugh ve ark., 2005; Milatovic ve
Jokanovic, 2009; lyer ve ark., 2015). Pralidoksimin etkisi noromiiskiiler kavsakta
belirgindir. OFB ile zehirlenmeye bagli muskarinik bulgular1 geri ¢evirmede
etkisizdir. Benzodiyazepinlerle birlikte kullanildiginda hir¢inlik, saldirganlik ve
nobetler iizerine etkisi daha belirgin olarak ortaya ¢iktigi bildirilmistir. Yan
etkilerinin ortaya cikmasi genellikle PAM’in hizli verilmesine baghdir (200
mg/dk’dan hizli1). Bu nedenle 200 mg/dk (4 mg/kg/dk)’dan daha hizli verildiginde
basagrisi, bas donmesi, bulanik gérme,bulanti, kusma, tasikardi, hipertansiyon,
laringeal spazm, Kkas rijiditesi, epigastrik rahatsizlik hissi, ortaya ¢ikabilmektedir.
Ayrica asirt dozda PAM verilmesi beklenenin tersi etki olarak kolinesteraz
inhibisyonu yapabilmektedir (Karczmar, 1998; Eddleston ve ark., 2008).
Barsaklardan uzamis emilim ve yag dokusundan yeniden dagilim nedeni ile OFB
kanda 48 giine kadar ol¢iilebilmektedir. Bu nedenle alimdan giinler veya haftalar
sonra hastalarda AKE baskilanmasi ile ilgili bulgular olusabilmektedir. Bu tip
olgularda pralidoksimin ge¢ verilmesinden sonra kolinerjik bulgularda, giigsiizliik
ve felglik lizerinde diizelmenin oldugu bildirilmistir (Santos ve ark., 2002,
Eddleston ve ark., 2008). Pralidoksim agizdan, ven6z yoldan, kas i¢inden, deri
altindan ve dil altindan uygulanabilir. Agizdan alindiginda 2-3 saatte, kas icine
verildiginde 5-30 dakikada, venoz yoldan verildiginde 15-30 dakikada plazmada
zirveye ulastigi gozlenmistir. Yarilanma 6mrii vendz yoldan verildiginde 1,2 saat,
kas igine verildiginde 3 saattir. Piridinium oksimlerin %20-30’u degismeden esas
olarak bobrek yolu ile atilmaktadir (Jokanovic, 2009).

Pralidoksimin OF zehirlenmesinde 6nerilen baglangi¢ yetiskin dozu 1-2 gr’dir. Bu
doz venoz yoldan 100 mL %0,09 sodyum kloriir iginde uygulanir. Kas seyirmeleri
ve giigsiizliigliniin devami halinde doz tekrarlanir. Zehirlenme bulgularinin devam
ettigi siire boyunca araliklarla ek dozlar uygulanmasi gerekmektedir. Hastanin
klinik bulgularina gére doz ayarlanir (Jokanovic, 2009; Lotti, 2010; Tang ve ark.,
2013). Chugh ve arkadaglarinin (2005) OF zehirlenmesi olan 30 hastada yaptiklar
calismada AtropintPAM tedavisinin, yalmiz atropin tedavisine {istiinligi
degerlendirilmistir. Bir gruba yalniz atropin, diger gruba atropin tedavisine ek
olarak klinik bulgular diizelinceye kadar her 6 saatte 1 gr. pralidoksim tedavisi
uygulanmis. Bu calismada yogun bakim iinitesinde kalma ve solunum destek
stiresinde gruplar arasinda istatistiksel fark bulunmamis ve 4-6 saatlik 1 gr
PAM’in OF zehirlenmesinde rolii olmadig1 sonucuna varmiglardir. Santos ve
arkadaslar1 (2002) tarafindan fareler iistiinde yapilan bir ¢alismada fareler 5 gruba
ayrilarak methamidophos ile OF zehirlenmesi olusturulmus ve zehirlenmenin 0.,
1., 3.,6 ve 12. saatinde tek doz 20 mg/kg pralidoksim periton i¢ine uygulanmis ve
12. saat pralidoksim verilen grup hari¢ tutuldugunda pralidoksimin OF’larin
olusturdugu kas nekrozunu engelledigini gozlemlemislerdir. Kas nekrozunun
kaslarda islev bozuklugu sonucu klinik tabloda solunumun kétiilesmesine katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Bu calisma ile OF zehirlenmesi sonrasinda
pralidoksimin en kisa zamanda verilmesi gerektigi gosterilmistir.
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OF zehirlenmesinde bulgulara gére atropin ve 2-PAM tedavisine diazepam
eklenmesi sag kalimi arttirabilir. Cesitli ¢alismalarda OFB ile zehirlenmelerin
tedavisinde oksimler ile diazepam verilmesi sag kalimi arttirmakta, OFB’in neden
oldugu ndbetlere karst beyin hasarini azaltmaktadir (Balali-Mood ve ark., 2008;
Lotti, 2010). Farkl1 benzodiazepin tiirevlerinden midazolam ve imidazenil de OFB
zehirlenmelerinde tedaviye destek olarak kullanilmaktadir (Wang ve ark., 2012;
RamaRao ve ark., 2014; Shrot ve ark., 2014, lyer, 2015).

Oksimlerle tedavi sirasinda en sik goriilen yan etkilerden biri hepatotoksisitedir
(Balali-Mood ve Shariat, 1998). Doza ve uygulama siiresine bagli olarak gelisen
bu durum hastalarin yaklasik %10’unda goriilmektedir (Jokanovic, 2009).
Oksimlerin OFB ile zehirlenmede antidot olarak kullanimi giliniimiizde halen
tartisilan bir konudur. Bazi arastirmacilar farkli dozlarda oksimleri antidot olarak
kullanmanin sagiltim ac¢isindan gerekli oldugunu ifade etseler de baz
arastirmacilar da oksimlerin kullaniminin sagiltimda fayda saglamadigini ifade
etmektedir. Gilintimiizde oksimlerin kullanim protokolii halen tartigmaya agik bir
konudur (Buckley ve ark., 2011; lyer, 2015).

Organofosfatlar ve Reaktif Oksijen Tiirleri Arasindaki Iliski

Sinir sistemi, kardiyovaskiiler, immiin, endokrin, solunum, bosaltim gibi ¢esitli
sistemlerdeki organlarin fonksiyonlarinda bozulmaya bagli olarak gelisen gesitli
hastaliklarla birlikte kanser, Parkinson, Alzheimer, multipl skleroz, diyabet gibi
kronik hastaliklarin gogunun etiyolojisinde pestisit kalintilarina maruziyet 6nemli
bir etki olusturmaktadir. In vivo ve in vitro deneysel ¢alismalar, akut, subakut ve
kronik OFB’e maruziyet sonucu ortaya ¢ikan hepatotoksisite, norotoksisite,
genotoksisite, embriyotoksisite, immiinotoksisite gibi etkenlerin temelinde
OFB’in yol actig1 artmis reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif doku
hasarinin rol oynadigini ortaya koymustur. Bu calismalarda, karaciger, beyin ve
kalp, akciger, bobrek gibi ¢esitli organlardaki doku Orneklerinde, serum ve
eritrositlerde LPO’nun bir gdstergesi olan tiyobarbitiirik asit reaktif substanslar
seviyelerinde artisin ve enzimatik antioksidan savunma elemanlarindan SOD,
KAT, GSH-Px, GSH-Rd aktivitelerindeki degisiklerin gosterilmesiyle OFB’in
oksidatif hasarda rol oynayabilecegi belirtilmistir (Banerjee ve ark., 1999;
Galloway, 2003; Mohammad ve ark., 2004; Milatovic ve ark., 2006; Franco ve
ark., 2009; Lukaszewicz-Hussain, 2010; Bayrami ve ark., 2012; Karami-Mohajeri
ve Abdollahi, 2013; Mostafalou ve Abdollahi, 2013). Kronik maruziyete bagli
olarak OFB karbonhidrat metabolizmasinda ¢esitli bozukluklara yol agmaktadir
(Lasram ve ark., 2014). Bu etkilerin arasinda en belirgin olani hiperglisemidir
(Ruckmani ve ark., 2011). Renal tiibiiler diizeyde oksidatif stresin indiiksiyonuna
bagl olarak glikoziiri de gdézlenmistir ( Badrane ve ark., 2014). Ozellikle kronik
maruziyet sonucu Tip Il Diabetes Mellitus ortaya ¢ikmakla birlikte bozulmus
glukoz toleransi da siklikla karsilagilan vakalardandir (Nurulain ve ark., 2013).
Glukoz gecis elementi varliginda O, radikali ile etkileserek reaktif
ketoaldehitlere doniismektedir. Reaksiyonlar zinciri sonucunda O,~ radikali H,0,
ve bunun iizerinden OH' radikaline doniismektedir. Hiicre iginde glukozun
oksidasyonu NADH olusumuna sebep olmaktadir. NADH solunum zincirinde
oksidatif fosforilasyonda ATP iiretimi icin gerekli enerjiyi saglamak iizere
kullanilmaktadir. Solunum zincirindeki bu reaksiyondan &tiiri O,” radikali
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olusmaktadir. Dolayisiyla hiicre i¢i glukoz konsantrasyonunun artmasi Oy~
radikalini de arttirmaktadir. Mitokondriyel solunum zincirinden elektron kagagi
hiicre i¢i ROT iiretimine sebep olan baslica faktorlerdendir (Brookes, 2005).
Normal solunum zinciri olaylarinda da siirekli O," radikalleri meydana gelmekte
fakat normal kosullarda bu radikaller viicudun kendi antioksidan sistemi
tarafindan zararsiz hale getirilmektedir (Chan ve ark., 2006; Karami-Mohajeri ve
Abdollahi, 2013).

Tarimda yaygin olarak kullanilan pestisitler, O,", H,O, ve OH" radikali gibi
ROT’nin olusumuna yol agarlar. Bu radikaller, biyolojik makromolekiillerle
reaksiyona girebilirler, enzim inaktivasyonuna ve DNA hasarima sebep olabilirler.
Pestisitler, yagli dokularda birikerek ¢oklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna neden olur, hiicre membraninin yapisint bozarlar. Bu
oksidanlar, antioksidan savunma sistemi tarafindan uzaklastirilamazlarsa oksidatif
strese neden olurlar (Lukaszewicz-Husain, 2010; Soltaninejad ve Abdollahi,
2013). Etkisizlestirilemeyen ROT basta hiicre membran lipitlerinin
peroksidasyonu olmak iizere niikleik asitler, protein ve karbonhidratlarda 6nemli
yikimlar gerceklestirmektedir (Banerjee ve ark., 1999; Giiltekin ve ark.,2000;
Oncii ve ark., 2002; Ojha ve Srivastava, 2014). Mitokondriyel ATP, ROT
iiretiminde ve apoptozisi tetikleyen mekanizmalarda belirgin role sahiptir
(Dikalov, 2011; Marchi ve ark., 2012). Mitokondride oksidatif hasara bagli olusan
yapisal ve fonksiyonel degisiklikler, hiicresel solunum ve enerji iiretim
zincirlerini bozarak apoptozis ve nekrozis gibi sitotoksik olaylara sebep
olabilmektedir. Yapilan ¢aligmalar OFB’in enerji iiretimini (Massicotte ve ark.,
2005; Chan ve ark., 2006; Venkatesh ve ark., 2009; Binukumar ve ark., 2010;
Shafiee ve ark., 2010), mitokondriyel solunumu ve solunum zincirindeki
enzimlerin aktivitelerini bozduklarini (Yamano ve Morita; 1995) gostermektedir.
Bu nedenle mitokondriyel hasarlar farkli hiicreler, dokular ve organlarda farkli
hastaliklarla kendini gdsterebilmektedir. Mitokondriyel hasarlarin hepatik,
kardiyovaskiiler, norodejeneratif ve inflamatuar hastaliklarin esas sebeplerinden
oldugu diistiniilmektedir (Abdollahi ve Karami-Mohajeri, 2012; Bayrami ve ark.,
2012). Oksidatif hasar sonucu mitokondriyel proteinler, lipidler ve DNA
yapisindaki degisiklikler sonucunda hiicre oliimiinii tetikleyen mekanizmalar
aktive olmaktadir. Genel olarak OFB mitokondri tizerindeki etkilerini
mitokondriyel kalsiyum miktarmi arttirarak; mitokondriyel kaynakli apoptozisi
tetikleyerek; mitokondriyel oksidatif fosforilasyon yolaklarini bozarak; ATP’nin
hidrolizini arttirarak; ATP sentezini azaltarak; mitokondriyel membran
potansiyelini degistirerek; hiicresel ve mitokondriyel antioksidan savunma
sistemlerini bozarak gostermektedir (Mohajeri ve Abdollahi, 2013).
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GERECLER

Deney Hayvanlan

Arastirmaya baslamadan once Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Etik
Kuruluna basvurularak etik kurul onay: (Karar no: B.30.2.AKU.0.9D 00.00/81 )
alinmistir. Calismalarda ayni yasta 200-250 gram agirliginda 56 adet erkek
Sprague-Dawley cinsi sigan kullanildi. Sicanlar Kobay Deney Hayvanlar

Laboratuvari Sanayi ve Ticaret A.S.’den satin alinmistir.

Kullamlan Kimyasal Madde ve ilaclar

Fenthion

Resveratrol

Pralidoksim

Ketamin

Serum Fizyolojik

n-Hekzan

Eozin

Hematoksilen

Ksilen

Hidrojen Peroksit (%30)

Sitrik Asit

Sodyum Sitrat

Sodyum kloriir (NaCl)

Sekonder sodyum fosfat (Na,HPQOy,)
Primer sodyum fosfat (NaH,PO,)
Butillenmis hidroksitoluen
Absoliit etanol (C,HsOH)
Trikloroasetik asit (CCl3-COOH)
Etilen diamin tetraasetik asit
(C10H14N2Na,052H,0)
Tiyobarbitiirik asit (C4HiN20,S)
Sodyum hidroksit (NaOH)
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(Bayer, Avustralya)
(Molekula, M57735199, ingiltere)
(Keymen llag, Tiirkiye)
(Pfizer Ilag, Tiirkiye)
(Eczacibasi, Tiirkiye)
(Merck, Almanya)
(Sigma, A.B.D.)
(Sigma, A.B.D.)
(Sigma, A.B.D.)
(Sigma, A.B.D.)
(Sigma, A.B.D.)
(Sigma, A.B.D.)
(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Sigma, A.B.D.)
(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)

(Sigma, A.B.D.)
(Sigma, A.B.D.)
(Sigma, A.B.D.)



Metafosforik asit, n(HPO3)
Rediikte Glutatyon (C10H17N306S)

5-5” dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) DTNB

3-amino-9-etilkarbazol
Distile Su

Parafin

Kullanilan Cihazlar ve Kitler

Superoksit Dismutaz Kiti
Glutatyon Peroksidaz Kiti
Bax (p-19) antibody Kiti

Bcl (N-19) Antibody Kiti
Anti-Caspase 3 antibody Kiti
Anti-Caspase 8 antibody Kiti

ImMmPRESS Anti-Rabbit Ig
(Peroxidase) Polymer Detection Kit
ImmPACT VIP Peroxidase Substrate

Spektrofotometre
Avyarlanabilir otomatik pipet
Calkalayici

Sicak Su Banyosu
Sogutmal1 Santrifiij

In Situ Cell Detection Kit
Cesitli Cerrahi Malzemeler

Cesitli Cam Malzemeler
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(Merck, Almanya)
(Sigma, A.B.D.)
(Sigma, A.B.D.)
(AEC, Invitrogen)

(Randox, Ingiltere)

(Randox, Ingiltere)

(Santa Cruz, A.B.D)

(Santa Cruz, A.B.D)

(Abcam ab4051,Cambridge, Ingiltere)
(Abcam ab4052,Cambridge, Ingiltere)

(VectorLab, Peterborough, Ingiltere)
(VectorLab, Peterborough, Ingiltere)

(Schimadzu, Kyoto, Japonya)
(Biohit, Sartorius AG, Almanya)
(Gerhardt RS, Almanya)
(Memmert WB/OB 7-45)
(Heraeus Sepatech Minifuge RF)
(Roche, Sigma Aldrich, A.B.D.)



YONTEMLER
Sicanlarin Hazirlanmasi

Calismalarda ayn1 yasta 200-250 gram agirliginda 56 adet erkek Sprague-Dawley
cinsi sican kullanildi. Siganlar Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlart
Aragtirma ve Uygulama Merkezi’'nde 12 saat karanlik 12 saat aydinlik
dongiisiinde, 24+1 °C sicakliktaki havalandirmali odalarda, 3 giin boyunca Afyon
Yem Fabrikasindan temin edilen standart laboratuvar yiyecegi ve ¢esme suyu ile
serbestge beslenerek gozlem altinda tutuldu.

Deney Gruplan

Yapilan deneylerde kontrol grubu da dahil olmak iizere yedi farkli grup
olusturuldu. Her bir grup rastgele olarak se¢ilen sekiz sigandan olusturuldu.

Grup Gozlem: Siganlar higbir etken madde verilmeden deneye dahil edildi.

Grup Kontrol: Sicanlara subkutan yoldan fenthion (800 mg/kg) verilerek OF
zehirlenmesi olusturulduktan 1 saat sonra periton yoluyla tek doz resveratrolun
¢oziiclisli serum fizyolojik (2 ml/kg) uygulandi.

Grup RESI10: Sicanlara subkiitan yoldan fenthion (800 mg/kg) verilerek OF
zehirlenmesi olusturulduktan 1 saat sonra i.p. ve tek doz olarak 10 mg/kg
resveratrol verildi.

Grup RES20: Sicanlara subkiitan yoldan fenthion (800 mg/kg) verilerek OF
zehirlenmesi olusturulduktan 1 saat sonra i.p. ve tek doz olarak 20 mg/kg
resveratrol verildi.

Grup RES40: Sicanlara subkiitan yoldan fenthion (800 mg/kg) verilerek OF
zehirlenmesi olusturulduktan 1 saat sonra i.p. ve tek doz olarak 40 mg/kg
resveratrol verildi.

Grup PAMA40: Siganlara subkiitan yoldan fenthion (800 mg/kg) verilerek OF
zehirlenmesi olusturulduktan 1 saat sonra i.p. ve tek doz olarak 40 mg/kg
pralidoksim verildi.

Grup PAM+RES: Siganlara subkiitan yoldan fenthion (800 mg/kg) verilerek OF
zehirlenmesi olusturulduktan 1 saat sonra i.p. ve tek doz olarak 20 mg/kg
resveratrol + 40 mg/kg pralidoksim verildi.

Fenthion enjeksiyondan bir saat 6nce distile su ile diliie edildi.

Kan Orneklerinin Alinmasi

OF zehirlenmesi olusturulduktan 24 saat sonra siganlar intraperitoneal yolla 100
mg/kg ketamin verilerek uyutuldu, kalpten 5 ml’lik enjektorlerle kanlar1 alindi.
Kalplerinden alinan kanin bir kismi EDTA’lLl tliplerde, bir kismi da serum
tiiplerinde topland.

Serum tiiplerine alinan kan Ornekleri oda sicakliginda pihtilagsmak iizere
bekletildikten sonra 3000 rpm hizda 10 dakika boyunca santriflij edilerek iist
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kisimda berrak serum elde edildi. Santrifiij sonunda tiipiin iizerinde toplanan
berrak serum numunesinin bir kism1 ile ayn1 giin igerisinde MDA, GSH analizleri
yapildi.

Kalan kisim ise ependorf tiiplere aktarilarak serumda askorbik asit, f-karoten ve
retinol analizleri yapilmak iizere derin dondurucuda analiz giiniine kadar saklandi.

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Kanlar1 alindiktan sonra 6len siganlarin, hizli bir sekilde karaciger, bobrek, beyin,
akciger ve kalpleri ¢ikartildi, ayr1 kaplara konarak, analiz zamanina kadar
saklanmak iizere -70 °C derin dondurucuya kaldirildi.

Eritrosit Paketlerinin Hazirlanmasi

EDTA’I1 tiiplere alinan kan &rnekleri bir saat +4 °C de bekletildikten sonra 3000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Eritrosit ve plazma kismi1 birbirinden ayrildi.
Olusan plazma ortamdan uzaklastirildiktan sonra eritrosit igeren tiipler altta kalan
hacme esit oranda serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) eklenerek 2000 rpm de 8 dakika
santrifiij edildi. Eritrosit yitkama islemi toplamda ii¢ kez tekrarlanarak iistte kalan
beyaz hiicre tabakasi (buffy coat) atildi, elde edilen eritrosit paketleri glutatyon
peroksidaz, katalaz ve superoksit dismutaz enzim aktiviteleri tayinine kadar derin
dondurucuda -70 °C de saklandh.

Biyokimyasal Analizler
Kanda Malondialdehit (MDA) Tayini

Serbest radikallerin doymamis yag asitlerini peroksidasyona ugratarak
olusturduklar1 son iiriinlerden birt MDA’dir. MDA tayini Jain ve arkadaslarinin
yontemine gore yapildi. Bunun igin tim kan numuneleri kullanildi. MDA
tiyobarbiitirik asit (TBA) ile reaksiyona girerek renkli formda bir bilesik meydana
getirir. Olusan bu renkli bilesigin 532 ve 600 nm dalga boylarindaki
spektrofotometrik (Shimadzu UV-1601) dl¢iimiine gore lipit peroksidasyon tayini
yapildi.

NaCl, Na,HPO, ve NaH,PO, ve distile su ile pH 7.4 tampon ¢ozelti hazirlandi.
%0.88 BHT 10 ml absoliit etanolde ¢oziildii. %30 trikloroasetikasit (TCA) distile
su ile 100 mI’ye tamamlandi. 0.05 N NaOH distile su le 1 litreye tamamlandi. Bir
deney tiipiine tiim kandan 200 pl numune alinarak {izerine fosfat tamponu, BHT
ve % 30’luk TCA eklendi. Tiipler vorteksle karistirilarak 2 saat buz banyosunda
tutuldu. Daha sonra 2000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilip elde edilen
siipernatanttan 1 ml baska tiipe aktarildi. Bunun iizerine EDTA-NayH,0 ve %1’lik
TBA eklendi. Oda sicakligina kadar kendiliginden sogumas: saglandiktan sonra
spektrofotometrede kore karst 532 ve 600 nm dalga boylarinda absorbanslari
okundu. Kor olarak distile su kullanilarak ayni islemler sirasiyla gergeklestirildi.
Sonuglar nmol/ ml olarak degerlendirildi.

Kanda Glutatyon (GSH) Tayini

Buetler ve arkadaslarinin tarafindan tanimlanan ydntemin esasi reaksiyon
ortaminda kullanilan DTNB (5,5’-2-dithiobisnitrobenzoikasit)’in kandaki serbest
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stilhidril gruplari ile indirgenerek bir mol —SH grubuna karsilik bir mol 2-nitro-5-
merkaptobenzoik asit vermesine ve bu nitrobenzoik asidin olusturdugu sar1 rengin
siddetinin spektrofotometrede 412 nm’de 6l¢limiine dayanmaktadir.

Deney tiipiine tiim kan numunesinden 200 ul alindi. Uzerine distile su ilave edildi.
Hazirlanan hemolizatin igindeki —SH (tiyol) tastyan biitiin proteinler presipitasyon
(cOktiiriicli) c¢ozeltisi ile ¢oktiiriiliip 5 dakika beklendikten sonra bagska tiipe
stiziilerek ayrildi. Elde edilen supernatant bagka bir tlipe aktarilarak {izerine fosfat
cozeltisi ve DNTB ilave edildi. Spektrofotometrede GSH elde edilen berrak sivida
—SH gruplarinin DTNB ile tepkime sonucu olusan sar1 rengin kore karst 412 nm
dalga boyunda absorbansi Ol¢iildii. Kor olarak 200 pl distile su alinarak ayni
islemler sirasiyla yapildi. Standart olarak ise GSH (40 mg/100 ml distile su)
cozeltisi taze olarak hazirlandi. Sonuclar mg/dl olarak degerlendirildi.

Kanda Askorbik Asit Tayini

Omaye ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanan yontem serumun % 6’lik perklorik
asitle ekstrakte edildikten sonra olusan ekstraktin reaksiyon soliisyonu
(dinitrofenilhidrazin (DNPH), %0.6’lik bakir siilfat (CuSQO4) ve %5’lik tiyotire ile
muamele edilerek olusan sar1 renkli kompleksin spektrofotometrede 520 nm’de
absorbansinin okunmasi esasina dayanmaktadir.

Derin dondurucuda analiz giiniine kadar muhafaza edilen serum derin
dondurucudan ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesi saglandi. Numuneler Omaye ve
arkadaglarinin bildirdikleri spektrofotometrik metod ile 520 nm dalga boyunda
analiz edildi. Deney tiipiine serum numunesi konularak tizerine %6’lik perklorik
asit ilave edilerek 15 dakika bekletildi. Sonra 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi ve tiipiin iizerinde olusan siipernatanttan baska tiipe aktarildi. Bunun
lizerine reaksiyon soliisyonu eklendi. Karistirilan tiipler 90 °C’de 20 dakika
bekletildi. Bu siirenin sonunda tiipler buz banyosuna alinarak % 65°’lik siilfiirik
asit ilavesi yapildi ve vorteksle karistirilarak 520 nm dalga boyunda kore karsi
absorbanslar1 okundu. Kor olarak %6 ‘lik perklorik asit kullanildi ve reaksiyon
sollisyonu ilave edilen basamaktan itibaren islemler ayni sirayla yapildi. Sonuglar
mg/dl olarak degerlendirildi.

Kanda Retinol ve - karoten Tayini

Serumda retinol ve B- karoten diizeyleri Suzuki ve Katoh’un gelistirdikleri yontem
kullanilarak 6l¢iildii. Yontemin prensibi retinoliin 325 nm ve pB-karoten’in 453 nm
dalga boylarinda maksimum 1s1k absorbsiyonu esasina dayanmaktadir.

Isik gecirmemesi i¢in aliiminyum folyo ile kaplanmis kapakli bir santriifiij tiipline
1ml taze serum konuldu ve daha sonra iizerine sirasiyla 1 ml BHT’li etanol ve 3
ml n-hekzan ilave edildi. Tip igerigi 10 dakika altiist edilerek karistirilip 2000
rpm’de 10 dakika santriifiij edildi. Santriifiijden sonra hekzan fazindan 3 ml bir
kuvartz spektrofotometre kiivetine alinarak n-hekzana karsi sirasiyla retinol igin
325 nm ve B- karoten i¢in 453 nm dalga boyunda absorbanslar okundu. Sonuglar
ng/dl olarak degerlendirildi.

39



Dokularda MDA Tayini

Analiz zamanina kadar saklanmak iizere -70 °C derin dondurucuya kaldirilan
beyin, karaciger, bobrek, kalp ve akciger dokularinin deneyin yapilacag: glinden 1
gece once -20 °C’ye almarak ¢oziilmeleri saglandi. Agirliklart saptanan doku
ornekleri, 1 g dokuya 10 ml % 0,9’luk NaCl eklenerek homojenizator yardimi ile
24000 rpm’de homojenize edildi. Homojenat 20 dakika boyunca 10000 rpm’de
santrifiijlenerek saflastirildiktan sonra supernatantta her bir doku i¢in ayr1 ayri
MDA tayini yapildi.

Supernatandan farkli bir tiipe alinip iizerine 0.075 ml 0.1 M EDTA ve 0.25 ml
0.05 N NaOH tampon ile hazirlanmis %1°lik TBA soliisyonu ilave edildi. Tiipler
15 saniye vortekslendikten sonra 15 dakika kaynar su banyosunda tutuldu. Tiipler
hizlica oda sicakligina sogutulduktan sonra 532 ve 600 nm dalga boyunda kore
kars1 absorbans degerleri okunarak elde edilen degerler diliisyon katsayisi ile
carpilip nmol/mg doku biriminde MDA miktarlar1 belirlendi

Dokularda GSH Tayini

Calismanin baglangicinda -70 °C derin dondurucuya kaldirilan beyin, karaciger,
bobrek, kalp ve akciger dokularinin deneyin yapilacagi giinden 1 gece dnce -20
°C’ye alinarak ¢oziilmeleri saglandi. Agirhiklar1 saptanan doku ornekleri, 1 g
dokuya 10 ml % 0,9’luk NaCl eklenerek homojenizator yardimi ile 24000 rpm’de
homojenize edildi. Homojenat 20 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiijlenerek
saflagtirildiktan sonra supernatantta her bir doku i¢in ayr1 ayr1t GSH tayini yapildu.
0,6 ml GSH standart ¢6zeltisine veya santrifiijden sonra alinan siipernatantin 0,6
ml’sine 2,4 ml sekonder sodyum fosfat ¢ozeltisi ve 0,3 ml DTNB ¢ozeltisi
eklendi, vorteksle karistirildi ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra
¢oOzeltinin absorbanst 412 nm’de kore karsi 6l¢iildii. Her bir 6rnek i¢in GSH
miktari, GSH standart ¢ozeltileri ile hazirlanan 6l¢li egrisine gore hesaplandi.
Sonuglar nmol/gram doku olarak degerlendirildi.

GSH-Px Enzim Aktivite Tayini

GSH-Px, glutatyonun kiimen hidrojenperoksitle oksidasyonunu katalizler.
Ortamda bulunan GSSG-R okside glutatyonu hemen rediikte forma dontstiiriir.
Bu sirada ortamdaki NADPH, NADP+’ye oksitlenir. GSH-Px aktivitesi, Paglia ve
Valentine’nin yontemine gore NADPH’m NADP"’ye yiikseltgenmesi sirasinda
absorbans farkinin spektrofotometre ile 340 nm’de okunmasi ile 6l¢iiliir.

2GSH + ROOH > GSH-Px + ROH + GSSG + H,0
GSSG + NADPH + H" _— 5GSSG-R + NADP" + 2GSH

GSH-Px ol¢iimiinde diger peroksidazlarin neden olacagi yliksek sonuglarin elde
edilmemesi i¢in heparinize tam kan 6rnegine Drapkin ayiraci ilave edildi. Eritrosit
GSH-Px’1 igin 25 pl eritrosit 1 ml seyreltici ile diliie edildi. 37 °C’de 5 dakika
inkiibasyondan sonra 1 ml Drapkin ayiraci eklenerek karistirildi. Bu karisimdan
20 pl alinarak tizerine 1 ml reaktif ve 40 pl kiimen hidrojenperoksit ilave edilerek
karistirildi,  absorbanstaki  azalis Randox-Ransel  enzim  Kkitleri ile
spektrofotometrik metotla 340 nm’de 1., 2. ve 3. dakikalarda reaktif koriine kars1
okunup sonuglar U/] olarak hesaplanda.
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SOD Enzim Aktivite Tayini

Metod ksantin-ksantin oksidaz sistemi kullanilarak iiretilen siiperoksitlerin
nitroblue tetrazoliumun (NBT) indirgenmesini inhibe etmesi esasina
dayanmaktadir. Biyolojik sistemlerde aerobik oksidasyon sonucunda meydana
gelen siiperoksit radikalleri NBT boyar maddesini rediikte ederek formazonlarin
olusmasmma neden olmaktadir. SOD ise bu olusan NBT’nin formazonlara
doniistimiinii durdurmaktadir. NBT indirgenme hizinin inhibisyonuna bagl olarak
SOD aktivite tayini yapilmaktadir. SOD aktivitesi 6l¢iimii Randox-Ransel enzim
kitleri ile yapildi. Absorbanstaki azalis Randox-Ransel enzim kitleri ile
spektrofotometrik metotla 340 nm’de reaktif koriine kars1 okunup sonuglar U/ml
olarak hesaplandi.

KAT Enzim Aktivite Tayini

Katalaz enzim aktivitesinin Ol¢limii peroksitin yikim esasina dayanmaktadir.
Katalaz diisiik molekiil agirlikl1 alkollerle elektron aligverisinde bulunur. Ornekte
bulunan KAT enzimi substrattaki H,O,’i 37 °C’de pH 7.4’te H,O ve Oy’e
doniistiiriir. Geriye kalan pargalanmamis substrat (H,0O;), kromojen madde ile sar1
renkli stabil bir kompleks olusturur. Kromojen maddenin siddeti formaldehitle
degisir. Yapilan aktivite tayininde olusan rengin siddeti katalaz konsantrasyonu ile
ters orantili olup 540 nm’de 6l¢iim yapildi. Sonuglar kU/1 olarak hesaplandi.

Organlarin izolasyonu

Nekropsiyi takiben alinan karaciger Ornekleri ndétral formaldehitde tespit
edildikten sonra rutin doku takibine uygun doku numuneleri doku takip
kasetlerine alindi. Otomatik doku takip cihazi yardimi ile (Leica TP 1020) alkol
ve ksilol serilerinde dehidre edilen ve seffaflastirilan dokular parafin ile bloklandi.
Bu parafin bloklardan rotary mikrotom (Leica RM 2155) ile 5 um kalinliginda
kesitler alinarak, hematoksilen-eozin (HE), Van Gieson ve Periodic Acid Schiff
ile boyandi. Tiim bu kesitler “Kameram® dijital kamera ve Kameram® goriintii
analiz sistemi” eklenmis 151k mikroskobunda (Nicon Eclipse Ci) degerlendirilmis
ve gerekli goriildiigiinde dijital kamera ile mikroskobik olarak goriintiiler
alinmistir.

Immunhistokimyasal Yéntemler

Karacigerlerden histopatolojik incelemeler icin hazirlanmis olan parafin
bloklardan 3-aminopropyltriethoxysilane (APES) ile kaplanmig adhezivli lamlara
alman doku kesitlerine indirekt immunoperoksidaz yontemi uygulandi. Kesitler
ksilollerde deparafinize, dereceli alkol serilerinde rehidre edildikten sonra oda
1sisinda 10 dk %3’liikk hidrojen peroksitte tutuldu. Bu asamadan sonra antijen
ortaya ¢ikarma yontemleri uygulanan kesitler nemli kamaraya alinarak {izerlerine
birer damla ‘serum bloklama’ serumu damlatildi. Bax, Bcl-2, Caspase-3, Caspase-
8 anti-serumlart firma onerileri dogrultusunda optimize edilen sulandirmalarda
damlatildi. Takiben, polimerize enzimle konjuge sekonder antikor damlatilan
kesitler 3-amino-9-etilkarbazol (AEC) kromojeninde kontrolli olarak bekletildi.
Kesitler, normal at serumunun kullanildigt asama hari¢c hematoksilenle
boyanincaya kadar pH’s1 7.4’e ayarlanmis fosfatli tampon (Sodyum kloriir,
potasyum dihidrojenfosfat ve sodium hidrojenfosfat karisimindan hazirlanan) ile
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3x2 dk yikandi. Mayer’in hematoksilen boyasinda 3 dk karsit boyamaya tabi
tutulan kesitler ¢esme suyu altinda yikanip; iizerlerine su bazli yapistirici
damlatilarak lamelle kapatildi. Pozitif kontrol firma onerisi dogrultusunda
onerilen doku ve yontemler ile yapildi. Negatif kontrol Kkesitleri de benzer
prosediir ile boyandi, ancak, primer antikor konulmayan kesitlere normal tavsan
serumu ile muamele edildi. immunoperoksidaz yontemine gére hazirlanan bahse
konu kesitler inceleninceye kadar oda sicakliginda ve karanlikta muhafaza edildi.
Tim primer antikorlar peroksidaz enzimi ile konjuge polimerize anti-rabbit 19G
(ImmPRESS, MP-740, Vectorlab) tespit edildi. Kesitler 3-amino-9-etilkarbazol
(AEC, Invitrogen, 002007) substrati ile renklendirildi.

Immunohistokimyasal Bax Boyama Yéntemi

Calismada Santa Cruz (SC-526) Rabbit poliklonal Bax (clone P-19) primer
antikoru kullanildi. Bu antikor igin, sitrat buffer pH 6.0, 20 dk mikrodalga basingl
tenceresi kullanilarak 800 watt enerji altinda antijen ortaya ¢ikarma yapildi ve 30
dk sogumaya birakildi. Antikor 1/50 sulandirma ile oda isisinda 1 saat inkube

edildi.
Immunhistokimyasal Bcl-2 Boyama Yontemi

Calismada Santa Cruz (SC-492) Rabbit poliklonal Bcl-2 (Clone N-19) primer
antikoru kullanildi. Bu antikor i¢in, sitrat buffer pH 6.0, 20 dk mikrodalga basin¢l
tenceresi kullanilarak 800 watt enerji altinda antijen ortaya ¢ikarma yapildi ve 30

dk sogumaya birakildi. Antikor 1/100 sulandirma ile oda 1sisinda 90 dk inkube
edildi.

Immunhistokimyasal Kaspaz-3 Boyama Yontemi

Abcam, (ab4051), rabbit polyclonal, anti- Caspase-3 antikoru kullanildi. Bu
antikor igin, sitrat buffer pH 6.0, 10 dk mikrodalga basingli tenceresi kullanilarak
800 watt enerji altinda antijen ortaya g¢ikarma yapildi ve 20 dk sogumaya

birakildi. Primer antikor 1/20 sulandirmayla 2 saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.

Immunhistokimyasal Kaspaz-8 Boyama Yontemi

Abcam, Caspase 8 (ab4052) rabbit polyclonal antikoru kullanildi. Bu antikor igin,
sitrat buffer pH 6.0, 10 dk mikrodalga basin¢l tenceresi kullanilarak 800 watt
enerji altinda antijen ortaya ¢ikarma yapildi ve 20 dk sogumaya birakildi. Primer
antikor 1/30 sulandirmayla 18 saat buzdolabinda inkiibasyona birakild.

TUNEL yontemi

In Situ Cell Death Detection Kit, POD, (Roche, Cat. No. 1 684 817) ticari kiti ile
uygulanan yontemde firma tarafindan Onerilen basamaklar takip edildi. Parafin
bloklardan APES ile kaplanmis adhezivli lamlara alinan doku kesitlerine TUNEL
boyama yontemi uygulandi. Kesitler ksilollerde deparafinize, 100, 96, 80 ve 70
’lik alkol serilerinde rehidre edildikten sonra antijen retrieval amaciyla
uygulamalar yapildi. Daha sonra %3’lilk H,O, igeren metanolde 5 dakika,
TUNEL karisiminda 1 saat, converter POD’da da 30 dakika tutulan kesitler AEC
kromojeni ile renklendirildi. Zemin boyasi Mayer’in hematoksilen boyasi ile

42



yapildi. Her asamadan sonra kesitler PBS ile yikanacaktir. Negatif Kontrol
amaciyla Label solusyonundan yararlanildi.

Istatistiksel Analizler

Elde edilen bulgularin (MDA, GSH, retinol, B-karoten, askorbik asit, SOD, KAT
ve GSH-Px) 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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BULGULAR

Biyokimyasal Bulgular

Cizelge 1. Calisma Gruplarma iligkin Elde Edilen MDA, GSH, Askorbik Asit, Retinol, -
Karoten Degerleri

n=8 GOZL. KONT. RES10 RES20 RES40 PAM40 PAM+RES
MDA

(nmol/ml) | 2.11 4.88 2.52 2.37 2.27 2.41 2.36
+ + + + + + + +

SH 0.3° 0.6 0.5° 0.4° 0.32° 0.5° 0.3°
GSH

(mg/dl) 50.79 57.66 59.37 57.04 59.89 59.33 58.93
+ + + + + + + +

SH 3.3 5.1¢ 45° 5.6 4.1° 4.7¢ 3.6¢
Ask.Asit

(mg/dl) 2.62 2.46 2.66 2.54 2.73 2.51 2.71
+ + + + + + + +

SH 0.2 0.3 0.5 0.2 0.2 0.4 0.2
Retinol

(ng/dl) 59.27 47.38 57.71 57.35 64.05 61.47 57.49
+ + + + + + + +

SH 5.2° 7.3 6.9 7.7 6.7" 8.2° 6.7
p-Karoten

(ng/dl) 24.43 15.32 23.33 23.57 28.57 24.19 22.02
+ + + + + + + +

SH 3.2° 5.5 2.8° 2.3° 48° 6.2" 2.8°

& Kontrolden farklidir (p < 0.05)

®. Gozlemden farklidir (p < 0.01)

®: Kontrolden farklidir (p < 0.01)
¢ Kontrolden farklidir ( p < 0.001) 9 Gozlemden farklidir (p < 0.05)
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Kan MDA Diizeyine iliskin Bulgular

B MDA (nmol/ml)

GOZLEM KONTROL RES 10 RES 20 RES 40 PAM 40 PAM+RES

Sekil 9. Kan MDA (nmol/ml) Diizeyine iliskin Bulgular, °: Kontrolden farkhdir (p < 0.001),
n=8

Tek doz fenthiona (800 mg/kg, i.p.) maruz kalan Kontrol grubundaki si¢anlarin
MDA diizeylerinde en yiiksek oranda artig tespit edilmistir (p< 0.001). Gézlem
grubunda ise bu deger en diisiik bulunmustur (p < 0.001). RES10, RES20,
RES40, PAM20 ve PAM40+RES20 gruplarinda ise MDA diizeyinin anlamli
sekilde distiigli gozlenmistir (p< 0.001). MDA diizeyleri Gozlem grubunda
2.114£0.3 nmol/ml, Kontrol grubunda 4.88 +0.3 nmol/ml, RES10 grubunda
2.5240.5 nmol/ml, RES20 grubunda 2.37+0.4 nmol/ml, RES40 grubunda
2.274+0.32 nmol/ml, PAM40 grubunda 2.41+£0.5 nmol/ml, PAM+RES grubunda
2.36+0.3 nmol/ml olarak bulunmustur.

Kan GSH Diizeyine iliskin Bulgular

B GSH (mg/dl)

70 q e e e d
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Sekil 10. Kan GSH (mg/dl) Diizeyine iligkin Bulgular, *: Gézlemden farklidar (p < 0.05), ©:
Gozlemden farkhdir (p <0.01), n=8

Gozlem grubuna gore degerlendirildiginde, fenthion (800 mg/kg, i.p.) verilen
gruplarda (RES20 hari¢) GSH diizeyi anlaml sekilde yiikselmistir (p< 0.005).
GSH diizeyleri Gézlem grubunda 50.79+3.3 mg/dl , Kontrol grubunda 57.66 +5.1
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mg/dl, RES10 grubunda 59.37 + 4.5 mg/dl, RES20 grubunda 57.04+5.6 mg/dl,
RES40 grubunda 59.89+4.1 mg/dl, PAM40 grubunda 59.33+4.7 mg/dl,
PAM+RES grubunda 58.93+3.6 mg/dl olarak bulunmustur.

Kan Askorbik Asit Diizeyine iliskin Bulgular

B Askorbik asit (mg/dl)
3,5

0 I I I I I I I
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Sekil 11. Kan Askorbik Asit (mg/dl) Diizeyine iliskin Bulgular, n=8

Askorbik asit diizeyleri degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamigtir. Askorbik asit diizeyleri Gozlem grubunda 2.62 +0.2 mg/dl,
Kontrol grubunda 2.46 +0.3 mg/dl, RES10 grubunda 2.66 +0.5 mg/dl, RES20
grubunda 2.54 +0.2 mg/dl, RES40 grubunda 2.73 +0.2 mg/dl, PAM40 grubunda
2.51 £0.4 mg/dl, PAM+RES grubunda 2.71 +0.2 mg/dl olarak bulunmustur.

Kan Retinol Diizeyine iliskin Bulgular

M Retinol (ug/dl)
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Sekil 12. Kan Retinol (mg/dl) Diizeyine iliskin Bulgular, *: Kontrolden farkhdir (p < 0.05),
®; Kontrolden farklidir (p <0.01), n=8

Retinol endojen antioksidandir. Hiicresel antioksidan savunmada rol
oynamaktadir. OF toksisitesi oksidatif strese yol agmasi nedeniyle retinol
tiiketimini arttirmistir. Bu nedenle normalden daha diisiik diizeyde retinol diizeyi
saptanmigstir. Verilen tedavi oksidatif stresi baskiladigindan retinol tiiketimini
engellemistir. Kontrol grubunda Gozlem grubuna gore deger oldukga diigsmiistiir
(p<0.05). Tedavi verilen gruplardan RES40 (p<0.01) ve PAMA40 (p<0.05)
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gruplarin da retinol tiiketimi anlamli sekilde Onlenmistir. Retinol diizeyleri
Gozlem grubunda 59.27 £5.2 pg/dl, Kontrol grubunda 47.38 +7.3 ug/dl, RES10
grubunda 57.71 £6.9 pg/dl, RES20 grubunda 57.35 £7.7 pg/dl, RES40 grubunda
64.05 £6.7 ug/dl,PAM grubunda 61.47 +8.2 pg/dl, PAM+RES grubunda 57.49
+6.7 nug/dl olarak bulunmustur.

Kan p-Karoten Diizeylerine Iliskin Bulgular

B B-Kaoroten (pg/dl)

40
35 . b
0 b A
25 ; i
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T T — T T I

Sekil 13. Kan p-Karoten (ng/dl) Diizeyine iliskin Bulgular, *: Kontrolden farkhdir (p < 0.05),
®; Kontrolden farkhdir (p <0.01), °: Kontrolden farkhidir ( p <0.001), n=8

OF toksisitesi ve buna bagli olarak olusan oksidatif stres A vitamini tiiketimini
arttirmaktadir. Bu nedenle Kontrol grubunda Gozlem grubuna gore daha diisiik
diizeyde p-Karoten saptanmistir (p<0.01). Verilen tedavi oksidatif stresi
baskiladigindan p-karoten tiiketimini engellemistir. RES10 (p<0.05), RES20
(p<0.05), RES40 (p<0.01), PAMA40 (p<0.01), PAM+RES (p< 0.05) gruplarinda -
karoten tiiketimi anlamli sekilde azalmistir. B-karoten diizeyleri Gozlem grubunda
24.43 +3.2 pg/dl, Kontrol grubunda 15.32 +5.5 ug/dl, RES10 grubunda 23.3342.8
png/dl, RES20 grubunda 23.57 £2.3 pg/dl, RES40 grubunda 28.57 +4.8 pg/dl,
PAMA40 grubunda 24.19 +6.2 ng/dl, PAM+RES grubunda 22.02+2.8 pg/dl olarak
bulunmustur.

Cizelge 2. Calisma Gruplarina iliskin Elde Edilen SOD, GSH-Px, KAT Degerleri

n=8 GOZL. KONT. RES10 RES20 RES40 PAM40 PAM+RES
SoD

(Uml) |19050 21425 21575  222.02  208.11 223.62 218.86

+ + + + + + + +

SH 8.9 99° 8.3° 7.6° 6.0" 10.9° 9.1°
GSHPx

(un) 431753 6331.95 5788.81  5719.45 5163.87 559447  5788.86

+ + + + + + + +

SH 297.751 807.7°  651.3° 519.3°  588.2°  493.1° 661.1°
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Cizelge 2. (Devam) Cahsma Gruplarina iliskin Elde Edilen SOD, GSH-Px, KAT Degerleri

KAT

(kU 197514 3186.43 271385  2763.87 2456.98  2588.82 2836.05
+ + + + + + + +

SH 462.1 517.7°¢ 563.2° 472.0° 447.4 382.3 436.5°

% p < 0.05 Gézlemden farklidir, b p < 0.01 Gozlemden farklidir ®: p < 0.001 Gozlemden farklidir
Kanda SOD Enzim Aktivitesine Iliskin Bulgular

HSOD (U/ml)
C
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Sekil 14. Kanda SOD (U/ml) AKtivitesine iliskin Bulgular ®. Gézlemden farkhdir (p <0.01),
‘s Gozlemden farklidir ( p < 0.001), n=8

OF toksisitesi SOD enziminin aktivitesinde artisa neden olmustur (p < 0.001) .
SOD enzim aktivitesi RES40 (p<0.01) grubunda Gozlem grubuna en yakin
degerde gozlenmistir. SOD enzim diizeyleri Gozlem grubunda 190.504+8.9 U/ml,
Kontrol grubunda 214.25+9.9 U/ml, RES10 grubunda 215.75+8.3 U/ml, RES20
grubunda 222.02+7.6 U/ml, RES40 grubunda 208.11+6.0 U/ml, PAMA40 grubunda
223.62+10.9 U/ml, PAM+RES grubunda 218.86+9.1 U/ml olarak bulunmustur.

Kanda GSH-Px Enzim Aktivitesine iliskin Bulgular

| GPx (U/1)
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Sekil 15. Kanda GSH-Px (U/T) Enzim Aktivitesine iliskin Bulgular, *: Gozlemden farkhdir
(p < 0.05), °: Gozlemden farkhdir (p < 0.01), “: Gézlemden farkhidir (p < 0.001), n=8
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OF toksisitesi GSH-Px enziminin aktivitesinde artisa neden olmustur (p<0.01,
p<0.001). Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda antioksidan enzim aktivitesinin
tedavi verilen gruplarda distiigii gozlemlenmektedir. Gozlem grubuna en yakin
deger RES40 (p<0.05) grubunda gozlenmistir. GSH-Px enzim diizeyleri Gozlem
grubunda 4317.53+297.751 U/I, Kontrol grubunda 6331.95+807.7 U/l, RES10
grubunda 5788.81+651.53 U/l, RES20 grubunda 5719.45+519.3 U/l, RES40
grubunda 5163.87+£588.2 U/l, PAM40 grubunda 5594.47+493.1 U/l, PAM+RES
5788.86+£661.1 U/l olarak bulunmustur.

Kanda KAT Enzim Aktivitesine Iliskin Bulgular

W AT (kU1
4000
3500 1

30D

g 3 .
2500 =
20800
1500
1000
a
RES 20 RES 40

PAK A FABASRES

=

GOILEM EOMTROL RES 10

Sekil 16. Kanda KAT (kU/I) Enzim Aktivitesine iliskin Bulgular, *: Gozlemden farkhdir (p
<0.05), © Gézlemden farkhdir ( p <0.001), n=8

OF toksisitesi KAT enziminin aktivitesinde artisa neden olmustur (p < 0.05, p <
0.001). Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda antioksidan enzim aktivitesinin
tedavi verilen gruplarda diistigii gézlemlenmektedir. Gozlem grubuna en yakin
deger RES40 grubunda gozlenmistir. KAT enzim diizeyleri Gozlem grubunda
1975.14+462.1 kU/I, Kontrol grubunda 3186.43+517.7 kU/l, RES10 grubunda
2713.85+563.2 kU/I, RES20 grubunda 2763.87+472.0 kU/I, RES40 grubunda
2456.98+447.4 kU/l, PAM40 grubunda 2588.82+382.3 kU/l, PAM+RES
grubunda 2836.05+436.5 kU/1 olarak bulunmustur.

Dokularda MDA Diizeyine iliskin Bulgular

Cizelge 3. Cahsma Gruplarina iliskin Elde Edilen Beyin, Karaciger, Bobrek, Kalp ve
Akciger Doku MDA Degerleri

n=;8 GOZL. KONT. RES10 RES20 RES40 PAM40 PAM+RES
Beyin 171.25 235.02 217.52 198.75 187.57 216.25 220.08

+ + + + + + + +

SH 17.3° 27.8 21.2 24.7° 28.7° 25.6 19.3
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Cizelge 3. (Devam) Calisma Gruplarina iliskin Elde Edilen Beyin, Karaciger, Bobrek, Kalp
ve Akciger Doku MDA Degerleri

Karaciger | 12.17 35.24 29.14 25.58 19.97 24.67 25.45
+ + + + + + + +

SH 3.9° 6.7 4.8 3.9° 3.4° 59" 5.7"
Bibrek 60.69 74.16 70.41 70.19 65.08 71.57 67.62
+ + + + + + + +

SH 5.7° 7.2 5.8 7.1 5.8 6.1 4.6
Kalp 21.74 3117  26.81 25.43 23.61 25.34 25.73
+ + + + + + + +

SH 4.4° 3.9 4.8 6.3 3.1° 5.9 5.1
Akciger 28.97 38.41 34.06 33.03 31.05 30.43 36.22
+ + + + + + + +

SH 3.8 8.2 3.7 7.1 2.9 6.2 8.5

% p < 0.05 Kontrolden farkhidir, " p < 0.01 Kontrolden farklidir
“ p < 0.001 Kontrolden farklidir

Doku MDA nmol/'ml
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: S 0 [ 1 1]
Beyin Karaciger Bidbrek Kalp Akciger
mGOZLEM gKONTROL mRES10 mRES2Z0 mRES40 mPAMAD mPAM+RES

Sekil 17. Calisma Gruplarina iliskin Elde Edilen Beyin, Karaciger, Bobrek, Kalp ve Akciger
Doku MDA Degerleri, *: p < 0.05 Kontrolden farkhdir, P, p <0.01 Kontrolden farkhdir, °: p
<0.001 Kontrolden farkhdir, n=8
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Beyin Dokusunda MDA Diizeyine Iliskin Bulgular

® Beyin MDA (nmol/ml)
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Sekil 18. Beyin Dokusu MDA (nmol/ml) Diizeyine iliskin Bulgular, %: p < 0.05 Kontrolden
farkhdir, b, p < 0.01 Kontrolden farkhdur, °: p < 0.001 Kontrolden farkhdir, n=8

Beyin dokusunda MDA diizeyi Kontrol grubunda en yiiksek, G6zlem grubunda en
diisiik bulunmustur. RES20 (p<0.05) ve RES40 (p<0.01) verilen gruplarda MDA
diizeyi anlamli oranda azalmistir. RES10, PAM40 ve PAM+RES gruplarinda
anlamli bir azalma bulunmamistir. Beyin dokusundaki MDA diizeyleri Gozlem
grubunda 171.25+17.3 nmol/ml, Kontrol grubunda 235.02+27.8 nmol/ml, RES10
grubunda 217.52421.2 nmol/ml, RES20 grubunda 198.75+24.7 nmol/ml, RES40
grubunda 187.57+ 28.7 nmol/ml, PAM40 grubunda 216.25+25.6 nmol/ml,
PAM+RES grubunda 220.08+19.3 nmol/ml olarak bulunmustur.

Karaciger Dokusunda MDA Diizeyine iliskin Bulgular

m Karaciger MDA (nmol/ml)
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Sekil 19. Karaciger Dokusu MDA (nmol/ml) Diizeyine iliskin Bulgular, b p<0.01
Kontrolden farkhdir, °: p < 0.001 Kontrolden farklidir, n=8

Karaciger dokusunda MDA diizeyi Kontrol grubunda en yiiksek, Go6zlem
grubunda en diisiik bulunmustur. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda RES20
(p<0.01), RES40 (p<0.001), PAM40 (P<0.01), PAM+RES (p<0.01) gruplarinda
karaciger dokusunda MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlenmistir. Karaciger dokusundaki MDA diizeyleri Goézlem grubunda
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12.17+3.9, Kontrol grubunda 35.24+6.7, RES10 grubunda 29.14+4.8, RES20
grubunda 25.58+3.9, RES40 grubunda 19.97+3.4, PAM40 grubunda 24.67+5.9,
PAM+RES grubunda 25.45+5.7 olarak bulunmustur.

Bobrek Dokusunda MDA Diizeyine iliskin Bulgular

m Bobrek (nmol/mil}
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Sekil 20. Bobrek Dokusu MDA (nmol/ml) Diizeyine iliskin Bulgular, b. p <0.01 Kontrolden
farkhdir, n=8

Bobrek dokusunda MDA diizeyi Kontrol grubunda en yiiksek, Gézlem grubunda
en disiik bulunmustur (p < 0.01). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda RES40 ve
PAM+RES gruplarinda bobrek dokusunda en fazla diisiis gozlenmis olsa da bu
degerler istatistiksel olarak bir anlam ifade etmemektedir. Bobrek dokusundaki
MDA diizeyleri Gozlem grubunda 60.69+£5.7 nmol/ml, Kontrol grubunda
74.16£7.2 nmol/ml, RES10 grubunda 70.41£5.8 nmol/ml, RES20 grubunda
70.19+7.1 nmol/ml , RES40 grubunda 65.08+5.8, PAM40 grubunda 71.57+6.1,
PAM+RES grubunda 67.62+4.6 olarak bulunmustur.

Kalp Dokusunda MDA Diizeyine iliskin Bulgular

m Kalp MDA (nmol/ml)
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Sekil 21. Kalp Dokusu MDA (nmol/ml) Diizeyine iliskin Bulgular, *: p < 0.05 Kontrolden
farkhdir, °: p <0.01 Kontrolden farkhdir, n=8
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Kalp dokusunda MDA diizeyi Kontrol grubunda en yiiksek, Gézlem grubunda en
diisiik bulunmustur (p<0.01). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda tedavi verilen
gruplarin hepsinde diisiis olmakla birlikte en fazla diisiis RES40 (p<0.05)
grubunda goézlenmistir. Kalpteki MDA diizeyleri Gozlem grubunda 21.74+4.4
nmol/ml, Kontrol grubunda 31.17+£3.9 nmol/ml, RES10 grubunda 26.81+4.8
nmol/ml, RES20 grubunda 25.43+6.3 nmol/ml, RES40 grubunda 23.61£3.1
nmol/ml, PAM40 grubunda 25.34+5.9 nmol/ml, PAM+RES grubunda 25.73+5.1
nmol/ml olarak bulunmustur.

Akciger Dokusunda MDA Diizeyine iliskin Bulgular
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Sekil 22. Akciger Dokusu MDA (nmol/ml) Diizeyine iliskin Bulgular, n=8

Akciger dokusunda MDA diizeyi Kontrol grubunda en yiiksek, Gozlem grubunda
en diisiik bulunmustur. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda tedavi verilen gruplarin
hepsinde de belli bir miktar diisiis olmasina ragmen bu degerler istatistiksel olarak
bir anlam ifade etmemektedir. Akciger dokusundaki MDA diizeyleri Gozlem
grubunda 28.97+3.8 nmol/ml, Kontrol grubunda 38.41+8.2 nmol/ml, RES10
grubunda 34.06+£3.7 nmol/ml, RES20 grubunda 33.03+7.1 nmol/ml, RES40
grubunda 31.054+2.9 nmol/ml, PAM40 grubunda 30.43+6.2 nmol/ml, PAM+RES
grubunda 36.22+8.5 nmol/ml olarak bulunmustur.
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Dokularda GSH Diizeyine iliskin Bulgular

Cizelge4. Cahsma Gruplarma iliskin Elde Edilen Beyin, Karaciger, Bobrek, Kalp ve Akciger
Doku GSH Degerleri

n=8 GOZL. KONT. RES10 RES20 RES40 PAM40 PAM+RES
Beyin 151.11  143.88 147.83 150.58 162.14 153.37 148.09
+ + + + + + + +

SH 134 14.3 10.6 151 10.2 13.9 11.9
Karaciger | 33.17 73.44 75.67 82.29 88.43 79.78 74.89
+ + + + + + + +

SH 7.1° 8.6 10.5 7.9 9.1° 10.9 7.3
Bobrek 166.88  184.52 196.63 194.47 175.53 193.38 177.12
+ + + + + + + +

SH 8.6 11.3 18.3 14.8 10.9 11.5 12.9
Kalp 319.60 342.04 334.56 329.80 369.48 350.95 360.85
+ + + + + + + +

SH 6.3° 16.8 13.9 16.7 10.9" 10.6 11.3
Akciger 186.15 203.48 207.52 206.52 198.40 199.31 207.54
+ + + + + + + +

SH 12.3 16.6 11.2 12.8 10.9 11.3 10.2

% p < 0.05 Kontrolden farklidir, : p <0.01 Kontrolden farkhidir
° p <0.001 Kontrolden farklidir
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Doku GSH
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Sekil 23. Cahisma Gruplarina iliskin Elde Edilen Beyin, Karaciger, Bobrek, Kalp ve Akciger
Doku GSH Degerleri, %: p < 0.05 Kontrolden farkhdir, b, p < 0.01 Kontrolden farkhdur, °: p
<0.001 Kontrolden farkhdir, n=8

Beyin Dokusunda GSH Diizeyine iliskin Bulgular

H Beyin (nmol/ml)
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Sekil 24. Beyin Dokusu GSH (nmol/ml) Diizeyine iliskin Bulgular, n=8

Beyin dokusunda GSH diizeyi RES40 grubunda en yiiksek, Kontrol grubunda en
diigik bulunmusgtur. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Gozlem dahil tim
gruplarda GSH diizeyi artmis olmasina ragmen bu degerler istatistiksel olarak bir
anlam ifade etmemektedir. Beyin dokusundaki GSH diizeyleri Gozlem grubunda
151.11+13.4 nmol/ml, Kontrol grubunda 143.88+14.3 nmol/ml, RES10 grubunda
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147.83+£10.6 nmol/ml, RES20 grubunda 150.58+15.1 nmol/ml, RES40 grubunda
162.14+10.2 nmol/ml, PAM40 grubunda 153.37£13.9, PAM+RES grubunda
148.09+11.9 olarak bulunmustur.

Karaciger Dokusunda GSH Diizeyine iliskin Bulgular

m Karaciger GSH (nmol/ml)
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Sekil 25. Karaciger Dokusu GSH (nmol/ml) Diizeyine iliskin Bulgular, %: p < 0.05
Kontrolden farkhdir, °: p < 0.001 Kontrolden farklidir, n=8

Karaciger dokusunda GSH diizeyi RES40 grubunda en yiiksek (p<0.05), Gézlem
grubunda en diisik (p<0.001) bulunmustur. Gozlem grubuna gore
degerlendirildiginde karaciger dokularinda RES40 grubunda OF zehirlenmesine
bagl olarak GSH diizeyi anlamli sekilde yiikselmistir. Karaciger dokusundaki
GSH diizeyleri Gozlem grubunda 33.17+7.1 nmol/ml, Kontrol grubunda
73.44+£8.6 nmol/ml, RES10 grubunda 75.67+10.5 nmol/ml, RES20 grubunda
82.29+7.9 nmol/ml, RES40 grubunda 88.43+9.1 nmol/ml, PAM40 grubunda
79.78+¢10.9 nmol/ml, PAM+RES grubunda 74.89+7.3 nmol/ml olarak
bulunmustur.
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Bibrek Dokusunda GSH Diizeyine iliskin Bulgular

W Bobrek GSH (nmol/ml)

150

50

GOZLEM KONTROL RES 10 RES 20 RES 40 PAM 40 PAM+RES

Sekil 26. Bobrek Dokusu GSH (nmol/ml) Diizeyine iliskin Bulgular, n=8

Bobrek dokusunda GSH diizeyi Gozlem grubunda en diisiik bulunmus olup
fenthion verilen gruplarda GSH diizeyi artmistir. Fakat bu artig istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Bobrekteki GSH diizeyleri Gozlem grubunda 166.88+8.6
nmol/ml, Kontrol grubunda 184.52+11.3 nmol/ml, RES10 grubunda 196.63+18.3
nmol/ml, RES20 grubunda 194.47+14.8 nmol/ml, RES40 grubunda 175.53+10.9
nmol/ml, PAM40 grubunda 193.38t11.5 nmol/ml, PAM+RES grubunda
177.12+12.9 nmol/ml olarak bulunmustur.

Kalp Dokusunda GSH Diizeyine iliskin Bulgular
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Sekil 27. Kalp Dokusu GSH (nmol/ml) Diizeyine iliskin Bulgular, *: p < 0.05 Kontrolden
farkhdir, b, p < 0.01 Kontrolden farkhdir, n=8

Kalp dokusunda GSH diizeyi Gozlem grubuna goére degerlendirildiginde tiim
gruplarda ylikselmis olmasina ragmen istatistiksel olarak RES40 grubunda
(p<0.01) anlaml yiikselme gozlenmistir. Kalp dokusunda GSH diizeyleri Gozlem
grubunda 319.60+6.3 nmol/ml, Kontrol grubunda 342.04+16.8 nmol/ml, RES10
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grubunda 334.56+13.9 nmol/ml, RES20 grubunda 329.80+16.7 nmol/ml, RES40
grubunda 369.48+10.9 nmol/ml, PAM40 grubunda 350.95+10.6 nmol/ml,
PAM+RES grubunda 360.85+11.3 nmol/ml olarak bulunmustur.

Akciger Dokusunda GSH Diizeyine iliskin Bulgular
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Sekil 28. Akciger Dokusu GSH (nmol/ml) Diizeyine iliskin Bulgular, n=8

Akciger dokusunda GSH diizeyi Gozlem grubunda en diisiik diizeyde bulunmus
olup diger gruplarda gozlenen yiikseklik istatistiksel olarak bir anlam ifade
etmemektedir. Akciger dokusunda GSH diizeyleri Gézlem grubunda 186.15+12.3
nmol/ml, Kontrol grubunda 203.48+16.6 nmol/ml, RES10 grubunda 207.52+11.2
nmol/ml, RES20 grubunda 206.52+12.8 nmol/ml, RES40 grubunda 198.40+10.9
nmol/ml;, PAM40 grubunda 199.31£11.3 nmol/ml, PAM+RES grubunda
207.54+10.2 nmol/ml olarak bulunmustur.
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Immunohistokimyasal Bulgular

Gézlem Kontrol ‘ RES10 ‘ RES20 RES40 ‘PAM4O ‘ PAM+RES

Sekil 29. Tiim gruplarda HE, Bax, Bcl-2, TUNEL, Kaspaz- 3 ve Kaspaz- 8’e iligkin
Mikroskobik Goriintiiler

HE boyamasi: Gozlem grubunda normal mikroskobik goriiniim ve sirasiyla azalan
(Kontrol, RES10, RES20, RES40, PAM40, PAM+RES) siddette histopatolojik
degisiklikler (yangisal hiicre infiltrasyonu, sinuslarda genisleme, konjesyon,
kordonlarda dissosiasyon).

Bax immunohistokimyasal boyamasi: Gozlem grubunda minimum seviyede bax
pozitifligi ve diger gruplarda sirasiyla azalan siddette bax pozitifligi.

Bcl-2 immunohistokimyasal boyamasinda; Gozlem grubunda belirgin  bcl-2
pozitifligi, Kontrol grubunda minimum seviyede ve diger gruplarda sirasiyla artan
siddette bcl-2 pozitifligi.

TUNEL, Kaspaz-3, Kaspaz-8 immunohistokimyasal boyamalari: gelisi glizel
dagilmis, normal karaciger parenkimine uygun boyanmalar, gruplar arasinda
farklilik mevcut degildir. (Immunohistokimyasal boyamalarda kahverengi-kirmizi
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renk pozitif reaksiyonu gostermekte, mavi renk ise standart Zemin boyamasini
ifade etmektedir)

Mikroskobik incelemede; Go6zlem grubu disindaki hayvanlarin karacigerlerinde
konjesyon, sentral ve portal venlerde dilatasyon, hepatik siniizoidlerde genigleme,
hepatik kordonlarda dissosiasyon ve kupffer hiicrelerinde aktivasyon ilk bakista
gozlenen bulgular olup Kontrol grubu hayvanlarinda bu bulgulara ek olarak
perisentral yerlesimli ¢ogunlugu lenfositik seriden olmak iizere mononiiklear
hiicreler de gozlendi. Bahsedilen lezyonlar ayni gruptaki hayvanlarda ve ayni
ornegin farkli bolgelerinde bile farkliliklar gosterebildiginden caligmanin geneli
grup ortalamasina gore degerlendirildi. Isik mikroskobik incelemeleri
desteklemek igin yapilan histokimyasal boyamalardan Van Gieson boyamasinda
ne periportal ne de perisentral bdlgelerde fibrozise iligskin bir bulgu izlenmedi.
Yine histokimyasal boyalardan Periodic Acid Schiff boyamasi dogrulamasi ile
hepatositlerde farkli bir birikim dikkati ¢ekmedi. Patolojik lezyonlarin siddeti
gruplara gore siralanacak olursa, en siddetli lezyonlarin Kontrol’de oldugu, bunu
siras1 ile RES10, RES20, RES40, PAM, PAM+RES grubunun takip ettigi,
Gozlem grubunun ise normal oldugu goriildii.

Immunohistokimyasal incelemeler programlanmis hiicre dliimiine yonelik olarak
yapilmistir. Anti-Bax antikoru ile yapilan boyamalarda, boyanmalarin perisentral
bolgeye lokalize oldugu dikkati g¢ekmistir. Anti-Bcl-2 antikorunun da bu
bolgelerde lokalize oldugu ancak yogunlugunun Anti-Bax yogunlugu ile ters
olarak etkilendigi yoniinde bir goriiniim sergilemistir. Anti-kaspaz-3, anti-kaspaz-
8 ve TUNEL boyamalarda ise perisentral bolgelerde herhangi bir pozitiflik
gbzlenmemis, parankime gelisiglizel dagilmis ve normal bir karaciger dokusuna
benzer bir sekilde ve fizyolojik limitler icerisinde olacak sekilde hepatositlerde,
kupffer hiicrelerinde ve diger destek hiicrelerinde pozitiflikler izlenmistir.
Histopatolojik bulgular1 destekler nitelikte en siddetli Anti-Bax pozitifligi Kontrol
grubunda goézlenmis ve pozitifligin siddeti RES10, RES20, RES40, PAM,
PAM+RES ve Gozlem olarak azalarak takip etmistir. Anti-Bcl-2 pozitifligi ise
Anti-Bax antikorunun aksi bir seyir gostermis olup en yogun olarak Goézlem
grubunda daha sonra da PAM+RES, PAM, RES40, RES20, RES10 ve en az
olarak da Kontrol grubunda ortaya ¢ikmistir. Anti-Bcl-2 boyamasinda dikkati
ceken husus boyanin lokalizasyonu olmustur. Goézlem grubunda perisentral
hepatositler tek ve diizgiin bir sira halinde boyanmig goriiniirlerken diger
gruplarda ikinci ve hatta tlgiincii siradaki hepatositlerde de gézlenen diizensiz
boyanmalar fark edilmistir.
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TARTISMA

Besin maddelerinin iiretimi, tiiketimi ve depolanmalari sirasinda, besin degerini
bozan ve besinleri yok eden, zarar veren hasereleri, mikroorganizmalari1 ve diger
zararhilan (pestleri) yok etmek i¢in kullanilan fiziksel, kimyasal veya biyolojik
savas maddelerinden olan pestisitler, birbirinden olduk¢a farkli kimyasal yap1 ve
Ozellige sahip yiizlerce bilesikten olusmaktadir (Vural, 1996; Eddleston ve ark.,
2002; Ozkaya ve ark., 2013). Pestisitlere maruziyet oral, inhalasyon, dermal
yollarla direkt temas ile olabildigi gibi besin zinciri, igme suyu kontaminasyonu,
mesleki maruziyet, kaza ve intihar girisimi sonucu indirekt yollarla da
olabilmektedir (Boobis ve ark., 2008). Gidalardaki pestisit kalintilar1 énemli bir
kontaminasyon kaynagidir ve ¢ogu kanser, sinir sistemi harabiyeti ve benzer
kronik hastaliklarla iliskilendirilmistir (Blasco ve ark., 2006). Tavsiye edilen
dozun iizerinde kullanildigi, gereginden fazla sayida ilaglama yapildigi,
gerekmedigi halde birden fazla ilag¢ karistirilarak kullanildigi veya son ilaglama ile
hasat donemi arasinda birakilmasi gereken siireye uyulmadigi durumlarda,
pestisitler gida maddelerinde fazla miktarda kalinti birakabilmektedir. Ozellikle
¢ig yenilen sebze ve meyveler yiiksek derecede riske sahip riinlerdir (Chen ve
ark., 2011). Pestisitlerin tarimda kullanim mecburiyetinin yan1 sira, meydana
getirdigi zehirlenmeler ve diger toksik etkiler nedeniyle, pestisit kalintilart igin bir
tolerans degeri belirlenmistir (Knezevic ve Serdar, 2009; Kmellara ve ark., 2010).
Tiirkiye’de pestisitlerin hangi {iriinde, ne miktarda kullanilacagi Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi 29099 sayili ve 25 Agustos 2014 tarihli “Tirk Gida
Kodeksi Pestisitlerin Maksimum Kalint1 Limitleri Yonetmeligi” ile diizenlemistir.
S6z konusu pestisit kalinti miktarlarinin tolerans degerinin altinda olup
olmadiginin bilinmesi hem saglik acisindan hem de ihra¢ edilen iiriinlerin iilke
piyasasina geri donmemesi agisindan biiyiik bir 6nem tagimaktadir. Fakat 2013
yilinda Akdeniz Universitesi Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar
Merkezi’nin yaptig1 bir ¢aligmada, 2013 yilinin Ocak ve Nisan aylar1 arasinda
toplamda 400 gida 6rnegi pestisit ag¢isindan analiz edilmis olup, analiz sonucunda
bu Giriinlerin yiizde 21’inin mevzuatta belirtilen limit degerlerinin lizerinde pestisit
kalintis1 icerdigi gosterilmistir. Ayni1 calisma 2014°te de toplam 309 gida
orneginde yapilmis ve bu iirlinlerin de yiizde 25’inin limit degerlerin {izerinde
pestisit kalintist i¢erdigi tespit edilmistir (http-1).

Gidalardaki pestisit kalint1 diizeyi ¢evre, insan ve hayvan sagligi iizerinde zararl
etkiler dogurmayacak seklinde tolerans degerinin altinda olmalidir. Buna ragmen
yapilan ¢alismalarda piyasadan toplanan meyve ve sebzelerin pestisit
kalintilarinin bu limitin ¢ok iistiinde oldugu gozlenmistir (Conger ve ark., 2012).

Tim diinyada hayvanlarda, bitkilerde, meyve ve sebzelerde, bal, kaymak,
tereyagi, et, siit Uirlinlerinde pestisit kalintilar1 6nemli bir sorun teskil etmekte ve
bununla ilgili bir¢cok ¢alisma yapilmaktadir (Ahmad ve ark., 2010; Bai ve ark.,
2006; Blasco ve ark., 2006; Chen ve ark., 2011; Hjorth ve ark.,2011; Bulut ve
ark.,2010; Bakirci ve Hisil, 2011; Bakirci ve ark., 2014).

Pestisitler tarimsal verimliligi arttirdig1 gibi, bilingsiz ve hatali kullanildiklarinda
insan ve cevre saghi icin ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Insanlar ve diger
canlilar yiiksek dozda pestisit kalintisi iceren gidalarin tiiketilmesi sonucu akut
veya kronik zehirlenmeye maruz kalabilir (Eddleston ve ark.,2007).
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Pestisit grubu bilesiklerin iginde yer alan ve bdceklere karsit kullanilan
insektisitler, tarimsal iiretimi arttirmak amaciyla kullanildigi gibi evde ve diger
pek cok alanda kullanimlar1 s6z konusudur. Yaygin kullanim alanlarina paralel
olarak, kullanim sirasinda koruyucu giysi ve maske kullanmamak gibi
dikkatsizlikler, ambalajlama ve saklama yanligliklari, bilingsiz tiiketim gibi
nedenler ve intihar amagl alimina bagl olarak toplumda insektisit zehirlenmeleri
ile karsilasiimaktadir (Eddleston ve ark., Ozkaya ve ark., 2013).

Insektisit grubunun en 6nemli iiyelerinden olan kolinesteraz inhibitérlerinden
organofosfath bilesikler yaygin kullanimlar1 ve kolay elde edilebilirligi sebebiyle
siklikla zehirlenme vakalarina sebep olabilmektedir. UZEM (Ulusal Zehir
Danisma Merkezi) 2008 verilerine gore lilkemizde %8.3 ile tarim ilaclar ile
zehirlenme, tim zehirlenme vakalar1 arasinda 2. siradadir. Bu vakalarin da %
47.7° sini insektisitler olusturmaktadir. Insektisit ile zehirlenme vakalarinda en
stk kullanilan ajanlarin %21 ile organofosfatli insektisitler oldugu saptanmaistir.
Yaygin kullanimi nedeniyle olusabilecek akut ve kronik zehirlenmelere karsi
gerekli 6nlemler alinmalidir (Ozkaya ve ark., 2013).

Bu yiizden diinyada ve {ilkemizde pestisitlerle olusan zehirlenmeler halen
giincelligini koruyan énemli bir 6lim nedenidir (Eddleston ve ark.,2008; Kozac,
2012; Ozkaya ve ark.,2013).

Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda, OFB’in AKE enzimini geri doniigiimsiiz inhibe
ederek muskarinik, nikotinik, kolinerjik yan etkilerinin yan1 sira oksidatif stresin
nedenlerinden biri oldugu iizerinde durulmustur (Kamanyire ve Karalliedde,
2004; Soltaninejad ve Abdollahi, 2009; Moshiri ve ark., 2012). OFB’in yogun
ROT iiretimine neden oldugunu gosteren birgok ¢alisma yapilmistir (Dandapani
ve ark., 2003; Abdollahi ve ark., 2004; Altuntas, 2004; Lukaszewicz-Hussain,
2010). Bununla birlikte karaciger, bobrek, kaslar, immiin sistem, hematolojik
sistemler ve daha bir¢ok organ ve sistemin OFB tarafindan etkilendigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (Garcia ve ark., 2003; Kamanyire ve Karalliedde,
2004; Moshiri ve ark., 2012; Chowdhary ve ark., 2014). Oksidatif stres sonucu
ortaya ¢ikan serbest radikaller hiicre membran lipit ve proteinlerini yikarak, hiicre
membraninin yapisini bozarak, niikleer membran1 ge¢ip cekirdekteki genetik
materyale etki edip DNA’y1 kirilma ve mutasyonlara agik hale getirerek hiicre
fonksiyonlarmin ve biitiinliigiiniin bozulmasina neden olabilmektedir (Bagchi ve
ark., 1995; Milatovic ve ark., 2006; Karami-Mohajeri ve Abdollahi, 2013).
Lipitler serbest radikal hasarlarina karsit en hassas yapilardir. Serbest radikaller,
yag asitlerindeki doymamis baglarla kolayca reaksiyona girerek lipitlerin
peroksidasyonuna neden olabilmektedir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 membranlarda
lipit peroksidasyonunun artmast organ, doku ve hiicrelere zarar vermektedir
(Danpadani ve ark., 2003; Abdollahi ve ark., 2004; Karalliedde ve ark., 2006;
Karami-Mohajeri ve Abdollahi, 2010; El-Sokkary ve ark., 2010; Ojha ve ark.,
2011; Chen, 2012).

Yapilan ¢aligmalarda oksidatif stres altindaki hiicrelerde belirgin sekilde lipit
peroksidasyonunun arttigr gézlemlenmis, bunun sonucu olarak da viicudun kendi
antioksidan savunma sisteminin bir iiriinii olan MDA diizeyi artis gostermis ve bu
amacla caligmalarda kanda ve dokularda MDA diizeyi lipit peroksidasyonunun
saptanmasinda indikator olarak siklikla kullanilmistir (Vidyasagar ve ark., 2004;
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Biiyiikokuroglu, 2008a,b; Soltaninejad ve Abdollahi, 2009; Karami-Mohajeri ve
Abdollahi, 2010; Lukaszewicz-Hussain; 2010; Ojha ve ark., 2011). Yapilan bir
caligmada Altuntas ve Delibag (2002) fenthionun siganlarda lipit
peroksidasyonunu arttirmak suretiyle oksidatif strese neden oldugunu ve bu
etkinin E ve C vitamini ile azaltilabilecegini gostermislerdir. Benzer sekilde
Biiyiikokuroglu ve arkadaglar1 (2008a,b); Cemek ve arkadaslar1 (2010), Kanter ve
Celik (2011) fenthionun; Siit¢ii ve arkadaslar1 (2006) methidathionun; Altuntas ve
arkadaglar1 (2004), EI-Demerdash ve Nash (2014) diazinonun; Font ve arkadaslari
(2008), Ohja ve arkadaslar1 (2011) Klorpirifos, parathion ve malathionun lipit
peroksidasyonu sonucu oksidatif stresi arttirdigini gostermislerdir.

Ogiit ve arkadaslarmin (2015) uzun dénem farkli pestisitlere maruz kalmis tarim
is¢ileri lizerinde yaptig1 bir ¢alismada pestisitlerin kronik maruziyete bagli olarak
oksidatif stresi arttirdigi gosterilmistir. Son donemde yapilan ¢alismalarda
oksidatif stres parametreleri, antioksidan savunma mekanizmalari ve bunlarla
baglantili hastaliklar tizerine bir¢ok arastirma yapilmistir (Mohajeri ve Abdollahi,
2010; Mostafalou ve Abdollahi, 2013; Li ve ark., 2015).

Oksidatif strese karsi gelisen hiicre i¢i antioksidan savunma mekanizmalari
oncelikli olarak hiicre zarinin yapisinin korunmasimmi ve dokularda hasarin
onlenmesini saglamaktadirlar. Viicutaki ¢esitli fizyolojik olaylar sirasinda olusan
serbest radikaller antioksidanlar savunma mekanizmalari tarafindan etkisiz hale
getirilirler (Poljsak ve ark., 2013).

Antioksidanlarin OF zehirlenmelerine karsi Oncesinde koruyucu olarak ya da
zehirlenme sonrasi rutin tedavi protokoliine eklenmesiyle hiicre ve doku
Olimlerine karsi faydali olabilecegi c¢esitli caligmalarla One siiriilmistiir. Bu
amagla Biiyiilkokuroglu ve arkadaslar1 (2008b) dantroleni, Pena-Llopis ve
arkadaglar1 N-asetilsisteini (2005), Altuntas ve arkadaslar1 (2002) E ve C
vitaminlerini, Ismail (2013) C vitaminini, Oncii ve arkadaslari (2002),
Biiyiikokuroglu ve arkadaslar1 (2008a) melatonini, Ranjbar ve arkadaglari (2010)
pentoksifillini, Heikal ve arkadaslar1 (2011) yesil ¢ay ekstresini, EI-Demerdash ve
Nasr (2014) selenyumu, Uchendu ve arkadaslar1 (2014) alfa-lipoik aisiti deneysel
olarak ¢esitli ajanlarla olusturulan OF zehirlenmelerinde kullanarak antioksidan
etkileri ile zehirlenme sonucu olusan oksidatif stresi azalttiklarini gostermislerdir.

Resveratrol serbest radikal siipiiriicii etkisinin yani sira birgok antioksidan
ozellikteki enzimin aktivitesini diizenlemek suretiyle gii¢lii antioksidan etki
gostermektedir. Cesitli calismalarla resveratrolin  eNOS enzimini aktive ederek
glutatyon diizeyini arttirarak, NADPH ve ksantin oksidazi inhibe ederek serbest
radikalleri siipiiriicii olarak antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir (De la
Lastra, 2007; Giilgin, 2010; Tyagi, 2010; Li ve ark., 2012).

Literatiirde oksim tiirevlerinin antioksidan aktivite tayini i¢in yapilmis ¢aligsmalar
cok az olmakla birlikte Puntel ve arkadaslarinin (2008) farkli oksim tiirlerinde
antioksidan aktivite tayini dikkat ¢ekicidir. In vitro H,O; ile olusturulan LPO’na
kars1 oksim tiirevlerinden 3-(fenilhidrazono)butan-2-on oksim yapisi antioksidan
aktivite gostermis; yine ayni arastirmacilar tarafindan yapilan bir bagka ¢aligmada
da (2009) butan-2,3-dionethiosemikarbazon da ayni yontemle radikal tutucu
Ozellik gostererek antioksidan aktivite saglamistir.
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Benzer sekilde hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda monokrotofos ile olusturulmus
zehirlenme sonrast gelisen oksidatif strese karsi trans-resveratroliin antioksidan

aktivitesi sonucu hiicrelerde koruyucu etki gosterdigi gozlenmistir (Kumar ve
ark., 2013).

Reaktif oksijen tiirlerine (ROS) maruziyet, biyomembranlarda ¢oklu doymamis
yag asitlerinin peroksidasyonu ile hiicresel fonksiyonel degisimlere veya hiicre
Oliimlerine yol agabilir. LPO’nun baslica son firiinlerinden olan MDA oksidan
hasar1 degerlendirmede siklikla kullanilmaktadir. Serbest radikaller klinik olarak
direkt 6l¢iim i¢in oldukga kisa dmiirliidiir, bu yiizden reaktif oksijen {iriinlerinin
Ol¢glimiinde ¢ogunlukla indirekt gostergeler kullanilmaktadir (Moore ve Roberts,
1998;0jha ve ark., 2011; Niki, 2014).

Biiyiikokuroglu ve arkadaslarmin (2008a) fenthion ile akut OF zehirlenmesinde
melatoninin antioksidan aktivitesini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, gozlem
grubunda oksidatif stres parametresi olan MDA en diisiik degerde iken, fenthion
ile zehirlenme sonrasinda MDA ’nin en yiiksek degerde ¢iktig1 gézlemlenmistir.

Yirtimez ve arkadaslarinin (2007b) yaptiklar1 bir ¢alismada siganlarda fenthion
ile meydana getirilen OF toksikasyonunda tedavi amaciyla N-asetilsistein
kullanilmis, ¢alismada oksidatif stresin Onemli bir gostergesi olan MDA’nin
tedavi gruplarinda azaldig1 ve GSH konsantrasyonun arttig1 goriilmiistiir.

Glilcen ve arkadaglart (2011) da yaptiklart c¢aligmada melatoninin giicli
antioksidan etkisi ile dokularda lipit peroksidasyonu sonucu olusan oksidatif
hasar1 onledigini gostermislerdir. Ogiitcii ve arkadaslar1 (2006) diazinon
toksikasyonunun si¢anlarda kan MDA degerini arttirdigini, E vitamininin artan
MDA degerini digiirerek LPO onlemek suretiyle kardiyoprotektif etki
gosterdigini saptamislardir.

Cemek ve arkadaglari (2010) yaptiklari bir ¢alismada fenthion ile zehirlenen
siganlarda Vitamin E ve Selenyumun tek basimna ve kombine kullanimini
degerlendirmisler; serumda askorbik asit, retinol, B-karoten, seruloplazmin
degerleri ile tam kanda ve bazi dokularda MDA, GSH degerlerini 6lgmek
suretiyle MDA ve GSH’in OF toksikasyonunda kontrol grubuna gére daha yiiksek
degerde oldugunu; askorbik asit, retinol, PB-karoten diizeylerinde de kontrol
grubunda gozlem,vitamin E ve vitamin E + selenyum verilen gruplara gére daha
diisiik oranda oldugunu gostermislerdir. Fenthionun toksisiteye bagl olarak lipit
peroksidasyonunu ve serbest radikal olusumunu hem dokularda hem de kan
parametrelerinde arttirdigini; kullanilan vitamin E ve selenyumun antioksidan
ozellikleri ile OF toksisitesinde koruyucu etkilerini gostermislerdir.

Ahmed ve arkadaslarinin (2000) yaptig1 bir ¢calismada da malathionun tek basina
ve oral yoldan Zingiber officinales ekstresi ile birlikte dort haftalik subkronik
uygulamasi sonrasinda malathion grubunda lipit peroksidasyonundaki artisa bagl
olarak MDA diizeyinin yiikselmis, zencefil ekstresi ile birlikte malathion verilen
grupta azalan LPO’na bagli olarak MDA diizeyinde anlamli diisiis gézlenmistir.

El-Demerdash ve Nasr (2014) sicanlara diazinonun tek basina ve oral yoldan
selenyum ile birlikte 30 giinliik subkronik uygulanmasi sonrasinda OFB’in lipit
peroksidasyonunu arttirdigimi  ve selenyumun artan lipit peroksidasyonunu
azalttigin1 gostermislerdir.
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Zhang ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 bir ¢alismada arsenik zehirlenmesi sonucu
olusan oksidatif strese bagli olarak yiiksek olan MDA degeri resveratrol
uygulamasi sonucu anlamli sekilde diismiistiir. Silan (2008) yilinda yaptigi bir
calismada streptozosin ile olusturulmus deneysel diyabet modelinde kronik
resveratrol uygulamasi ile diyabetin neden oldugu oksidatif strese bagli artan
MDA diizeyini resveratroliin diisiirdiiglinii gostermistir. Benzer sekilde Kumar ve
arkadaglar1 (2007) da diyabete bagl oksidatif stresle artan MDA diizeyinin 10
mg/kg ve 20 mg/kg resveratrol uygulamasi sonucu dozla birlikte ters orantili
olarak diistiigiinii gozlemlemislerdir.

Literatiire uyumlu olarak bu c¢alismada da tek doz fenthiona maruz kalan tim
gruplarda lipit peroksidasyonunun belirteci olan MDA degeri gbzlem grubuna
kiyasla artmis, bu artis en ¢ok kontrol grubunda olmustur. Tiim tedavi gruplarinda
MDA degeri kontrol grubuna gore diislis gostermistir. Sekil 9 ve Cizelge 1’de
goriildiigii iizere 800 mg/kg s.c. fenthion ile akut zehirlenme sonucu kanda
Olgiilen MDA diizeyi kontrol grubunda en yiiksek ¢ikarken kontrolle
karsilastirildiginda tiim dozlarda resveratrol, PAM ve PAM+RES MDA
diizeyindeki bu yiikselmeyi istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmustir.
Tedaviye oksim grubundan AKE reaktivatorii PAM eklenmesi de MDA diizeyini
olumlu derecede etkilemistir. Sonuglardaki MDA diizeyindeki diisiis RES’iin
artan dozlarda LPO’nu 6nledigini gostermistir. Gruplar arasinda LPO’na kars1 en
1yi etki RES40 grubunda gozlenmistir.

LPO organizma i¢in ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran
yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine
zarar vermektedir. Bu reaksiyonlar sonucu hiicresel membranlarin oksidatif
yikimi ve ciddi doku hasar ile gozlenmektedir. Peroksidasyonla olusan MDA,
membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna yol
acabilmektedir. Deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey
bilesenlerinin ~ agregasyonu  gibi  intrinsik =~ membran  6zelliklerini
degistirebilmektedir. Bunun sonucunda da MDA’nin mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik etkileri ortaya c¢ikabilir (Niki ve ark., 2005). Fenthion sonrasi
resveratrol uygulanmasi sonucu MDA diizeyindeki diisiis RES’in serbest
radikallerini siipiirerek lipit peroksidasyonunu geri ¢evirdigini gdstermektedir.

Yapilan calismanin sonuclar1 gostermistir ki resveratrol fenthion toksisitesi
nedeniyle ortaya ¢ikan lipit peroksidasyonunu azaltmaktadir. Tedaviye PAM
eklenmesi de LPO’na karsi etkili olmustur. PAM ile birlikte resveratroliin
verilmesi anlamli etkiyi potansiyelize etmemistir.

Hiicre i¢i savunma mekanizmalarinda énemli rol alan endojen antioksidanlardan
biri olan GSH, hiicre i¢inde indirgenmis glutatyon (GSH) ve okside glutatyon
(GSSG) olarak iki formda bulunmaktadir. Indirgenmis GSH’un, bu &zelligi
sayesinde, serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmay1 korurken ayni
zamanda antioksidan enzimlere substrat olarak ve serbest radikal tutucusu olarak
islev gordiigii cesitli calismalarla gosterilmistir (Singhal ve ark., 1987; Sies, 1999;
Mates, 2000). Rediikte GSH peroksidaz enzim ailesinin bir kofaktdrii olmasinin
yanisira askorbik asit metabolizmasini, hiicrelerarasi iletisimin siirdiiriilmesini
saglayan ve genel olarak proteinlerin siilfidril (-SH) gruplarinin okside olmasini
ve ¢apraz baglanmasini engelleyen diger bir¢ok metabolik siiregte yer almaktadir.
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GSH OH' radikalinin yani sira azot trioksit (N2Os3) ve peroksinitrit ile ¢ok hizli ve
non-enzimatik olarak tepkimeye girmektedir (Griffith, 1999). Oksidatif stres
siirecinde GSH diizeyi azalirken GSSG artmaktadir. GSH peroksitlerin GSH-Px
ile enzimatik olarak indirgenmesini saglayarak normal fizyolojik kosullarda
antioksidan savunmaya destek olmaktadir. Hiicrenin indirgeme kapasitesi yetersiz
kaldiginda GSH/GSSG oraninda azalmalar goriilmektedir. GSSG ve GSH miktari
oksidatif stres indikatorii olarak degerlendirilirken, GSH/GSSG orani hiicresel
redoks durumu hakkinda bilgi saglamaktadir (Cnubben ve ark.,2001; Pastore ve
ark.,2003).

Ojha ve Srivastava (2012) sicanlarda farkli pestisitlerle toksisite olusturmak
suretiyle antioksidan 6zellikteki vitaminlerden olan vitamin A, E ve vitamin C’nin
koruyucu etkilerini arastirdiklart ¢aligmalarinda; bu pestisitlerin uzun dénemde
GSH diizeyini diisiirdiigli, GSSG diizeyini arttirdigi ve buna karst kullanilan
antioksidan vitaminlerin bu diizeyleri tam tersi yoOniinde etkiledigini
gostermislerdir.

Sigh ve arkadaglarinin (2006) sican eritrositlerinde akut ethion, klorpirifos,
dimethoat, monokrotofos ile yaptiklar1 ¢aligmada; toksikasyon sonucunda kandaki
GSH diizeylerinde kontrol grubuna gore artis gézlenmistir.

Deneysel karaciger intoksikasyonunda N-asetilsisteinin glutatyon metabolizmasi
tizerine etkilerinin incelendigi bir calismada da benzer sekilde CCly ile N-
asetilsistein verilen grupta, tek basina CCly verilen gruba oranla GSH diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir (Aksit ve ark., 2015).

Banerjee ve arkadaslarinin  (1999) lindan, malathion ve propoxur ile ayr1 ayri
toksikasyon olusturdugu deney modelinde, GSH diizeyleri kontrol grubuna
kiyasla toksikasyon olusturulan gruplarin hepsinde de anlamli oranda diismiistiir.
Bunun nedeni malathion ve propoxurun olusturdugu oksidatif stresin GSH
tilketimini asir1 arttirmast ve endojen GSH {retiminin bu kaybi1 karsilamada
yetersiz kalmasi ile iliskilendirilmistir.

Yiirimez ve arkadaslariin (2007b) fenthiona bagli oksidatif stres gelistirdigi
deneysel modelde fenthion uygulanan kontrol grubunda GSH diizeyi gézlem
grubuna oranla diismiis olmakla birlikte tedaviye antioksidan ozellikteki N-
asetilsistein eklenmesi GSH diizeyini kontrol grubuna oranla arttirmstir.

Biiyiikokuroglu ve arkadaslarmin (2008b) dantrolenin antioksidan aktivitesini
incelemek iizere yaptiklar1 calismada da benzer sekilde antioksidan uygulamasi
sonrasinda GSH diizeylerinde artis gozlenmistir. Bu durum dogal savunmanin bir
pargas1 olarak goriilmiistiir.

John ve arkadaglarinin (2001), dimethoat ve malathionun ayr1 ayr1 ve kombine
kullanilarak olusturulan toksikasyon sonucu gelisen oksidatif strese karst E
vitamininin Kkoruyucu etkisinin siganlarda arastirildigi ¢alismasinda, kontrol
grubuna oranla dimethoat, malathion ve dimethoat-malathion gruplarindaki GSH
seviyeleri daha yiiksek bulunmustur.

Yapilan caligmada da Sekil 10 ve Cizelge 1 ‘de gorildigi tizere GSH
diizeylerinin RES20 hari¢ biitiin gruplarda gozleme gore anlamh sekilde arttigi,
resveratrol veya PAM’1n kontrole gére anlamli bir etki olugturmamakla birlikte en
cok artisin RES40 grubunda oldugu gézlenmistir.
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Literatiirde resveratroliin —SH gruplarmin oksidasyonunu oOnleyerek hiicre ici
GSH diizeyini arttirdig1t cesitli calismalarla gosterilmistir. GSH, membran
proteinlerindeki —SH gruplarin1 indirgenmis halde tutarak hiicreleri serbest
radikallerden korumakla gorevli, protein yapisinda olmayan, énemli bir hiicre ici
hidrofilik antioksidandir (Pandey ve Rizvi, 2011). 2003 yilinda Yen ve arkadaglar1
resveratroliin H,O; ile indiiklenen oksidatif hasara karsi hiicre i¢ci GSH diizeyini
arttirarak kuvvetli antioksidan o6zellik olusturdugunu yaptiklar1 g¢alismalarinda
gostermislerdir.Yine Ates ve arkadaslari (2007) resveratroliin serbest radikal
stipiirticii etkisine bagli olarak GSH diizeyini arttirdigini ortaya koymuslardir.

Sunulan ¢alismada da kandaki GSH degeri akut toksikasyon sonrasi gozlem
grubuna kiyasla tiim toksikasyon gruplarinda artmis olup, resveratrol ve PAM
uygulamast GSH degerini daha da arttirmistir. En yiiksek artis RES40 grubunda
gorilmiis olup bu artis resveratroliin GSH iiretimini aktive ederek, literatiirle
uyumlu olarak antioksidan savunma sistemlerini destekledigi sdylenebilir.

Askorbik asit organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici ajan
olarak gorev yapmakla birlikte bu o0zelligi sebebiyle lipoproteinleri lipit
peroksidasyonuna karsi koruyan giiclii bir endojen antioksidandir. Askorbik asit
singlet oksijen, siiperoksit, hidroksil, hidroperoksil, lipit peroksil ve lipit alkoksil
gibi oksidatif hasar sonucu olusan radikalleri ortamdan temizleyerek GSH benzeri
antioksidan etki gostermektedir. Ayrica tokoferol radikali haline gelmis ve
antioksidan  ozelligini  kaybetmis vitamin E’nin  tekrar aktif hale
doniistiiriilmesinde rol oynar (Rucker ve ark., 2001). Askorbik asit hidrofilik
yapist sebebiyle ekstraseliiler sivilardaki reaktif oksijen tiirlerini temizlerken,
yagda ¢oziinebilen vitamin E hiicre igerisindeki reaktif metabolitlerce tiretilen
serbest radikalleri etkisizlestirerek lipid peroksidasyonunun olusmasinin 6niine
gecer. Vitamin E ile GSH-PX arasindaki birbirini tamamlayic1 6zellige benzer
sekilde askorbik asit ile vitamin E arasinda da etki gosterdigi alanlar bakimindan
bir iligki mevcuttur.

Narayana ve arkadaglarinin (2006) sicanlar lizerinde metil parathionun toksik
etkisini aragtirdigi ¢aligmasinda tiim gruplarda askorbik asit diizeyinde kontrol
grubuna oranla diisme goriilmiis, bu durum askorbik asitin OF maruziyeti sonucu
ROS siipiiriicii etkisinin artmis olabilecegi seklinde yorumlanmaistir.

Biiyiikokuroglu  ve arkadaslariin  (2008a) yaptigi ¢alismada fenthion
toksikasyonu olusturulan kontrol grubundaki askorbik asit diizeyinin gozlem
grubuna oranla daha az oldugu goriilmiistiir. Tedavi gruplar1 olan profilaktik
melatonin ve terapotik melatonin gruplarinda ise askorbik asit konsantrasyonu
toksikasyon grubuna oranla artmistir.

Cemek ve arkadaslar1 (2010) fenthion zehirlenmesine kars1 Vitamin E, Selenyum
ve Vitamin E+Selenyum kullanilan gruplarda askorbik asitin vitamin E ve
selenyum ile sinerjik etki gdstermesi sonucunda askorbik asit diizeyini arttirdigini
ve bunun da lipit peroksidasyonunu azalttigini géstermislerdir.

Palsamy ve Subramanian (2011) resveratroliin diyabetik si¢anlarda bobregi
askorbik asit diizeyini arttirarak hiperglisemiye bagli oksidatif strese karsi
korudugunu goéstermislerdir.
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Schmatz ve arkadaslari (2012) streptozosin ile deneysel olusturulan diyabet
sonucu gelisen oksidatif stres sonucu kanda diisen askorbik asit seviyesinin
resveratrol uygulamasi sonrasinda yiikseldigini ve resveratroliin antioksidan
aktivite sonucu askorbik asit diizeyini arttirdigini bildirmislerdir.

Sunulan caligmada Sekil 11 ve Cizelge 1° de goriilecegi gibi fenthion verilen
kontrol grubu, gézlem grubu ve tedavi uygulanan diger gruplar arasinda kandaki
askorbik asit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Karotenoidlerin bir kismi retinole metabolize olarak memelilerde A vitamin
prekiirsorii olarak gorev yapmaktadir. Avitamini viicutta karotenoid tiirevleri
halinde bulunur. Ihtiya¢ halinde p-karotenden sentezlenmektedir. Retinol ve B-
karoten hiicreyi triplet molekiilleri ve singlet oksijeni siipiirerek, hidroksil, peroksi
ve alkoksi radikalleriyle de dogrudan reaksiyona girerek lipid peroksidasyon
zincir reaksiyonunu onleyerek, serbest radikalleri inhibe ederek oksidatif stresten
korumaktadirlar. (Sies ve Stahl, 1995; Rock, 1997; Edge, 1997).

Cemek ve arkadaglart (2010) fenthion ile zehirlenen sigcanlarda retinol ve f-
karoten diizeylerini gézlem grubuna gore kiyasladiklarinda her ikisinin de anlamli
sekilde azalmis oldugunu gostermislerdir. B-karoten diizeyi Selenyum ve E
vitamini uygulamasi sonrasinda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde artmistir.

Biiyiikokuroglu ve arkadaslarinin (2008b) fenthion toksisitesine kars1 dantrolen ile
yaptig1 caligmada fenthionun azalttig1 retinol seviyesinin dantrolen uygulamasi
sonucu yiikseldigi, dantrolenin retinoliin bozulmasinin 6niine gecerek bu etkiyi
yapmis olabilecegi ifade edilmistir.

Biiyiikokuroglu ve arkadaslarmin yaptigi (2008b) onceki calismada bu etki
bulunmazken bu ¢alismada B-karoten diizeylerinde anlamli degisiklikler olmustur.
Buradan yola ¢ikarak karotenoidlerin biyolojik sistemde gii¢lii antioksidan
aktivite gosterdigi ve OF zehirlenmelerinde resveratroliin A vitamini diizeyini
arttirdig1 soylenebilir.

Bununla birlikte yapilan ¢alismada Sekil 12 ve Cizelge 1°de goriildiigii tizere
sadece fenthion uygulanan kontrol grubunun retinol diizeyi gozlem grubuna gore
kiyaslandiginda anlaml sekilde azalmistir. Fenthion toksikasyonu sonucu olusan
oksidatif stres retinol ihtiyacini arttirmis olup B-karoten ve retinol miktar: kontrol
grubunda gozlem grubuna oranla belirgin diisiis gOstermistir. Diger yandan
toksikasyon sonrasi artan konsantrasyonlarda resveratrol ve PAM kandaki (-
karoten ve retinol diizeyini yiikseltmistir. Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda
RES40 ve PAM40 gruplarinda retinol diizeyleri anlamli sekilde artmaistir.

Calismada kontrol grubunun p-karoten diizeyi Sekil 13 ve Cizelge 1’de
gosterildigi lizere gozlem grubuna gore kiyaslandiginda aymi sekilde anlamli
sekilde azalmigtir. Biitiin tedavi gruplarindaki B-karoten diizeyleri kontrole gore
kiyaslandiginda anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. RES40 ve PAMA40
gruplarinda B-karoten diizeyleri anlamli sekilde artmistir.

Viicudun enzimatik savunma sisteminin énemli {iyelerinden biri olan SOD enzimi
O, serbest radikalini hizli bir sekilde O,’e ve H,O;’e doniistiirerek O, radikalini
ortamdan Kkatalitik olarak uzaklastiran bir metalloenzimdir (Miller, 2012). O;"
radikali ekstraseliiler ortamda yiiksek oranda iiretilmesine ragmen intraseliiler
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diizeyi SOD enzimi sayesinde diisiik tutulur. SOD enzimi membrani gecemeyen
O, radikalini membrani kolaylikla gecebilen H,O;’ye doniistiiriir. H,0, ise gegis
metal iyonlar1 varhiginda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu ile aktif
OHradikaline doniismektedir. Bu nedenle SOD aktivitesindeki asir1 artig asirt
H.0, birikmesine yol acacaktir ki bunun da ancak KAT, GSH-Px enzimlerinin
artan aktiviteleri ile kontrol altinda tutulabilecegi diistiniilmektedir.

Enzimatik savunma sisteminin bir diger liyesi olan KAT hidrojen peroksitin su ve
oksijene doniigiimiinii katalizleyen bir enzimdir. GSH-Px ise bir¢ok dokuda
bulunan, enzimatik 6zellikte dogal bir antioksidandir. GSH-Px substrat olarak H
donoérii 6zelliginde olan GSH’u kullanir. Hidroperoksitleri kullanarak GSH’1in
oksidasyonunu katalizler ve hidroperoksitleri alkol tiirevlerine rediikler. Bu enzim
LPO sonucu olusan hasarin onarilmasinda rol oynar. Antioksidan gérevini reaktif
oksijen tiirlerinden olan hidrojen peroksiti suya, lipid hidroperoksitlerini de alkole
dontistiirerek  gerceklestirir. Bdylece hiicre membranimnin bu reaktiflerden
etkilenmesini engelleyerek oksidatif strese karsi direng olustururur (Ahmad ve
ark., 2005).

Akghari ve Abdollahi (2003) de deneysel olarak olusturulan subkronik malathion
toksisitesinin karaciger ve kirmizi kan hiicrelerinde olusturdugu oksidatif hasari
saptamak amaciyla SOD, KAT aktivitelerini Olgtiikleri ¢aligmalarinda
malathionun hem karacigerde hem de kan hiicrelerinde her iki enzimin de
aktivitesinin arttigin1 saptamistir.

John ve arkadaglarinin (2001), dimethoat ve malathionun ayr1 ayr1 ve kombine
kullanilarak olusturulan toksikasyon sonucu gelisen oksidatif strese karsi E
vitamininin koruyucu etkisinin rat eritrositlerinde arastirildigi calismalarinda,
SOD ve KAT enzim aktivitelerinde anlamli artis oldugunu, zehirlenme 6ncesi E
vitamini uygulamasmin tiim gruplarda enzim aktivitelerinde anlamli diisiis
olusturdugunu gozlemislerdir. John ve arkadaslar1 bu artisin O, radikallerinin
dismutasyonunu arttirmak ve H»O, ayristimak amaciyla oldugunu ve OF
toksisitesindeki artmis reaktif oksijen tiirlerine cevap olarak bu enzimlerdeki
artisin gerceklestigini savunmuslardir.

Banerjee ve arkadaslarinin  (1999) lindan, malathion ve propoxur ile ayri ayri
toksikasyon olusturdugu deney modelinde, SOD ve KAT diizeyleri kontrol
grubuna kiyasla toksikasyon olusturulan gruplarin hepsinde de anlamli oranda
artmistir.

Kumar ve arkadaslarinin (2007) streptozosin kaynakli diyabetik sicanlarda KAT
aktivitesine dair yaptiklart Olgiimlerde KAT aktivitesi kontrol grubuna oranla
oksidatif stres sonucu azalmis olmakla beraber, tedaviye resveratrol eklenen
gruplarda enzim aktivite diizeyi artmustir.

Resveratroliin endojen antioksidanlarin ve faz Il enzimlerin aktivitesini arttirma
ozelligine sahip oldugu bildirilmistir. Resveratrol H,O; olusumunu azaltmakta,
okside glutatyon rediiktaz ve miyeloperoksidaz aktivitesini azaltmaktadir.
Doksorubisin ile kardiyomiyopati olusturulan farelere oral resveratrol uygulamasi
doksorubisine maruziyet sonrasi artan MDA diizeyini distirmiis, SOD, KAT,
GSH-Px aktivitesini arttirmig, miyokard dokusundaki GSH diizeyini arttirmigtir
(Wang ve ark., 2015).
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Mishra ve arkadaslar1 (2013) yaptiklart c¢alismada OF ile toksikasyon
olusturulmus grupta artan SOD ve KAT enzim aktivitelerinin PAM ve atropin ile
belirgin sekilde azaldigini gostermislerdir. PAM’in, LPO ile SOD ve KAT enzim
aktivitesini azaltirkken AKE enzimini reaktive ederek Kkolinerjik etkilerin
azalmasina bagh olarak da oksidatif stresi azaltip antioksidan savunma sistemine
katki sagladigini belirtmislerdir.

Sunulan ¢alismada Sekil 14 ve Cizelge 2’de gosterildigi tizere gozlem grubuna
kiyasla, fenthion SOD aktivitesinde anlamli artiglara neden olmustur. Ancak
uygulanan tedaviler, kontrol ile karsilastirildiginda SOD aktivitesinde kisa
donemde anlamli bir degisiklige neden olmamistir. Bu sonuclara gore fenthion
toksisitesinin O, radikali olusumunu arttirdigi ve buna bagli olarak SOD
aktivitesinin arttigin1 sdylemek miimkiindiir. SOD aktivitesi RES40 grubunda
gbzlem grubuna en yakin degerde gozlenmistir.

Sevgiler ve arkadaglarinin (2007), fenthionun meydana getirdigi oksidatif strese
kars1 N-asetilsisteinin (NAC) koruyucu etkisi iizerine yaptig1 ¢alismada, fenthion
grubundaki GSH-Px diizeyi kontrol grubuna oranla anlamli bir artis gostermistir.
Tedavi grubu olan NAC uygulanan tedavi grubunda ise GSH-Px diizeyinin
fenthion grubuna gore azaldig1 goriilmiistiir.

Biiyiikokuroglu ve arkadaslarinin (2008a) gergeklestirdigi calismada ise fenthion
ile olusturulan toksikasyon grubunun GSH-Px aktivasyon diizeyi, higbir
kimyasalin verilmedigi gozlem grubuna gore anlamli bir sekilde daha yiiksek
bulunmustur. Ayrica tedavi gruplari olan profilaktik melatonin ve terapotik
melatonin gruplarina iliskin GSH-Px aktivitelerinde ise fenthion grubuna oranla
bir diisiis s6z konusudur.

Altuntags ve arkadaslarmin  (2004), diazinonun eritrositlerdeki  lipid
peroksidasyonu ve antioksidan enzimler iizerine etkisini arastirdiklari
calismasinda, uygulanan organofosfatin etkisiyle MDA diizeylerinde artig
saglandig1 goriilmiis ve GSH-Px aktivitesinin artan diazinon dozu ile paralel bir
sekilde gelisme gosterdigini ortaya konmustur.

Giiltekin ve arkadaslarmin (2000), etil kloroprifosun lipid peroksidasyonu ve
antioksidan enzimler iizerine in vitro gerceklestirdikleri calismada, artan etil
kloroprifos konsantrasyonu ve inkubasyon ile MDA degerlerinin ve GSH-PX
aktivitesinin anlamli bir sekilde artis gdsterdigini ortaya koymuslardir.

Lukaszewicz-Hussain’in (2008) subkronik OF toksikasyonu olusturarak yaptigi
calismada toksikasyon olusturulmayan kontrol grubuna gore toksikasyon
gruplarinda SOD, KAT ve GSH-Px enzim aktiviteleri anlamli sekilde artig
gostermistir.

Resveratrol, endotelyal nitrik sentetazi (eNOS) aktive ederek glutatyon diizeyini
arttirir; metal iyonlarini baglayarak, enzim ekspresyonunu diizenleyerek; uv ile
uyartlmig DNA hasarin1  glutatyon peroksidaz, katalaz ve oksijenaz-1
ekspresyonunu arttirak antioksidan etki gosterir (Pandey ve Rizvi, 2011; Saeidnia
ve Abdollahi, 2013). Ayn1 zamanda resveratroliin hidrojen peroksit ile aktive olan
insan lenfositlerinde glutatyon miktarini arttirdigi, glutatyon peroksidaz, glutatyon
redilktaz ve glutatyon-S-transferaz gibi glutatyon metabolizmast ile ilgili
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enzimlerin de miktarini arttirdig1 ¢esitli calismalarla gosterilmistir (de la Lastra ve
Villegas, 2007; Diaz-Gerevini, 2015).

Soufi ve arkadaslar1 (2012), diyabetik ratlarda olusan oksidatif streste kontrol
grubuna oranla resveratroliin antioksidan etkinligini saptadiklar1 bir ¢alismada,
GSH-Px, SOD ve KAT enzim aktivitelerini kontrol grubuna oranla arttirdigini
gostermislerdir.

Sebai ve arkadaslar1 (2010) bakteriyel lipopolisakkarit kaynakli hepatotoksisiteye
bagli olusturduklar1 oksidatif stres deney modelinde resveratrol uygulanmasinin
SOD, KAT ve GSH-Px enzim aktivitelerini arttirarak lipopolisakkaritin
olusturdugu oksidatif hasar1 6nledigini gostermislerdir.

Bu ¢alismada da gozlem grubuyla karsilastirildiginda, fenthion toksikasyonu tiim
gruplarda GSH-Px aktivitesinde anlamli artiglara neden olmustur. Sekil 15 ve
Cizelge 2’de goriildiigli lizere uygulanan tedaviler kontrol ile karsilastirildiginda
GSH-Px aktivitesinde anlamli degisiklige neden olmamuistir. gézleme en yakin
deger RES40 grubunda gézlenmistir.

Sekil 16 ve Cizelge 2’ de goriildiigii lizere fenthion toksisitesi gézlem grubu ile
karsilastirildiginda KAT aktivitesinde anlamli artiglara neden olmustur. Gézleme
gore en c¢ok artig kontrol grubunda gézlenmistir. Tedavi gruplari arasinda kontrol
ile karsilastirildiginda KAT aktivitesinde anlamli bir degisiklige neden
olmamigtir. Tedavi gruplari arasinda gozlem grubuna en yakin KAT degeri
RES40 grubunda gozlenmistir.

O, radikali ekstraseliiler ortamda yiiksek oranda iiretilmesine ragmen intraseliiler
diizeyi SOD enzimi sayesinde diisiik tutulur. SOD enzimi membrane gegemeyen
O radikalini membran1 kolaylikla gecebilen H,O,’ye doniistiirtiir. H,O, ise gecis
metal iyonlar1 varliginda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu ile aktif OH-
radikaline dontismektedir. Bu nedenle SOD aktivitesindeki asir1 artis asirt H,O;
birikmesine yol agacaktir ki bunun da ancak KAT, GSH-Px enzimlerinin artan
aktiviteleri ile kontrol altinda tutulabilecegi diisiiniilmektedir (Mates, 2000;
Johnson, 2005). Yapilan ¢aligmada fenthion toksisitesi nedeniyle SOD aktivitesi
artmig, buna paralel olarak, GSH-Px ve KAT aktivitelerinde de anlamli bir artis
ortaya cikmistir. Yapilan g¢alismanin sonuglar1 yukarida belirtilen diislinceyi
desteklemektedir.

OFB lipofilik karakterleri nedeniyle zararli etkilerini viicudun gesitli yerlerinde
gostermektedirler. Sinir sistemi, kardiyovaskiiler, immiin, endokrin, solunum,
bosaltim gibi ¢esitli sistemlerdeki organlarin fonksiyonlarinda bozulmaya bagl
olarak gelisen hastaliklarin cogunun etiyolojisinde pestisit kalintilarina maruziyet
onemli bir etki olusturmaktadir. In vivo ve in vitro deneysel ¢aligmalar, akut,
subakut ve kronik OFB’e maruziyet sonucu ortaya ¢ikan hepatotoksisite,
norotoksisite, genotoksisite, embriyotoksisite, immiinotoksisite gibi etkenlerin
temelinde OFB’in yol agtig1 artmis reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu
oksidatif doku hasarinin rol oynadigini ortaya koymustur. Bu caligmalarda,
karaciger, beyin ve kalp, akciger, bobrek gibi c¢esitli organlardaki doku
orneklerinde, serum ve eritrositlerde LPO’nun bir gdstergesi olan tiyobarbitiirik
asit reaktif substanslar1 seviyelerinde artisin ve enzimatik antioksidan savunma
elemanlarindan SOD, KAT, GSH-Px, GSH-Rd aktivitelerindeki degisiklerin
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gosterilmesiyle OFB’in  oksidatif hasarda rol oynayabilecegi belirtilmistir
(Banerjee ve ark., 1999; Mohammad ve ark., 2004; Milatovic ve ark., 2006;
Franco ve ark., 2009; Lukaszewicz-Hussain, 2010; Bayrami ve ark., 2012;
Karami-Mohajeri ve Abdollahi, 2013; Mostafalou ve Abdollahi, 2013).

Biiyiikokuroglu ve arkadaslarinin (2008a) fenthion ile akut toksisite sonucu
olusturduklar1 oksidatif stresin hasarini ¢esitli dokularda 6lgmek ve melatoninin
profilaktik ve terapotik dozlarda antioksidan etkilerini saptamak amaciyla
yaptiklar1 ¢alismada karaciger dokularindaki MDA diizeyinde kontrol grubunda
gozlem grubuna kiyasla anlamli artis gozlenmis olmakla birlikte melatoninin
profilaktik veya tedavi dozlarinda MDA diizeyini anlamli oranda diislirmedigini
saptamislardir. Bobreklerde fenthion uygulanan kontrol grubundaki MDA diizeyi
gbzlem grubuna oranla anlamli derecede yliksek ¢ikmistir. Profilaktik melatonin
uygulamast MDA diizeyini kontrol grubuna gore anlamli oranda diistirmiistiir.
Beyin dokusunda, fenthion uygulanan kontrol grubundaki MDA diizeyi gozlem
grubuna oranla anlamli derecede yiiksek c¢ikmis olup profilaktik melatonin
uygulamas1t MDA diizeyini kontrol grubuna oranla anlamli derecede diistirmiistiir.
Akcigerlerde ise MDA diizeyinde deney gruplarinin higbirinde belirgin etki
gozlenmemistir. Kalp dokusundaki MDA diizeyleri gozlem grubuna gore fenthion
uygulanan kontrol grubunda anlamli oranda artmis, profilaktik melatonin
uygulanmasi kontrol grubuna oranla MDA diizeyini anlamli 6l¢iide diistirmiistiir.
Cizgili kaslarda ise MDA diizeyleri gézlem grubuna gore fenthion uygulanan
kontrol grubunda anlamli oranda artmis, melatonin uygulamasit MDA diizeyi
lizerinde anlamli bir sonu¢ gostermemistir. Buradan yola c¢ikarak fenthion
toksisitesinde Ozellikle karaciger, bobrek, beyin, kalp ve ¢izgili kas dokularinda
oksidatif stres sonucu olusan lipit peroksidasyonuna bagli olarak MDA artis1
gozlendigini ifade etmislerdir.

Bu calismada da fenthion toksisitesi olusturulmus sicanlarin beyin, karaciger,
bobrek, kalp ve akciger dokularindaki MDA diizeyleri arastirilmistir (Sekil 17,
Cizelge 3).

Ojha ve arkadaglarinin (2011) OF toksikasyonu sonrasi beyin dokularinda
LPO’nu saptamak icin yaptiklar1 6l¢timlerde ayni sekilde MDA diizeylerinin

kontrole kiyasla biitiin gruplarda arttigi gézlenmis, bu artisgin en ¢ok beyin
dokularinda, bunu takiben de karaciger dokularinda oldugu ifade edilmistir.

Banks ve Lein (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada, akut ve kronik OFB’e maruziyete
bagli olusan toksikasyonlarda hiicre 1i¢i inflamasyon medyatorlerinin
aktivasyonuyla beyin dokularinda hasara sebep olduklarini gostermislerdir.
Benzer sekilde Lim ve arkadaslar1 (2011) kronik parathion toksisitesinde, Johnson
ve arkadaglar1 (2011) akut soman, sarin ve klorpirifos toksisitesinde OFB’lerin
sigan beyinlerinde noroinflamasyona yol actigini bildirmislerdir.

Singh ve arkadaglar1 (2015) subakut klorpirifos toksikasyonu sonrasinda oksidatif
hasara bagli olarak deneklerin hafiza, 6grenme ve motor koordinasyonlarinda
bozulmalar meydana geldigini bildirmislerdir.

Resveratroliin, streptozosin ile diyabet olusturulmus siganlarda serebral kortekste,
hipokampuste ve serebellumdaki etkilerinin arastirildig: bir caligmada, resveratrol
AKE enzim aktivitesini arttirmak, diyabete bagl hafiza problemlerini dnlemek
suretiyle noroprotektif etki gostermistir (Schmatz ve ark., 2009).
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Atmaca ve arkadaglar1 (2014) sicanlarda floriir maruziyetine bagli olusturulan
oksidatif stres deney modelinde resveratroliin beyin dokusunda LPO’nu 6nleyerek
antioksidan ve noroprotektif etki gésterdigini bildirmislerdir.

Zini ve arkadaslar1 (1998) in vitro beyin hiicrelerindeki mitokondriyel solunum
zincirine resveratroliin etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda resveratroliin beyin
dokusunda doza bagimli olarak superoksit radikallerini siipiiriicli etki olusturarak
antioksidan etki olusturdugunu géstermislerdir.

Benzer olarak Sekil 18 ve Cizelge 3’te gosterildigi lizere zengin lipit yapisinin
yani1 sira AKE’m inhibisyonu sonucu MSS’nde olusan hasarlanma sebebiyle,
fenthion toksikasyonu olusturulan tiim gruplarda LPO belirteci olan MDA diizeyi
artmistir. Gozleme kiyasla en yiiksek artis kontrol grubunda goriilmiistiir.
Resveratrol MDA diizeyini artan dozlarda RES20 ve RES40 grubunda kontrolle
karsilastirildiginda anlamli sekilde distrmiistir. RES artan dozlarda beyinde
olusan LPO’nu azaltmistir. Pralidoksimin tek basina ve resveratrolle birlikte
verilmesi beyin MDA diizeyinde anlamli bir degisiklige neden olmamustir.

OFB yagli dokularda birikerek ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna
neden olmaktadir. Bu durum, 6zellikle lipit igerigi ve oksijen gereksinimi yiiksek
olan noral hiicrelerde dramatik sonuglara sebep olabilir. Bununla birlikte OFB
MSS’nde 6grenme ve hafiza ile ilgili bir ¢ok ndropatolojik olusuma da neden
olabilmektedirler.

Ojha ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (2011) Klorpirifos, parathion, malathion
ve bunlarin karisimi ile zehirlenme sonucu sigan karaciger dokularinda yapilan
MDA diizeylerinin 6lglimiinde, gruplarin hepsinde de kontrol grubuna oranla
anlamli MDA artis1 gézlenmistir. OFB karaciger dokularinda da artan LPO’na
bagli olarak hepatotoksisite olusturmuslardir.

Benzer sekilde malathion, anilofos ve bunlarin kombinasyonlar1 erkek sicanlarin
karaciger, beyin ve eritrositlerinde LPO’unu arttirmistir (Hazarika, 2003).
Organofosforlu insektisit dimethioate’a maruziyet sonucu sicanlarin beyin ve
karacigerinde oksidatif stres artmig, LPO olusmustur (Sharma ve ark., 2005).

Kadmiyuma bagli  olusturulan  deneysel toksisite = modelinde lipit
peroksidasyonunda artisa bagli olarak gelisen oksidatif strese karsi toksisite
oncesi profilaktik melatonin, resveratrol ve kurkumin uygulanan sicanlarda,
resveratrol uygulanan siganlarin karaciger dokularinda kadmiyum grubuna kiyasla
MDA diizeyinde diisme goriilmistiir (Eybl ve ark., 2006).

Cesitli  ksenobiyotiklerle olusturulan deneysel hepatotoksisite modellerinde
resveratroliin, serbest radikalleri siipiiriicii etkisi, hiicre i¢i antioksidan savunma
sistemi enzimlerine etkisi, metabolizasyonda gorevli faz I ve faz II enzimlere
etkisi ile karacigeri korudugu gosterilmistir (McGill ve ark., 2015).

Resveratrol, etanolle karaciger hasari olusturulmus sigcan deneysel modelinde
etanoliin sebep oldugu LPO’nu geri ¢evirmek ve faz II metabolizasyon enzim
ekspresyonunu arttirmak suretiyle hepatoprotektif etkinlik  gostermistir
(Kasdallah-Grissa ve ark., 2006).

Yapilan gesitli in vivo ¢alismalarda, hepatik iskemi-reperfiizyon, etanol toksisitesi,
asetaminofen, naftalin, CCl, toksisitesi deney modellerinde resveratroliin farkli
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mekanizmalarla karaciger {izerinde koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir
(Bishayee ve ark., 2010b; McGill ve ark., 2015).

Oksimlerle tedavi sirasinda en sik goriilen yan etkilerden biri hepatotoksisitedir
(Balali-Mood ve Shariat, 1998). Doza ve uygulama siiresine bagli olarak gelisen
bu durum hastalarin yaklasik %10’unda goriilmektedir (Jokanovic, 2009).

Sekil 19 ve Cizelge 3’te gortldiigii gibi yapilan ¢alismada karaciger dokularinda
MDA diizeyi gozlem grubuna kiyasla fenthion toksikasyonuna maruz kalan tiim
gruplarda artmis olmakla birlikte en fazla artis kontrol grubunda goézlenmistir.
RES 20 ve RES40, PAM40 ve PAM+RES gruplarinda MDA diizeyindeki artis,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli sekilde azalmistir. Buradan 6zellikle
artan dozlarda resveratroliin, pralidoksimin tek basina ve pralidoksimin
resveratrol ile kombinasyonunda, karaciger dokularinda olusan oksidatif strese
bagli LPO’nu azalttigin1 soylemek miimkiindiir.

Hou ve arkadaslar1 (2014) kronik diklorvos toksisitesi olusturulan siganlarda
hiicre i¢i enzimatik antioksidan savunma enzimleri olan SOD, KAT ve GSH-Px
enzim diizeylerinde artisla birliktei bobrek dokularinda artan MDA diizeyine bagl
olarak LPO gelistigini gozlemislerdir.

Kalender ve arkadaglar1 (2007), metilparathion ile olusturulan OF
toksikasyonunda vitamin E ve C’nin antioksidan aktivitelerini aragtirdiklari
calismalarinda, metilparathionun bobrek dokularinda MDA diizeyini arttirdigini,
Vitamin E ve C’nin OFB’in olusturdugu LPO’nu geri ¢evirdigini biyokimyasal ve
histopatolojik yontemlerle gostermislerdir.

Yilmaz ve arkadaglariin yaptig1 (2007) potasyum bromat kullanilarak olusturulan
deneysel renal oksidatif hasara karsi resveratrol uygulanan siganlarda potasyum
bromat ile birlikte resveratrol uygulanan gruptaki MDA diizeyi kontrol grubuna
gore diislis gostermistir.

Arseniktrioksit (As;0s3) ile olusturulan nefrotoksisite deney modelinde resveratrol
renal dokularda MDA diizeyini arttirarak LPO’nu 6nlemistir (Yu ve ark., 2013).

Sekil 20 ve Cizelge 3’te goriildiigii tizere bu ¢alismada da gézlem grubu disindaki
fenthion toksisitesi olusturulan tiim gruplarda bobrek doku MDA diizeylerinde
anlamli  artis  gozlenmistir. Ancak uygulanan tedaviler, kontrol ile
karsilastirildiginda, MDA  diizeylerinde anlamhi  diisiis olusturmamastir.
Dolayisiyla verilen dozlarda resveratrol ve pralidoksim uygulamasi bobreklerde
olusan lipit peroksidasyonunu geri ¢evirmeye yeterli olmamustir.

Ogiitcii ve arkadaslarinin yaptig1 calismada (2006) diazinon ile olusturulan kronik
toksikasyon sonucu si¢anlarda kalp dokusundaki miyokard hiicrelerindeki MDA
diizeyini saptamak amaciyla  diazinon, vitamin E, Diazinon+Vitamin E
gruplarinda 1.,4.,7., haftada yaptiklar1 dlglimlerde 7. haftanin sonunda diazinon
grubunda MDA diizeyi kontrol grubuna oranla anlaml 6l¢iide artmis, olusan lipit
peroksidasyonuna karsi vitamin E’nin koruyucu etki gostererek  Vitamin
E+Diazinon gruplarinda MDA diizeyini diazinon grubuna goére azalttigi
gosterilmistir.

Intraperitoneal etanol uygulamasi ile etanole bagli oksidatif stres olusturulmus
sicanlara etanolle birlikte resveratrol verilmis, beyin, kalp, karaciger
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dokularindaki MDA diizeylerinde 6. haftanin sonunda etanol uygulanan grupta
artma olmakla birlikte resveratrol+ etanol grubunda bu diizeyler kontrol grubuna
kiyasla belirgin olarak diisiis gostermistir (Kasdallah-Grisa ve ark., 2006).

Yapilan ¢alismada da (Sekil 21 ve Cizelge 3) yukaridaki ¢alismaya benzer sekilde
kalp dokusu MDA diizeyi, gbzlem grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubunda
anlamli artig gostermistir. Diger yandan RES40 grubunun MDA diizeyi, kontrol
ile karsilastirildiginda anlamli sekilde azalmistir. RES40 grubu artan LPO’nu
gozlem grubuna yakin degerde disiirerek anlamli Kkardiyoprotektif etki
gostermistir.

Akciger dokusu MDA degerlerine bakildiginda Sekil 22 ve Cizelge 3’te
gosterildigi gibi gozlem grubu ile kiyaslandiginda fenthion toksikasyonu
olusturulan biitiin gruplarda MDA artmis, RES ve PAM tedavisi kontrol grubuna
kiyasla tiim gruplarda anlamh diisiis olusturamamustir.

Biiyiikokuroglu ve arkadaslarimin (2008a) fenthion ile akut toksisite sonucu
olusturduklar1 oksidatif stresi ¢esitli dokularda 6lgmek ve melatoninin profilaktik
ve terapOtik dozlarda antioksidan etkilerini saptamak amaciyla yaptiklar
calismada karaciger dokularindaki GSH diizeyi gézlem grubuna kiyasla kontrol
grubunda anlamli olarak artmis olup terapotik melatonin grubunda GSH diizeyi
kontrole gore artmistir. Bobreklerde deney gruplarinin GSH diizeyleri arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir. Beyin GSH diizeylerinde profilaktik ve terapotik
melatonin gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis olmustur. Akciger
dokusundaki GSH diizeylerinde anlamli fark bulunmamistir. Kalp dokusunda ise
profilaktik melatonin kontrol grubuna gore anlamli artis géstermistir.

Benzer sekilde Cemek ve arkadaglarinin (2010), akut fenthion toksisitesi olustulan
sicanlarda olusan oksidatif hasar1 6nlemek amaciyla antioksidan olarak vitamin E,
selenyum ve Vitamin E+Selenyumun koruyucu etkilerinin arastirildigi ¢alismada
fenthion toksikasyonu sonucunda gozlem grubuna kiyasla karaciger, kalp,
akciger, bobrek dokularinda GSH diizeyi artmis, selenyum ve vitamin E bu degeri
daha da arttirmistir. Calismacilar artan GSH diizeyini antioksidan savunmanin
beklenen sonucu olarak degerlendirmislerdir.

Lukaszewicz-Hussain (2008) klorfenvinpiros toksikasyonunda siganlarda beyin
dokusunda antioksidan enzimlerin aktivitesinin arttigini, buna karsilik artan GSH
tikketimine bagl olarak GSH diizeylerinin diistiiglinii belirtmistir.

Benzer sekilde Cemek ve arkadaslar1 (2010) da fenthion toksisitesi sonucu beyin
dokusunda GSH diizeyinin gozlem grubuna gore diisiis gosterdigini, vitamin
E’nin bu diizeyi arttirdigin1 gostermislerdir.

Elsaid ve arkadaglar1 (2014) diazinon ile subkronik toksisite olusturulmus
sicanlarda beyin dokusunda GSH diizeyinin toksisite olusturulmayan kontrol
grubuna gore diisiis gosterdigini, papatya ekstresinin GSH diizeyini arttirarak
noroprotektif etki gosterdigini bildirmislerdir.

As,03 deney hayvanlarinda sitotoksik etki ile beyin hiicrelerinin yapisini bozmak
ve apoptozis yolaklarmi aktive etmek suretiyle beyin dokularinda hasara sebep
olmaktadir. As;O3 ile olusturulan toksisite deney modelinde kontrol grubuna
kiyasla AsyOs grubunda GSH diizeyi diismiis, resveratrol GSH’1 anlamli sekilde
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arttirmis ve arsenik toksisitesine karsi noroprotektif etki gostermistir (Yu ve ark.,
2013).

Yapilan ¢alismada Sekil 24 ve Cizelge 4’te, goriildiigii tizere si¢anlarin beyin
dokularindaki GSH diizeylerinde gruplar arasinda anlamli  bir fark
bulunamamustir. Fenthion toksisitesi sonrasinda beyin dokusunda azalan GSH
diizeyi en yiiksek artist RES40 grubunda gostermistir.

45 glin boyunca her giin ayni1 saatte oral malathion toksisitesine maruz kalmis
sicanlarda olusan oksidatif strese karsi vitamin E ve selenyumun antioksidan
etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada (Al-Othman ve ark., 2011), malathion
toksisitesi karacigerde kontrol grubuna kiyasla GSH diizeyini diislirmiis,
selenyum ve vitamin E takviyesi bu diizeyi kontrole gore belirgin sekilde
arttirmigtir. Hatta vitamin E ve selenyumun birlikte verildigi grupta GSH degeri
OFB toksisitesine maruz kalmamis kontrol grubuna en yakin degerde
bulunmustur. Ayni ¢alismada bobrek GSH degerlerine bakildiginda kontrole
kiyasla toksikasyon olusturulan malathion grubunda GSH degerleri diismiis olup
tedavi verilen tiim gruplarda GSH kontrol grubuna gore artis gostermistir. Bu artis
en ¢ok vitamin E ve selenyum grubuna oldugu goézlenmistir. Arastirmacilar bu
sonucu ksenobiyotiklere kars1 viicudun dogal antioksidan savunmasinin bir
parcast  olarak  degerlendirmislerdir. GSH  reaktif oksijen tiirlerinin
detoksifikasyonunda 6nemli role sahip endojen antioksidanlardandir.

Kadmiyuma bagli  olusturulan  deneysel toksisite = modelinde lipit
peroksidasyonunda artisa bagli olarak gelisen oksidatif strese karsi toksisite
oncesi profilaktik melatonin, resveratrol ve kurkumin uygulanan sicanlarda,
resveratrol uygulanan siganlarin karaciger GSH diizeyleri kontrol grubuna gore
diisiis gostermistir. Her ii¢ antioksidanin da karaciger dokularinda olusan oksidatif
hasar1 azalttig1 ifade edilmistir. (Eybl ve ark., 2006).

Rezerpin ile olusturulan deneysel depresyon modelinde akut rezerpin enjeksiyonu
sonrasinda karaciger dokusunda GSH diizeyi diismiis, resveratrol tedavisi artan
dozlarda GSH miktarini arttirmistir (Ahmed ve ark., 2014).

Sekil 25 ve Cizelge 4’te goriildigii tizere karaciger GSH diizeyleri gézlem
grubuna kiyasla tim fenthion toksikasyonu olusturulan gruplarda anlamli artis
gostermistir. Resveratroliin artan dozlarinda GSH diizeyi kontrol grubuna gore
daha da artmistir. Ancak uygulanan tedaviler arasinda karaciger dokularinda en
yiiksek GSH degeri RES40 grubunda goriilmiistir.

Kanter ve Celik (2012) yaptiklar1 ¢aligmada akut fenthion toksisitesi sonrasinda
kontrol grubu deneklere kiyasla fenthion toksistesine maruz kalmis hayvanlarin
bobrek doku GSH degerlerinin arttigini, bu artisin zamana bagh olarak azaldigini
dolayistyla viicudun kendi antioksidan savunma sistemlerinin belli bir siire sonra
yetersiz kaldigini gostermislerdir.

Sisplatin ¢esitli kanser tiirlerinde siklikla kullanilan bir kemoterapétik ajandir. En
onemli yan etkileri ototoksisite, noropati ve nefrotoksisitedir. Do-Amaral ve
arkadaslar1 (2008) sisplatin ile nefrotoksisite olusturulmus siganlarda bobrek
dokusundaki oksidatif doku hasarini inceledikleri bir c¢aligmalarinda sisplatin
toksisitesi sonrasinda GSH diizeyinin toksisite olusturulmamis kontrol grubuna
kiyasla belirgin diisis gosterdigini, sisplatin Oncesi resveratrol uygulanan
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siganlarda GSH degerinin anlamli sekilde arttigini, bu artisin kontrol grubuna en
yakin degere geldigini bildirmislerdir.

Bobrek GSH diizeylerinde Sekil 26 ve Cizelge 4’te belirtildigi tizere tedavi
gruplart arasinda anlamli fark bulunamamis olmakla birlikte gdzlem grubuna
kiyasla tiim fenthion toksisitesi olusturulan gruplarda bobrek doku GSH diizeyi
artmistir.

OFB’den genis kullanim alanina sahip olan diazinon ile subakut zehirlenmeye
bagli olarak olusan oksidatif hasara karst kalp dokularindaki etkilerini
arastirdiklar1 caligmalarinda Razavi ve arkadaslar1 (2013) karotenoid yapisindaki
safran bitkisinden elde edilen krokinin kalp dokularinda zehirlenmeye bagli olarak
azalan GSH miktarimi arttirdigini géstermislerdir. Kalp dokularindaki GSH orani
toksisite olusturulan grupta kontrol grubuna oranla diisiis gostermis, krokin bu
GSH degerini toksisite grubuna gore belirgin derecede arttirmigtir. Arastirmacilar
buradan yola ¢ikarak o6zellikle kalp dokusunda —SH grubu igeren antioksidan
savunma sistemlerinin ikinci bir savunma hatti olusturarak hiicreleri serbest
radikal hasarina korudugunu ifade etmislerdir.

Mokni ve ark., 2007; Zhao ve ark., 2015; Raj ve ark., 2015 yaptiklar1 caligmalarda
resveratroliin  antioksidan aktivitesinin yan1 sira kardiyoprotektif etki
olusturdugunu ifade etmislerdir. Dernek ve arkadaslar1 (2006) iskemi-reperfiizyon
sonras1t miyokard hiicrelerinde azalan GSH diizeyini resveratrol uygulamasinin
belirgin oranda arttirdigini yaptiklari caligmada gostermislerdir.

Bu ¢alismada da kalp dokusundaki GSH diizeyini karsilastirdigimizda Sekil 27°de
ve Cizelge 4’te goriildiigi tizere gozlem grubu ile karsilastirildiginda kontrol
grubu GSH diizeyi anlamli sekilde artmistir. Uygulanan tedavilerden RES40
grubunun GSH diizeyi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, anlaml bir sekilde
yiikselmistir.

Sekil 28 ve Cizelge 4’te goriudigi tizere deney gruplarmin akciger doku GSH
diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Genel olarak bakildiginda, GSH konsantrasyonu redoks degisimlerine bagli olup,
kisa stirede degisiklikler gostermekle birlikte, toksikasyona ilk tepki olarak akut
zehirlenmelerin  ¢ogunda viicudun kendi antioksidan savunma sistemlerinin
devreye girmesi sebebiyle GSH diizeyi artmaktadir. Fakat uzun donem
toksikasyona maruz kalan deneklerde zamanla viicudun kendi antioksidan
savunma sistemi yetersiz kalip disaridan ek takviyeye ihtiya¢ olmaktadir.
Dolayisiyla akut ¢aligmalarin ¢ogunda artan toksikasyona bagli artan GSH degeri
viicudun kendi dogal antioksidan savunma sisteminin bir pargast olarak
degerlendirilmistir.

Bu tez c¢alismasinda biyokimyasal parametrelerin yani1 sira karacigerin
histopatolojik olarak doku diizeyleri de incelenmis olup mikroskobik incelemede;
Sekil 29°da  gosterildigi  lizere gozlem grubu disindaki  hayvanlarin
karacigerlerinde konjesyon, sentral ve portal venlerde dilatasyon, hepatik
siniizoidlerde genigleme, hepatik kordonlarda dissosiasyon ve kupffer
hiicrelerinde aktivasyon gozlenmistir. Fenthion toksisitesine maruz kalan gruplar
arasinda kontrol  grubu hayvanlarinda bu bulgulara ek olarak perisentral
yerlesimli ¢ogunlugu lenfositik seriden olmak i{izere mononiiklear hiicreler de
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gozlenmistir. Bahsedilen lezyonlar ayni gruptaki hayvanlarda ve ayni 6rnegin
farkl1 bolgelerinde bile farkliliklar gosterebildiginden calismanin geneli grup
ortalamasina gore degerlendirilmistir.

Isik mikroskobik incelemelerini desteklemek igin yapilan histokimyasal
boyamalardan Van Gieson boyamasinda ne periportal ne de perisentral bolgelerde
fibrozise iliskin bir bulgu izlenmemistir. Yine histokimyasal boyalardan Periodic
Acid Schiff boyamasi dogrulamasi ile hepatositlerde farkli bir birikim dikkati
cekmemistir.

Patolojik lezyonlarin siddeti gruplara gore siralandiginda, en siddetli lezyonlarin
kontrol grubunda oldugu, bunu sira ile RES10, RES20, RES40, PAM, PAM+RES
grubunun takip ettigi, gézlem grubunun ise normal oldugu goriilmiistiir.

Kalender ve arkadaslar1 (2010), OFB’den malathion ile toksikasyon olusturulmus
siganlarin  karaciger dokularma vitamin E ve C’nin iyilestirici etkilerini
arastirdiklar1  immiinohistokimyasal ¢alismada 151k mikroskobu altinda,
malathiona maruz kalan sicanlarin karaciger dokularinda kontrol grubundan farkli
olarak ¢ekirdek yapisinda bozulma, siniizoidlerde genisleme, hemorarji,
kalsifikasyon, vakuoler dejenerasyon, vaskiiler konjesyon ve nekrotik hiicreler
gozlemlemislerdir. Vitamin E ve C tedavisinin vakuoler dejenerasyon,
kalsifikasyon ve nekrozu onledigini bildirmislerdir. Flehi-Slim ve arkadaslar
(2015) da benzer sekilde karaciger dokular1 {izerinde farkli dozlarda malathion
toksisitesi olusturarak yaptiklar1 ¢alismada, parankimal dokularda doz artisina
bagli olarak hiicre organellerinin yapisinin bozularak yiliksek dozlarda nekroz
olustugunu bildirmislerdir.

Oksidatif strese bagli olarak gelisen hiicresel hasar yeterince agirsa hiicre zarar
goriir ve Oliir. Hiicre 6liimii tarihsel olarak nekroz ve apoptoz olarak ikiye ayrilir.
Nekroz ve apoptozun bazi mekanizmalari reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu
oksidatif stres ile iliskilidir. Mitokondriler giiclii ROT iireticileridir; ayn1 zamanda
hiicrenin yapitasglarindan olan lipitler, proteinler ve DNA {izerindeki etkileri
sonucunda olugsan oksidatif hasarlardan da sorumludurlar. Organizmalar
kendilerini serbest radikal ve baglantili hasarlardan korumak igin, serbest
radikalleri intraseliiler ortamdan uzaklastirmaya yonelik bir takim savunma
mekanizmalart gelistirmistir. Serbest radikal olusumu, organizmanin savunma
kapasitesini astig1 zaman molekiiler hasar ortaya ¢ikar. Bu hasar arttik¢a sonugta
hiicrelerin, organlarin ve organizmanin bizzat kendisinin dliimiine sebep olacak
sekilde hiicresel fonksiyonlarda bozulmalar meydana gelir. Apoptoz g¢esitli
travmatik hiicre dis1 lezyonlar ya da genetik faktorlerle aktive edilen hiicrenin
kendisi tarafindan programlanmis bir mekanizma vasitasiyla hiicre 6limiinii
kontrol eden aktif bir islem olup hiicrenin intihar1 olarak tanimlanabilir.
Organofosfat zehirlenmesi de organizmada apoptoz yolaklarini indiikledigi cesitli
caligmalarla gosterilmistir (Li ve ark., 2007; Saquib ve ark., 2012; Kumar ve ark.,
2013).

Oksidatif stres hiicrede P53 seviyesinin artmasina sebep olmaktadir. Apoptozis
olaymin baslamasindan 6nce hiicresel replikasyon ve DNA onarimi islemi durur,
eger bu sirada DNA tamiri ger¢eklesmezse apoptozis ile baglayan olaylar zinciri
gortliir. Bel-2 apoptozisi diizenlemede 6nemli role sahip olan, antiapoptotik ve
proapoptotik iiyelerden olusan onkoprotein grubudur. Bcl-2 apoptozu engelleme
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fonksiyonunu kaspazlarin 6ncii formlarin1 durdurarak ya da kaspaz akisini direkt
olarak aktive eden sitoplazmadaki sitokrom-C gibi apoptogenik faktdrlerin
mitokondriden serbestlesmesini engelleyerek gergeklestirir. Bax gibi proapoptotik
tiyeler heterodimerizasyon yoluyla kaspaz serbestlesmesini uyarir ve mitokondri
zarmin gecis porlarinin agikligini degistirerek sitokrom C’yi serbestlestirir.
Dolayisiyla kaspaz aktivasyonuna yol acar. Bcl-2 salgilanmasi sonucu apoptoz
inhibe edilirken asir1 bax apoptozu aktive eder (Altunkaynak ve Ozbek, 2008).

Bu c¢alismada da immunohistokimyasal incelemeler programlanmis hiicre
Oliimiine yonelik olarak yapilmstir. Sekil 29°da gorildiigi gibi anti-Bax antikoru
ile yapilan boyamalarda, boyanmalarin perisentral bolgeye lokalize oldugu dikkati
¢cekmistir. Anti-Bcl-2 antikorunun da bu bolgelerde lokalize oldugu ancak
yogunlugunun anti-Bax yogunlugu ile ters olarak etkilendigi yoniinde bir
goriiniim sergilemistir. Anti-kaspaz-3, anti-kaspaz-8 ve TUNEL boyamalarda ise
perisentral bolgelerde herhangi bir pozitiflik gézlenmemis, parankime gelisigiizel
dagilmis ve normal bir karaciger dokusuna benzer bir sekilde ve fizyolojik limitler
icerisinde olacak sekilde hepatositlerde, kupffer hiicrelerinde ve diger destek
hiicrelerinde pozitiflikler izlenmistir. Histopatolojik bulgular1 destekler nitelikte
en siddetli anti-Bax pozitifligi kontrol grubunda gozlenmis ve pozitifligin siddeti
RES10, RES20, RES40, PAM, PAM+RES ve gozlem olarak azalarak takip
etmistir. Anti-Bcl-2 pozitifligi ise anti-Bax antikorunun aksi bir seyir gostermis
olup en yogun olarak gézlem grubunda daha sonra da PAM+RES, PAM, RES40,
RES20, RES10 ve en az olarak da kontrol grubunda ortaya ¢ikmistir. Anti-Bcl-2
boyamasinda dikkati ¢eken husus boyanin lokalizasyonu olmustur. Gozlem
grubunda perisentral hepatositler tek ve diizglin bir sira halinde boyanmis
goriintirlerken diger gruplarda ikinci ve hatta liclincli siradaki hepatositlerde de
gozlenen diizensiz boyanmalar fark edilmistir.

Programlanmis hiicre 6liimiinii siirecinde Bax Bcl-2’yi antagonize eder ve kaspaz-
3 aktivasyonu ile devam eden siireci baslatir. Anti-Bax pozitifligine nazaran anti-
kaspaz-3, anti-kaspaz-8 ve TUNEL boyamalarinin perisentral bolgelerde negatif
olmas1 fenthion verilmesi ile o©rnek alinmasi arasindaki zamanlamadan
kaynaklanabilir veya olas1 bir hiicre 6ltimii farkli bir mekanizma ile sekillenebilir.

Sundquist ve arkadaslar1 (2006) Anti-Bax pozitifligine nazaran Anti-kaspaz-3,
anti-kaspaz-8 ve son asama TUNEL boyamalarinin negatif ¢ikmasmin bir
sebebinin de zamanlama oldugunu belirtmislerdir. Bu calismada da hepatik
hiicrelerde apoptosis baslamis fakat sonu¢lanamamustir.

OFB’in insan NK hiicrelerinde (Li ve ark., 2007), immiin sistem ve ndral
hiicrelerde mitokondriyel yolak {izerinden apoptozu indiikledigine; klorpirifos ve
diklorvosun oksidatif strese bagli olarak kaspaz bagimli yolag: indiikledigine dair
caligmalar gosterilmistir (Franco ve ark., 2009).

Saquib ve arkadaglar1 (2012) OFB’den forat ile yaptiklar1 ¢alismada, 14 giin farkl
dozlarda forat ile toksikasyon olusturulan siganlarin karaciger hiicrelerinde olusan
oksidatif strese bagli olarak tiimor supresor P53, kaspaz-3 ve kaspaz-9 yolaklari
tizerinden intrinsik apoptotik yolaklar1 aktive oldugunu gostermislerdir.

RES’iin de apoptoz sirasinda ¢esitli yolaklar1 kullandig: bildirilmistir. Kaspaz-3
ve kaspaz-9 aktivasyonu (Ulakcsai ve ark., 2015), pro-apoptotik Bax ekspresyonu,
antiapoptotik Bcl-2 ekspresyonunda azalma, FasL/CD95 sinyal kaskadini
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kullanma, mitokondriden sitoplazmaya sitoktom C saliminin aktivasyonu ve
mitokondride translokasyonu arttirmak suretiyle etki ettigi ¢esitli calismalarla
gosterilmistir (Ergin ve Yaylali, 2013).

Kumar ve arkadaslar1 (2013) monokrotofos ile zehirlenen siganlarda in vitro sigcan
PC12 hiicre Kkiiltiirii c¢alismalarinda monokrotofos maruziyeti sonrasinda
resveratroliin koruyucu etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda resveratrol PC12
hiicreleri tizerinde monokrotofos kaynakli oksidatif hasara karsi apoptozisi
Onleyerek belirgin koruyucu etki géstermistir.

Sekil 29°da goriildiigii tizere yapilan histopatolojik ¢alismada artan dozlarda RES
uygulamasi fenthionun olusturdugu oksidatif hasara bagli olarak gelisen
apoptozisi durdurmustur.

Organofosfathi insektisitler etkilerini sadece sinir sistemi {lizerinde gostermeyip
immiin sistem, pankreas, karaciger, lireme sistemi, hematolojik sistemlerde de
hasar yapici istenmeyen etkilere sebep olurlar. Bir énemli 6zellikleri de farkli
dokularda reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna bagl olarak oksidatif strese neden
olmalaridir.

Fosforotiyoat tipi OFB’den olan fenthionun meydana getirdigi reaktif oksijen
tiirlerinin karaciger ve beyinde LPO olusturdugu, DNA’nin tek kolunda kiriklara
ve laktat dehidrogenazin ekstraselluler siviya sizintisinda artisa neden oldugu
Bagchi ve arkadaslart (1995) tarafindan ortaya konulmustur. Son donemde
yapilan in vivo, in vitro c¢alismalarda OFB ile zehirlenme sonucu kolinerjik
yolaklarin disinda mitokondriyel disfonksiyona bagli olarak  oksidatif stres
gelistigi gosterilmistir. Mitokondri hiicrenin enerji yolaklarinda ATP iiretiminde,
ROT iiretimi ve hiicre yasaminin sonlanmasinda 6nemli role sahiptir (Dikalov,
2011; Marchi ve ark., 2012). Hepatik, kardiyovaskiiler, norodejeneratif ve
inflamatuar  hastaliklarin  ¢ogunun etiyolojisinde mitokondriyel hasarlar
yatmaktadir (Ando ve Wakamatsu, 1985; Kaur ve ark., 2007; Binukumar ve ark.,
2010; Bayrami ve ark., 2012). Mitokondriyel solunum zincirinden elektron kagagi
sonucu olusan ROT oksidatif hasara yol agtigi gosterilmistir (Brookes, 2005).
Mitokondride olusan fonksiyonel ve yapisal bozukluklar sonucu hiicre solunumu
ve enerji Uretiminin bozulmasina bagli olarak apoptozis ve nekroz ile
karsilagilmaktadir. Son donemdeki c¢aligmalarda OF’larin  mitokondriyel
fonksiyonlarda 6nemli role sahip oldugu gdosterilmistir (Mohajeri ve Abdollahi,
2013). Bu toksinler mitokondriyel solunumu ve solunumda goérevli enzimlerin
yapilarin1 degistirmek (Shabarchin ve ark., 1979; Spetale ve ark., 1977; Yamano
ve Morita, 1993) ve enerji retimini bozmak suretiyle etki gostermektedir
(Massicotte ve ark., 2005; Chan ve ark., 2006; Venkatesh ve ark., 2009;
Binukumar ve ark., 2010; Shafiee ve ark., 2010).

Sonu¢ olarak OFB lipit peroksidasyonunu arttirarak oksidatif strese neden
olmaktadir. RES kuvvetli antioksidan 6zelligi sebebiyle artan oksidatif stresi
anlamli baskilamaktadir. En ¢ok bilinen antioksidanlar olan E vitamini ve C
vitamininden daha gii¢lii olan resveratrol, OH' ve O," radikallerini siipiirerek, OH
radikalinin neden oldugu lipit peroksidasyonu inhibe ederek, demir ve bakirla
selasyon yaparak, hiicre i¢i antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirarak, OH" ile
H,O2’in  neden oldugu DNA hasarini  Onleyerek antioksidan aktivite
gostermektedir. Protein oksidasyonunu engeller. Serum antioksidan kapasitesini
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artirtr. Diisiik dansiteli lipoproteinlere baglanarak lipoprotein peroksidasyonunu
inhibe eder.

Hepatoprotektif etkisi ile de OFB’in karacigerde olusturdugu hasar1 6nler. Ayni
zamanda kardiyoprotektif etkisi ile kalp dokusunu korur. En 6nemli etki yeri
karaciger ve kalptir.
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SONUC ve ONERILER

Deneysel olarak olusturulan akut fenthion toksisitesine karsi farkli dozlarda
uygulanan RES tedavisi, PAM ve PAM+RES tedavisi kontrol grubuna kiyasla
lipit peroksidasyon belirteci olan MDA diizeyini uygulanan biitiin dozlarda
(RES10; RES20; RES40) dislirmiistir. En fazla diisis RES40 grubunda
goriilmiistir. PAM, tek basma veya RES ile birlikte verildiginde lipit
peroksidasyonunu azaltmistir. Bu ¢alismada RES akut fenthion zehirlenmesinde
antioksidan olarak literatiirde ilk defa kullanilmistir.

Fenthionun neden oldugu oksidatif strese bagli olarak GSH diizeylerinin RES20
hari¢ biitiin gruplarda anlamli sekilde arttigi, RES veya PAM’in kontrole gore
anlamli bir etki olusturmadigi goriilmistiir. Bu sonuglar fentionun endojen
antioksidan olan GSH’un sentezinde bir artisa yol actigin1 ancak RES veya
PAM’1n GSH diizeyleri iizerinde anlamli etkilerinin olmadigini géstermektedir.

Fention toksisitesi askorbik asit seviyelerinde anlamli bir degisiklik
olusturmamustir. Fention toksisitesi nedeniyle kontrol grubunun retinol diizeyi
gozlem grubuna gore kiyaslandiginda anlamli sekilde azalmigtir. Ancak kontrol
grubuna kiyasla retinol diizeyi RES40 ve PAM40 gruplarinda anlamli sekilde
artmistir. Retinol diizeyi kontrol grubuna kiyasla en fazla RES40 grubunda
artmigtir. Fention toksisitesi nedeniyle kontrol grubunun B-karoten diizeyi gozlem
grubuna kiyasla ayni sekilde anlamli sekilde azalmistir. Biitiin tedavi
gruplarindaki f-karoten diizeyleri, kontrole gore kiyaslandiginda anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur. Buradan yola ¢ikarak karotenoidlerin biyolojik sistemde
giiclii antioksidan aktivite gosterdigi ve OF zehirlenmelerinde RES’un kandaki A
vitamininin diizeyini arttirarak hiicre i¢i antioksidan savunma sistemlerini

giiclendirdigi gosterilmistir.

Endojen antioksidan enzimatik savunma sistemlerinden KAT, GSH-Px ve SOD
diizeyleri fenthion ile zehirlenme sonucu gézlem grubuna kiyasla anlamli artis
gostermistir. Gozlem grubuna kiyasla RES ve PAM gruplarinda da enzim miktari
artmigtir.

RES fenthion toksisitesine bagli olarak artan enzimatik ve non-enzimatik hiicre igi
antioksidan savunma sistemlerine olumlu yonde destek olmustur.

Fenthionun en ¢ok karaciger, beyin ve kalp dokularinda lipit peroksidasyonuna
bagli oksidatif hasar olusturdugu, RES’un tiim dozlarda karacigerde ve kalpte
olusan oksidatif hasar1 azaltarak koruyucu etki olusturdugu gosterilmistir.

RES karacigerde hem lipid peroksidasyonunu onlemis, hem de doku diizeyinde
koruyucu etki géstermistir.

Bu calismada RES’{in karaciger iizerinde koruyucu etkisi immiinohistokimyasal
yontemlerle de gosterilmistir.

Ayn1 zamanda histopatolojik ¢aligmalarda fenthion karaciger hiicrelerinde
apoptozis yolaklarin1 aktive etmis, RES fenthionun aktive ettigi apoptozisi artan
dozlarda durdurmustur.

OFB’e kronik maruziyetin 0Ozellikle oksidatif stresi arttirarak hiicresel
mitokondriyel bozulmalar, DNA hasarlar1 sonucunda ¢esitli doku ve organlarda
hasarlara neden olarak kronik hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynadigi goz
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oniinde bulundurulacak olursa RES’lin koruyucu olarak kullaniminin bu etkileri
azaltabilecegi sdylenebilir.

Pestisitler yanlis kullanimi sonucu gida maddelerinde fazla miktarda kalinti
birakabilmektedir. Bu veya benzeri sekilde gelisen kronik maruziyete karsi
resveratroliin kullanimi bu pestisitlerin sebep olacag1 zararli etkilere karsi
koruyucu olabilir. Bu calisma OFB’in toksik etkileri ile ilgili ileride yapilacak
kronik zehirlenme ¢alismalarina 1s1k tutacaktir.
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