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OZET

Bu c¢aligmada, organofosfatli pestisit olan methyl parathion ve dichlorvos’un eritrositler
iizerinde serbest radikal iireterek oksidatif stres meydana getirdigi ve hiicresel antioksidan
savunma sistemini degistirdigi gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda in vitro kosullarda farkli
dozlarda methyl parathion ve dichlorvos (1,10,100 uM) ve methyl parathion/dichlorvos
vitamin C (VC; 10uM)/vitamin E (VE; 30uM) kombinasyonunun insan eritrositlerindeki
malondialdehit (MDA) seviyesi ile siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri iizerine olan etkileri incelenmistir. Eritrositler farkli
uygulamalarda (sadece methyl parathion, sadece dichlorvos, yalnizca vitaminler, methyl
parathion+vitaminler ve dichlorvos+vitaminler) 37 °C’de 60 dk inkiibe edilmislerdir ve
MDA seviyesi ile SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri arastirilmistir. Methyl paration ve
dichlorvos tek baslarma uygulandiklarinda eritrositlerde MDA seviyesini arttirdiklari; SOD,
CAT ve GPx aktivitelerinde ise azalma meydana getirdikleri gozlenmistir (P<0,05). VC-
uygulamali, VE-uygulamali ve VC+VE-uygulamali eritrositler uygulama yapilmayan
kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir farklilik gozlenmemistir.
Methyl parathion/dichlorvos+VC ve methyl parathion/dichlorvos+VE ile muamele edilen
gruplarda methyl parathion ve dichlorvos’un lipit peroksidasyonu ve antioksidan enzim
aktivitelerinde meydana getirdikleri degisikler engellenmislerdir. Ancak bu yararli etki
sadece methyl parathion ve dichlorvos’un diisilk uygulama dozlarinda (1 ve 10puM)
goriilmiis ve VC+VE kombinasyonunun bu vitaminlerin tek baslarina kullanilmalarindan
daha fazla koruyucu etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglar vitaminlerin
plazmada bulunan konsantrasyonlarinin, methyl parathion ve dichlorvos’un genelde pestisit
olarak kullamilan yiiksek dozlarimin (100 uM) eritrositlerde olusturduklari zararh etkileri

iizerine koruyu olmadigini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: CAT, Dichlorvos, MDA, Metyl parathion, , SOD,.
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ABSTRACT
In this study, methyl parathion and dichlorvos are organophosphate (OP) pesticide that have
been shown to induce oxidative stress in erythrocytes through the generation of free radicals
and alteration of the celluler antioxidant defense system. We examinated the effect of several
different doses of methyl parathion and dichlorvos (1,10,100pM) or methyl parathion or
dichlorvos in combination vitamin C (VC; 10uM) or vitamin E (VE; 30uM), on the levels of
malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione
peroxidase (GPx) activities in human erythrocytes in vitro. Erythrocytes were incubated
under various treatment conditions (methyl parathion alone, dichlorvos alone, vitamins
alone, methyl parathion plus vitamins, and Dichlorvos plus vitamins) at 37 °C for 60 min,
and the levels of MDA, SOD, CAT and GPx activities, were determined. Treatment with
methyl paration or dichlorvos alone increased the levels of MDA, and decreased SOD, CAT
and GPx activities in erythrocytes (P<0,05). There were no statistical different among VC-
treated, VE-treated, or VC+VE-terated erythrocytes, as compared with nontreated control
cells. Treatment of cells with methyl parathion or dichlorvos+VC, methyl parathion or
dichlorvos+VE, or a combination of all three agents prevented Methyl parathion or
dichlorvos-induced changes in antioxidant enzyme activity and lipid peroxidation. However,
this effect was seen only at low concentrations of methyl parathion or dichlorvos (1 and
10uM), and combination of VC+VE had a more protective effect than VC or VE alone.
These results indicated that the presence of vitamins at concentrations that are similar to the
levels found in plasma have no effect on methyl parathion or dichlorvos-induced toxicity in
erythrocytes at a concentration of methyl parathion or dichlorvos (100 pM) that are typically

used in pesticides.

Keywords; CAT, Dichlorvos, MDA, Metyl parathion, SOD.
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1. GIRIS

1.1. Tezin Amaci

Bu ¢alismanin amac1 organofosfatlh insektisit olan methyl parathion ve dichlorvos’un
insan eritrositleri iizerine in vitro olarak toksisitesini spektrofotometrik olarak
degerlendirmek ve methyl parathion ve dichlorvos’dan kaynaklanan toksik hasar

iizerine vitamin C ve E kombinasyonunun koruyucu etkisini arastirmaktir.

1.2. Tezin Konusu ve Onemi:

Pestisitlerin neden oldugu oksidatif stresi azaltmak ya da tamamen ortadan kaldirmak
icin ¢esitli antioksidan maddeler uygulanmaktadir. Bu antioksidan maddelerin en
onemlileri arasinda vitamin C ve vitamin E yer almaktadir. Bu tez, pestisitlerin
(dichlorvos ve methyl parathion) uygulanmasi sonucu insan eritrositlerinde meydana
gelen hasarm belirlenmesi, antioksidan enzim sistemlerinde meydana gelen
degisikliklerin incelenmesi ve vitamin C ve E’nin koruyuculugunun gézlenmesi ve

bu konuda ¢esitli calismalara katkida bulunmasi agisindan 6nemlidir.



2. GENEL BIiLGILER

Hizli niifus artisinin beraberinde getirmis oldugu kentlesme ve sanayi toplumu olma
yolundaki ilerlemeyle birlikte her gegen giin tarim alanlar1 azalmakta ve kisi basina
diisen tarim trlnii miktarinda diisiis olmaktadir. Tarim alanlarindan elde edilen
irliniin miktarm artrmak i¢in iyi bir tohuma ve 1iy1 bir topraga gerek oldugu kadar
ozellikle triinlere musallat olan ve iirtin miktarinin ve kalitesinin diismesine sebep

olan zararllarla bilin¢li ve tam bir sekilde miicadele edilmesi gerekmektedir.

Besin maddelerinin {iretimi, tiikketimi ve depolanmalar1 sirasinda, besin degerini
bozan ve besinleri yok eden, zarar veren hasereleri, mikroorganizmalar1 ve diger

zararlilar1 (pestleri) yok etmek i¢in kullanilan savas maddelerine pestisitler denir [3].
Pestisitler hedef zararlilara gore;

e  Insektisitler (bocekleri dldiirenler)

o Fungisitler (mantarlar1 6ldiirenler)

o Herbisitler (yabanci otlar1 6ldiirenler)

o Akarisitler (akarlar1 61diirenler)

o Rodentisitler (kemiricileri 61diirenler)

. Nematositler (nematodlar1 6ldiirenler)

. Molluskositler (yumusakgalar1 61diirenler)

olarak smiflandirilabilirler [3].

Pestisitlerin kullanimiyla tarimsal tiretimde bliyiik Ol¢iide yararlar saglanmaktadir.
Bunun yani sira pestisitlerin ¢evre kirliligine neden olmalar1 agisindan, 6zellikle
toprakta, suda, meyve ve sebzelerde uzun siire kalarak bitkilere, topraktan siiziilerek
yeralt1 sularina, ¢evrede bulunan gol, golet, baraj golleri ve akarsulara karigarak

azimsanmayacak  diizeyde  zararlar olusturduklar1 da bilinmektedir [3].



Kara ckosistemlerinden tatli su ekosistemlerine ulasabilen biitiin bu toksik
maddelerin besin zinciri yoluyla insanlara kadar ulasarak allerjik, karsinojenik,
mutajenik ve teratojenik etkilerinin oldugu da ¢esitli canlilarda yapilan arastirmalarla

gosterilmistir [3].

Tarim alanlarinda ve dogada en 6nemli zararlilardan biri olan boceklerle miicadelede
kullanilan pestisitlere insektisit (bdcekleri ldiirenler) ad1 verilmektedir. insektisitler

kimyasal yapilarina gore;

1) Organofosfatli (Organik fosforlu / organofosforlu) insektisitler
2) Klorlu hidrokarbon yapisindaki insektisitler

3) Piretroid grubu insektisitler

4) Karbamat grubu insektisitler

olmak tizere 4 gruba ayrilmaktadir. Bunlar arasindan organofosfath insektisitler, en

cok kullanilan pestisit grubu olup, pestisitlerin 6nemli bir kismin1 olusturmaktadir

[3].

Organofosfatli insektisitler, hedef dokularda etkilerini asetilkolini yikan
asetilkolinesterazi (AChE) inhibe ederek gdosterirler ve geri doniisii olmayan akut ya
da kronik zehirlenmeler meydana getirirler [3, 4, 5]. Enzim etkinliginin engellenmesi
sonucu noro-muskuler kavsak, diiz kas, kalp kas1 vb yerlerdeki ganglion sonrasi sinir
uglari, tiim otonomik ganglionlar ve MSS’ deki sinapslarda asetilkolin birikir. Bunun
sonucu tiim muskarinik ve nikotinik reseptorler asir1 sekilde uyarilir. Reseptorlerin

uyarilmasini, blokaj takip eder.
2.1. Methyl parathion

Methyl parathionun molekiiler formiilii CsH;oNOsPS olup yiiksek toksisiteye sahip

insektisitlerden biridir ve molekiiler agirlig1 263,21 dir.

Methyl parathion etkisini asetilkolini yikan AChE’1 inhibe ederek gdstermektedir [5,
6, 7].



Yapilan in vitro c¢aligmalarda methyl parathionun insan kan lokositlerinden

notrofillerin kemotaksisini inhibe ettigi bildirilmistir [8].

Methyl parathionun eritrosit membranlarinda ve bobrek mikrozomlarinda
(Ca™+Mg™)-ATPase aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir [9, 10, 11]. Bu
inhibisyon methyl parathionun ATPaz iizerindeki spesifik bir bolgeye baglanmasi
seklinde gerceklesir ve hiicre i¢i Ca™ homeostazinin bozulmasiyla sonuclanabilir [9,

11].

Kalender ve ark., methyl parathionun nefrotoksik etkisi ve bu etki lizerine vitamin C
ve E kombinasyonunun koruyucu roliinii arastirmiglardir. Ratlara methyl parathion
muamelesi sonucu viicut agirhigi ve bobrek agirligr 6nemli dlgiide azalirken, bobrek
dokusunda lipit peroksidasyonunun gostergesi olan MDA seviyesi artmistir. Bobrek
dokusunda yapilan 151k mikroskobik incelemelerde glomerular atrofi, vaskiiler
genisleme, nekroz, ©dem, mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve kalsifikasyon
gozlendigi bildirilmistir. Calisma sonucunda vitamin C ve E muamelesinin methyl

parathion’un sebep oldugu nefrotoksisiteyi azalttigi belirlenmistir [12].

Guney ve ark., yaptiklar1 bir calismada methyl parathionun lipit peroksidasyonu ve
serum ChE aktiviteleri {izerine subkronik etkisini ve vitamin E ve C

kombinasyonunun koruyucu roliinii incelemislerdir [13].
2.2. Dichlorvos

Dichlorvos (2,2 dichlorovinyl dimethyl phosphate, DDVP), molekiil formiilii C4-H7-
Cl,-04-P olan bir insektisittir ve molekiil agirlig1 220,98 ‘dir.

Dichlorvos tiim diinya lizerinde yaygin olarak kullanilan organofosfathi bir insektisit

ve antithelmintik bir ajandir [14].

Dichlorvosa akut veya kronik maruz kalmayi takiben ortaya c¢ikan baslica toksik
etkisi kolinerjik 1iletim i¢cin can alict bir enzim olan asetilkolinesterazin
inhibisyonudur. Dichlorvos AChE enzimini inhibe etmesi nedeni ile hiicre

membranlar1 boyunca iyon akisin1 ve hiicre membranlarindaki gecirgenligi hasara



ugratmaktadir [15, 16].

Dichlorvos organizma i¢inde hizli bir sekilde ayristirilmasma ragmen tek dozda ve
kronik olarak uygulanmasi sonucu ChE aktivitesini inhibe etmeye calistig1 tespit

edilmistir [17, 18].

Yarsan ve Cakir, dichlorvosu subakut ve subkronik periyotlarda 10, 20, 40 mg/kg
olmak tizere lic doz seviyesinde albino erkek farelere vermislerdir. Dichlorvos ile
muameleli farelerde subakut ve subkronik periyotlarda plazma MDA seviyesinde
artis, eritrositlerdeki CAT aktivitesinde subakut ve subkronik periyotlarda diisiis ve
eritrositlerdeki SOD aktivitesinde subakut periyotta artis oldugunu bildirmislerdir
[19].

Akut dichlorvos uygulamasi sonucu Clarias batrachus’ta eritrosit profilinde

degisiklikler gozlenmistir [20].

Dichlorvosa oral yoldan maruz kalan sicanlarin net viicut agirhigr kazanimlarinda
azalma meydana geldigi ayn1 zamanda, plazma MDA seviyesinde artigs gozlenirken
serum ChE seviyesinde ise diisiis oldugu tespit edilmistir. Dichlorvos muamelesi ile
siganlarin endometrium epitelinde diizensizlik ve epitel hiicrelerinde piknoz meydana
geldigi ortaya konmustur. Ayni c¢alismada siganlara uygulanan vitamin E ve C

kombinasyonu dichlorvosun sebep oldugu endometrial hasar1 azaltmistir [21].

Antioksidanlar, genel olarak serbest radikal olusumunu engelleyen maddeler olarak
tanimlanmiglardir [22]. Antioksidan savunma sistemi hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak

ikiye ayrilir.

Hiicre i¢i savunma sisteminin enzimatik antioksidanlari, SOD, CAT ve GPx’tir
(Sekil 2.1). Enzimatik olmayan hiicre i¢i antioksidanlar; GSH, membranlara
baglanabilen o-tokoferol ve [-karoten, askorbat, transferin, seruloplazmin ve

bilirubindir [23, 24, 25, 26].

Hiicre dis1 savunma sistemi ise; metallotionin gibi serbest radikal yokedicileri ve Zn

gibi iz elementlerden olusur [27].



Antioksidan enzimlerden en O6nemlisi olan SOD, eritrositlerde hepatositlerin, ve
beyin hiicrelerinin mitokondri matriksinde bulunur. Kararli bir yapiya sahiptir. O*i

H202’ye doniistiiren reaksiyonu katalizler [27, 28].
SOD

I
207+ 2H"— H,0, + 0, (PH 4.5-9.5)

CAT enzimi ise, hepatositlerin mitokondrisinde ve eritrositlerin sitoplazmasinda
bulunurken, diger hiicrelerin peroksizomlarinda yer alir [27] ve H202’ 1 su ve

oksijene ¢evirerek etkisiz hale getirir [28, 29, 30].

CAT

2H,0, 22 H,0+20,

GPx, antioksidan enzimlerin en etkin olamidir. Hiicre i¢i hidroperoksitlerin yok
edilmesinden sorumludur [27] H202’1 suya ¢evirerek methemoglobin olusumunu
engeller [31] ve membran lipidlerini peroksit anyonuna karsi koruyarak hiicre
membranmin biitiinliigiinii korur. E vitamini ile sinerjik etkilesimi s6z konusudur.
GPx, ayrica biiyiime, gelisme ve iireme i¢in gerekli bir iz element olan selenyumu
yapisinda bulundurur. Selenyum eksikliginin, bu enzimin aktivitesini azalttig1

bilinmektedir [32, 33].



H,0+1/20,

calalase

2+

SOD + Fe

02'- : > 1 H,0, * 'OH| + Fe** + OH"

Fenton's reaction

NADPH + H'

GR

Sekil 2.1: Enzim Savunma Mekanizmasi [27]

Vitamin C ve Vitamin E kombinasyonu uygulamalarmin ¢esitli oksidanlarin neden
oldugu oksidatif hasara kars1 koruyucu olduguna iliskin birgok ¢alisma mevcuttur

[34, 35].

Altuntas ve ark. organofosfatli phosalone’nun insan eritrositlerinde lipit
peroksidasyonunu artirdigini antioksidan enzim aktivitesini azalttigmi in vitro olarak

gostermislerdir [36].

Lukaszewicz-Hussain ve Moniuszko-Jakoniuk’un organofosfatli bir insektisit olan
chlorfenvinphos’un rat eritrositlerinin antioksidan ve antioksidan olmayan enzim

sistemleri lizerine yaptiklar1 bir ¢alismada chlorfenvinphos’un antioksidan olmayan



enzim sistemlerinin etkisini azalttig1 antioksidan enzim sistemlerinin etkisini ise

arttigini tesbit etmislerdir [37].

Durak ve ark., organofosfatlh malathion’un insan eritrositlerinde lipit
peroksidasyonunu arttirdigini antioksidan enzim aktivitesini azalttigini ancak vitamin
C-vitamin E kombinasyonlariin malathion’un in vitro toksik etkisini azalttigini

bildirmislerdir [38].

Bu ¢alismanin amac1 organofosfath insektisit olan methyl parathion ve dichlorvos’un
insan eritrositleri iizerine in vitro olarak toksisitesini spektrofotometrik olarak
degerlendirmek ve methyl parathion ve dichlorvos’dan kaynaklanan toksik hasar

iizerine vitamin C ve E kombinasyonunun koruyucu etkisini arastirmaktir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasallar

Insektisit olarak organofosfatl bir insektisit olan % 99 saflikta methyl parathion (1,
10 ve 100 uM )ve % 98 saflikta dichlorvos (1, 10 ve 100 uM ) kullanilmis ve bu

maddeler Ankara Zirai Miicadele Merkezi’nden temin edilmistir.

Vitamin E (DL-a-tokoferol) (30 uM )Merck, vitamin C (L-askorbik asit) (10 uM)

Carlo Erba marka kullanilmig ve bu maddeler Dizdarer’ den temin edilmistir.

Biyokimyasal analizlerde kullanilan kimyasal maddelerin tiimii Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, USA)’ten temin edildi.
3.2. insan Eritrositlerinin Hazirlanmasi

Bu calisma i¢in sigara-alkol kullanmayan, calistigr ortamda herhangi bir kimyasal
maddeye maruz kalmayan saglikli 6 erkek bireyden 20 ml kan Ornegi heparinli

tiiplere alinmistir.

Heparinlesmis tam kan 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Plazma ve
l6kositler uzaklastirilmis ve eritrositler fizyolojik tuz ¢ozeltisi (% 0,9’luk NaCl) ile
ii¢ kez yikandiktan sonra ayni ¢ozeltiyle %50 (v/v) oranl hiicre siispansiyonlari PBS

ile hazirlanmastir.
3.3. Eritrositlere Uygulama Plani

Eritrositler kontrol grubu (n=6) ve muamele grubu (n=6) olmak iizere iki gruba

ayrilmistir. Muamele grubu da kendi i¢inde ii¢ gruba ayrilmistir. Bunlar;

1. Grup: Organofosfath insektisit (methyl parathion ya da dichlorvos) muameleli

grup (n=6),
2. Grup: Vitamin C +vitamin E muameleli grup (n=6),

3. Grup: Vitamin C+vitamin E+ Organofosfath insektisit (methyl



parathion ya da dichlorvos) muameleli grup (n=6).

Maddeler eritrositlere eklenerek 1 saat 37° C’de inkiibasyona birakilmistir. Calisma
saatine kadar -20 °C’de bekleyen eritrositler soguk deiyonize su ile 4 Kat
sulandirilarak hemolizat1 elde edilmistir. Hemolizat 6rneklerinden antioksidan
savunma sistemi enzimlerinden siliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) seviyesi
kontrol grubu ile karsilastrmali olarak spekstroskobik (Shimadzu 1700, UV/VIS

Spektrofotometre, Kyoto, Japan) yontem ile belirlendi.
3.4. Malondialdehid Miktarinin Belirlenmesi, Antioksidan Enzimlerin Tayinleri
3.4.1. Malondialdehit (MDA) miktarinin tayini

MDA, aerobik sartlarda TBA ile 90°C’de inkiibasyonu sonucu pembe renkli
kompleks olusturur. Bu kompleksin absorbansi spektrofotometrede 532 nm dalga
boyunda okunur. Analizler ve analize ait hesaplamalar, Ohkawa ve ark., 1979’a [39]
gore yapildi. Her deney tiipiine % 15°’lik TCA i¢inde % 0.375’lik hazirlanmis olan
TBA dan 2 ml almarak 1 ml homojenat (300uL+700uL distile su) iizerine konulur.
Vorteksle karistirildiktan sonra, tiiptin agz1 kapatilip 95°C’ deki su banyosunda 30
dakika bekletildi. Su banyosundan alnan tiipler, buz igerisinde 15 dakika
bekletildikten sonra, oda sicakligina gelmesi saglandi. 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek siipernatant elde edildi ve spektrofotometrede 532 nm’de kor
tiiptine karst absorbanslar1 okundu. Sabit say1, 1,56 x 10° M'em™, kullanilarak lipid
peroksidasyon iriinii olan Malondialdehit (MDA) miktar1 nmol/mgHb olarak

verilmistir.
3.4.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi

Toplam SOD (EC 1.15.1.1) tayininde Marklund ve Marklund (1974) [40] metodu
kullanilarak pyrogallol’un 3 dakikada 440 nm’de alkali ortamda otooksidasyonu ile
yiikselen absorbans Ol¢iildii. Bu enzim aktivitesinin Ol¢iilmesinde 3 ml’lik 7 adet
plastik kiivete 2,80 ml Tris-EDTA tamponu (50mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8.2) ve
5, 10, 20, 25, 30, 40, 50 ul’lik degisen hacimlerde slipernatant konularak enzim

10



kaynagi ilave edildi. Her kiivetin son hacmi Tris-EDTA tamponu ile 2,90 ml’ye
tamamlandi. Bu karigimlarin iizerlerine 100 pl 15 mM pyrogallol ilave edilerek
pyrogallol’un otooksidasyonu baslatildi. Her bir karisimin % inhibisyon miktarlar
hesaplanarak bir grafik elde edildi bu grafik kullamilarak bir {inite toplam SOD
aktivitesi pyrogallol’un otooksidasyonun % 50 inhibisyonuna sebep olan protein
miktar1 olarak hesaplandi. Daha sonra homojenattaki 1 mg protein basina toplam
SOD aktivitesini bulmak i¢in 1/ (mg prot.pyrogaliolun otooksidasyonun % 50 inhibisyonu) €$1t1ig1

kullanilarak enzim aktivitesi U/mgHb olarak verilmistir.

3.4.3. Katalaz (CAT) enzimi

Katalaz (EC 1.11.1.6) enziminin aktivite tayini Aebi (1984) [41] tarafindan belirtilen
metod ile yapilmistir. Spektrofotometrede absorbans okumadan once elde edilen
siipernantanta peroksizomlardaki katalazi agiga ¢ikarmak i¢in %1°lik Triton X-100
(h/h) ilave edildi, daha sonra 50 mM fosfat tamponu (pH 7) eklenerek seyreltme
yapildi. Daha sonra spektrofotometrede (UV dalga boyunda) kullanacagimiz cam
kiivete en son sulandirilmis o6rnekten 2 ml konarak tizerine 1 ml % 30’luk hidrojen
peroksit eklendi ve enzimatik reaksiyon baslatildi. U¢ dakika boyunca 240 nm’de
H,0;’in pargalanmasini gosteren azalan absorbans Olgtildii. Sabit say1, €40. 0,0394
mM/cm) kullanilarak birim zaman basma absorbansdaki degisimler katalaz

aktivitesinin 6l¢limii olarak alindi. Enzim aktivitesi U/mgHb birimiyle verildi.

3.4.4. Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi

Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.9) tayini Paglia ve Valentine (1967) [42] tarafindan
belirtilen metoda gore yapildi. Bu metod okside glutatyon (GS-SG) ve NADPH’1
substrat olarak kullanan glutatyon rediiktazin 340 nm’de Nikotinamid-adenin-
diniikleotid hidrojen fosfat (NADPH)’1 okside etmesi ile meydan gelen azalan
absorbansin Olgiilmesi esasina dayanmaktadir. Okside glutatyon, glutatyon
peroksidaz tarafindan olusturuldugu icin NADPH’in azalmasi GPx aktivitesi ile
dogru orantilidir. NADPH’in Nikotinamid-adenin-diniikleotid fosfat (NADP)’a
yiikseltgenmesi 340 nm’de absorbansin azalmasmna sebep olur, bdylece dolayli
olarak GPx’in aktivitesinin tespitinde kullanilmaktadir. Bu enzimin spesifik

aktivitesini O0lgmek i¢in 3 ml’lik cam kiivetlere 2,525 ml 0,1 M’lik Tris-HCI
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tamponu, 75 pl 80 mM rediikte glutatyon, 100 ul seyreltilmis siipernatant, 100 pl 2
mM NADPH, 100 ul 0,24 {inite glutatyon rediiktaz ilave edildi ve 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Bu karigimin tizerine 100 pl 1,5 mM hidrojen peroksit
eklenerek enzimatik reaksiyon baslatildi ve 3 dakika boyunca 340 nm’de azalan
absorbanslar okundu. GPx aktivitesi (€340: 6220 M/cm) 1 dakikada 1 mg protein
tarafindan harcanan NADPH miktar1 olarak hesaplandi ve enziminin spesifik

aktivitesi U/mgHb olarak verildi.

3.5. Ferrosiyanomethemoglobin Metodu ile Hemoglobin Tayini

Hemoglobindeki Fe?, ferrisiyaniir ile Fe’e okside edilir ve potasyum siyaniir
eklenmesiyle stabil siyanomethemoglobine doniisiir. Siyanomethemoglobinin 540
nm’de Olciilen absorbansi hemoglobin ile dogru orantilidir [43]. Drapkin ¢ozeltisi
icin 0.198 g KsFe(CN)es, 0.052 g KCN, 1 g NaHCO ayr1 ayr1 hassas terazide
tartildiktan sonra 1 litrelik balon joje i¢cine konuldu. Bir miktar distile su ile
¢ozdiiriildiikten sonra 1 litreye tamamlandi. Ornek tiipiine 5 ml Drapkin ¢ozeltisi
konuldu. Uzerine 20 ul hemolizat eklenip iyice karistirildi. 10 dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra Drapkin ¢ozeltisi kor olarak kullanilarak spektrofotometrede 540

nm’de okundu.
Hesaplama iglemi ise;

Hb Konsantrasyonu (g Hb/100 ml kan) = A (Okunan Absorbans Degeri) x 36.8
(Sabit Katsay1)
3.6. Istatistiki Analizler

Tezde kullanilan istatistiksel veriler Windows SPSS 11.0 bilgisayar programida Tek
Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ve Tukey testi kullanilarak degerlendirilmistir.
P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA VE BULGULAR

4.1. Methyl parathion’un Eritrosit Malondialdehit (MDA) Miktarina ve Enzim
Aktivitelerine Etkisi

Kontrol grubu ile vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E uygulanan gruplar

karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir.

4.1.1. Methyl parathion’un Eritrosit Malondialdehit (MDA) Miktarina Etkisi

Methyl parathion’un 10, 100 uM uygulanan gruplarinda MDA degerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artig gézlenmistir (P<0.05). Methyl parathion’un diisiik dozunun
(1 uM) vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E ile birlikte uygulandig:1 grupla kontrol
grubu, vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E uygulanan grup karsilastirildiginda
MDA miktarinda istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlenmemistir. 10 pM methyl
parathion ve vitamin C+E birlikte uygulandigi grupla diger gruplar
karsilastirildiginda MDA miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlenmistir (P<0.05). Fakat methyl parathion’un yiiksek konsantrasyonunda (100
uM) aymt etki gozlenmemistir (Sekil 4.1). Methyl parathion’un diistk
konsantrasyonlarmin insan eritrositlerinin MDA seviyesine etkisi plazma
konsantrasyonundaki vitamin C+E (10+30 uM) ile korunurken yiiksek

konsantrasyondaki methyl parathiona kars1 koruma gosterememistir.
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Sekil 4.1: Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit MDA diizeyleri, * Kontrol ve diger
gruplarin karsilastirilmasi(P<0,05), vC uygulanan grupla VE, VC+VE, Methyl
parathion, = Methyl parathion+tVC, Methyl parathiontVE ve  Methyl
parathion+VC+VE uygulanan gruplarin karsilastirilmas: (P<0,05), “VE uygulanan
grupla VC+VE, Methyl parathion, Methyl paration+VC, Methyl parathion+VE ve
Methyl parathion+VC+VE uygulanan gruplarm karsilastirilmasi1 (P<0,05), %VC+VE
uygulanan grupla Methyl parathion, Methyl parathion+VC, Methyl parathion+VE ve
Methyl parathion+VC+VE uygulanan gruplarin karsilastirilmasi (P<0,05), ‘Methyl
parathion uygulanan grupla, Methyl parathion+VC, Methyl parathion+VE ve Methyl
parathiontVC+VE uygulanan gruplarin karsilastirilmas1  (P<0,05), fMethyl
parathiontVC  uygulanan  grupla, @ Methyl parathiontVE ve  Methyl
parathiontVE+VC uygulanan gruplarin Kkarsilastirilmasi  (P<0,05), *Methyl
parathion+VE uygulanan grupla, Methyl parathiontVC+VE uygulanan gruplarin
karsilagtirilmasi.

4.1.2. Methyl parathion’un Eritrosit Siiperoksid Dismutaz (SOD) Enzim
Aktivitesine Etkisi

Methyl parathion’un 10, 100 uM uygulanan gruplarda SOD miktarinda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (P<0.05). Methyl parathion’un diisiik
dozunda (1 pM) vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E ile birlikte uygulandig1 grupla
kontrol grubu, vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E uygulanan grup
karsilastirildiginda SOD miktarinda istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlenmemistir.
10 pM methyl parathion ve vitamin C+E birlikte uygulandigi grupla diger tiim
gruplar karsilastirildiginda SOD miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artig
gozlenmistir (P<0.05). Fakat methyl parathion’un yiliksek konsantrasyonunda
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(100 pM) aym etki gozlenmemistir (Sekil 4.2). Methyl parathion’un diisiik
konsantrasyonlarmin insan eritrositlerinin SOD miktarina etkisi plazma
konsantrasyonundaki vitamin C+E (10+30 uM) ile korunurken yiiksek

konsantrasyondaki methyl parathiona kars1 koruma gosterememistir.

900 2
_'I'_-g: @ e 2 e T T T O
800 - S ) g g:g
T © O
700 O Control
mVvC
o 600
T O VE
=)
£ 9007 O VC+VE
% 400 - O Methyl parathion
8 300 @ Methyl parathion+VC
@ Methyl parathion+VE
200 + @ Methyl parathion+VC+VE
100 -
0
1uM 10 uM 100uM

Sekil 4.2: Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit SOD diizeyleri, “Kontrol ve diger
gruplarin karsilastirilmasi(P<0,05), vC uygulanan grupla VE, VC+VE, Methyl
parathion, = Methyl parathion+tVC, Methyl parathion+tVE ve  Methyl
parathion+VE+VC uygulanan gruplarin karsilastirilmas: (P<0,05), “VE uygulanan
grupla VC+VE, Methyl parathion, Methyl parathion+VC, Methyl parathion+VE ve
Methyl parathiontVC+VE uygulanan gruplarm karsilastirilmasi (P<0,05), YWC+VE
uygulanan grupla, Methyl parathion, Methyl parathion+VC, Methyl parathion+VE
ve Methyl parathiontVC+VE uygulanan gruplarin karsilastirilmast (P<0,05),
‘Methyl parathion uygulanan grupla, Methyl parathion+VC, Methyl parathion+VE
ve Methyl parathion+tVE+VC uygulanan gruplarin karsilastirilmast (P<0,05),
fMethyl parathion+VC uygulanan grupla, Methyl parathiontVE ve Methyl
parathiontVC+VE uygulanan gruplarin  Kkarsilastirilmas:  (P<0,05), *Methyl
parathion+VE uygulanan grupla, Methyl parathiontVC+VE uygulanan gruplarin
karsilagtirilmasi.

4.1.3. Methyl parathion’un Eritrosit Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesine Etkisi

Methyl parathion’un 10, 100 uM uygulanan gruplarda CAT miktarinda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (P<0.05). Methyl parathion’un diisiik
dozunun (1 pM) vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E ile birlikte uygulandig: grupla

kontrol grubu, vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E uygulanan grup
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karsilastirildiginda CAT miktarinda istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlenmemistir.
10 pM methyl parathion ve vitamin C+E birlikte uygulandigi grupla diger tiim
gruplar karsilastirildiginda CAT miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artig
gozlenmistir (P<0.05). Fakat methyl parathion’un yiiksek konsantrasyonunda (100
uM) aymt etki gozlenmemistir (Sekil 4.3). Methyl parathion’un distk
konsantrasyonlarmin insan eritrositlerinin CAT miktarma etkisi plazma
konsantrasyonundaki vitamin C+E (10+30 uM) ile korunurken yiiksek

konsantrasyondaki methyl parathiona kars1 koruma gosterememistir.

250
200 - = @ Control
mVvC
E 150 - b E:n 3 OVE
g asoa |OVC+VE
5 ¢ O Methyl parathion
I;: 100 1 @ Methyl parathion+VC
o @ Methyl parathion+VE
@ Methyl parathion+VC+VE
50 A
0
1 uM 10pM 100 uM

Sekil 4.3: Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit CAT diizeyleri, “Kontrol ve diger
gruplarin karsilastirilmasi(P<0,05), vC uygulanan grupla VE, VC+VE, Methyl
parathion, = Methyl parathion+tVC, Methyl parathiontVE ve  Methyl
parathiont+VE+VC uygulanan gruplarin karsilastirilmas: (P<0,05), “VE uygulanan
grupla VC+VE, Methyl parathion, Methyl parathion+VC, Methyl parathion+VE ve
Methyl parathion+VC+VE uygulanan gruplarm karsilastirilmasi (P<0,05), YWC+VE
uygulanan grupla, Methyl parathion, Methyl parathion+VC, Methyl parathion+VE
ve Methyl parathiontVC+VE uygulanan gruplarin karsilastirilmast (P<0,05),
‘Methyl parathion uygulanan grupla, Methyl parathion+VC, Methyl parathion+VE
ve Methyl parathiontVE+VC uygulanan gruplarin karsilastiriimas: (P<0,05),
fMethyl parathion+VC uygulanan grupla, Methyl parathiontVE ve Methyl
parathiontVC+VE uygulanan gruplarin Kkarsilastirilmas:  (P<0,05), *Methyl
parathion+VE uygulanan grupla, Methyl parathion+tVC+VE uygulanan gruplarin
karsilagtirilmasi.
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4.1.4. Methyl parathion’un Eritrosit Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim
Aktivitesine Etkisi

Methyl parathion’un 10, 100 uM uygulanan gruplarda GPx miktarinda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (P<0.05). Methyl parathion’un diisiik
dozunun (1 pM) vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E ile birlikte uygulandig: grupla
kontrol grubu, vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E uygulanan grup
karsilastirildiginda GPx miktarinda istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlenmemistir.
10 pM methyl parathion ve vitamin C+E birlikte uygulandigi grupla diger tiim
gruplar karsilastirildiginda GPx miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
gozlenmistir (P<0.05). Fakat methyl parathion’un yiiksek konsantrasyonunda (100
uM) aymt etki gozlenmemistir (Sekil 4.4). Methyl parathion’un distk
konsantrasyonlarmin insan eritrositlerinin GPx miktarma etkisi plazma
konsantrasyonundaki vitamin C+E (10+30 uM) ile korunurken yiiksek

konsantrasyondaki methyl parathiona karsi koruma gosterememistir.
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Sekil 4.4: Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit GPx diizeyleri, “Kontrol ve diger
gruplarin karsilastirilmasi(P<0,05), vC uygulanan grupla VE, VC+VE, Methyl
parathion, = Methyl parathion+tVC, Methyl parathiontVE ve  Methyl
parathion+VE+VC uygulanan gruplarin karsilastirilmas: (P<0,05), “VE uygulanan
grupla VC+VE, Methyl parathion, Methyl parathion+VC, Methyl parathion+VE ve
Methyl parathion+VC+VE uygulanan gruplarin karsilastiriimas: (P<0,05), “VC+VE
uygulanan grupla, Methyl parathion, Methyl parathiontVC, Methyl parathion+VE
ve Methyl parathiontVC+VE uygulanan gruplarin karsilastirilmast (P<0,05),
‘Methyl parathion uygulanan grupla, Methyl parathion+VC, Methyl parathion+VE
ve Methyl parathion+tVE+VC uygulanan gruplarin karsilastirilmast (P<0,05),
fMethyl parathion+VC uygulanan grupla, Methyl parathiontVE ve Methyl
parathiontVC+VE uygulanan gruplarin Kkarsilastirilmas:  (P<0,05), *Methyl
parathion+VE uygulanan grupla, Methyl parathion+tVC+VE uygulanan gruplarin
karsilagtirilmasi.

4.2. Dichlorvos’un Eritrosit Malondialdehit (MDA) Miktarina ve Enzim
Aktivitelerine Etkisi

Kontrol grubu ile vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E uygulanan gruplar

karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir.

4.2.1. Dichlorvos’un Eritrosit Malondialdehit (MDA) Miktarina Etkisi

Dichlorvos’un 10, 100 uM uygulanan gruplarda MDA degerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis gozlenmistir (P<0.05). Dichlorvos’un diisiik dozunun (1 uM)
vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E ile birlikte uygulandigi grupla kontrol grubu,

vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E uygulanan grup  karsilastirildiginda

18



MDA miktarinda istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlenmemistir. 10 uM dichlorvos
ve vitamin C+E birlikte uygulandig1 grupla diger tiim gruplar karsilastirildiginda
MDA miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (P<0.05). Fakat
dichlorvos’un yiiksek konsantrasyonunda (100 uM) ayn1 etki gozlenmemistir (Sekil
4.5). Dichlorvos’un diisiik konsantrasyonlarmin insan eritrositlerinin MDA
seviyesine etkisi plazma konsantrasyonundaki vitamin C+E (10+30 uM) ile

korunurken yiiksek konsantrasyondaki dichlorvosa kars1 koruma gosterememistir.
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Sekil 4.5: Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit MDA diizeyleri, “*Kontrol ve diger
gruplarin karsilastirilmasi (P<0,05), °VC uygulanan grupla VE, VE+VC, Dichlorvos,
Dichlorvos+VC, Dichlorvos+VE ve Dichlorvos+VE+VC uygulanan garuplarin
karsilagtirilmast  (P<0,05), °VE uygulanan grupla VC+VE, Dichlorvos,
Dichlorvos+VC, Dichlorvos+tVE ve Dichlorvos+VE+VC uygulanan gruplarin
karsilasririimasi (P<0,05), “VC+VE uygulanan grupla, Dichlorvos, Dichlorvos+VC,
Dichlorvos+VE ve DichlorvostVC+VE uygulanan gruplarin karsilastirilmasi
(P<0,05), °Dichlorvos uygulanan grubla, Dichlorvos+VC, Dichlorvos+VE ve
Dichlorvos+VC+VE uygulanan gruplarm karsilastirilmasi (P<0,05), ‘Dichlorvos+VC
uygulanan grupla, Dichlorvos+VE ve Dichlorvos+VC+VE uygulanan gruplarin
karsilastirilmasi (P<0,05), ®Dichlorvos+VE uygulanan grupla, Dichlorvos+VC+VE
uygulanan gruplarm karsilastirilmasi.
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4.2.2. Dichlorvos’un Eritrosit Siiperoksid Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesine
Etkisi

Dichlorvos’un 10, 100 uM uygulanan gruplarda SOD miktarinda istatistiksel olarak
anlaml bir azalma goézlenmistir (P<0.05). Dichlorvos’un diisiik dozunun (1 pM)
vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E ile birlikte uygulandig1 grupla kontrol grubu,
vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E uygulanan grup karsilastirildiginda SOD
miktarinda istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlenmemistir. 10 uM dichlorvos ve
vitamin C+E birlikte uygulandig1 grupla diger tiim gruplar karsilastirildiginda SOD
miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis goézlenmistir (P<0.05). Fakat
dichlorvos’un yiiksek konsantrasyonunda (100 puM) ayni etki gdzlenmemistir (Sekil
4.6). Dichlorvos’un diislik konsantrasyonlarinin insan eritrositlerinin SOD miktaria
etkisi plazma konsantrasyonundaki vitamin C+E (10+30 uM) ile korunurken yiiksek

konsantrasyondaki dichlorvosa karsi koruma gosterememistir.

900 9,0
800 - o
700 - @ Control
500 mVC
§ O VE
g 500 - O VC+VE
=) 400 | W Dichlorvos
o) 500 @ Dichlorvos+VC
@ B Dichlorvos+VE
200 + O Dichlorvos+VC+VE
100 -
0 ‘ :
1 uM 10 uM 100uM

Sekil 4.6: Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit SOD diizeyleri, “Kontrol ve diger
gruplarin karsilastirilmasi (P<0,05), °VC uygulanan grupla VE, VE+VC, Dichlorvos,
Dichlorvos+VC, Dichlorvos+VE ve Dichlorvos+VE+VC uygulanan garuplarin
karsilagtirilmast ~ (P<0,05), °VE uygulanan grupla VC+VE, Dichlorvos,
Dichlorvos+VC, Dichlorvos+VE ve Dichlorvos+VE+VC uygulanan gruplarin
karsilasririimasi (P<0,05), “VC+VE uygulanan grupla, Dichlorvos, Dichlorvos+VC,
Dichlorvos+VE ve DichlorvostVC+VE uygulanan gruplarin karsilastirilmasi
(P<0,05), °Dichlorvos uygulanan grubla, Dichlorvos+VC, Dichlorvos+VE ve
Dichlorvos+VC+VE uygulanan gruplarin karsilastirilmasi (P<0,05), ‘Dichlorvos+VC
uygulanan grupla, Dichlorvos+VE ve Dichlorvos+VC+VE uygulanan gruplarin
karsilagtirilmasi (P<0,05), ®Dichlorvos+VE uygulanan  grupla,
Dichlorvos+VC+VE uygulanan  gruplarm karsilastirilmasz.
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4.2.2. Dichlorvos’un Eritrosit Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesine Etkisi

Dichlorvos’un 10, 100 uM uygulanan gruplarda CAT miktarinda istatistiksel olarak
anlaml bir azalma goézlenmistir (P<0.05). Dichlorvos’un diisilk dozunun (1 pM)
vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E ile birlikte uygulandigi grupla kontrol grubu,
vitamin C, vitamin E ve vitamin C+E uygulanan grup karsilastirildiginda CAT
miktarinda istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlenmemistir. 10 uM dichlorvos ve
vitamin C+E birlikte uygulandig1 grupla diger tiim gruplar karsilastirildiginda CAT
miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis goézlenmistir (P<0.05). Fakat
dichlorvos’un yiiksek konsantrasyonunda (100 uM) ayn1 etki gozlenmemistir (Sekil
4.7). Dichlorvos’un diislik konsantrasyonlarmin insan eritrositlerinin CAT miktarina
etkisi plazma konsantrasyonundaki vitamin C+E (10+30 uM) ile korunurken yiiksek

konsantrasyondaki dichlorvosa karsi koruma gosterememistir.
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Sekil 4.7: Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit CAT diizeyleri, “Kontrol ve diger
gruplarin karsilastirilmasi (P<0,05), °VC uygulanan grupla VE, VE+VC, Dichlorvos,
Dichlorvos+VC, Dichlorvos+VE ve Dichlorvos+VE+VC uygulanan garuplarin
karsilagtirilmast ~ (P<0,05), °VE uygulanan grupla VC+VE, Dichlorvos,
Dichlorvos+VC, Dichlorvos+tVE ve Dichlorvos+VE+VC uygulanan gruplarin
karsilasririimasi (P<0,05), “VC+VE uygulanan grupla, Dichlorvos, Dichlorvos+VC,
Dichlorvos+VE ve DichlorvostVC+VE uygulanan gruplarin karsilastirilmasi
(P<0,05), °Dichlorvos uygulanan grubla, Dichlorvos+VC, Dichlorvos+VE ve
Dichlorvos+VC+VE uygulanan gruplarm karsilastirilmasi (P<0,05), ‘Dichlorvos+VC
uygulanan grupla, Dichlorvos+VE ve Dichlorvos+VC+VE uygulanan gruplarin
karsilastirilmasi (P<0,05), ®Dichlorvos+VE uygulanan grupla, Dichlorvos+VC+VE
uygulanan gruplarm karsilastirilmasi.
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4.2.3. Dichlorvos’un Eritrosit Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesine
Etkisi

Dichlorvos uygulanan gruplarda GPx miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gozlenmistir (P<0.05). Dichlorvos’un diisiik dozlarmmn (1 ve 10 uM) vitamin
C, vitamin E ve vitamin C+E ile birlikte uygulandig1 grupla kontrol grubu, vitamin
C, vitamin E ve vitamin C+E uygulanan grup karsilastirildiginda GPx miktarinda
istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlenmemistir. 10 uM dichlorvos ve vitamin C+E
birlikte uygulandigi grupla diger tiim gruplar karsilastirildiginda GPx miktarinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis goézlenmistir (P<0.05). Fakat dichlorvos’un
yiiksek konsantrasyonunda (100 uM) aym etki gozlenmemistir (Sekil 4.8).
dichlorvos’un diisiik konsantrasyonlarinin insan eritrositlerinin GPx miktarma etkisi
plazma konsantrasyonundaki vitamin C+E (10+30 uM) ile korunurken yiiksek
konsantrasyondaki dichlorvosa karsi koruma gosterememistir.

60
. s
50 0
S @ Control
~ 40 mVC
2 OVE
g OVC+VE
S 30 ® Dichlorvos
& B Dichlorvos+VC
O 20 ® Dichlorvos+VE
O Dichlorvos+VC+VE

1M 10uM 100 uM

Sekil 4.8: Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit GPx diizeyleri, “Kontrol ve diger
gruplarin karsilastirilmasi (P<0,05), °VC uygulanan grupla VE, VE+VC, Dichlorvos,
Dichlorvos+VC, Dichlorvos+VE ve Dichlorvos+VE+VC uygulanan garuplarin
karsilagtirilmast ~ (P<0,05), °VE uygulanan grupla VC+VE, Dichlorvos,
Dichlorvos+VC, Dichlorvos+tVE ve Dichlorvos+VE+VC uygulanan gruplarin
karsilasririimasi (P<0,05), “VC+VE uygulanan grupla, Dichlorvos, Dichlorvos+VC,
Dichlorvos+VE ve DichlorvostVC+VE uygulanan gruplarin karsilastirilmasi
(P<0,05), °Dichlorvos uygulanan grubla, Dichlorvos+VC, Dichlorvos+VE ve
Dichlorvos+VC+VE uygulanan gruplarm karsilastirilmasi (P<0,05), ‘Dichlorvos+VC
uygulanan grupla, Dichlorvos+VE ve Dichlorvos+VC+VE uygulanan gruplarin
karsilastirilmasi(P<0,05), ®Dichlorvos+VE uygulanan grupla, Dichlorvos+VC+VE
uygulanan gruplarm karsilastiriimasi.
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5. SONUC VE ONERILER

Biiyiik olclide ¢evresel kirlilige neden olan pestisitler bilingsiz olarak rastgele
kullanilmaktadir ve bu nedenle de cesitli problemlere sebep olmaktadirlar.
Organofosfatli pestisitlerin kalintilar1 toprakta, su canlilarinda, sebzelerde,
tohumlarda ve c¢esitli besin tirlinlerinde tespit edilmistir [44, 45]. Pestisitlerin iginde
yer alan organofosfatli insektisitler, en ¢ok kullanilan pestisit grubudur [3]. Bu
calismada insan eritrositleri izerine organofosfatl insektisit olan methyl parathion ve
dichlorvosun farkli dozlar1 (1, 10, 100 uM) plazma konsantrasyonundaki vitamin

C+E (10+30 uM) [38, 46, 47] ile birlikte in vitro olarak uygulanmistir.

Organofosfatli insektisitlerin  biyolojik sistemlerde serbest radikal {iretme
potansiyelleri tanimlanmistir [48, 49]. Ayrica organofosfath insektisitler protein ve
lipit metabolizmasmin bozulmasina sebep olmaktadirlar. Bazi organofosfath
insektisitler protein metabolizmasinin azalmasina sebep olurken [50, 51, 53, 54], bazi
organofosfatli insektisitler protein metabolizmasinin artmasina sebep olmaktadir [45,
50, 52]. Bu c¢alismada kullanilan methyl parathion ve dichlorvos enzimatik
antioksidanlardan glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve siiperoksit
dismutaz (SOD)’1n aktivitesini uygulanan dozlarda azaltma etkisi géstermistir. Bu
antioksidan enzimler eritrositlerde ve diger dokularda meydana gelen oksidatif stresi

notralize etmektedirler.

Cesitli konsantrasyonlarda insektisitlerin sebep oldugu reaktif oksijen tiirlerinin,
dokulara yonelik meydana getirecekleri oksidatif hasarin en 6nemli sonuclarindan
biri, hiicre membranlarindaki lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonunun
belirlenmesinde en sik kullanilan yol, peroksidasyon olaymin yan iiriinlerinden olan
MDA’nin TBA ile tepkimesinin 6l¢tilmesidir [55, 56]. Bu calismada; organik fosfath
gruplardaki eritrositlerde dlciilen MDA diizeyinin, kontrol ve vitaminli gruplardaki
diizeylere gore artmis olmasi, uygulanan pestisitlerin eritrositlerin hiicre zarlarmin
lipid peroksidasyonunu arttirdigini géstermektedir. Vitaminlerin insan eritrositlerinin
lipid peroksidasyonunu azaltarak yapmis oldugu antioksidan etki, bu grupta dlgtilen
MDA diizeyleri ile kontrol grubunda olgiilen veriler arasinda anlamli bir fark

olmamasiyla kendini gostermektedir. Insan eritrositlerinde; Vitamin C ve E
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uygulamasinin, lipid peroksidasyonunu azalttigini bildiren bir ¢alismadaki MDA
verileri [38], bulgularimiz1 destekleyecek niteliktedir. Yine Durak ve ark tarafindan
yapilan bir bagka ¢alismada HgCl, nin zararlh etkilerine kars1 Vitamin C ve Vitamin
E’nin koruyucu etkileri arastirilmis, bu maddenin neden oldugu MDA artisina karsi
Vitamin C ve E’nin koruyucu etkilerinin oldugu saptanmistir [47]. Eritrositlerde
artan MDA miktar1 uygulanan insektisit miktarmna bagli olarak reaktif oksijen
radikallerinin {iretiminin artmasit ve buna bagli olarak antioksidan savunma
sisteminin zayiflamasindan ileri gelebilir. Yiiksek insektisit konsantrasyonlarinda

eritrositlerde MDA miktarinda artis goriilmesi bu goriisii desteklemektedir.

SOD, siiperoksid radikallerini hidrojen perokside katalizleyen bir enzimdir. CAT,
hidrojen peroksiti suya doniistiirmekle gorevli olan bir enzimdir [57]. CAT biitiin
hiicrelerde bulunur ve hidrojen peroksiti suya doniistiirerek hiicre i¢i hidrojen
peroksit seviyesini belirli bir diizeyde tutar. GPx, glutatyonu substrat olarak kullanir
ve temel gorevi hidrojen peroksit ve alkil peroksitlerinin ¢6ziiniirliigiinii azaltmaktir
[58]. Organofosfath insektisitler SOD, CAT, GPx gibi antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde de degisikliklere neden olmaktadirlar [59, 60, 61]. SOD ve CAT’n
antioksidan aktivitelerinin birbirleri ile denge halinde olmas1 gerektigi [28] ve GPx
aktivitesinin de SOD miktariyla pozitif iliskili oldugu [62] bildirilmektedir. Yapilan
arastrmada, SOD, GPx ve CAT’mn insektisit uygulanan eritrositlerdeki diizeyleri,
kontrol grubunda Olciilen enzim diizeylerine gore daha az bulunmustur. Bu
antioksidan enzimlerin, artan insektisit konsantrasyonlarinda azaldigini bildiren ve
bu nedenle calismamizdaki verilerle paralellik gosteren aragtirmalarda bulunmaktadir
[63, 64, 65, 66, 67]. Bu azalisin, artan konsantrasyonlardaki insektisitin neden oldugu

artan oksidatif stres sonucu meydana geldigi ifade edilmektedir [68].

SOD, CAT ve GPx enzimleri reaktif oksijen tiirlerine kars1 savunmada birlikte
onemli rol oynayan bir antioksidan enzim grubudur ve bu enzim grubu insan
eritrositlerinde lipid hidroperoksitleri ve diger reaktif oksijen tiirevlerini (ROT)
uzaklastirabilir. Hiicresel antioksidan savunma sistemi artan lipid peroksitleri ve
ROT’lar1 uzaklastramayacak sekilde zayifladiginda hiicresel hasar ortaya
cikmaktadir. Yani artan lipid peroksidasyon diizeyine bagh olarak

sitozolik  bilesenlerin  dagilmast ve sonucta hiicre Oliimiine sebep olacak
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diizeyde hiicre zar1 lipidlerinde bozulma goriilebilir.

Cesitli kimyasal maddelerin ve insektisitlerin memeli hayvanlar iizerinde sebep
oldugu hasar {izerinde vitamin E, vitamin C ve vitamin E-vitamin C
kombinasyonunun koruyucu etkileri ile ilgili pek cok calisma yapilmistir [69].
Vitamin E ¢ok Onemli lipofilik antioksidan bir maddedir. En yiiksek vitamin E
konsantrasyonu mitokondri ve mikrozomlar gibi membranlardan zengin hiicre
kisimlarinda bulunmaktadir ve boylece membran kararliligmi saglamaya yardimci
olmaktadir. Vitamin E, siiperoksit, hidroksil radikalleri tekli (singlet) oksijen, lipit
peroksil radikalleri ve diger radikal orneklerini indirger [70, 71]. Vitamin E lipit
peroksidasyonunun erken asamalarinda biomembrandaki serbest radikal toplayici
aktivitesi sonucu hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan c¢oklu doymamis yag
asitlerini serbest radikal etkisinden koruyarak, lipit peroksidasyonuna karsi ilk
savunma hattin1 olusturur bdylece lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Lipit peroksil
radikallerini yikarak lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirdigi i¢in
zincir kirici bir antioksidan olarak da bilinir [72]. Vitamin C giiclii indirgeyici
aktivitesiyle giiclii bir antioksidandir. Vitamin C hidrofilik 6zelliktedir. Stiperoksit ve
hidroksil radikalleri ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler. Ayn1 zamanda
vitamin C membrandaki tokoferoksil radikalinin tokoferole rediiklenmesini saglar,
boylece vitamin E’yi rejenere etmeye hizmet eder [72]. Siiperoksit ve hidroksil
radikali ile kolayca reaksiyona girer. Vitamin C tokoferoksil radikalinin tokoferole
rediiklenmesini saglar [73, 74]. Vitamin E ve vitamin C sinerjist etki gdsteren
antioksidanlardir [75, 76, 77, 78]. Yapilan ¢aligmalarda vitamin E ve vitamin C
kombinasyonunun toksik maddeler tarafindan olusturulan lipit peroksidasyonunu
azaltabilecegi ifade edilmistir [79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88]. Durak ve ark.,
yapmis olduklar1 calismada insan eritrositlerinde bir insektisit olan malathion’un lipit
peroksidasyonu meydana getirdigini, lipit peroksidasyonuna kars1 antioksidan olarak
uygulanan Vitamin E ve C’nin bu hasar1 azalttigini tespit etmislerdir [38, 47]. Bu tez
calismasimda Vitamin C ve E ayr1 ayr1 ve beraber uygulandiklarinda eritrositlerdeki
MDA seviyesi, SOD, CAT ve GPx aktiviteleri iizerine herhangi bir etkileri
olmamistir. Ayrica 1 pM dozlarinda uygulanan methyl parathion ve dichlorvos da

incelenen parametreler iizerine herhangi  bir zararli etki gostermemistir.
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Bu calismada birer organofosfatli pestisit olan methyl parathion ve dichlorvos ayr1
ayrt 10 pM dozlarinda uygulandiklarinda bu iki insektisitin olusturduklar1 hasara
kars1 Vitamin C ve Vitamin E’nin koruyucu etkilerinin oldugu gézlenmistir. Methyl
parathion ve dichlorvos MDA diizeyinde artisa; SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde
azalmaya neden olmustur. Uygulanan vitaminler arastirilan bu parametreler iizerinde
koruyucu etkiye neden olarak artan MDA diizeyinde azalma; azalmig olan

antioksidan enzim aktivitelerinde ise artma meydana getirmislerdir.

Uygulanan methyl parathion ve dichlorvos ayr1 ayr1 100 uM dozlarinda eritrositlere
uygulandiginda MDA seviyesinde artig; SOD, CAT, GPx aktivitelerinde ise anlamli
bir azalma meydana gelmistir. Bu pestisitler ayn1 dozda Vitamin C ve Vitamin E ile
birlikte uygulandiginda ise MDA seviyesi ve antioksidan enzim aktiviteleri
bakimindan karsilastrma yapildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Bu dozlarda uygulanan methyl parathion ve dichlorvos’un
arastirilan parametreler iizerine olusturdugu zararli etki {izerine Vitamin C ve

Vitamin E’nin herhangi bir koruyucu etkisinin olmadig1 gdzlenmistir.

Bu tez calismasinda birer organofosfathh insektisit olan methyl parathion ve
dichlorvosun insan eritrositleri ilizerine olan toksik etkisi ve olusan bu toksik etki
iizerine plazma seviyesindeki vitamin C ve E’nin koruyucu etkisi arastirilmistir.
Calismanin sonucunda goriilmiistir ki plazma seviyesindeki Vitamin C ve Vitamin E
uygulamasi, methyl parathionun ve dichlorvosun eritrositler iizerine neden oldugu
toksik etkiyi kismen azaltmis fakat tam olarak Onleyememistir. Bu nedenle methyl
parathion’un ve dichlorvos’un insektisit olarak kullanilmasi son derece tehlike
yaratmaktadir. Dolayisiyla dichlorvos ve methyl parathion’un zirai miicadelede
kullanilmas1 kontrol altma alinmali, bilingli olarak kullanilmas1 saglanmali,
kullannm1 asgari seviyeye indirilmeli ve zirai miicadelede kimyasal pestisitlerin
yerini alabilecek organik ve biyoteknolojik yOntemlerin gelistirilmesi tesvik

edilmelidir.
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