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OZET

METIL PARATION ILE MUAMELE EDILEN SICAN DOKULARINDA
SULFIiDRIL GRUBU KONSANTRASYONU DEGIiSiMLERININ TESPIiT
EDILMESI

Metil paration (0,0-dimethyl 0-4-nitrophenyl phosphorothioate) tarim sektoriinde
ve boceklerin hijyenik kontroliinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan organofosfat grubu
bir insektisit olup insanlar ve diger memeliler i¢in oldukca toksik bir etkiye sahiptir.

Metil parationa maruz kalma baslica soluma, deriden temas yoluyla ve agizdan
alinmasiyla olmaktadir. Metil parationun dokudaki baglica hedefi ise asetilkolinesteraz
enzimidir. Akut metil paration zehirlenmelerinde akut abdominal kramplar, mide
bulantisi, kusma, ishal, asir1 tiikriik iiretimi, terleme, bag donmesi gibi semptomlar
ortaya c¢ikmakta olup solunum yetmezligi ve kalp durmasiyla 6lim meydana
gelmektedir. Bu calismanin temel amaci, metil parationa maruz birakilan si¢an
dokularinda serbest ve proteine bagl siilfidril grubu igerigindeki degisimleri aragtirmak
olarak belirlenmistir. Serbest ve proteine bagh siilfidril grubu seviyeleri oksidatif strese
neden olan ajanlarin etkisiyle genellikle diismekte olup metil paration toksisitesinin,
dokularin siilfidril iceriginde nasil bir degisime neden olacagi bu arastirmanin konusu
olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada 6 haftalik Wistar Albino erkek sicanlar kullanilmig
olup sicanlar ii¢ ay siiresince metil parationa maruz birakildiktan sonra si¢anlarin
karaciger, beyin ve bobrek dokulari ¢ikarilarak bu dokulardaki serbest ve proteine bagh
siilfidril grubu konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Ayrica, plazma laktat dehidrogenaz
enziminin aktivitesi de Ol¢iilmiis olup sonuclar, metil parationa maruz kalmanin sigan
dokularindaki serbest ve proteine bagl siilfidril grubu konsantrasyonunu onemli dlciide
azalttigi gozlenmistir. Bununla birlikte, kontrol grubuyla kiyaslandiginda laktat
dehidrogenaz enziminin seviyesinde o©nemli bir degisim olmadig1 saptanmistir.
Sicanlarin  karaciger, beyin ve bobrek dokularindaki serbest siilfidril grubu
konsantrasyonlar1 sirastyla 3,78 + 0,1 umol/100 mg, 1,56 + 0,08 umol/100 mg, 2,16 +
0,08 umol/100 mg olarak tespit edilmistir. Metil parationa maruz kalan si¢anlarda ise
bu degerler 0,536 £ 0,1 umol/100 mg, 1,06 £ 0,1 umol/100 mg ve 0,108 + 0,1 umol/100
mg olarak tespit edilmistir. Metil parationa maruz kalan si¢anlarin karaciger ve bobrek
dokularindaki proteine baglh siilfidril grubu konsantrasyonlarinda da onemli Olciide
azalma gozlenmistir. Bununla birlikte, proteine bagh siilfidril grubu konsantrasyonu
beyin dokusunda Onemli bir degisim gostermemis olup, ii¢ aylik bir siire icin metil
parationa maruz birakilan sicanlarin dokularinda serbest ve proteine bagli siilfidril grubu
konsantrasyonlarinda diismeye neden olmaktadir. Bununda, metil parationun
toksisitesine bagl oksidatif stresten kaynaklanmis olabilecegi sonucuna varilmistir.

2006, 32 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Metil paration, Oksidatif stres, Siilfidril gruplari, Sigcan dokulari



II

ABSTRACT

DETERMINATION OF -SH LEVEL ALTERATIONS IN RAT TISSUE THAT
EXPOSED TO METHYL PARATHION

Methyl parathion (0,0 — dimethyl 0-4-nitro-phenyl phosphorothioate) is an
organophosphorus compound that is widely used as an insecticide in agriculture and
hygienic control of insects. Well known that is methyl parathion is highly toxic to
mammals and humans. Exposure to methyl parathion occurs by inhalation, dermal
absorption and by ingestion. That main target of methyl parathion is acetyl
cholinesterase enzyme which exists at synapses. Acute exposure to methyl parathion
can cause abdominal cramps, nausea, vomiting, diarrhoea, increased salivation,
sweating, convulsion, respiratory and cardiac arrest and even death. In this study, six
weeks old Wistar albino male rats were used. Methyl parathion was added at 4 mg/kg
doses in rat’s foods. Rats were given orally with this food for 3 months and rats were
anaesthetized by CO2 and than the liver, brain and the kidney were extracted. Free -SH
and total -SH concentrations were detected in these tissues. In addition, plasma lactate
dehydrogenase (LDH) level was estimated to form an opinion about the level of cell
damage. At none of the rats that treatment with methyl parathion wasn’t seen acute
intoxication during three months. After all of these estimations, we have determined
that free -SH and total -SH concentrations in the liver, brain and the kidney tissues of
rats treated with Methyl parathion were less than control group. And we did not detect
any difference between control and experiment groups in respect for plasma LDH
levels. These results showed that methyl parathion metabolism is related to the -SH
levels and in this respect, -SH concentration decrease during the metabolism of methyl
parathion. The free -SH concentrations of the liver, brain and the kidney is 3,78- 1,56
and 2,16 umol/100 mg tissue respectively in control groups. Free -SH concentrations
were determined that 0,536- 1,06 and 0,108 pumol/100 mg tissue respectively in
experiment groups. Total -SH concentrations of the liver, brain and the kidney is 47,52-
21,36 and 35,52 pumol/100 mg tissue respectively in control groups. Total -SH
concentrations were determined that 34,24- 18,00 and 16,56 umol/100 mg tissue
respectively in experiment groups. Our results also indicated that methyl parathion
treatment results in depletion of -SH groups which may lead to oxidative stress. Thus it
was concluded that methyl parathion toxicity may partly result from depletion of
antioxidant and oxidative stress.

2006, 32 Pages

Keywords: Methyl Parathion, Oxidative Stress, Sulfhydryl Groups, Rat Tissue
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ONSOZ

Metil paration, tarim alaninda ve boceklerin hijyenik amacl kontroliinde genis
capta kullanilan bir insektisit olup her yil ¢ok sayida insan c¢esitli sebeplerden dolay1
metil parationa maruz kalmaktadir.

Metil paration Akdeniz Bolgesi’nde 6zellikle tarimsal alanda ¢ok fazla miktarda
kullanilan bir insektisit olup bu calismada, methyl parationun sigcan dokularindaki olasi
etkileri ve glutatyon ve Siilfidril grubu seviyelerinin degisimlerinin incelenmesi
amaclanmugtir.

Tez konumun belirlenmesinde ve caligmalarimin her asamasinda yardimlarini
esirgemeyen danisman hocam, Sayin Do¢. Dr. Deniz YILDIZ’a (Mustafa Kemal
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi), calismalarimin her asamasinda degerli fikir ve
katkilariyla yardimlarini esirgemeyen ve beni yonlendiren ikinci danigman hocam,
Sayin Prof. Dr. Haydar OZTAS’a (Selcuk Universitesi Egitim Fakiiltesi Biyoloji
Egitimi Boliimii), manevi destegini her zaman hissettigim degerli hocam, Sayin Dog.
Dr. Mutlu Nisa UNALDI CORAL’a (Mersin Universitesi Egitim Fakiiltesi), kiymetli
arkadaslarim Ars. Grv. Hasan Yildiz, Bektas Sonmez, Samim Kayik¢i, Uzman Hiiseyin
Dogru, Yeliz Cakir ve Ceylan Uslu’ya, varlifiyla bana her zaman destek olan sevgili
arkadasim Tuba Liitfiye Kadioglu’'na ve hayatimin her asamasinda yardim ve
desteklerini bir an i¢in bile esirgemeyen c¢ok kiymetli aileme tesekkiirlerimi ve

saygilarimi sunarim.



CYp
DTNB
EDTA
GSH
GST
GSSG
LDH
MP
NADP
PAPS
SH
TCA

vV

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Aril Grubu

Sitokrom P450

Dithiobis nitrobenzoik asit
Etilen diamin tetraasetik asit
Glutatyon

Glutatyon- S- Transferaz
Okside Glutatyon
Laktatdehidrogenaz

Methyl parathion
Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
Adenozin fosfat fosfosiilfat
Silfidril Grubu

Triklorasetikasit



SEKILLER DiZiNi
Sekil 1.1. Metil parationun kimyasal formtilii.....................oo 2
Sekil 1.2. Metil parationun oksidasyonu............c.ooevviiiiiiiiniiiiineinneennn. 6
Sekil 1.3. Metil parationun hidrolizi.................cooooviiiiiiiiiiiii . 7
Sekil 1.4. Metil paraoksonun hidrolizi...............coeviiiiiiiiiiiiiiiii i 7
Sekil 1.5. Metil parationun dearilasyonu................cooviiiiiiiiiniin.. 8
Sekil 1.6. Metil paraoksonun dearilasyonu..................coooiiiiiiiiiiiinn.. 8
Sekil 1.7. Metil parationun dealkilasyonu................ccoviiiiiiiiiiinnann... 8
Sekil 1.8. Metil paraoksonun dealkilasyonu..................cooiiiiiiiiiiiinnnnn... 9
Sekil 1.9. Glutatyonun kimyasal yapist...........coveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieenn, 10
Sekil 1.10. Glutatyonun b1yOSENIeZi. . ...ovuueiueeeinieieiie i eieeieeaaes 11
Sekil 4.1. Karaciger dokusundaki —SH konsantrasyonlari........................... 24
Sekil 4.2. Bobrek dokusundaki —SH konsantrasyonlart.............................. 25
Sekil 4.3. Beyin dokusundaki —SH konsantrasyonlart............................. 26

Sekil 4.4. Kontrol ve Deney grubundaki sicanlarin plazma LDH seviyeleri.....27
Sekil 4.5. Karaciger, beyin ve bobrek dokusunda olciilen toplam ve serbest

—SH konsantrasyonlarinin karsilagtirtlmasi.............coooviiiiiiiiiiiiiiiineann. 28



1. GIRIS

Gelisen bilim ve teknolojinin insanliga sagladig1 yararlar goz ardi edilemeyecek
kadar 6nemli olup, topumlar yasam kalitesini yilikseltmek, hastaliklarla miicadele etmek,
daha verimli ve kaliteli iiriinler elde etmek icin gelisen teknolojiden faydalanmaktadir.
Insanlig1 tehdit eden hastaliklara kars1 yeni ilag ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi,
yeni enerji kaynaklarinin kullanima sunulmasi, tarimdan elde edilen {iriinlerin
kalitesinin ve dayanikliliginin artirilmasi bunlarin basinda gelmektedir.

Bu gelismeler insanlarin yasam kalitesini her ne kadar olumlu yonde etkileyip
daha iyi seviyelere yiikseltse de, eszamanli olarak, insanlar dogalliktan uzaklasip
gelismekte olan teknolojinin getirdigi yeni sorunlarla da basa c¢ikmak zorunda
kalmaktadir. Bu sorunlarin basinda, insanlarin c¢esitli kimyasal ve kanserojen maddelere
maruz kalma derecesinin giin gectikge artmasidir. Insanlarm giinlik hayatlarinda
kullandiklar ilaglar, petrol iirtinleri, kirleticiler, kanserojen ve mutajen ajanlar ve tarim
sektoriinde kullanilan pestisitler bunlarin basinda gelmektedir. Tiim bu kimyasal orijinli
ajanlar ksenobiyotikler olarak isimlendirilebilirler.

Ksenobiyotiklerin basinda pestisitler gelmekte olup pestisitler insanlar
tarafindan cok amacli olarak kullanilmaktadir. Ozelliklede tarim sektoriinde bitkileri
cesitli zararlilardan ve bunlarin olumsuz etkilerinden korumak icin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Metil paration tarim alaninda oldukca genis c¢apta kullanilan
organofosfat grubu bir pestisit olup, ticari olarak iiretimi ilk defa 1952 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nde gerceklestirilmigtir. Metil paration genel olarak iki formda
bulunmakta olup bunlardan birincisi; saf metil paration olarak bilinir ve beyaz kristaller
seklindedir. Ikinci tipi ise; % 80 oraninda Metil paration icermekte olup kahverengi bir
s1v1 Ozelliginde olup, ciiriik yumurta veya sarimsak kokusuna benzer bir kokuya sahiptir

(ATSDR, 1990).
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Sekil 1. 1. Metil parationun kimyasal formiili.

Insanlar ve diger memeli hayvanlar icin oldukca toksik bir bilesik olan metil
paration normalde dogada bulunan bir bilesik degildirflAGARWAL, 1993). Metil
paration, iiretimi evresinde veya tarimsal amacli uygulanmasindan sonra dogal cevreye
gecmektedir. Metil parationun biiyiik bir kismi uygulandig1 bolgede kalirken ¢ok az bir
kismi da hava akimi veya suyla tasinabilme 6zelligine sahiptir. Metil paration dogada
bir hafta ile birka¢ ay arasinda kalabilir ve topraktaki bazi bakterilerin metabolik
etkileriyle, su veya giines 1518inin etkisiyle baska maddelere doniisebilmektedir
(ATSDR, 1990). Metil parationun uygulandigi bolgede en az bir hafta boyunca
kalabilmesi cesitli sekillerde insanlarin bu toksik bilesikle kontamine olmasina neden
olmaktadir. Bunun yaninda metil parationun evlerde hijyen amacl kullanimi da
insanlarin bu bilesikten etkilenmesine sebep olmaktadir. Her yil binlerce insan gesitli
sebeplerle metil parationa maruz kalmakta ve buna baghh olarak da c¢esitli saglik
sorunlar1 yasamaktadir. Ornegin 1996 yilinda sadece Costa Rica’da 1274 Kisinin
pestisitlere bagli olan zehirlenme sikayetiyle hastaneye basvurdugu rapor edilmistir
(LEVERIDGE, 1998). insanlar baslica soluma, deriden temas ve agizdan alma yoluyla
bu kimyasal bilesige maruz kalmaktadir (OHS, 1991). Soluma yoluyla maruz kalma,
bilesigin genellikle sprey seklinde uygulanmasi ve uygulamayi1 yapan Kkisilerin bu
bilesigi solunum sistemiyle almalar1 seklinde olmaktadir. Bilesigin iiretim evresinde ve
uygulama veya metil parationla kontamine olmus gida ve esyalara dokunmakla cilde
bulasan bu pestisidin deriden viicut icerisine niifuz ederek zehirlenmelere sebep oldugu
bilinmektedir (WHO, 1986). Metil parationun agiz yoluyla alinmasi, bu bilesigin
uygulandig1 gidalarin temizlenmeden tiiketilmesi veya kazara bu bilesigin yutulmasi

seklinde olmaktadir.



1. 1. Metil parationun Farmakokinetigi

1. 1.1. Absorbsiyon

Metil paration, soluma, deriden temas ve agizdan alinma seklindeki maruz
kalmalardan sonra viicuda oldukca iyi bir sekilde absorbe olmaktadir. Ornegin agiz
yoluyla alinan metil paration gastrointestinal sistemden oldukca cabuk ve tamamiyla
absorbe olmaktadir. Sicanlara oral yoldan uygulanan 50 mg/kg dozundaki metil
paration, uygulamadan 6-8 dakika sonra sicanlarin kan plazmasinda ve beyinlerinde
tespit edilmistir (YAMAMOTO ve ark., 1983).

Insanlarin metil parationa maruz kalmalarinda bilesigin deriden temas yoluyla
alinmasi cok sik karsilasilan bir durum olup, bilesigin uygulanmasi sirasinda deriden
temas yoluyla kontaminasyon gerceklesmektedir. Metil paration deriden kolayca niifuz
edebilmekte ve kan dolasimina gecebilmektedir. Ancak deriden niifuz eden metil
paration konsantrasyonu ve niifuz etme hizi kullanilan tasiyici bilesigin cesidine gore
degismektedir. Yapilan arastirmalarda metil paration cesitli ¢oziiciilerle karistirilmis ve
bu coziiciiler icindeki tasinma konsantrasyonu ve hizi arastirilmistir. Ornegin tasiyic
bilesik olarak aseton ve suyun kullanildigi bir arastirmada uygulamadan 24 ve 48 saat
sonra methyl parathionun niifuz etme orani, asetonla birlikte, sirasiyla % 1,35-3,58
olarak, suyla birlikte ise % 5,20-8,99 olarak rapor edilmistir (SARTORELLI ve ark.,
1997).

Metil  parationun  genellikle sprey seklinde havaya  piskiirtiilerek
uygulanmasindan dolayr bu bilesigin solunum sistemi yoluyla alinmasina sik
rastlanilmaktadir. Metil parationun solunum sistemi yoluyla alinmasiyla ilgili fazla
arastirma bulunmamaktadir. Yapilan aragtirmalarin ¢ogu metil parationun i.v. olarak
uygulanmasindan elde edilen degerleri icermektedir. Ciinkii metil paration solunum
sistemi yoluyla alinip akcigerlere ulastiginda buradan ¢ok hizli ve tamamen kan
dolagimina gecebilecektir. Metil paration, 257-287 mg/m3* (LCso) dozunda solunum
yoluyla sicanlara uygulanmis ve uygulamadan 1 saat sonra sicanlarin kanindaki toplam
kolinesteraz enziminin % 41’inin inhibe oldugu tespit edilmistir ( NEWELL ve

DILLEY, 1978).



1. 1.2.Daglm

Metil parationa herhangi bir sekilde maruz kalindiktan sonra bilesik hizli bir
sekilde cesitli doku ve organlara yayilmakta olup, kan dolasimina gecen metil paration,
kan-beyin bariyerini gecip beyin dokusuna ulasabilmektedir. Sicanlara 50 mg/kg
dozunda metil paration agiz yoluyla, 3 mg/kg dozunda i.v. yoldan uygulandiginda oral
olarak uygulamadan 6 — 8 dakika sonra ve i.v. uygulamadan 90 saniye sonra bu bilesik
sicanlarin beyin dokusunda tespit edilmistir (YAMAMOTO ve ark., 1983).

Ayrica 15 mg/kg dozundaki radyoaktif P atomuyla isaretli metil paration siganlara
i.v. yoldan uygulanmis ve uygulamadan 2,5 dakika sonra karaciger, akciger, beyin,
bobrek ve kalp gibi organlarda yiiksek radyoaktiviteye rastlanmistir (MIYAMOTO,
1964).

Metil parationun transplasental transportuna iliskin ¢alismalar da mevcut olup,
metil parationun gebe si¢anlara agiz yoluyla uygulanmasini takiben bu bilesik fotiisiin
karaciger, beyin ve kas dokusunda tespit edilmistir (ACKERMANN ve ENGST, 1970).
Ayrica yapilan calismalar, metil paration uygulanmis sican ve kegi gibi hayvanlarda bu
bilesigin siite ge¢gmedigini, yine tavuklarda yumurtaya gecmedigini gostermistir (VAN

DIJK, 1988; BAYNES ve BOWEN, 1995).

1. 1.3. Metabolizma

Metil parationun metabolizmasin1 incelemeden ©nce ksenobiyotiklerin
metabolizmasini kisaca gdzden gecirmek yararli olacaktir.

Ksenobiyotikler organizmanin viicuduna yabanct olan maddeler olarak
tanimlanabilir. Bunlarin basinda tibbi amachh kullanilan ilaclar, katki maddeleri,
kimyasal kanserojenler, petrol iiriinleri ve pestisitler gelmektedir. Viicut i¢in yabanci
olan bilesikler, metabolize edildikten sonra atilarak bunlarin zararlh etkilerinden
korunmaya calisilir. Bu bilesiklerin biiylik ¢cogunlugunun metabolize edildigi baslica
organ karaciger olup, bir ksenobiyotigin herhangi bir degisiklige ugramadan atilmasi

nadir olarak goriilen bir durumdur. Ksenobiyotiklerin metabolizmasi genel olarak iki



safthaya ayrlabilir. Birinci safthada goriilen baslica reaksiyon hidroksilasyondur.
Hidroksilasyon reaksiyonlar1 monooksijenazlar veya Sitokrom P450 enzimleri olarak
bilinen ¢esitli enzimler tarafindan katalizlenir. Hidroksilasyon reaksiyonlar1 sonucunda
bu kimyasal bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliigii arttirilmis olur. Birinci safhanin temel

reaksiyonu olan hidroksilasyonu asagidaki gibi 6zetlemek miimkiindiir.

RH + O2+ NADPH + H* — R-OH + H;0 + NADP

Ikinci safhada ise, birinci satha sonucunda olusan ¢esitli metabolitler konjugasyon
veya metilasyon yoluyla cesitli polar bilesiklere doniistiiriiliirler. Konjugasyon
cogunlukla glukuronik asit, siilfat, asetat, glutatyon ve bazi aminoasitlerle olmaktadir.
Bu konjugasyon reaksiyonlarini asagidaki gibi 6zetlemek miimkiindiir;

A - Glukronidasyon: Bu reaksiyonlarda UDP- Glukuronik asit glukuronil verici olarak
gorev yapar. Bu reaksiyonlar endoplazmik retikulum ve sitosolde bulunan
glukuronosiltransferaz enzimleri tarafindan katalizlenir. Anilin, benzoik asit, fenol ve
bazi steroidler bu sekilde disar1 atilirlar.

B - Siilfasyon: Bazi arilaminler ve fenoller siilfatlanarak detoksifiye edilirler. Bu tiir
reaksiyonlarda siilfat vericisi olarak gorev yapan ve aym1 zamanda aktif siilfat olarak da
adlandirilan bilesik adenozin 3’- fosfat- 5°-fosfosiilfat (PAPS)’dur.

C - Asetilasyon: Genel reaksiyon tipi soyledir;

X + Asetil- CoA — Asetil - X + CoA

Bu reaksiyonda X harfiyle sembolize edilen bilesik herhangi bir ksenobiyotik
olup, burada Asetil- CoA asetil grubu vericisi olarak gorev yapar. Bu tiir reaksiyonlar
pek cok dokuda, ozelliklede karacigerde bulunan asetiltransferaz enzimleri tarafindan
katalizlenir.

D - Metilasyon: Bazi ksenobiyotikler de metiltransferaz enzimleri tarafindan
metillenerek detoksifiye edilirler. Bu reaksiyonlarda metil grubu vericisi olarak S§-

adenosilmetiyonin gorev yapar.



E - Glutatyon ile Konjugasyon: Glutatyon, glutamik asit, sistein ve glisin
aminoasitlerinden olusan bir tripeptidtir. Pek ¢ok elektrofilik ksenobiyotik glutatyonla

konjuge olarak detoksifiye edilir. Genel reaksiyon tipi asagidaki gibidir;

R+GSH—->R-S-G

Burada R harfi ile sembolize edilen bilesik elektrofilik bir ksenobiyotik olup, GSH
ise glutatyonun kisaltmasidir. Bu reaksiyonlar glutatyon- S — transferaz enzimleri
tarafindan katalizlenir. Bu detoksifikasyon yolunda once glutamil ve glisinil gruplari
spesifik enzimler vasitasiyla uzaklastirilir. Sisteinil kismindaki amino grubuna ise bir
asetil grubu ilave edilir ve boylece merkaptiirik asit olusur. Bu bilesik de idrara
verilerek disar1 atilir  BAMMLER ve ark., 2001).

Metil parationun metabolize edilmesinde dort farkli mekanizma rol oynamaktadir.
Bunlar;

1- Oksidasyon

2- Hidroliz

3- Dearilasyon

4- Dealkilasyon ‘dur.

Bu mekanizmalar tek tek irdeleyecek olursak,

Oksidasyon :
CHSO\ / S CHsO // S
P TS P +HO Ar
/ \ NADPH, ©O2 / \ 4- Nitrofenol
CHsO OAr CHsO OH
Metil paration Dimetil tiofosfat

Sekil 1. 2. Metil parationun oksidasyonu.

Reaksiyonda da goriildiigli gibi, metil parationun aril grubu okside edilir ve
bunun sonucunda ise dimetil tiyofosfat ve 4- nitrofenol tesekkiil eder. Daha sonra 4-
nitrofenol’de glukuronidasyona ugratilarak 4- nitrofenol glukuronid tesekkiil eder. Bu

reaksiyonun gergeklesmesi icin NADPH elzemdir (NAKATSUGAWA ve ark. 1968).



Hidroliz:

CHsO S CHsO

N N\
/ \ ) NADPH, O2 / \

CHsO Ar CHsO OH

Metil paration Metil paraokson

Sekil 1. 3. Metil parationun hidrolizi

Metil parationun enzimatik hidroliz yoluyla detoksifiye edilmesinde ilk basamak
reaksiyon, metil parationun oksidatif desiilfiirasyona ugratilmas: ve bunun sonucunda

da toksik bir oksijen analogu olan metil paraoksonun tesekkiil etmesidir.

O

)
\P // P // HO A
H:0, Car + r
/ AN e / AN 4- Nitrofenol
O Ar OH

CHsO CHsO

Metil paraokson Dimetil fosfat

CHs0 CHsz0

B

Sekil 1. 4. Metil paraoksonun hidrolizi.

Ikinci basamakta ise tesekkiil eden metil paraokson enzimatik hidroliz yoluyla

dimetil fosfat ve 4- nitrofenole doniistiiriiliir.

Dearilasyon: Bu metabolik yolda glutatyon ariltransferaz enziminin katalize ettigi
reaksiyonlar goriilmektedir. ilk reaksiyonda glutatyon ariltransferaz enzimi metil
parationdaki aril grubunu glutatyona transfer etmek suretiyle dimetil tiyofosfat

tesekkiiliinii saglamaktadir.



CHsO CHsO

\P//S . \P//S
/ \ GSH / \
CHs0 O Ar CHs0 OH

Metil paration Dimetil tiofosfat

+ GS Ar

Sekil 1. 5. Metil parationun dearilasyonu.

Asagida goriilen reaksiyonda metil paraokson yine glutatyon ariltransferaz
enzimi tarafindan dimetil fosfat ve 4-nitrofenole doniistiiriilmektedir. Bu reaksiyonlarda

meydana gelen temel olay bilesiklerdeki aril grubunun glutatyona transfer edilmesidir.

CHSO\ //S CHsO\ //O
P - P
RN /

CHsO O Ar CHsO OH

+GS Ar

Metil paraokson Dimetil fosfat

Sekil 1. 6. Metil paraoksonun dearilasyonu.

Dealkilasyon: Metil parationnun glutatyona bagli metabolizmasinda rol oynayan diger
bir detoksifikasyon yolu da bilesikteki alkil grubunun glutatyon alkiltransferaz enzimi
tarafindan uzaklastirilmasidir. Bu reaksiyon sonucunda metil parationdan desmetil metil
paration, metil paraoksondan ise O- metil- 4- nitrofenol tesekkiil eder. Daha sonra bu

bilesikler de idrarla disar1 atilarak viicuttan uzaklastirilir.

CHsO S CHsO S
N N
P - P + GS Ar
GSH /
CHsO O Ar @) O Ar
Metil paration Dimetil metil paration

Sekil 1. 7. Metil parationun dealkilasyonu.



CHsO 0] CHsO 0]
N N/
P GSH P + GS R
CHsO O Ar HO \ OA
Metil paraokson O- metil-O-4- Nitrofenol

Sekil 1. 8. Metil paraoksonun dealkilasyonu.

1. 2. Metil parationun Etki Mekanizmasi

Metil paration zehirlenmelerinde ortaya ¢ikan klinik semptomlarin tiimii, bu
bilesigin sinir sistemi iizerine etki etmesinden kaynaklanmaktadir (LEFKOWITZ ve
ark., 1996).

Metil parationun etki mekanizmasim1i daha iyi kavrayabilmek icin sinir
sisteminin organizasyonuna ve norohumoral transmitterlere kisaca deginmekte yarar
vardir.

Otonom sinir sistemi kalp, kan damarlar1, salgi bezleri ve diiz kaslar gibi
istemsiz c¢alisan organlari uyaran sistemdir. Otonom sinir sistemi parasempatik ve
sempatik sinir sistemi olmak iizere ikiye ayrilir. Somatik motor sinir sistemi ise iskelet
kaslart gibi istemli olarak hareket eden organ ve dokulari uyaran sistemdir.

Bir norondan diger norona sinyal iletimi sinapslarda olusturulan ve
norotransmitter olarak adlandirilan maddeler aracilifiyla gerceklesir. Asetilkolin sinir
sisteminde bulunan bir norotransmitter madde olup, sinapslarda asetilkolin
serbestlendikten kisa bir siire sonra asetilkolinesteraz enzimi tarafindan tekrar yikilir.
Metil paration ve onun aktif metaboliti olan metil paraokson da etkilerini bu enzimi
inhibe ederek gosterirler (CHAMBERS ve ark.,1991). Metil paraokson,
asetilkolinesteraz enziminin aktif sitesini fosforile ederek enzimi inaktif hale getirir.
Enzimle metil paraoksonun baglanmasi ilk birka¢ saat icinde geri doniisiimlii olabilir.
Fakat 2448 saat sonra daha saglam kovalent baglarin tesekkiilii ile geri doniisiimsiiz bir
hal almaktadir. Enzimin fosfat grubundaki alkil yan zinciri uzaklastirilir ve bunun
yerine bir hidroksil grubu baglanir. Bu sekilde degisime ugrayan enzimin tekrar aktivite

gostermesi miimkiin degildir.
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Asetilkolinesteraz enziminin inhibe olmasi sinapslarda asetilkolin’in hidrolizini
engellemis olur ve bunun sonucunda ise sinapslarda asetilkolin birikmeye baslar. Bu
durumda da kolinerjik reseptorlerin asiri uyarilmasina sebep olur (PROCTOR ve ark.,
1988; SULTATOS, 1994). Zehirlenme sirasinda ortaya ¢ikan semptomlarin sebebi de
muskarinik, nikotinik ve merkezi sinir sistemindeki reseptorlerin asir1 uyarilmasindan
kaynaklanmaktadir. Parasempatik sinir sisteminin kontrolii altinda bulunan muskarinik
reseptorlerin hiperaktivitesi solunum ve gastrointestinal sistemde anormalliklere sebep
olur ve asir terleme, bradikardi, miyosis ve asir1 tiikriik olusumu gibi semptomlar
olusturur. Nikotinik reseptorlerin hiperaktivitesi sonucu ise kaslarda paraliz ortaya ¢ikar
(LEFKOWITZ ve ark., 1996; TAFURI ve ROBERTS, 1987). Merkezi sinir
sistemindeki reseptorlerin hiperaktivitesi sonucunda ise konusma bozuklugu, bas
donmesi, denge kaybi ve ataksi gibi semptomlar ortaya cikar.

Bunlara ilaveten organofosfatlarin, lenfositlerin lizozimlerinin zar yapilarim
bozarak ve boylece lenfokin salinimimi inhibe ederek de immiinotoksisiteye sebep

olduklari bildirilmistir (SHARMA ve REDDY, 1987).

1. 3. Glutatyon ve Siilfidril Gruplari:

NHz H

Sekil 1. 9 Glutatyonun kimyasal yapist

Metil parationun glutatyonla konjuge olarak detoksifiye edilir. Bu nedenle

glutatyonun genel 6zelliklerine ve hiicre i¢cin dnemine kisaca deginmek yararli olacaktir.
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Glutatyon, L-glutamat, L-sistein ve glisin aminoasitlerinden olusan bir tripeptidtir.
v-glutamil-sistein sentaz ve glutatyon sentaz enzimlerinin katalizledigi ardisik iki

reaksiyon sonucunda sentezlenir (MEISTER, 1981).

Glutamat

Sistein ATP
v- glutamil
sistein sentaz

ADP + Pi

v- Glutamilsistein

Glisin ATP
glutatyon
sentaz

ADP + Pi

GLUTATYON

Sekil 1.10 Glutatyonun biyosentezi (MEISTER ve ANDERSON, 1983).

Glutatyonun diger ad1 da gamaglutamilsisteinilglisin olup, sistein aminoasidi glutatyon
biyosentezi igin esansiyel aminoasittir. Insanlar bu aminoasidi sentezleyemedikleri icin
diyetle hazir olarak almak zorundadirlar. Glutatyon genellikle GSH seklinde ii¢ harfli
kisaltmayla ifade edilmekte olup, kisaltmadaki SH harfleri sistein aminoasidinin
yapisinda bulunan siilfiir- hidrojen molekiiliinii temsil etmektedir ve tiyol olarak bilinir.
Sistein, bu tripeptid yapinin aktif kismi olup, sahip oldugu —SH grubu ile serbest
radikallere elektron aktararak bu zararli bilesikleri etkisiz hale getirmektedir (
GRIFFITH, 1999). Serbest radikaller yapilarinda eslenmemis bir elektron iceren
molekiiller olup, hiicre zarina, proteinlere ve DNA’ya ciddi zararlar verebilirler.
Glutatyon bu bilesiklerle konjuge olarak viicuttan uzaklastirllmalarin1 saglar
(MEISTER, 1994).

Glutatyon genel olarak iki formda bulunmaktadir. Bunlardan birincisi aktif

formu olup diger molekiillerle konjuge olabilir. Bu aktif form, herhangi bir molekiille
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konjuge oldugunda okside olur ve bu yapiya okside glutatyon (GSSG) denir. GSSG
glutatyonun inaktif formudur ve tekrar aktivite kazanabilmesi i¢in rediiklenmesi
gerekmektedir. Hiicredeki GSH ve GSSG miktarlar1 arasindaki denge, hiicrenin
bolinme hizim ve bagisiklik yamitim etkilemektedir (BROOME ve JENG, 1973;
DENEKE ve FANBURG, 1989). Hiicre igerisindeki tiyollerin miktar1 c¢esitli
mekanizmalar tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Cesitli stres durumlarinda
miktarlar1 artan serbest radikaller bu regiilasyon mekanizmasin1 bozabilmekte ve hiicre
veya dokuya zarar verebilmektedir (TAYLOR ve ark., 1996).

Glutatyon tiim hiicre ve organlarda bulunmakla birlikte, karaciger, dalak ve
bobrek en fazla miktarda glutatyon iceren organlardir. Bu organlarin yiiksek
konsantrasyonda  glutatyon icermesi  detoksifikasyon reaksiyonlarinda  rol
oynamalarindan kaynaklaniyor olabilir. Bununla birlikte, g6z (lens ve kornea),
pankreas, akcigerler, kalp ve merkezi sinir sistemi de 6nemli miktarda glutatyon
icermektedir. Glutatyon organizmanin metabolizmasin1 diizenli bir sekilde devam
ettirebilmesi icin gerekli olan bir molekiil olup, hiicrede 6nemli gorevler iistlenmistir.
Bunlarin basinda, 6nemli bir redoks tamponu olmasi ve hiicre i¢in zararli olan
bilesiklerin detoksifiye edilmesinde rol oynamasi gelmektedir. Ayrica, kirmizi kan
hiicrelerinin yapisinin korunmasinda, c¢esitli proteinlerin tasinmasinda ve C vitamini
metabolizmasinda etkili oldugu bilinmektedir (LOMAESTRO ve MALONE, 1995;
BRAVERMAN ve PFEIFFER, 1987).

Glutatyon sahip oldugu reaktif -SH grubu vasitasiyla ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda Onemli bir rol oynamasinin yaninda hiicreyi oksidatif stres ve
elektrofilik bilesiklerin zararli etkilerinden de korumaktadir. Bu reaktif -SH grubu
vasitasiyla yine reaktif ksenobiyotiklerle konjuge olarak glutatyon S konjugatlarini
olusturur, bu konjugatlar daha sonra viicuttan uzaklastirilir. Bu nedenle glutatyon
hiicreler i¢in etkili bir redox tamponu olup, glutatyonun sinyal iletim mekanizmasinda,
gen ifadesinde ve apoptosis mekanizmasinda da rol oynadig bilinmektedir (ARRIGO,
1999; BLACKBURN ve ark., 1999).

Glutatyonu hiicre icin bu kadar énemli yapan kuskusuz sahip oldugu reaktif -SH
grubu olup, detoksifikasyon reaksiyonlarinda da bu -SH gruplar1 rol oynamaktadir. -SH
gruplarinin hiicre boliinmesinde, farklilasmasinda ve karsinogenezizde de onemli rol

oynadiklar1 bilinmektedir. Bu nedenle bu arastirmada si¢an dokularinda glutatyon ve —



13

SH gruplarinin konsantrasyonlarindaki degisimler, arastirmanin ana konusu olarak

belirlenmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

KLAEBE ve ark. (1997), yaptiklar1 calismada metil ve etil parationun glutatyon-
S-transferaz enzimi tarafindan metabolize edilmesini enzimatik bir modelle ifade
etmislerdir. Arastirma sonuclarina gore metil parationun bir tiyol (glutatyon) ve bir
tertiary aminle reaksiyonunda metil grubunun ardisik olarak dnce amin grubuna daha
sonra ise tiyol grubuna transfer edildigi tespit edildigini, reaksiyonun bir demetilasyon
olayindan sonra durdugunu ileri siirmiiglerdir.

ABU-QARE ve ABOU-DONIA, (1999), yaptiklar1 arastirmada metil parationun
plasental transferini ve farmakokinetigini incelemislerdir. Bu calismada C atomu
radyoaktif olarak isaretlenmis metil paration 10.00 mg dozunda bir defaya mahsus
olmak {iizere sicanlara uygulanmistir. Uygulamadan sadece 1 saat sonra tiim dokularda
ve fetusun dokusunda radyoaktivite tespit edilmistir. Organlarda elde edilen
radyoaktivite degerleri azalan siraya gore su sekilde siralanmaktadir; adipoz doku
(67532), bobrek (1571), dalak (1256), spinal kord (1004), kalp (729), karaciger (706),
beyin (546), plasenta (389) ve fetus (256). Bu degerler ng methyl parathiona esdeger / g
olarak ifade edilmistir.

POPE ve ark. (1999), yaptiklar1 ¢alismada akut veya kronik olarak ve degisik
dozlarda verilen metil paration ve chlorpyrifosun neonatal ve erigkin sicanlardaki
norokimyasal etkilerini arastirmislardir. Bu ¢alismada 7 giinliik neonatal ve 90 giinliik
eriskin sicanlar kullanilmis olup, sicanlara 14 giin boyunca metil paration ve
chlorpyrifos uygulanmistir. Arastirma sonucunda sicanlardaki kolinesteraz enziminin
inhibisyonu ve muskarinik reseptorler incelenmistir. Arastirmadan elde edilen bulgular
metil parationun ve chlorpyrifosun neonatal si¢anlarda erigkin si¢anlara nazaran
kolinesteraz enziminin inhibisyonunu arttirdigi ve muskarinik reseptorlerin sayisini
diisiirdiigi gézlenmistir. Arastirma bulgularina gére neonatal siganlarin erigkinlere gore
organofosfat grubu insektisitlerin zararli norokimyasal etkilerine daha duyarl oldugu
belirlenmistir.

ABU-QARE ve ABOU-DONIA, 2000 yilinda yaptiklar1 arastirmada radyoaktif
olarak isaretlenmis ve deri yoluyla tek doz olarak verilen metil parationun hamile
sicanlardaki {iriner eksresyonunu arastirmislardir. C atomu radyoaktif olarak

isaretlenmis metil paration 10.00 mg dozunda dermal yoldan si¢anlara uygulanmis ve
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uygulamadan 1, 2, 4, 12, 24, 48, 72 ve 96 saat sonra sirayla Ornekler alinmis ve
idrardaki p-nitrofenol ve O-O-dimethyl O—4-nitrofenil fosfat miktarlar1 Slciilmiistiir. Tk
4 saat icinde toplam radyoaktivitenin % 30’u, 24 ve 96. saatlerde ise sirasiyla %50 ve
%90 oraninda radyoaktivite idrarda tespit edilmistir. Arastirmacilar yaptiklar1 bu
calismanin sonucunda gebeligin metil paration toksisitesinde bir risk faktorii oldugunu
ileri siirmiislerdir.

CABELLO ve ark. (2000), asetlkolin enziminin aktivitesini inhibe eden paration
ve malation gibi organofosfat grubu iki bilesigin sican meme bezlerinde kanser
olusumunu indiiklemesi iizerine bir arastirma yapmuslardir. Sicanlar bu bilesiklerle 28
hafta boyunca muamele edilmis ve sicanlardaki kolinesteraz enziminin inhibisyonu ve
meme bezlerinde herhangi bir malignant transformasyon olup olmadigi incelenmistir.
Aragtirma sonucunda organofosfat grubu bu bilesiklerin sicanlarin meme bezlerinin
epitelinde malignant transformasyon olusumunu baglattigin1 tespit etmislerdir. Ayni
zamanda kolinerjik stimulasyondan dolayr da sinir sistemi diizeyinde birtakim
degisikliklerin meydana geldigini belirtmislerdir.

ALBORES ve ark. (2001), calismalarinda si¢can beyin ekstraktlarinda metil
parationun sitokrom P4502B (CYP2B) enzimince aktivasyonunu incelemislerdir.
Arastirmada sican beyin ekstraktlarina sitokrom P4502B nin substrati olan fenobarbital
ve monoklonal anti-rat CYP2B antibadileri ilave etmislerdir. Arastirma sonucunda anti-
rat CYP2B antibadileri eklendiginde asetilkolinesteraz enziminin inhibe olmadig1 ancak
fenobarbital varliginda enzim inhibisyonunun gerceklestigini ortaya cikarmislardir.
Bunun sebebini de metil parationun CYP2B ye olan affinitesinin fenobarbitalden daha
fazla olmasina baglamislardir.

CASTILLO ve ark. (2002), yaptiklar1 calismada metil paration ve endosulfanin
eriskin sicanlarda meydana getirdigi davramigsal etkileri arastirmiglardir. Arastirma
sonucunda her iki bilesiginde sinir sistemindeki GABAerjik ve kolinerjik sistemleri
etkileyerek sicanlarda davranis bozukluklarina sebep olduklarint belirlemislerdir.
Korteks ve hipokampusta bulunan bu sistemlerin, sinirsel uyarilmayi diizenleyen
merkezler olmasindan dolay1 bu etkilerin ortaya ¢iktigini ifade etmislerdir.

INSTITORIS ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢alismada metil paration ve propoksura
maruz kalan sicanlarda bu bilesiklerin davranigsal, norotoksik ve immiinotoksik

etkilerini arastirmiglardir. Wistar 1rk1 sicanlar bu bilesiklerle ayr1 ayr1 ve bu bilesiklerin
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kombinasyonuyla 6 hafta siiresince muamele edilmislerdir. Bu siirenin sonunda
toksisitenin kriteri olarak bazi parametreler iizerinde Olciimler yapmislardir. Bunlar;
siganlarin viicut agirligl, organ agirliklari, dalaktaki plak olusturan hiicre sayis1 (PFC),
acik alan davramis1 (OF), isitsel korku tepkisi (ASR), ve periferal sinirlerdeki iletim
hizidir. Arastirma sonucunda tolore edilen maksimum dozdaki propoksurun karacigerde
agirlik azalmasina sebep oldugu ama metil parationun boyle bir etki yapmadig: tespit
edilmistir. Her iki bilesigin doza bagli olarak OF ve ASR aktivitesinde artisa neden
oldugu da arastirma sonucunda belirlenmistir. Bilesiklerin hi¢biri PFC cevabinda bir
degisiklige sebep olmamistir. Yine aragtirma bulgularina goére metil parationun etkisiz
dozdaki propoksur ile kombine edildiginde propoksurun efektif dozunu etkiledigi
sonucuna ulagilmistir.

SUN ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢alismada derialti enjeksiyonla metil parationa
maruz birakilan sicanlarin beyinlerinin farkli bolgelerindeki muskarinik reseptor
populasyonlarindaki degisiklikleri incelemislerdir. 3 mg/kg/giin dozunda metil paration
derialti enjeksiyonla sicanlara uygulanmistir. Uygulamadan 3 hafta sonra
asetilkolinesteraz enziminin aktivitesi ve radyoaktif isaretli ligandlarin muskarinik
reseptorlere baglanma orami Olciilmiistir. Radyoaktif isaretli ligand olarak, QNB
(selektif olmayan), pirenzepine (M1 selektif) ve AF-DX384 (M2 selektif) kullanilmastir.
9. enjeksiyondan sonra asetilkolinesteraz inhibisyonu % 90 olarak tespit edilmistir.
Beyinin farkli bolgelerinde QNB’nin baglanma oran1 %33, pirenzepine’nin baglanma
orant % 22 ve AF-DX384’{in baglanma orani ise % 38 oraninda diigsmiistiir. Yapilan
calisma sonucunda metil parationa karsi tolerans gelisiminde muskarinik reseptorlerin
down-regulasyonunun rol oynadig tespit edilmistir. Bu reseptorlerin regiilasyonlarinin
reseptor alt tipleri ve beynin farkli bolgeleri arasinda farkli oldugu belirlenmistir.

ABEL ve ark. 2004 yilinda yaptiklar1 arastirmada memelilerde glutatyon-S-
transferaz enziminin organofosfat grubu insektisitlerin biyotransformasyonunda ne
derece etkili oldugunu arastirmislardir. Calismada sican, fare ve insan karacigerinden
izole edilen sitosol fraksiyonu kullanilmis ve bunlarin 300 pmol metil parationu
transforme etme hizlar1 karsilagtirilmistir. Sonuglar sirasiyla 2.36, 1.76 ve 0.70 nmol
desmethyl methyl parathion/min/mg olarak tespit edilmistir. Yine arastirma sonucunda

insan GST A1-1 enziminin karacigerde metil parationun O-dealkilasyonunda 6nemli bir
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rol oynadigr tespit edilmistir. Benzer sekilde, beyin ve iskelet kasinda GST TI1-1

enziminin metil parationun biyotransformasyonunda etkili oldugu sonucuna ulasiImistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu caligmada, 6 haftalik 10 adet Wistar Albino erkek sican kullanilmis olup,
sicanlar, 5’erli iki gruba ayrilmistir. Calisma siiresince sicanlar standart pellet sican
yemi ve su ile ad libitum olarak beslenmis olup, biyolojik ritimlerinin diizenli

olabilmesi i¢in 12 saat yapay 151k ve 12 saat karanlik uygulanmaistir.

3.1.2. Kimyasallar

Caligmada kullanilan kimyasallardan metil paration, piruvik asit, f-Nikotinamid
adenin diniikleotit indirgenmis form (NADH) ve Tris (Hidroksimetil) amino metan
Sigma Chemical Co. USA’dan temin edilmistir. 5,5-Ditiobis (2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) Fluka Chemie Switzerland’dan temin edilmistir. Triklorasetik asit (TCA)
Merck Germany’den temin edilmistir. Doku homojenatlarinin hazirlanmasinda
Labourtechnick T25 Basic marka homojenizatdr kullanilmis olup, spektrofotometrik

Olctimler i¢in ise Shimatzu 1200 spektrofotometre cihazi kullanilmistir.

3.2. Yontem

Alt1 haftalik Wistar Albino sicanlardan deney grubunun (MP) yemlerine 3 ay
siiresince 4 mg/kg/giin dozunda metil paration ilave edilmis olup, metil parationun
kokusunun hafifletilmesi amaciyla steril suyla kanstirilmistir. Kontrol grubundaki

siganlarin yemlerine ise herhangi bir kimyasal uygulanmamastir.

3.2.1. Doku Orneklerinin Alinmasi

Ug aylik siirenin sonunda sicanlar dietil eter ile uyutularak dekapite edilip,

abdominal diseksiyonla karin bosluguna girildi ve oradan da gogiis kafesi acilarak kalbe
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ulasildi. Kan, kalpten enjektor vasitasiyla alindi ve EDTA’ll tiiplere kondu. Kan
orneklerinin alinmasindan sonra karaciger ve bobrekler bir biitiin olarak c¢ikarildi. Daha
sonra kafatas1 oksipital bolgeden acilarak beyne ulasildi ve beyin de bir biitiin olarak
cikarildi. Cikarilan organlar, % 0,9’luk NaCl soliisyonunda yikandiktan sonra — 60 °C
deki derin dondurucuya kondu. EDTA’L tiiplere alinan kan Ornekleri 4000 g de 5
dakika santrifiij edildi ve plazmalari alindi. Alinan plazma 6rnekleri de - 60°C deki

derin dondurucuya kondu.

3.2.2. Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Derin dondurucuda — 60 °C de tutulan doku ornekleri disari ¢ikarildi. Oda
sicakliginda bekletilerek ¢coziinmeleri saglandi. Daha sonra her bir doku 6rneginden 100
mg’lik parcalar kesildi ve tiiplere kondu. Bunun iizerine 2000 ul Tris-HCI pH 8,2 ilave
edildi ve doku ornekleri homojenizatdorde homojenize edildi. Homojenizasyon islemleri
sirasinda 1s1 nedeniyle meydana gelebilecek denatiirasyonlar: dnlemek amaciyla tiim bu

islemler buz iizerinde yapildi.

3.2.3. Dokulardaki Serbest -SH Konsantrasyonunun Olciilmesi

Dokulardaki serbest-SH konsantrasyonunun ol¢iilmesi isleminde tiim doku
numuneleri i¢in agsagidaki prosediir uygulanmistir (SEDLAK ve LINDSAY, 1968).
1 — Hazirlanan doku homojenatindan 200 pl alinip bir tiipe kondu.
2 — Uzerine % 10’luk TCA soliisyonundan 200 pl ilave edildi ve iyice karigtirildi.
3 — Karisim daha sonra 12.000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.
4 — Santrifiij isleminden sonra her bir tiipten 350 pl siipernatant alindi.
5 - Siipernatantin tizerine 1000 pl Tris-HCI pH 8,9 ilave edildi.
6 — Bu karisimin tizerine de 600 pl Tris-HCI pH 8,4 ilave edildi.
7 — Son olarak 150 mM’lik DTNB soliisyonundan 50 pl ilave edildi.
8 — Renk olusumu gozlendikten sonra, 412 nm’de ki absorbanslar1 kore kars1 6l¢iildii ve

serbest-SH konsantrasyonu 13,6 mM ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak belirlendi. Kor
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tiipiin hazirlanmasinda da ayni basamaklar izlendi. Ancak kor tiipe DTNB yerine ayni

miktarda Tris-HCI pH 8,4 ilave edildi.

3.2.4. Dokulardaki Toplam - SH Konsantrasyonunun Olciilmesi

Dokulardaki toplam-SH konsantrasyonunun dl¢iilmesinde tiim doku 6rneklerine

asagidaki prosediir uygulanmistir (SEDLAK ve LINDSAY, 1968).

1 — Hazirlanan doku homojenatlarindan 80 pl alinip tiiplere kondu.

2 — Uzerine 270 pl Tris-pH 8,4 ilave edildi ve karistirildi.

3 — Karisima 50 pl DTNB ilave edildi ve karistirildi.

4 — Bunun iizerine ise 1600 pl metanol ilave edildi ve iyice karigsmasi saglandi.

5 — Daha sonra tiipler 4000 g de 5 dakika santrifiij edildi.

6 — Siipernatantlar alind1 ve 412 nm deki absorbanslar1 6l¢iildii.

7 —Toplam-SH konsantrasyonu 13.6 mM ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplandi.
Kor tiipin hazirlanmasinda yine ayni basamaklar izlendi ancak DTNB yerine ayni

miktarda Tris-HCI pH 8,4 ilave edildi.

3.2.5. Plazma Laktat Dehidrojenaz (LDH) Seviyesinin Belirlenmesi

Plazma LDH seviyesinin belirlenmesinde, tiim plazma Orneklerine asagidaki prosediir

uygulanmustir.

1- Donmus plazma 6rnekleri su banyosunda 37 °C ye 1s1tildi.

2- 100 pl plazma 6rnegi alindi ve temiz bir tiipe kondu.

3- Uzerine 200 ul NADH soliisyonu ilave edildi.

4- Bu karisimin iizerine ise 2500 ul, 37°C ye 1sitilmis fosfat tamponu ilave edildi.

5- Bunun iizerine de son olarak 200 ul sodyum piruvat soliisyonu ilave edildi.
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6- Zaman kaybetmeden spektrofotometrede 340 nm dalga boyundaki absorbanslar1 her
bir dakikada bir kaydedilerek okundu.
Kor tiipiin hazirlanmasinda ise yine ayni basamaklar izlendi. Fakat sodyum piruvat

soliisyonu yerine kor tiipe ayn1 miktarda fosfat tamponu eklendi.

Kullanmilan Soliisyonlar:

1- 0,1 M Fosfat Tamponu

2,1761 gr KH,PO4 (Potasyum fosfat monobazik) ve 22,4658 gr Na,HPO,.7H,O(
Sodyum fosfat dibazik heptahidrat) tartildi ve 1000 ml distile suda ¢o6ziildii.

2- NADH Soliisyonu ( 2,5 mg/ml’lik )

5 mg NADH tartild1 ve 2 ml fosfat tamponunda ¢6ziildii.

3 — Piruvik Asit Solusyonu ( 1 mg/ml’lik )

1 mg sodyum piruvat tartildi ve 1 ml distile suda ¢oziildii.

Istatistiksel Analiz:

Degisik tek yonlii analiz ve Student-Newman-Keuls Multiple Comparision
testleri istatistiksel bilgi yontemine uygulandi. Sonuglar ortalama + S.D. P < 0.05

degerleri esas alinarak onem derecesi belirlendi.



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Yaptigimiz ¢alismada metil paration ile muamele edilen siganlarin karaciger,
beyin ve bobrek dokularindaki toplam, serbest ve proteine baghh olan —SH grubu
konsantrasyonlar1 dl¢iilmiistiir.

Calismamizin ilk asamasinda metil parationla muamele edilmis sicanlarin ve
kontrol grubundaki sicanlarin karaciger dokusundaki -SH grubu konsantrasyonlari
spektrofotometrik olarak tespit edilmis olup, bu Ol¢iimiin sonuglar1 Sekil 4,1 de
goriilmektedir. Sekilde goriildiigii gibi metil paration ile muamele edilen sicanlarda
serbest, toplam ve proteine bagli -SH grubu konsantrasyonunun istatistiksel olarak
anlamli bicimde azaldig1 goriilmektedir. Proteine bagli -SH grubu konsantrasyonu
kontrol grubu sigcanlarla kiyaslandigi zaman % 25 oraninda bir azalmanin oldugu
belirlenmistir.

Ikinci asamada ise bobrek dokusundaki -SH grubu konsantrasyonlarinin lgiimii
yapilmigtir.  Sekil 4.2. de goriildigli gibi serbest ve toplam -SH grubu
konsantrasyonunun azaldigr gozlenmekte olup, proteine baglhh -SH grubu
konsantrasyonu azalmistir. Kontrol grubundaki si¢anlarla karsilastirildiginda proteine
bagli -SH grubu konsantrasyonunun % 52 oraninda azaldigi gozlenmistir.

Sekil 4.3.’de beyin dokusundan elde edilen -SH grubu konsantrasyonlar
goriilmektedir. Sekilden de goriildiigii gibi serbest -SH ve toplam -SH grubu
konsantrasyonunun metil parationla muamele edilen sicanlarda Onemli bir azalma
goriilmektedir. Fakat beyin dokusunda proteine bagli -SH grubu konsantrasyonunda
deney grubuyla kontrol grubu arasinda istatistiksel acidan énemli bir farklilik olmadigi
goriilmektedir.

Calismamiz sirasinda sicanlardan almis oldugumuz plazma oOrneklerinde laktat
dehidrojenaz enziminin aktivitesi de spektrofotometrik olarak saptanmistir. Sonuglar
metil parationla muamele edilen grupla kontrol grubu arasinda bu enzimin aktivitesi
bakimindan istatistiksel bir farklilik olmadigini géstermistir.

Sonuglarimiz  metil parationun siganlarin  karaciger, beyin ve bdobrek
dokusundaki serbest, toplam ve proteine bagli -SH grubu konsantrasyonunda bir
azalmaya sebep oldugunu ortaya koymakta olup, -SH gruplarinda meydana gelen

azalmanin derecesi dokudan dokuya farklilik gostermektedir. Bobrek dokusundaki
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serbest ve proteine bagli -SH grubu konsantrasyonlarindaki azalma karaciger ve beyin
dokusuna nazaran daha dikkat cekicidir. Metil paration beyin dokusundaki -SH
konsantrasyonunu en az derecede etkilemis olup, bu sonuglar farkli dokularin metil
parationa farkli derecede tepki verdigini gostermektedir. Bu farklilifin sebebi farkli
dokulardaki sitokrom P450 enzimlerinin ve glutatyon aktivitelerinin farkli olmasindan
ileri gelmis olabilir. Sitokrom P450 enzimleri metil parationun metabolizmasinda rol
oynayan ve bu bilesigi daha toksik bir aktif metaboliti olan metil paraoksona doniistiiren
enzimlerdir. Bu sonuglara gore beyin, karaciger ve bobrek dokusuna oranla en az
seviyede sitokrom P450 akivitesine sahip organdir diyebiliriz. Sitokrom P450
enzimlerinin aktivitesi agisindan kiyaslanacak olursa karaciger bobrekten daha fazla
konsantrasyonda bu enzime sahiptir. Ancak bulgular incelendiginde en fazla azalmanin
karacigerde olmasi beklenirken en fazla azalmanin bobrek dokusunda meydana geldigi
goriilmiistiir. Bunun nedeni karacigerin metil parationun metabolize edilmesinde 6nemli
bir rol oynayan glutatyon konsantrasyonu bakimindan bobrekten daha zengin olmasidir.
Metil parationun toksisitesiyle dokunun glutatyon konsantrasyonu yakindan ilgili olup,
-SH grubu konsantrasyonundaki azalma bobrek dokusunda karacigere nazaran daha
fazla olmustur. Ciinkii karacigerin sahip oldugu fazla miktardaki glutatyon sayesinde bu
bilesigi detoksifiye etmede daha basarili oldugunu ©ne siirmek miimkiindiir.
Organizmanin temel detoksifikasyon merkezi olan karacigerin boyle giiclii bir savunma
sistemine sahip olmasi beklenen bir durum olarak kabul edilebilir. Karaciger hiicreleri
10 mM gibi cok yiiksek oranlarda glutatyon konsantrasyonlarina sahiptirler. Bu
konsantrasyon bir dokuda tespit edilmis en yliksek konsantrasyondur ve karaciger
hiicreleri glutatyon sentezi agisindan oldukc¢a 6zellesmistir (DELEVE ve KAPLOWITZ,
1990).

Metil paration farkli dokularda serbest, toplam ve proteine baglh -SH grubu
konsantrayonunu diisiirmektedir. Ozellikle serbest -SH konsantrasyonun diismesi ayni
zamanda glutatyon konsantrasyonunun da diigmesi olarak yorumlanabilir. Glutatyon
hiicre boliinmesinde, farklilasmasinda ve karsinogenezizte rol oynamakta olup ayni
zamanda proteinlerde bulunan -SH gruplarinin korunmasinda da ©Onemli bir rol
oynamaktadir (ALEXANDER ve BOYER, 1971; BRACHET, 1962). Bircok enzim ve
protein aktivite gosterebilmek icin -SH grubuna ihtiya¢ duymaktadir (ONDARZA, 1989
; HIDALGO ve ark., 1990). Glutatyon aym1 zamanda hiicreler icin 6nemli bir redox
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tamponu olup hiicrelerdeki glutatyon konsantrasyonun diismesi hiicrenin redox
potansiyelini diisiiriir ve bu redox potansiyeli ile yiiriitiilen pek ¢ok reaksiyonun zarar
gormesine sebep olabilir.

Metil parationun sigan beyin dokusunda lipit kompozisyonu ve peroksidasyonu
tizerinde de olumsuz etkileri olabilecegini 6ne siirmek miimkiin olup, bu durumu
saptamak icin plazma laktat dehidrogenaz enziminin aktivitesi ol¢iildii. Ancak deney ve
kontrol grubunda bu enzimin aktivitesi bakimindan bir fark olmadig sonucuna ulasildi.
Bu durum, uygulamis oldugumuz metil paration dozunun ve uygulama siiresinin
yetersiz olmasi ile agiklanabilir. Bu nedenle, daha uzun siireli uygulamalarda metil
parationun, membran yapisinda olabilecek muhtemel etkilerin incelenmesinin gerektigi

sonucuna ulagsmak miimkiindiir.
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Kontrol ve deney gruplarinin karaciger dokusundaki
Serbest-SH, Toplam-SH ve PB-SH konsantrasyonlari
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Sekil 4. 1. Kontrol ve Methyl parathionla muamele edilen ratlarin karaciger dokusunda
Serbest, toplam ve proteine bagli -SH konsantrasyonlarini gosteren grafik.
*  Kontrol grubundan farkli degerler.

p<0.05
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Bobrek Dokusu -SH Grubu Konsantrasyonlari
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Sekil 4. 2. Kontrol ve Methyl parathion’la muamele edilen ratlarin bobrek dokusundaki
Serbest, toplam ve proteine bagli -SH konsantrasyonlari.
*  Kontrol grubundan farkli degerler.

p <0.05
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g’ Beyin Dokusu SH Grubu Konsantrasyonlari
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Sekil 4. 3. Kontrol ve Methyl parathionla muamele edilen ratlarin beyin dokusundaki
Serbest, toplam ve proteine bagli -SH grubu konsantrasyonlari.
*  Kontrol grubundan farkli degerler.

p <0.05
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Plazma LDH Seviyeleri
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Sekil 4. 4. Kontrol ve deney grubundaki ratlarin plazma laktatdehidrogenaz (LDH)

enzimi konsantrasyonlari.
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Karaciger, Bobrek ve Beyin Dokusunda Olgiilen
Toplam ve Serbest -SH Seviyeleri

2 60
[e]
S 50 -
()]
£ 404 Toplam -SH
2 %0 Sopbamt_SH
hy erpest -
‘_é' 20 1
£ 0
% O o '_|\ '_lw T B

é?gﬁ .-o@$ eﬁ.s&

@‘b‘ %0 Q’

Sekil 4.5 Kontrol grubu sicanlarin karaciger, bobrek ve beyin dokusundan elde edilen
Toplam ve serbest — SH konsantrasyonlarinin karsilastiriimas.

p<0.05



5. SONUC VE ONERILER

Biz yaptigimiz bu ¢aligsmada tiim diinyada ve 6zelliklede bizim bodlgemizde yani
Akdeniz bolgesinde oldukca yaygin olarak kullanilan bir tarim ilacinin canlh
organizmalara ne gibi zararlar verebilecegini belirlemeye calistik. Bu bilesigin
metabolizmasinin nasil ve baslica hangi dokularda yapildigini ve ayni zamanda hangi
doku ve organlarin bu bilesikten en fazla zarar gorebilecegini tespit etmeye ¢alistik.

Metil paration her ne kadar daha verimli tarim iiriinleri elde etmek acisindan ¢ok
faydali bir bilesik olsa da insan saglig1 agisindan da bir o kadar tehlikeli bir kimyasaldir.
Eger bu tiir bilesiklerin uygulamalarinin egitimli kisilerce ve belirli kurallar
dogrultusunda yapilmasi tesvik edilebilirse bu bilesiklerden kaynaklanan saglik
sorunlar1 bir Olclide azaltilabilir. Bu tiir bilesiklerin sadece tarim sektoriinde
kullanilmas1 gerektigi, ©zellikle ev hijyeninde kullaniminin ¢ok sakincali oldugu

bilinmesi ve dikkat edilmesi gereken bir gercektir.
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