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OZET

Ozden S. Bazi Pestisidlerin Oksidatif Stres Olusturma Potansiyellerinin ve
Antioksidan Sistemler Uzerine Etkilerinin Sicanlarda Arastiriimasi. istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasétik Toksikoloji ABD. Doktora
Tezi. istanbul. 2006.

Bu calismada, N-metilkarbamat grubu pestisidlerden methiocarbin
sigcanlarda oksidatif stres olusturma potansiyeli ve antioksidan sistemler tzerine
etkisi arastirildi. Tek doz (1/4 LD50), 5 gunlik doz (1/10 LD50) ve 28 gunlik
tekrarlanan dozlar (1/50 LD50) seklinde olmak Uzere U¢ deneme gergeklestirildi.
Her bir deneme U¢ bolimden olusturuldu. Birinci bolimde methiocarb
tarafindan olusturulan oksidatif hasarin derecesi, ikinci bélimde maddenin
glutatyon (GSH) ve antioksidan enzimlerden slperoksid dizmitaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediuktaz (GSH-Rd)
uzerine etkisi, Uguncu bolumde ise, taurinin diger iki bolumde olgulen
parametreler Uzerine etkisi standart bir antioksidan olan E vitamini ile
kiyaslanmak suretiyle arastirildi. Denemelerde son uygulamadan 24 saat sonra
sakrifiye edilen sicanlarin karaciger ve bobrek dokulari c¢ikarilarak doku
homojenatlarinda malondialdehid (MDA) ve GSH seviyeleri, SOD, CAT, GSH-
Px ve GSH-Rd antioksidan enzim aktivitelerinin tayini yapildi.

Yapilan tum denemelerde MDA duzeylerinin kontrol grubuna kiyasla
onemli Olgude arttigi goruldi. Tek dozda GSH duzeyi, SOD, CAT enzim
aktiviteleri artarken, 5 ve 28 gunluk tekrarlanan dozlarda azaldigi ve GSH-Px
enzim aktivitesinin ise tek doz ve 5 gunluk dozlarda artarken, 28 gunlik
tekrarlanan dozda azaldi§i go6zlendi. Denemeler sonucunda GSH-Rd
aktivitesinde ise degisiklik olmadigi gozlendi. Taurin, her U¢ denemede de
methiocarbin olusturdugu oksidatif hasari antioksidan etkisi ile buylk ol¢ide
azaltt. Sonug¢ olarak, methiocarbin siganlarda oksidatif stresi indukledigi,
antioksidan savunma sistemlerini degistirdigi ve taurinin ise bu etkileri azaltici
yonde Ozelligi oldugu gorulda.

Anahtar Kelimeler: Methiocarb, lipid peroksidasyon, antioksidan enzimler,

taurin, E vitamini

Bu calisma istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan T-
338/03112003 nolu no’lu proje olarak desteklemistir.
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ABSTRACT

Ozden S. The Investigation of The Effects of Some Pesticides on Lipid
Peroxidation and Antioxidant Enzymes in Rats. istanbul University, Institute of
Health Science, Department of Pharmaceutical Toxicology. Doctoral Thesis.
istanbul. 2006.

In the present study, methiocarb, a N-methylcarbamate pesticide, was
investigated about the potency to induce oxidative stress and effect on
antioxidant systems.

This study was carried out with the groups of single dose (1/4 LDS50), 5 days
(1/10 LD50) and 28 days (1/50 LD50) repeated doses. For each groups
different subjects were investigated; () the degree of the oxidative damage
caused by methiocarb, (Il) the effects of methiocarb on glutathione (GSH) and
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase
(GSH-Px), catalase (CAT) and glutathione reductase (GSH-Rd), (lll) the effect
of taurin on these parameters compared to a standard antioxidant, vitamin E.
Rats were sacrificed after 24 hours the last administration and liver and kidney
tissues were removed. Levels of malondialdehyde (MDA) and GSH, the
activities of antioxidant enzymes SOD, GSH-Px, CAT and GSH-Rd were
determined in the liver and kidney tissue.

The results show that treatment with methiocarb increased significantly MDA
levels in all experiments when compared to control groups. Level of GSH,
activities of SOD and CAT were increased in single dose however in 5 and 28
days period, these parameters were decreased. Activity of GSH-Px was
increased in single dose and 5 days period and decreased in 28 days period.
GSH-Rd remained unchanged in all experiments. Taurin pretreatment reduced
methiocarb induced oxidative stress in all experiments with antioxidant activity.
As a result, it was observed that methiocarb induced oxidative stress and
affected the antioxidant defense mechanism in rats and taurin ameriolated
these effects of methiocarb.

Key Words:Methiocarb, lipid peroxidation, antioxidant enzymes, taurine,
vitamin E

This study was supported by The Research Support Unit of istanbul University as the
project no T-338/03112003.



1. GIRIS VE AMAG

Organizmada serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma sistemi
arasinda bir denge s6z konusudur. Cesitli endojen ve eksojen faktorlerin etkisi
ile serbest radikallerin asiri dizeyde olusmasi ve antioksidan savunmanin
yetersiz kalmasi vicutta oksidatif hasara yol agar. Serbest radikallerin meydana
getirdigi hasarlarin en dnemli mekanizmalarindan biri, hUcre membranlarindaki
¢oklu duymamis yag asidleri ile etkilesim sonucu baslayan lipid

peroksidasyonudur.

Organizmada serbest radikal ve reaktif oksijen tirleri olusumunun ana
kaynaklari ksenobiyotikler ve ksenobiyotiklerin biyoaktivasyonu sonucu olugan
urunlerdir. Bircok maddenin serbest radikal olusturarak oksidatif hasara neden
oldugu bilinmektedir. Ksenobiyotikler icerisinde 6nemli bir grubu olusturan
pestisidlerin neden oldugu toksik etkilerin ortaya ¢cikmasinda da serbest radikal
olusumunun o6nemli rol oynadigi cesitli arastirmalarin sonucunda ortaya

cikarilimistir.

N-metilkarbamat grubu pestisidler cesitli alanlarda  organofosfatlara
alternatif olarak c¢ok yogun bir sekilde kullanilan maddelerdir. Kolay
parcalanmalari nedeniyle tercih edilen bu maddelerin yaygin kullanimlari
maruziyet risklerini de arttirmaktadir. Asetilkolinesteraz enziminin reversibl
inhibitdrleri olan bu maddelerin toksik etkileri ile oksidatif hasar iligkisinin

arastirilmasina yonelik literatirde az sayida ¢alismaya rastlanmigtir.

Amacimiz, N-metilkarbamat grubu pestisidler icerisinde toksisitesi
yonunden en az arastirilan bir madde olan methiocarbin oksidatif stres
olusturma potansiyelinin in vivo arastirimasidir. Calismada, siganlara tek doz,
5 gun ve 28 gunluk tekrarlanan dozlarda methiocarb uygulanmasinin ardindan,
i) olugan oksidatif hasarin derecesi, ii) antioksidan enzimler ve glutatyon sistemi
uzerine etkisi iii) muhtemel hasarin taurin ile Onlenip 6nlenemeyeceginin

arastiriimasi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.0ksidatif Stres

Serbest radikaller, vlcutta surekli olarak olusturulan ve antioksidan
savunma sistemi tarafindan ortadan kaldirilan molekillerdir. Bu dengenin
bozulmasi, serbest radikallerin artmasina ve huicre hasari olusturmalarina yol
acar. Bu duruma oksidatif stres denilmektedir. Oksidatif stres, antioksidan
savunma mekanizmasinin yetersiz kalmasiyla yada gesitli durumlarda serbest
radikallerin artmasiyla olugur. Bunun sonucunda, hucrede DNA, protein, lipid,

karbonhidrat ve enzimler zarar gorebilir (1-5).

Oksidatif stres, ateroskleroz, diabet, kanser, kronik inflamasyon
hastaliklari, santral sinir sistemi bozukluklari gibi patofizyolojik olaylarda, hicre
yagslanmasinda ve dolayisiyla hucresel yikim, hicre hasari ve hicre olumunde
rol oynayan 6nemli bir mekanizma olarak son yillarda buyuk énem kazanmigtir
(5-9).

2.2.Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren
atom veya molekullerdir. Bu atom veya molekul ortaklanmamis elektronunu bir
baska moleklle vererek veya bagka bir molekulden alarak daha kararli hale
gelme egilimindedir. Bu nedenle serbest radikaller son derece reaktif
bilesiklerdir (4, 10-11).

Elektronlar, atomlarda orbital denilen bdlgelerde bulunur ve her bir
orbitalde birbirinin aksi yonde dénen en fazla iki elektron bulunur. Bir orbitalde
yalniz basina bulunan elektrona ortaklanmamis elektron (st kisma yazilan
nokta ile ifade edilir) denir. Biyolojik molekullerin ¢ogu ortaklanmig elektron

tasirlar.

2.2.1.Serbest Radikallerin Olusum Mekanizmalari
1.Kovalent baglarin homolitik béliinmesi: Kovalent bagh (: elektron ciftini
ifade eder) molekulin bdlinme sonrasinda her bir pargasinda ortak

elektronlardan birisi kalir.

X:Y - X +Y



2.Normal bir molekiilden tek bir elektron kaybi veya bir molekdliin
heterolitik  béliinmesi: Kovalent bagin agilmasi esnasinda molekuldeki

atomlardan birisi iki elektronu da alir.
X:Y - Xi+Y'
3.Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi:
X+e — X7

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelirler. Serbest radikaller, pozitif yuklu, negatif yukli veya notral
olabilirler (4).

2.2.2.Serbest Radikallerin Genel Reaksiyonlari

Serbest radikaller, diger molekullerle gesitli sekillerde reaksiyona girerler
(Tablo 2.1):

1.iki serbest radikal karsilastiklarinda, her ikisinin de ortaklanmamis
elektronlari bir kovalent bag olusturacak sekilde birlesirler ve radikal 6zelliklerini
kaybederler (11).

H +H — H;
2.Bir serbest radikal, radikal olmayan bir bilesikle reaksiyona girdiginde
yeni bir radikal olugur:

» Radikal, ortaklanmamig elektronunu eslemek Uzere radikal olmayan
baska bir bilesikten elektron alabilir (okside edici radikal)
X > e +X"7

» Radikal, ortaklanmamis elektronunu radikal olmayan bir bilesige
verebilir (redlkte edici radikal)
X+Y - X'+Y~

» Radikal, radikal olmayan bir bilegige katilabilir.
X +Y — [X-Y]

» Radikal, C-H bagindan bir hidrojen atomu koparabilir.
CH+OH — C +H0



Ancak bu reaksiyonlarin sonunda, radikal olmayan bilesik de radikal

haline gelir. Bu nedenle de serbest radikallerin radikal olmayan bilesiklerle

reaksiyonlari birbirini izleyen zincir reaksiyonlari seklinde olur (4, 12-13).

Tablo 2.1-Serbest radikaller ve yol agtiklari reaksiyonlar (4)

Siiperoksid ‘0-0

Fe** ve Cu" iyonlarini geri kazanma yoluyla
Haber-Weiss  reaksiyonunu  katalizleme,
hidrojen peroksid veya peroksinitrit olusumu

Hidrojen HO-OH Hidroksil radikali olugsumu, enzim
peroksid inaktivasyonu, biyomolekullerin oksidasyonu
Hidroksil OH' Hidrojen c¢ikariimasi, serbest radikallerin ve
radikali lipid peroksidlerin Gretimi, tiyol oksidasyonu

Butun biyomolekillerin  6zellikle gift bag
Ozon 0=0"-0" icerenlerin oksidasyonu, sitotoksik aldehid ve

ozonit olugsumu

Cifte baglarla reaksiyon, peroksidlerin
Oksijen 0=0 olusumu, aminoasidlerin ve nukleotidlerin

olusumu

Nitrik oksid ‘N=0

Peroksinitrit  olusumu, diger radikallerle
reaksiyon

Peroksinitrit O=N-0-0"

Hidroksil radikali olugsumu, tiyollerin ve
aromatik gruplarin  oksidasyonu, ksantin
dehidrojenazin ksantin oksidaza donugumd,
biyomolekullerin oksidasyonu

Amino ve  kukurt igeren  gruplarin

Hipoklorit cio oksidasyonu, klorin olugsmasi
Hidrojen c¢ikarilmasi; peroksil radikalleri ve
Radikal R’ diger radikallerin olusumu, lipidlerin ve diger
biyomolekullerin bozunmasi
. Hidrojen c¢ikariimasi, radikallerin olusumui;
Peroksil S J : AN
radikali R-0-0 lipidlerin ve diger biyomolekullerin

bozunmasi

Hidroperoksid R -O - OH

Biyomolekullerin ~ oksidasyonu,  biyolojik
membranlarin bozulmasi

Bakir ve Cu*
demir iyonlan feg3*

Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlariyla
hidroksil radikali olusumu




2.3.Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en dnemli serbest radikaller, molekuler oksijenden
tireyen oksijen radikalleridir (Tablo 2.2). Molekuler oksijen, tasidigr iki
ortaklanmamis elektron (O-O) nedeniyle bir diradikal olarak degerlendirilir.
Oksijenin bu o6zelligi diger serbest radikallerle kolaylikla reaksiyona girmesini
saglar. Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona girer. Oksijen
elektron alarak en son suya indirgenir. %98 oraninda mitokondrilerde
gerceklesen bu indirgenme sonucunda c¢ok reaktif Grlnler olan suUperoksid
radikali (O2"), hidroksil radikali (OH") ve hidrojen peroksid (H2O,) meydana gelir
(11, 14-15) (Sekil 2.1).

Tablo 2.2-Biyolojik Gnemi olan reaktif oksijen tlrleri (4)

Radikaller Non-radikaller
Superoksid, 02" Hidrojen peroksid, H,02
Hidroksil, OH Hipoklor6z asid, HOCI
Peroksil, RO’ Ozon, O3

Alkoksil, RO’ Singlet oksijen, O°
Hidroperoksil, HO Peroksinitrit, ONOO"~

Nitrik oksid, NO* Hidroperoksid, L(R)OOH




(4-0:0-4) Z'Oz /A"Oz (0:0:H)
0, (4-0:0-4)

o
H,0, (H:0:0:H)

- 0
-OlH (-0:H)

e
H,0 (H:0:H)

Sekil 2.1-Oksijenin suya indirgenmesi ve diger oksijen radikallerinin olusumu
(15)

2.3.1.Superoksid Radikali

Canlilarda olustugu bilinen ilk radikal O, radikalidir ve baslica su

mekanizmalarla olusmaktadir (4, 16, 20-22):

1.indirgeyici 6zellikteki biyolojik molekiller, oksijene tek elektron verip
kendileri yukseltgenirken O, radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,

katekolaminler, ferrodoksinler bunlara ornek verilebilir.
O,+e — 0,7

2.Basta cesitli dehidrojenazlar ve oksidazlar olmak Uzere, enzimlerin

katalitik etkisi sirasinda O, radikali bir Urtn olarak olusabilir.

3.Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken,
indirgenmis nikotinamid adenin dintkletid dehidrojenaz (NADH dehidrojenaz) ve
koenzim-Q gibi elektron tasiyicilardan, oksijene elektron kagagdi sonucu

tuketilen oksijenin % 1-5 kadari O2"~ olusumuna neden olur.



4.Aktive edilen fagositik I0kositler, O, Ureterek O, i fagozom igine ve
bulunduklari ortama verirler. Antibakteriyel etki icin gerekli olan bu radikal

yapimi, daha reaktif tirlerin olusumunu da baglatir.
Yer aldigi reaksiyonlar:

1.0, radikali, direkt olarak fazla zararh degildir. Asil énemi H,0,
kaynagi olmasi ve gecis metal iyonlarini indirgeyici olmasidir.

0, " +0, " +2H" —S°9° , H,0,

SOD enzimi tarafindan katalize edilen bu tepkime “dismutasyon
tepkimesi” olarak adlandirilir. Oy radikali, 6zellikle hafif asidik kosullarda SOD

enzimi olmadan da kendiliginden dismutasyonla H,O; e gevrilebilir.

2.0, radikali, hem oksitleyici hem de indirgeyici Ozellige sahiptir.
Ferrisitokrom c’nin ya da nitroblu tetrazolyum’un rediksiyonunda bir elektron
kaybeder ve oksijene okside olur. Bu reaksiyonlar, SOD enzimi tarafindan
inhibe edilir. Bundan yararlanilarak SOD enzim aktivitesi ve fagositler tarafindan

uretilen O™ tayini yapilir.
Sit ¢ (Fe*") + 0~ — 0, + Sit ¢ (Fe*)

Oksidan olarak gorev yaptiginda ise, epinefrinin oksidasyonunda bir elektron

alir ve H20; e indirgenir.

3.0, radikalinin nitrik oksid ile birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen

tirevi olan peroksinitrit meydana gelir.
02" + NO© — ONOO

Boylece nitrik oksidin etkisi inhibe edilir. Ayrica, peroksinitritlerin
dogrudan proteinlere zararli etkileri vardir ve azot dioksit, OH" radikali ve

nitronyum iyonu gibi toksik trunlere de donusurler.

SOD enziminin yuksek katalitik etkisi ile hlcrelerde O, birikimine izin
verilmez. Ancak cesitli patolojik durumlarda O, yapiminin artmasiyla O, e

0zgu tepkimeler gorilmeye baslar (23) :



» O radikali, metal iyonlarini indirgeyerek bagli oldugu proteinlerden
salinimina neden olur. Kofaktorlerin oksidasyon dizeylerini bozar ve metal

iyonlarinin katildigi OH" radikali yapim tepkimelerini hizlandirir.

» Diger radikallere gore daha az reaktif olsa da indirgenmis

nukleotidleri, bazi aminoasidleri ve antioksidan bilesikleri oksidler.

» O57 radikali, hicre zarlarinin hidrofobik ortamlarinda daha uzun
Oomurlu ve ¢ozunurlgu daha fazladir. Zar fosfolipidleri nedeniyle hicre zari
yuzeyleri daha asidiktir ve O, radikali burada daha kolayca bir proton alarak
hidroperoksid radikalini (HO;") olusturur. Bu radikal de ¢ok reaktif olup, hicre
zarlarinda lipid peroksidasyonunu baglatabilir ve antioksidanlari yukseltgeyebilir
(24-25).

0O, + H" — HOz_

2.3.2.Hidrojen Peroksid
Biyolojik sistemlerde O,~ radikallerinin enzimatik ve non-enzimatik

dismutasyonu sonucu olusur (4, 11, 16).
0, +0," +2H" 32, H,0, (enzimatik)
0, " +2e +2H" — H;0; (non-enzimatik)

Non-enzimatik dismutasyon pH 4.8de en hizidir. Enzimatik
dismutasyonda; O radikalinin SOD enzimi tarafindan dismutasyonu ise daha

genis bir pH araliginda gercgeklesir.

H,O, bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif oksijen turleri icine girer
ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Cinkl O radikali ile
reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest radikal olan OH" radikalini

olusturur (Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonu) (17, 18, 26).

H,O, oksitleyici ve indirgeyici 0Ozelliginin zayif olmasi ve reaktif
olmamasina karsilik, molekuler yapisinda su bulundurmasindan dolayi biyolojik
membranlari kolaylikla gegebilir. O, radikalinde ise bu 6zellik yoktur. H,O», bu
sayede olustugu yerden ¢ok uzaklara gidip hucre kompartmanlari boyunca ve

hicreler arasinda serbest radikal indukli hasari iletmektedir. Proteinleri, tiyol



grubu iceren enzimleri, fosfolipidleri, karbonhidratlari ve DNA’y1 hedef alip

Fenton reaksiyonu araciliiyla hasarlara yol agabilir (27-28).

2.3.3.Hidroksil Radikali
OH’ radikali, biyolojik sistemlerde bilinen en reaktif radikal molekuludur

ve ¢ok yonlu reaksiyonlar sonucu olusabilir (4, 16):

1.H20, deki O-O baginin homolitik fizyonu ile 2 OH" radikali olusur.

Homolitik fizyon 1s1 yada iyonize radyasyonla olusabilir.
H-O0-0-H — OH +OH’

2.H,0, ve Fe?" tuzlarinin bir arada bulunmasiyla OH" radikali olusur.
Fenton reaksiyonu olarak da bilinen bu reaksiyon asagida gdsterilmistir (Sekil
2.2).

H,0, +Fe?* — OH + OH + Fe**

Bu basit reaksiyon, biyolojik sistemlerde bircok seri radikal

reaksiyonlarinin olusumunu tetikler.

o 0,
soy
03 3 HOOH
2H* /— Fe(ll), Cu(l), Mn(ll), Cr(V), Ni(Il)
\> Fe(lil), Cu(il), Mn(l11), Cr(V1), Ni(lt1)
HO' OH

Sekil 2.2-O,"" radikali ve H,O, den OH radikali olusumu (4)

3.H20, ve O, radikalinin etkilesmesi sonucu OH" radikali olusur.
H,0,+ 0" — O+ OH + OH

Yukarida gecen reaksiyon 1934 senesinde F. Haber ve J. Weiss

tarafindan bulunmustur ve Haber-Weiss reaksiyonu olarak bilinmektedir.
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Reaksiyonun hiz sabiti sulu ¢ozeltilierde hemen hemen sifirdir. Bununla beraber
ortamda gecis metal iyonlarinin bulunmasi reaksiyonun hizl bir sekilde cereyan
etmesine sebep olmaktadir. Gegis metalleri, bir veya daha fazla sayida
ortaklanmamis elektron icerir ve elektron alip verme yetenegindedirler. Insan
organizmasi igin en dnemli gegis metalleri demir ve bakirdir. Demir ve bakir bir
cok enzimin aktif bolgelerinde ve mitokondriyel elektron tasima zincirinde yer
almaktadir. Demir, transferrin proteini tarafindan tasinmakta, ferritin ve
hemosiderin seklinde depo edilmektedir. Bakir ise seruloplasmin proteinine
baghdir. Cesitli nedenlerle fizyolojik kosullar bozuldugunda, kontrol
mekanizmalarinin da zarar gormesi sonucu Haber-Weiss reaksiyonu demir ve
bakirin katalizorlugunde gerceklesebilir. Demir iyonlari ile katalizlenen reaksiyon
asagidaki sekilde yurur (4-5, 17-18).

Haber-Weiss reaksiyonu:

0, +Fe* — 0, +Fe*

Fe** + H,0, — Fe* + OH" + OH

Net reaksiyon:

0, "+ H,0, — O,+OH +OH

OH’ radikali, hucrelerde hemen hemen her tip molekille reaksiyona
girebilen, bilinen en reaktif oksijen radikalidir. Yarilanma 6mri c¢ok kisadir.
Karbonhidratlar, aminoasidler, fosfolipidler, DNA bazlari ve organik asidler gibi
elektronca zengin bir¢ok biyolojik molekul ile reaksiyona girer. Bu reaksiyonlar,

hidrojen atomu koparma, katilma ve elektron transferi seklinde gergeklesir (19).

2.3.4.Singlet Oksijen

Singlet Oksijen ('0,), ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal
olmayan bir reaktif oksijen molekuludir. Serbest radikal reaksiyonlari sonucu
meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina da sebep
olur. Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yonunde
olan bagka bir orbitale gegcmesiyle olusur. Delta ve sigma olmak Uzere 2 sekli
vardir. 'O,, uyarilmis elekronlarin daha diisiik enerji seviyelerine inmesiyle I1sik
yayar. 'O, in kimyasal bir bilesikle etkilesimi sonucu kemiluminesans meydana
gelmesi ve bunun Olgulmesiyle reaktif oksijen turlerinin direkt tayini
yapilabilmektedir (4, 14).
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2.4.Serbest Radikallerin Kaynaklari
Serbest radikaller organizmada metabolik aktivite sonucu olarak
meydana gelen oksidasyon ve reduksiyon reaksiyonlari sirasinda yada gesitli

dis kaynakli etkenler ile olugabilir (29-30).

2.4.1.Endojen Serbest Radikal Kaynaklari
Endojen serbest radikal kaynaklari Sekil 2.3'de 6zet olarak verilmigtir.

kanisik fonksiyonlu oksidaz elektron transportu
sitokrom p450 ve b,
/ miyeloperoksidaz
(oksidatif patlama:fagositler)

endoplazmik retikulum

lizozomlar

sitoplazma

++(+)
peroksizom F

Cu*™® mitokondri

q 'q‘*;o'o;"‘o-,.
\J M vo
QALL

hiicre membrani

ksantin oksidaz
hemoglobin
riboflavin
katesolaminler

elektron transport sistemi

lipid tabakasi
oksidazlar %ﬁ
flavoproteinler %ﬁﬁ A AR
gegis metalleri ‘\

lipoksijenaz
prostaglandin sentezi
NADPH oksidaz (oksidatif patlama:fagositler)

Sekil 2.3-Endojen serbest radikal kaynaklari (30)

Plazma membranlan
Plazma membranlari, hem serbest radikal olusturma hem de serbest
radikallere hedef olup zincir reaksiyonlarinin ve lipid peroksidasyonun

gerceklestigi yer olmasi nedeniyle blylk dneme sahiptir.

Prostaglandin  sentezinde, siklooksijenaz  enzimleri  tarafindan
katalizlenen arasidonik asidin oksidasyonu sirasinda OH" radikali olusur (Sekil
2.4) (31).



12

ARASIDONIK ASID

Lipoksijenaz Siklooksijenaz

Hidroperoksieikozatetraenoik Prostaglandin endoperoksid

asid
Peroksidler Serbest radikal

ara trdnler

Lokotrienler Tromboksanlar Prostaglandinler

Sekil 2.4-Arasidonik asid metabolizmasi sonucu olusan serbest radikaller (29)

Enzimler

Aktive fagositik hidcrelerde, plazma membranindaki indirgenmis
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz) O," radikali
uretimine aracilik eder (32).

En cok galisilan enzimlerden biri de ksantin oksidazdir. in vivo olarak
ksantin/hipoksantin oksidasyonu ksantin dehidrojenaz enzimiyle katalizlenir. Bu
enzim; substratlardan aldigi elektronlari, O, den ¢ok nikotinamid adenin
dintikleotid (NAD'Ye tasir. Ksantin dehidrojenaz, purifikasyonu esnasinda
proteolitik enzimler tarafindan tutulmasi veya tiyol (-SH) gruplarinin
oksidasyonu nedeniyle ksantin oksidaza donusur. Normal in vivo kosullarda,
hayvan ve bitki dokularinin sitozollerinde yerlesmis olan bu enzim ile
katalizlenen ksantin/hipoksantin metabolizmasi sonucu O,"~ radikali olusmaz.
Bununla birlikte, doku hasari olustugunda dehidrojenaz-oksidaz donusumu
meydana gelir. Ksantin oksidaz, hipoksantin ve ksantinin Urik aside

oksidasyonunu katalizler ve bu esnada da O,, O, ve H,O; e indirgenir (4).

Sitokrom P-450, detoksikasyon reaksiyonlari sirasinda O,~ radikalleri

olusumuna neden olur (33).

Otooksidasyon Reaksiyonlari

Bazi biyolojik molekuller oksijen varliginda oksidlenir ve bu esnada O,
O,"" e donusur. Bu molekdller, gliseraldehid, indirgenmis flavin mononukleotid
(FMNH2), indirgenmig flavin adenin dinukleotid (FADH;) adrenalin,

noradrenalin, L-dopa, dopamin, tetrahidropteridinler ve sistein gibi tiyol
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bilesikleridir. Tetrahidropteridinler; nitrik oksid sentetaz, fenil alanin hidroksilaz

ve tirozin hidroksilaz gibi oksijenaz enzimlerinin kofaktoridur.

Og2, cok reaktif olmadigi icin bu otoksidasyonlar demir ve bakir gibi gegis
metal iyonlarinin eklenmesiyle hizlandirlir, yani metal iyonlariyla katalizlenir (4,
29).

Hem Proteinleri
Demir, hemoglobin ve miyoglobinin hem halkalarinda Fe?* seklindedir ve

O, baglanana kadar bu sekilde kalir.
hem - Fe** - 0, <> hem - Fe** -0,

Fe** ye O, nin baglanmasiyla, Fe** e de O, baglanir. Oksihemoglobin

molekulinin dekompozisyonu ile ise O, agida cikar.
hem - Fe** -0, — hem -Fe* + 0,

Hem halkasindaki Fe®* O, ne baglanamaz, bu yiizden inaktiftir ve
methemoglobin olarak bilinir (miyoglobin ve metmiyoglobin igin de durum
aynidir). insan eritrositlerindeki hemoglobinin %3’Gniin her giin bu sekilde
oksidasyona ugradigi saptanmigtir. Hemoglobin ve miyoglobin oksidasyonu
nitrit iyonu veya gegis metal iyonlarinin (6zellikle bakir) varliginda hizlanir (34,
35).

Mitokondriyel Elektron Transportu
Cogu aerobik hicrelerde de O, radikalinin en onemli kaynagi, elektron
transport zincirleridir. Bunlar bakteriyel membranlarda ve okaryotik hicrelerin

mitokondri ve endoplazmik retikulumlarinda bulunur.

Mitokondrilerde solunum zincirindeki elektron tagsiyicilarindan kacgan

elektronlar molekuler oksijenle birleserek O, olusturabilir.

Memeli sitokrom oksidaz aktivitesinin O, ne doygun oldugu durumlarda
elektron tasinma orani ve dolayisiyla O;" radikal olusumu mitokondriler

tarafindan arttirilir.

Fizyolojik O, duzeylerinde, O, nin yaklasik %1-3’0 mitokondride O,"" e
donustarulir. Mitokondrinin hasari sonucu elektron tagsinmasi ve O, olusumu
artar (36).
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Mitokondriyel DNA

Solunum zincirinde mitokondri tarafindan O, radikallerinin olusumu;
mitokondriyel proteinlere, lipidlere ve DNA’ya hasar verir. Mitokondriyel
DNA'daki mutasyonlar yagli dokularda birikir (37-38).

Bakteriyel Siiperoksid Olugsumu

E. Coli Uzerindeki calismalar, bazi sitozolik enzimlerin O,™~ olusturdugunu
fakat baslica O,"~ kaynaginin elektron transport zinciri oldugunu gostermistir
(39).

Peroksizomlar

Peroksizomlar, yuksek konsantrasyonlarda oksidazlar i¢germelerinden
dolay! hucresel H,O, in 6nemli kaynaklaridir ve H,O» in prekursoru olarak da
O2" in olustugu gosterilmistir. Peroksimal H,O, olusturan enzimler arasinda
D-aminoasid oksidaz, Urat oksidaz, L-a-hidroksiasid oksidaz ve yag asidi-agil-
CoA oksidaz bulunur (40).

Endoplazmik Retikulum

Farkli dokulardan izole edilen ve endoplazmik retikulum iceren
mikrozomal fraksiyonlar, NADPH ile inklbe edildiginde O, ve H>O; olustugu
gosterilmistir. Bu olusum orani, yuksek O, konsantrasyonlarinda artar. Bu
reaktif oksijen tdrleri, blylk Olglide sitokrom P-450 sisteminden
kaynaklanmaktadir (33, 41).

Cekirdek

Hucre cekirdegini cevreleyen membran, NADH veya NADPH varliginda
ve O, konsantrasyonlarinin artmasi ile O, olusturan elektron transport zinciri
icerir. Bu yol, olusan oksijen radikallerinin nukleer DNA'ya yakin olmasindan

dolayi canlilar agisindan 6nemlidir (4).

Metal iyonlarinin Ayrismasi
Gecis metalleri, 6zellikle demir ve bakir, fizyolojik sartlarda cesitli
oksidasyon basamaklarinda bulunurlar. Oksidasyon basamaklari arasindaki

elektron aligverigi ylkseltgenme ve indirgenme reaksiyonlari ile olur.
Fe* +e < Fe*

Cu**+e « Cu'
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Gecis metalleri bu 6zelliklerinden dolayi serbest radikal reaksiyonlarini
hizlandirir ve katalizér vazifesi gorurler. Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari ile

H>O, ve O, ™ den OH" sentezini katalizlerler.

Metal iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil 6nemli etkileri ise

ise lipid peroksidasyon uzerine olanlardir (4, 14, 30, 42).

2.4.2.Eksojen Serbest Radikal Kaynaklari

Eksojen serbest radikal kaynaklari olarak ise radyasyon, dogal gaz,
sudaki klor ve ozon gibi gevre kirlilikleri, sigara dumanindaki nitrik oksid ve
aldehidler ve ayrica ilaglar, pestisidler ve diger ksenobiyotikler gosterilebilir
(Sekil 2.5) (43-45).

Normal Metabolizma
Yiiksek oksijen

\ l / basinc

Radyasyon ———» ()2 <+—— Sjgara dumani (NG,)

Inflamasyon

//" "\\ Ksenobiyotikler

Ozon (flac ve pestisidier)
Yaglanma Reperfiizyon hasari
Iskemi " Reaktif oksijen tirleri
\ (05, H,0,.OH")

' HUCRE '\

\ HASARI /,

¢

".
NN

S S, a2l
o

Sekil 2.5-Eksojen serbest radikal kaynaklari (44)
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2.5.Serbest Radikallerin Hasar Yapici Etkileri

Serbest radikaller; proteinler, lipidler, karbonhidratlar, nukleik asidler ve
DNA Uzerinde hasar yapma kapasitesine sahiptirler. Bu nedenle, hucre igi
savunma mekanizmalarini inaktive etmeye yeterli konsantrasyona ulastiklarinda
hicre ici bilegenlerle reaksiyona girerek metabolik ve hucresel bozukluklara
sebep olabilirler (Sekil 2.6).

Serbest radikaller/Reaktif ara uriinler
(metaller, kovalent baglanma)

\ \ v

{ Lipidler Proteinler DNA }

Tiyollerin oksidasyonu

E vitamini
4— (GSH, X-SH) DNA hasan
oksidasyonu 5 Karbonil olugumu F

N ] Ca”ve diger iyon Poli ADP Gen
Lipid peroksidasyonu tasima sistemlerinde ribosilasyonu | baskilanmasi
hasar
‘Membran hasari ; l /
Normal iyon gecisinin ATP ve NAD(P)(H)
bozulmasi 1n tiiketilmesi

Cesitli enzimlerin
aktivasyonu/deaktivasyonu

v 4/

]
Hiicre Hasan

Sekil 2.6-Hucresel serbest radikal hasari (30)

Oksidatif stresin hedefi, hdcrenin cinsine, maruz kalinan strese ve
siddetine gére degisir. Ornegin; karbontetrakloriir  hiicrelerde lipid
peroksidasyon yoluyla hasar olustururken, H,O, in hucresel hasari ise DNA
uzerindedir (29, 30, 46).

2.5.1.Nukleik Asitler ve DNA’ya Etkiler
Reaktif oksijen turleri, DNA Uzerine direkt kimyasal saldir ile ya da
indirekt mekanizmalarla DNA hasarina neden olabilir. DNA hasarina neden olan

radikal olusum mekanizmalari sunlardir:
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> lyonize radyasyona maruz kalma, yiiksek O, konsantrasyonu, aktive
fagositik hucreler, redoks donglu kimyasallari, sigara dumani veya

ozona maruziyet,

» Hy0,, peroksinitrit, nitréz asid ve organik hidroperoksidlerin artisi,

» Otooksidasyon kimyasallarina maruz kalma (dihidroksifumarat,
dopamin, L-dopa, noradrenalin, adrenalin)

» Ksantin oksidaz substratlari olan ksantin veya hipoksantine
maruziyet,

» Tumor nekroz faktér (TNFa) artigi.

DNA hasari, baz degisiklikleri, tek ve c¢ift zincir kirilmalari veya
kromozomal ayrilmalar seklinde gergeklesmektedir. Oksidatif DNA hasarinin
mutajenez, karsinojenez, yaslanma, diyabet, inflamasyon hastaliklari, karaciger

hastaliklarinin gelisiminde énemli rolt oldugu ileri strtlmektedir (46-49).

Oksidatif strese maruz kalmis memeli hiicrelerinde, guaninin OH" radikali
tarafindan  oksidasyonu sonucu 8-hidroksi-2-deoksiguanozin  (8-OHdG)
olusmaktadir, bu urin DNA'nin yapisini degistirir ve mutajenik ve karsinojenik
Ozelliklere sahiptir. Bu Grund, idrarda takip etmek suretiyle oksidatif DNA
hasarinin derecesini saptamanin mumkun oldugu ileri surilmekte ve bu amacla

cesitli yontemler gelistiriimektedir (50).

2.5.2.Proteinlere Etkiler

Proteinler, son yillarda serbest radikal hasarinin hedefi olarak 6nem
kazanmigtir. Doymamig bag ve sulfur igeren molekullerin serbest radikallerle
reaktivitesi yuksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin
ve sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenirler. Ozellikle sulfir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana
gelir. Bu reaksiyonlar sonucu immunglobulin G ve albumin gibi fazla sayida
disulfid bagi bulunduran proteinlerin U¢ boyutlu yapilari bozulur ve bdylece

normal fonksiyonlarini yerine getiremezler (46, 51).

Pirolin ve lizin H,O2 O, OH’ radikalleri Ureten reaksiyonlara maruz

kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler.
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Hipoklordz asid gibi oksidatif molekuller, metal katalizérliglinde (protein
yapisina metal badglanarak) tirozinin, 3-klorotirozine ve histidinin, 2-okso

histidine oksidlenmesine sebep olur.

Hem proteinleri de serbest radikaller tarafindan etkilenen molekullerdir.
H>0, ve O, radikalinin etkisi ile oksihemoglobin methemoglobine dontsur (35).
Protein oksidasyonunun, ateroskleroz, diyabet, iskemi-reperflizyon
hasari, romatoid artrit, alzheimer, parkinson ve yaslanma gibi birgok patolojik

hastaliklarin gelismesi ile ilgili olabilecedgi ileri sirulmektedir (52, 53).

2.5.3.Karbonhidratlara Etkiler

Serbest radikallerin karbonhidratlar Gzerine de O6nemli etkileri vardir.
Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu; H2O,, peroksid ve okzoaldehid
yapisinda urlnler meydana gelir. Bunlar, diyabet, kanser, sigara icimi ile iliskili
kronik hastaliklar gibi patolojik proseslerde énemli rol oynarlar. Okzoaldehidler,
DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma
Ozelliklerinden dolayi antimitotik etki gosterirler. Bu ylzden kanser ve yaslanma

olaylarinda rolu oldugu dusinUtlmektedir (54).

2.5.4.Membran Lipidlerine Etkiler

Biyolojik membranlar ve huicre i¢i organeller (mitokondri, endoplazmik
retikulum), membran fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asidlerinin varhgi
nedeniyle oksidatif ataklara duyarlidirlar (Sekil 2.7). Bundan dolayi, serbest
radikallerin ataklari sonucunda lipid peroksidasyonu denilen bir seri reaksiyon
baglar. Lipid peroksidasyonu, membran lipidlerinin oksidatif hasari sonucunda
hicre membran yapisinin bozulmasidir. Hiicre membranlarinin butinligu ve

akiciligi, hicrenin devamlih@r agisindan énemlidir (4).
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\ ! Fosfolipid tabakasi

Fosfolipid

o )Lv\/\\/\‘/’\/\/\/\
- CH,

Sekil 2.7-Hucre fosfolipid tabakasi (55)

2.5.4.1.Non-enzimatik Lipid Peroksidasyon
Lipid peroksidasyonu U¢ asamada gergeklesir (Sekil 2.8) (55-62):

1-Baslangi¢ Asamasi: Organizmada olusan bir serbest radikalin
membran yapisinda bulunan ¢oklu doymamig yag asidi (RH) zincirindeki bir
metilen grubundan H* atomunu koparmasi ile baglar. Yag§ asidlerindeki ¢ifte bag
varhigi C-H bagini zayiflatarak H* atomunun kopmasini kolaylastirir. ilk H*
atomunu koparacak aktivitedeki radikaller; OH®, alkoksil, peroksil ve
hidroperoksil radikalleridir. Hidrojen kopmasi sonucunda yag asidi zinciri,
karbon merkezli bir lipid radikali (R") 6zelligi kazanir. Bir veya sifir gifte bagi
olan yag asidleri, bu tip saldirilara goklu doymamis yag asidlerine oranla daha

direnclidir.

2-Gelisme Asamasi: Lipid radikali, molekuler bir dizenleme ile konjuge
dien formuna donugerek stabilize edilir. Bunu takiben molekuler oksijen ile

reaksiyon sonucu lipid peroksil radikali (ROQO") olusur.
R+ 0, — ROO’

Lipid peroksil radikali, komsu yagd asidlerini de etkileyerek yeni lipid
radikallerinin (R") olusumuna yol acgarken, kendisi de ag¢iga ¢ikan H' i alarak
lipid hidroperokside (ROOH) donusur. Bdylece zincir reaksiyonlari kendi

kendine katalizlenerek devam eder.

ROO"+RH — ROOH +R
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Sonugta, birgok yag asidi zinciri lipid hidroperoksidlere cevrilmis olur.
Hidrofilik 6zellikteki lipid hidroperoksidler, membranlarda butlinligu, akiciligi ve

gecirgenligini 6nemli dlgude zarara ugratir.

B Nt N NS

yag asidi
(RH) l -H H' kopmasiyla serbest
radikale donlisiim

R /N_A__NA__/

merkezli
radikal l

Molekiiler diizenleme

eV AN
Konjuge

dien
1 + 02 Oksijen alimi

ROO’ ——
Peroksil /\
radikali P

o 1 +H Yag asidinden H ¢ikmasi
Hidro
peroksid P

P

H

Sekil 2.8-Lipid peroksidasyon mekanizmasi (62)

Lipid hidroperoksidler, oldukga dayanikh  molekdllerdir. Fakat
yikimlanmalari yuksek sicaklik ve metal iyonlarinin varliginda artar ve boylece
lipid peroksidasyon hizlanir.

Cu*?, Fe*

2ROOH —» ROO" +RO + H" + OH~
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Reaksiyon zincirinin sonlanmasi, oksijen konsantrasyonu ve zincir Kirici

antioksidanlarin miktari gibi faktorlere baglidir.

3- Sonlanma Asamasi: Lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlari, iki lipid
peroksid radikalinin etkilesimi ile radikal olmayan bir Grin olusuncaya kadar

devam eder.
ROO +R" — ROOR
R"+R" — RR

Lipid hidroperoksidlerin yikimi sonucunda sekonder lipid peroksidasyon
arinleri  olan hidrokarbon gazlari ve aldehidler olugur. Bu Urdnler,
peroksidasyonun oldugu bdlgeden hlcrenin diger bolimlerine difiize olarak

hicre bilesenlerine zarar verirler (58, 63).

2.5.4.2 Enzimatik Lipid Peroksidasyon

Siklooksijenaz ve lipoksijenaz enzimleri, kendilerinin substratlari olan yag
asidlerinde belirli bir oranda lipid peroksidasyonu meydana getirirler ve bunun
sonucunda Onemli biyolojik fonksiyonlara sahip hidroperoksidler ve
endoperoksidler olusur. Prostaglandinler, siklooksijenazlar tarafindan katalize

edilen aragidonik asidin peroksidasyonu sonucu olusurlar (62, 64).

2.6.Lipid Peroksidasyon Uriinlerinin Olgiilmesi

Lipid peroksidasyon duzeyi, ¢oklu doymamis yag asitlerinin hasari ve
birincil ve ikincil peroksidasyon urunlerinin élgulmesi ile belirlenir (Sekil 2.9) (55,
59, 60, 65-66).

2.6.1.Aldehidlerin Olgiimii

Aldehidler, biyolojik sistemlerde lipid hidroperoksidlerin yikimi sonucunda
olusurlar. Bunlardan en 6nemli olanlari 4-hidroksi-2-trans-nonenal (HNE) ve
malondialdehid (MDA)dir (67). 1960’larda Schauenstein ve Esterbauer bu

aldehidlerin 6Gnemini vurgulamislardir.
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I Doymamis yag asidi }
lg serbest radikal
UV spektroskopi 4———— ’ Konjuge dien ]
IS
FOX analizi
kemiluminesans, <—————— l Lipid hid roperoksid '
lyodometrik analiz
Alkoksil radlkallerl Peroksﬂ radikalleri

GC <+— Alkanlar %bozunmam
izoprostanlar —» GC-MS,

GC-MS, «——— Aldehidler Immunolojik analizler
HPLC orn. MDA, HNE

Monoldihidroksi

yag asidleri e GO

ilerlemis lipid peroksidasyon

Sekil 2.9-Lipid peroksidasyonu urunlerinin tayini (65)

2.6.1.1.Malondialdehid (MDA)

MDA, ugucu, disik molekul agirhgina sahip (MA=72,07 g/mol), zayif
asid karakterde (pK,=4,46), kisa zincirli bir 1,3-dikarbonil bilesigidir. Noétral ve
alkali kosullarda enolat iyon formunda bulunur (Sekil 2.10). MDA asidik (Amax:
245 nm) ve alkali yada noétral c¢ozeltilerde (Amax: 267 nm) 1s131 UV alanda
absorbe eder. MDA, 2 yada daha fazla cifte bag iceren ¢oklu doymamis yag
asitlerinin (linolenik asid, arasidonik asid, dokosaheksaenoik asid) oksidatif

peroksidasyonu sonucu olusur.
'e) ) o H H
4,5
’ » / !

Sekil 2.10-MDA'nin kimyasal yapisi (68)

Fizyolojik kosullar altinda orta derecede reaktiftir ve hem elektrofilik hem
de nukleofilik olarak etki gosterebilir. Primer amin grubu igeren protein, nukleik
asid, aminofosfolipidler gibi fizyolojik molekuller ile reaksiyona girer. Memeli

dokularinda MDA hizlica metabolize olur. Aldehid dehidrojenazlar tarafindan
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malonik aside okside olur. Malonik asid, mitokondride suksinat dehidrojenaz

enziminin yarismali inhibitéradur (4, 68).

Biyolojik orneklerde lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak MDA
tayini yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. MDA, biyolojik materyallerde
serbest ve bagll sekillerde bulunur. Serbest MDA normalde ¢ok azdir. Bagli

MDA ise sicak asid veya alkali ile serbestlesebilir (65, 66, 68).

2.6.1.1.1.Tiyobarbitiirik Asid ile Reaksiyon Veren Maddelerin (TBARS)
Olguimui

1944 yilinda Kohn ve Liversedge tarafindan bulunan yontemin esasi,
malondialdehidin asid ortamda ve yuksek sicaklikta tiyobarbiturik asid (TBA) ile
reaksiyonuna dayanir. Asidik kosullar altinda isitildiginda; bir molekil MDA, iki
molekul TBA ile reaksiyona girer ve sonucunda 532 nm’de (fluoresans: 553 nm)
maksimum absorbans gosteren pembe renkli bir kompleks olusur. Fakat, TBA
testi spesifik degildir. Cinki MDA’dan baska diger birgok aldehidler de TBA ile
reaksiyona girerek kompleks olusturabilir ve ayrica, analizde inkUbasyon
esnasinda lipid peroksidlerin pargcalanmasi sonucu olusan Urunler de TBA ile
reaksiyona girebilir. inkiibasyon ortaminda metal iyonlarinin bulunmasi da MDA
olusumunu arttirir (67, 69-73).

Analiz esnasinda olusabilecek lipid oksidasyonlari 6nlemek icin érnege
onceden antioksidan olarak butilhidroksitoluen (BHT) yada etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) eklenebilir (67, 73). Ayrica doku homojenatlar ile
yapilan galismalarda ise, proteinler ve okside lipidler trikloroasetik asid (TCA) ile
¢cOkturllerek uzaklastirilabilir. Ve boylece TBA ile reaksiyon verebilen
bilesiklerin olusturduklari girisim en aza indirilmis olur (67). Bu yodntemin
spesifikligi, olusan MDA-TBA kompleksini yuksek basingl sivi kromatografisi
(HPLC) ile de tayin ederek geligtirilebilir. Uygun temizleme islemlerinin ardindan
ters faz-HPLC ile yapilan c¢alismalarda girisimlerin  minimum oldugu
belirtiimektedir (74-85) ve ayrica fluoresans dedektor de kullanilarak hassasiyet
arttinlabilir (86-92).

Kolay ve hizli uygulanabilir olmasi en énemli avantaji olan bu yontemin,

lipid peroksidasyon oélgen diger yontemlerle korelasyonunun da iyi oldugu
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gosterilmistir.  Yontem, cesitli arastirmacilar tarafindan yapilan bazi
modifikasyonlarla in vivo/in vitro c¢esitli deney sistemlerine uygulanmis ve halen

lipid peroksidasyon tayininde yaygin olarak kullaniimaktadir (93-103).

2.6.1.1.2.Dinitrofenilhidrazon Metodu

Aldehidlerin dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile reaksiyonu sonucu DNPH
tirevleri olusur. Olusan hidrazon turevleri stabildir ve 370 nm’de maksimum
absorpsiyon gosterirler. Turevin UV dedektér donanimh HPLC kullanilarak
yapilan analizi ile aldehidleri oldukga disuk diuzeyde tayin etmek muimkin
olmaktadir (104-108).

2.6.1.1.3.Sikloheksandion Metodu
Aldehidlerin, 3-sikloheksandion ile verdikleri tirevler fluoresans dedektor
donanimh HPLC kullanilarak tayin edilmektedir (109).

2.6.1.1.4.Fluoresans Gosteren Lipid Peroksidasyon Uriinlerinin Olgiimii
MDA reaksiyonu sirasinda fluoresans gosteren kompleksler olusabilir.
Lipidde ¢ozlinen ve fluoresans gosteren bu maddeler 420-430 nm emisyon ve

360 nm eksitasyonda Olgulebilirler (110).

2.6.1.2.Hidroksinonenal (HNE)
Molekul agirhgr 156,2 g/mol olan 4-hidroksi-2-trans-nonenal’in kimyasal

formUla Sekil 2.11°de gosterilmistir. HNE 1s1§1 UV alanda absorbe eder (Amax:
221 nm). HNE, o6 ¢oklu doymamis yag asitlerinin (linolenik asid, arasidonik
asid) oksidatif peroksidasyonu sonucu olusan ana drtundur. Fizyolojik pH
seviyelerinde HNE tiyol ve amino gruplari ile hizlica reaksiyona girer. Bu
Ozelliginden dolayr HNE’nin, lipid peroksidasyonu sonucu olusan en toksik drtn
oldugu belirtilmistir. Ayrica sitotoksik, hepatotoksik, mutajenik ve genotoksik
Ozelliklere de sahiptir (67, 111).

0O

H/U\/AT/\/\/

OH

Sekil 2.11-HNE’nin kimyasal yapisi (4)
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HNE tayininde bir¢cok yontem geligtirilmistir. Dogal molekul UV dedektor
donanimh likid kromatografisi (LC-UV) kullanilarak yuksek seviyelerde tayin
edilebilir. DusUk seviyelerde tayin edebilmek igin ise tlirevlendirme gereklidir ve
sonrasinda LC-UV, kutle spektrometri donaniml gaz kromatografisi (GC-MS) ve
elektrokimyasal dedektér donanimli LC (LC-ECD) kullanilarak HNE’nin tayini
gerceklestirilir. Biyolojik molekullere bagl HNE'nin tayini ise GC-MS, LC-MS ve
immunolojik teknikler kullanilarak yapilabilir (112-117).

2.6.2.Kisa Zincirli Hidrokarbonlarin Olgiimii

Lipid peroksidasyon esnasinda; etan ©3 ¢oklu doymamig yag asitlerinin,
pentan ise ®6 ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidatif peroksidasyonu sonucu
olusan kisa zincirli hidrokarbon gazlaridir. Lipid peroksidasyonun mindr urtnleri
olan etan ve pentanin, lipid hidroperoksidlerin 1sI veya metal iyonlarinin
varliginda bozunmasi sonucu olustugu belirtiimigtir. Tayinleri ise solunum
havasinda alev iyonizasyon dedektor donanimli GC kullanilarak yapiimaktadir
(90, 118).

2.6.3.Lipid Hidroperoksidlerin Olgiimii

Lipid hidroperoksidler, lipid peroksidasyonunun baslica urtnlerinden
biridir. Cok ¢cabuk parcalanan bu urtnlerin tayini, fluoresans dedektér donanimli
HPLC, kemiluminesans dedektor donanimhi HPLC, GC-MS ve iyodometrik
yontemler kullanilarak yapilmaktadir (119-126). Ayrica asidik ortamda Fe?* nin
hidroperoksidler tarafindan Fe®* e oksidasyonuna dayanan demirin
ksilenoloranjda oksidasyonu (FOX) yéntemi de kullaniimaktadir (95, 96). Lipid
hidroperoksidlerin enzimatik tayini ise glutatyon peroksidaz ve siklooksijenaz

enzimleri kullanilarak yapilir (127-130).

2.6.4.Konjuge Dienlerin Olgiimii

Konjuge dienler, lipid peroksidasyonun baslangi¢ safhasinda; c¢oklu
doymamis yag asitlerinin oksidatif peroksidasyonu sonucu tek bag-cifte bagin
molekudl igi dizenlenmesi sirasinda olusur. 234 nm’de gugli absorpsiyon
gOsteren konjuge dienler spektroskopik olarak tayin edilebilirler. Fakat, cogu

biyolojik materyalin de bu dalga boyunda belirgin bir sekilde absorbans
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gOstermesi nedeniyle ortaya c¢ikan sorunlar, ikincil turev spektroskopisi
kullanilarak giderilebilir (70, 131).

2.6.5.F, izoprostanlarin Olgiimii
in vivo olusumlari ilk kez 1990 yilinda Morrow ve arkadaslari tarafindan
gOsterilmis  olan izoprostanlar, serbest radikallerin indukledigi lipid

peroksidasyonun spesifik gostergesi olarak ortaya ¢gikmigtir (132-134).

izoprostanlar, serbest radikaller tarafindan indiklenen arasidonik asidin
nonenzimatik peroksidasyonu sonucu olusan prostaglandine (PG) benzeyen
artnlerdir. PG’lerden farkli olarak, biyosentezleri icin siklooksijenaz enzimine
gerek duymazlar ve arasidonik asid membran fosfolipidlerine bagh iken de
olusabilirler. PGG, endoperoksid ara Urunlerinin indirgenmesi sonucu kimyasal
olarak 4 farkl stabil F, izoprostan regioizomerleri olusur. Bunlar, hidroksil
grubunun konumuna bagl olarak 5-, 12-, 8-, 15- (I-1V) seri izoprostanlardir. Her
bir regioizomer 8 tane diastereomer igerir ve boylece 64 farkli izoprostan olusur.
Siklopentan halkasinin yapisina bagli olarak da D, E Az J2 yada

izotromboksanlar gibi izoprostan tipleri olusabilir (135-139).

/ Avrasidonik asid \

OOH OOH
Il

cog cosH E a0 cogH
OCH O0H
| I | IV
& & X o
OH OH [+]
F,-izoP E,-lzoP D,-izoP Izotromboksan

Sekil 2.12-PGG; endoperoksid ara drunlerinin indirgenmesi (I-IV) ve Fo-
izoprostan izomerleri (139)
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Olusan Fg-izoprostan izomerleri icerisinde en Onemlisi, 8-izo-
prostaglandin F», (8-iso-PG F3,)’dir. Vazokonstriksiyon ve bronkokonstriksiyon
gibi biyolojik etkilere sahip 8-iso-PG Fy,, lipid peroksidasyonunun ve oksidatif
hasarin en 6nemli goéstergelerinden biri olarak kabul edilmektedir. Cesitli vicut
sivilari ve dokularindaki seviyesinin tayininin, lipid peroksidasyon tayininde en
guvenilir yaklagsim oldugu bildiriimektedir (140-142). 8-iso-PG F;, olusumunun,
serbest radikallerin indukledigi oksidatif hasarin bagl bulundugu sigara igme,
diyabet, hiperkolesterol, ateroskleroz, alzheimer, alkolizm ve siroz gibi gesitli

patolojik durumlarda insan vicut sivilarinda arttigi belirtilmistir (143-147).

Serbest ve total (serbest ve bagli) 8-iso-PG Fy,, GC-MS, LC-MS, enzim
immunoassay, radio immunoassay gibi farkli teknikler kullanilarak tayin edilebilir
(148-159).

2.7.Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlari
onlemek ve detoksifikasyonunu saglamak i¢in normal fizyolojik sartlarda cgesitli
“antioksidan savunma sistemleri” gelismigtir. Kisaca “antioksidanlar” olarak da
adlandirilan bu sistemdeki molekuller, serbest radikallerin ortadan
kaldiriimasinda ve dolayisiyla oksidatif hasarin édnlenmesinde dnemlidirler (4,
160-162).

Antioksidanlar,
e oksijeni uzaklastirarak,
e gecis metal iyonlarini uzaklagtirarak,
e reaktif oksijen turlerini baskilayarak veya temizleyerek,

e baslamis olan zincir reaksiyonunu kirarak etkili olurlar (163).

Cesitli  ozellikteki serbest radikaller i¢in hidrofilik ve lipofilik
antioksidanlara ihtiya¢g vardir. Hidrofilik oOzellikteki antioksidanlar sitozol ve
ekstraseluler sivilarda, lipofilik  o6zelliktekiler ise membranlarda ve

lipoproteinlerde bulunurlar (164).

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olarak
siniflandirimaktadir. Hlcresel seviyede etkili olan enzimatik sistemler icinde

birincil olan antioksidan enzimler arasinda SOD, CAT, GSH-Px ve glutatyon-S-
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transferaz (GST) bulunur. Bu birincil enzimlerden baska dolayli olarak
antioksidan sistem icinde yer alan GSH-Rd ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
(G6PD) enzimleri de vardir ve bunlara ikincil antioksidan enzimler
denilmektedir. Non-enzimatik antioksidanlar ise, indirgenmis glutatyon (GSH),
N-asetilsistein ve tiyoller gibi protein olmayan sulfhidriller, A, C ve E vitaminleri
ve daha baska molekullerdir (4, 165). Biyolojik sistemlerdeki antioksidan

savunma sistemi elemanlari Tablo 2.3’de topluca verilmigtir.

2.7.1.Enzimatik Antioksidanlar

2.7.1.1.Siuperoksid Dismutaz

ik olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanan SOD
enzimi O,"" radikalini katalitik olarak uzaklastiran ve lipid peroksidasyonu inhibe
eden bir metalloenzimdir. O, radikalinin H,O, ve O, donlsimini katalize eder
(166).

O,y " +0," + 2H" — H,O0, + O,

Normal metabolizma esnasinda hucreler tarafindan yuksek oranda O,
radikali Uretilmesine ragmen intraseluler dizeyi SOD sayesinde dusuk tutulur.
Yukaridaki denklemde goéruldagu gibi bu reaksiyon sonucunda membranlari
gecemeyen Oy radikali, membranlari kolayca gegebilen H;O, e
doénusmektedir. H,O, ise gecis metal iyonlarinin varliginda Fenton ve Haber-
Weiss reaksiyonu ile son derece aktif olan OH" radikaline donusmektedir (17).
Bu nedenle SOD aktivitesindeki artisin olusturabilecegi asiri H,O, birikmesinin
ancak CAT ve GSH-Px enzimlerinin artan aktiviteleri ile kontrol altinda

tutulabilecegi ileri striimektedir (4).

SOD’in aktif merkezindeki metale bagli olarak 3 farklh ¢esidi mevcuttur
(4, 25).
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Tablo 2.3-Biyolojik sistemlerdeki antioksidanlar (2)

SISTEM OZELLIKLER
Nonenzimatik

Membrana bagli kromanoksil radikalina
a-Tokoferol N ,

donusup rejenere olur
Askorbik asid Suda ¢ozunur

Glutatyon peroksidaz ve
Glutatyon glutatyon S-transferaz igin kofaktordur
Flavonoidler Bitki antioksidanlari (rutin, kersetin)
Kimvasallar Butil hidroksianisol (BHA), BHT gibi gida

y katki maddeleri

B-Karoten Singlet oksijen baskilayici
Orik asid Singlet oksijen baskilayici,

Plazma proteinleri

radikal temizleyici

Seruloplazmin

Enzimatik

Superoksid dismutazlar

Glutatyon peroksidazlar

CuZn-SOD enzimi, Mn-SOD enzimi

Selenoenzim; non-Se enzim:
Bazi glutatyon-S-transferazlar

Hem enzimi; peroksizomal matrikste
Katalaz <

yogun
Yardimci Enzimler
NADPH-kinon oksidorediiktaz :jk;yaﬁllektron reduksiyonu, dikumarole

Epoksid  hidrolaz

enzimleri

konjugasyon

Glutatyon rediktaz

NADPH

Transport sistemleri

UDP-glukuroniltransferaz,
sulfoniltransferaz,
glutatyon-S-transferazlar

Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz,
6-fosfo-glukonat dehidrojenaz,
izositrat dehidrojenaz,
enerji-bagimli transhidrojenaz

GSSG tasinmasi, konjugat tasinmasi
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CuZn-SOD

1939 yilinda Mann ve Keilin, sigir kanindan bakir iceren mavi-yesil renkte
hemokuprein olarak adlandirilan bir protein izole etmistir. 1953’de benzer bir
protein at karacigerinden izole edilmis ve hepatokuprein adi verilmigtir. 1970’de
eritrositteki bu proteinin bakir yaninda c¢inko da igerdigi tespit edilmigtir.
Baslangigta bu proteinin higbir enzimatik etkinligi tespit edilmemis ve sadece bir
metal deposu oldugu ileri surulmastir. 1969'da McCord ve Fridovich adli
arastirmacilar bu proteinin eritrositte O, i katalitik olarak yiktigi ve bir SOD

aktivitesi gosterdigini ortaya koymuslardir (4, 166).

CuZn-SOD’lar oldukca stabildirler. Eritrositlerden saflastirmada hucreler
hemoliz edilir ve kloroform-etanol uygulamasinin ardindan santrifujle
hemoglobin uzaklastirilir. Enzim organik faza geger, soguk aseton eklenmesiyle
¢cOkturalir ve iyon degistirme kromatografisiyle tam olarak saflastirilir (167).
Bircok enzim bu prosedurlere dayanikh degildir. Ayrica CuZn-SOD’lar 1siya,
proteazlarin saldirisina ve guanidin klorar, sodyum dodesil sulfat ve Ure
tarafindan denatlrasyona direnglidirler (168). Hayvan hucrelerinde CuZn-
SOD’lar daha ¢ok sitozolde yerlesmistir ayni zamanda lizozomlarda, ¢ekirdekte
ve i¢c ve dis mitokondriyel membran arasindaki boslukta bulunurlar. Siyanir
iyonlari, CuZn-SOD’larin guglu inhibitorleridir. Ayrica dietilditiyokarbamatlar,
enzimin aktif bolgesindeki bakiri baglayarak aktif bolgeden uzaklastirmak

suretiyle enzimi etkisiz hale gegirirler (169).

Buglne kadar o&karyotik hicrelerden izole edilen tim CuZn-SOD
enzimlerinin molekuler kutlesi 32.000 civarindadir ve iki protein alt Gnitesi igerir.
Bu iki alt Gniteden birisi bir Cu®* ve bir Zn?** iyonu igeren aktif kismi

olusturmaktadir.

CuZn-SOD enziminde bulunan bakir iyonlari, oksidasyon ve rediksiyona
ugrayarak dismutasyon reaksiyonunda fonksiyon gorur. Cinkonun ise katalitik

olarak bir roll yoktur, sadece enzimi stabilize ettigi bildiriimektedir.
SOD - Cu** + 0,” — SOD -Cu" + 0,
SOD - Cu* + 0, +2H* — SOD - Cu* + H,0;
Net reaksiyon:

O, + O, + 2H" — H,0, + O,
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O,"~ anyonu, enzimdeki Cu®* ve guanido grubuna baglanir ve bu esnada
O, den bir elektron Cu?* ye transfer olurken Cu® ve molekiiler oksijen
meydana gelir. ikinci bir Oo"~ anyonu Cu® dan bir elektron ve iki proton alarak

H,O olustururken, enzim tekrar Cu?** formuna déner (167).

Mn-SOD

ilk kez Escherichia coliden izole edilen, Mn-SOD’iIn CuZn-SOD’dan
tamamen farkli oldugu ortaya konulmustur. Bu enzimin mavi-yesil yerine pembe
renkli oldugu, siyanur veya dietilditiyokarbamat ile inhibe olmadigi, molekuler
kitlesinin 32.000 yerine 40.000 oldugu, kloroform-etanole karsli dayaniksiz
oldugu ve aktif bolgesinde Mn** icerdigi ortaya konulmustur. Bu farkliliklara
kargin, Mn-SOD’lar da CuZn-SOD’lar gibi ayni reaksiyonu katalizle ederler
(4,167).

Mn* + 0" < [Mn**-0,"] — Mn*+0,
Mn®*+ 0~ < [Mn**-0,"] +2H" — Mn* + H,0;

pH 7.0’de Mn-SOD’larin, O~ dismutasyon orani CuZn-SOD ile aynidir,
fakat, CuZn-SOD’lardan farkli olarak yuksek pH’larda, Mn-SOD’larin
dismutasyon orani azalir. Ayrica Mn-SOD’lar, i1siya ve kimyasallara daha az
direnclidir (167).

Mn-SOD’lar; bakteri, bitki ve hayvan dokularinda da bulunur. Cogunlukla
hayvan dokusu ve mayalarda mitokondride yerlesmislerdir. Mn-SOD aktivitesi
doku ve ture bagh olarak degismektedir. Memeli eritrositleri Mn-SOD
icermemektedir. Sican karacigerinde total SOD’In %10’u, insan karacigerinde
ise daha fazlasi Mn-SOD’dir. Bakir alimi kisitlanan durumlarda Mn-SOD sentezi
artmakta, tam tersi olarak mangan alimi kisittanan durumlarda da CuZn-SOD
aktivitesi artmaktadir (165).

Fe-SOD

E. Coli bakterisinden 4 tip SOD izole edilmistir. Periplazmik CuZn-SOD,
hicreici Mn SOD, hicre matriksinde bulunan Fe-SOD ve dordluncusu ise, ayni
dimerik molekulde Mn-SOD ve Fe-SOD alt unitelerini iceren hibrid bir SOD’dir
(4,165).
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Fe-SOD genelde iki protein alt Gnitesi icerir, her proteinde bir veya iki
demir iyonu bulunur. Enzim normal halde iken demir iyonu +3 degerliklidir,
katalitik déngiide Fe** ve Fe?* arasinda donlsim gerceklesir. Diger SOD
tiplerine gére Fe-SOD’In O, dismutasyon orani dusuktur. Fe-SOD’in da Mn-
SOD gibi ylUksek pH’da aktivitesi dusuktlir. Bu enzim de siyanur ile inhibe
edilemez (170).

Fe** + 0, « [Fe**-0,7] — Fe* +0,
Fe?*+ 0, < [Fe?*-0,]1+2H" — Fe* +H,0,

Henuz higbir hayvan dokusunda Fe-SOD oldugu bulunmamigsa da

ginkgo biloba, domates ve hardal yapragi gibi bazi bitkilerde tespit edilmigtir.

SOD’Iin vlcut sivilari ve organlardaki aktivitesini belirlemek icin ¢esitli
yontemler gelistirilmistir. SOD enziminin aktivitesini, substrat tuketimi yada trun
olusumunu enzimatik ortamda 6lgerek tayin etmek zordur. CunkU substrati olan
O, radikali ve reaksiyon sonunda olusan (riinler stabil degildir. Bu nedenle,
SOD aktivitesinde kullanilan rutin yéntemler, test ortaminda enzimatik veya
nonenzimatik olarak olusturulan O, radikalinin indikator bir madde ile
reaksiyonuna dayanan indirekt yontemlerdir. Ornekteki SOD aktivitesi, indikator
ile O,"" radikali arasindaki reaksiyonun SOD tarafindan inhibisyon oranina goére
hesaplanmaktadir. Bu amacla gelistirilen ydntemlerde en sik kullanilan Oy~
radikal kaynagi ksantin-ksantin oksidaz sistemidir ve O, indikatérleri olarak ise
nitroblu tetrazolyum (NBT), tetranitrometan, hidroksilamin ve sitokrom c’nin
redilksiyonundan yaralanilmaktadir (171-181). Ayrica O, radikali olusturucu
diger kaynaklar olarak da epinefrin, pirogallol, 6-hidroksidopamin
kullaniimaktadir (182-187).

O, radikalinin dogrudan izlenmesine dayali SOD 6lgum yontemleri ise
pulse radyoliz teknigi, polarografik teknikler ve hizli dondurma EPR teknigidir,
ancak bu yontemler yuksek o6rnek safligi ve 06zel laboratuvar donanimi
gerektirmektedir. Ayrica enzimatik metodlara gore daha spesifik oldugu

belirtilen immunokimyasal yontemler de kullaniimaktadir (188-190).
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2.7.1.2.Katalaz

CAT, 1937 yilinda Sumner ve Dounce tarafindan sigir karacigerinden
elde edilmistir. Molekul agirligi yaklasik 240.000 civarindadir. CAT’lar, aktif
kismina hem grubu (Fe*- protoporfirin) baglh dért protein alt Ginitesinden olusur.
Her alt Unite ayni zamanda enzimi kendi substrati H,O, e karsi koruyan bir
molekdl indirgenmis NADPH icerir (4, 165, 191). Depolama, dondurarak
kurutma, asit ve alkaliye maruziyet alt Unitelerin ayrilmasina ve enzim

aktivitesinin kaybolmasina yol acar.

CAT, hayvanlarda tim organlarda bulunur, ancak 6zellikle karaciger ve
eritrositlerde  yogunlasmigtir. Hucre icinde ise baglica peroksizomlarda
yerlesmislerdir ve mitokondri, kloroplastlar ve endoplazmik retikulumda da az
miktarda bulunurlar (192).

CAT aktivitesi azid veya siyanurle inhibe edilmektedir, fakat bu inhibitor
etki spesifik olmayip diger bircok enzimi de inhibe eder. En g¢ok kullanilan

inhibitor aminotriazoldur (4, 165).

CAT, SOD’a benzer bir dismutasyon reaksiyon mekanizmasiyla, HyO i
O, ve H;O ya parcalayarak biyolojik sistemler icin zararli olan H,O, e karsi
koruma saglar (4, 193, 194).

CAT-Fe" + H,0, — Bilesik |
Bilesik | + H,0, — CAT-Fe* +2H,0 + 0,

CAT enzimi, H,O, varliginda bazi peroksidaz tipi reaksiyonlari da
yurutur. Boylece bilegik I, metanol ve etanol gibi alkolleri, aldehidleri olan

formaldehid ve asetaldehide oksitler (165).
AH, + H,O, — A + 2H,0

Ayrica CAT, in vitro kosullar altinda nitriti (NO2™), nitrata (NO3")
donusturebilecegi gibi, vicuda absorbe olan elementel civayi (Hg) da civa Il

(Hg*") ye okside edebilecegi ileri stirliimustir (192).

CAT aktivitesinin tayininde en ¢ok kullanilan yéntem H,O, yikiminin
spektrofotometrik yontemle 240 nm’de izlenmesidir. Birim zamanda

absorpsiyondaki fark CAT aktivitesinin bir dlgutudur. Analiz esnasinda enzimin
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inaktivasyonunu onlemek icin duguk konsantrasyonda substrat kullanmak
gerekmektedir. Diger yontemler ise reaksiyon sonunda olusan O, miktarinin
Olcimune dayali oksijen elektrodu veya polarografi ile yapilan tayinlerdir (195-
198).

2.7.1.3.Glutatyon Peroksidaz
GSH-Px enzimi, ilk kez 1957 yilinda Mills tarafindan hayvan dokusunda
kesfedilmistir. Genellikle yUksek bitkilerde ve bakterilerde bulunmamasina

ragmen, bazi alg ve mantarlarda bulundugu bildirilmigtir (4, 199).

Bu enzimin iki ana tipi tanimlanmigtir. Bu tiplerden biri aktif bolgesinde
selenosistein formunda kovalent bagli selenyum iceren “selenyuma bagimli
GSH-Px (Se-GSH-Px)” dir. Se-GSH-Px, organik hidroperoksidler ve Hy0; e
karg! aktiftir. H,O, dahil ¢esitli hidroperoksidlerin yikimini, GSH'un oksidasyonu
yoluyla katalizler. Okside glutatyon (GSSG) ise GSH-Rd enzimi araciligiyla ile
tekrar GSH a indirgenir (4, 200-201).

H,0, (ROOH) +2 GSH — GSSG + 2 H,0 (ROH)
GSSG + NADPH + H* _©SHRd | 5 GSH + NADP*

Enzimin diger tipi ise, katalizleme islemleri icin selenyuma bagli olmayan
proteinlerden olusur ve H,O, e kargi inmal edilebilir bir aktivite gdsterir. Bu grup
enzimler GST olarak adlandirilir ve elektrofilik bilesikler ile GSHun

konjugasyonunu katalize eden proteinler olarak tanimlanirlar (4).

Se-GSH-Px, her Unite aktif bolgesinde bir atom Se elementi iceren dort
protein alt Unitesinden olusur. Molekul agirhgr yaklasik 85.000°dir. Sitosol ve
mitokondrilerde bulunur. Se elementi selenosistein seklinde olup, normal
sisteindeki sulfur yerinde Se bulunur (R-SH yerine R-SeH). GSH, enzim
icerisindeki Se u indirger ve indirgenmis enzim H,O, ile reaksiyon verir. Se-
GSH-Px enziminin katalitik dongusu Sekil 2.13’de gorulmektedir. Se-GSH-Px’in
selenolat formu (E-Se™) peroksid substratini (ROOH) alkole indirgerken, kendisi
okside aside donusur (E-Se-OH). GSH bu devrede reaksiyona katilarak
selenosiilfidi olusturur (E-Se-S-G). ikinci bir GSH’un selenosiilfide baglanmasi
ile enzim aktif formu olan selenolat formuna dénerken GSH da GSSG’a okside
olur (4).
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E-Se-
GSSG +H' Selenolat ROOH+H"
ROH
GS
E-Se-S-G ;
Selenosiilfid SeFenSefij?lFasid
H,0 GSH

Sekil 2.13-Se-GSH-Px enziminin katalitik dongusu (165)

Se-GSH-Px enzimi, karacigerde yuksek, kalp, akciger ve beyinde orta ve
kasta dusuk aktivitede bulunur. Karacigerde ise sitosolde ve mitokondride

yerlesmisg olarak bulunurlar (165).

Se-GSH-Px’dan bagka, fosfolipid hidroperoksid GSH-Px enzimi (PL-
GSH-Px) vardir ve molekdl agirligi 20.000°dir. Bir selenyum atomu ihtiva eden
sitosolik bir enzim olup membran fosfolipid hidroperoksidlerini alkollere indirger.
Membranlara bagimli en 6nemli antioksidan olan E vitamini yetersiz oldugu

zaman membranin peroksidasyona kargi korunmasini saglar (4, 15) .

GSH-Px enzim aktivitesinin tayini icin en c¢ok kullanilan yontemler,
substrat olarak H>O,, kuimen hidroperoksid ve tersiyer butil hidroperoksidin
kullanildig1 ortamda GSH’un oksidasyonu sonucu olugan GSSG’'un GSH-Rd ve
NADPH n varliginda indirgenmis forma donudsmesi esasina dayanir. Bu
doénlisim esnasinda NADPH’In oksidasyonunun  spektrofotometrik veya
fluorimetrik olarak izlenmesi ile GSH-Px aktivitesi tayin edilir. Enzim aktivitesi,
dakikada okside olan pmol NADPH uzerinden hesaplanmaktadir (201-203).
Ayrica reaksiyon esnasinda hidroperoksidlerin ve GSH’un tuketimini esas

alarak yapilan tayinler de mevcuttur (204).
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Serbest radikallerin detoksikasyonunda rol oynayan antioksidan etkili Ug

enzimin O, radikalinin detoksikasyonundaki rolleri Sekil 2.14’de 6zetlenmisgtir.

2GSH  GSSG
& & J 2HOH
0; 0, T GsH-Px
or Wa— HOOH —<
2H e, CAT > 2HOH
HOOH 0,

Sekil 2.14-O,"" radikalinin detoksikasyonu (4)

2.7.1.4.Glutatyon Rediiktaz

Se-GSH-Px tarafindan H,O, veya diger lipid peroksidlerin indirgenmesi
sirasinda GSH'un GSSG’a donustugunden 2.7.1.3'de bahsedilmistir. Bu okside
formun tekrar redikte forma donuserek reaksiyonlarda kullaniimasi gereklidir.
Cunki organizmanin GSH deposu sinirhdir. iste GSH-Rd enzimi NADPH
varliginda bu indirgenme olayini yuratmektedir (4, 165, 205-207).

GSSG + NADPH + H* —CGSHRd , 5 GSH + NADP*

Burada gerekli olan NADPH hayvan veya bitki dokularinda gesitli enzim
sistemleri tarafindan saglanabilir fakat en ¢ok bilinen sistem oksidatif pentoz
fosfat yolagidir. Bu yolaktaki ilk enzim glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD)

enzimidir.
G6PD + NADP* — 6-Fosfoglukonat + NADPH + H*

Olusan 6-fosfoglukonat ise 6-fosfoglukonat dehidrojenaz enzimi araciligiyla yine
NADPH’a donastaralir.

6-Fosfoglukonat + NADP* — CO, + NADPH + H* + Ribuloz-5-fosfat

Molekual agirligi 120.000 olan GSH-Rd enzimi iki protein alt Unitesi igerir
ve her bir alt Gnite aktif bdlgesinde FAD bulundurur. Muhtemelen NADPH, FAD’i
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indirgemekte ve bu FAD’deki elektronlar da GSSG’daki disulfur (-S-S-)
koprustiine aktarilarak disulfur bagi kirilmakta ve molekil GSH haline
donugturulmektedir (165).

GSH-Rd enzim aktivitesinin tayini igin substrat olarak H>O5 in kullanildigi
ortamda GSH’un oksidasyonu sonucu olusan GSSG’un, GSH-Rd ve NADPH’In
varhginda indirgenmis forma donlsmesi esasina dayanir. Bu donisum
esnasinda NADPH’In oksidasyonunun spektrofotometrik olarak izlenmesi ile
GSH-Rd aktivitesi tayin edilir. Enzim aktivitesi, dakikada okside olan pmol
NADPH Uzerinden hesaplanmaktadir (208-209).

2.7.2.Non-enzimatik Antioksidanlar

2.7.2.1.Glutatyon

GSH, L-glutamik asid, L-sistein ve glisinden iki basamakli reaksiyonla
olusan dusuk molekul agirhkh bir tripeptiddir. Bu reaksiyonlarda, &-glutamil
sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz aracilik yapar. Her basamakta bir mol
ATP goérev alir. Organizmada en yluksek seviyede bulundugu organ
karacigerdir. Hucrede ise en fazla sitozol, mitokondriler ve nukleusta bulunur.
Hucre igi glutatyonun buyldk bolumu tiyol (indirgenmis glutatyon, GSH)
formunda, daha az oranda ise disulfir (okside glutatyon, GSSG) formunda
bulunur (4, 210-215). Sekil 2.15 de GSH’un formulu gérulmektedir.

NH,

0\\\\ I
"C-CH-CH,-CH,-C}

HO 9

Y- karboksil
bagi

Y- glutamil sisteinil glisin

Sekil 2.15-GSH’un yapisi (213)

Kuvvetli nukleofilik 6zellikte olan GSH, elektrofilik 6zellikteki bilesiklerle

konjugasyona girerek onlarin detoksifikasyonunu saglar. Bu reaksiyon tiyoeter
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(merkapturik asid ve N-asetil-sistein tlrevleri) olusumu ile sonlanir ve olusan
artnler idrar ile atihr. GSH'un elektrofilik madde ile konjugasyonu GST enzimi
katalizorligu ile baslar (Sekil 2.16) (4, 215).

Y -glutamik asid

Elektrofilik

Substrat (RXJ N\ /— H

Celstein 3

Glutatyon-S-Transferaz

\—)HX

Y -Glutamiltranspeptidaz

HO—
>

Aminopeptidaz :

s @D

v
Sistein Konjugat

Asetil- CoA —\

N-Asetiltransferaz

CoA (—/

Vv
N-Asetilsistein
(Merkaptiirik asid)

Sekil 2.16-GSH konjugasyonu ve merkapturik asid biyosentezi (216)
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GSH, Se-GSH-Px ve dehidroaskorbat rediktaz enzimlerinin substrati
olmasinin yaninda OH" ve singlet O, temizleyicisidir. GSH, ayni zamanda ¢esitli
peroksidler ve serbest radikaller i¢in indirgeyici 0zelliktedir. Serbest radikallerin
indirgenmesi non-enzimatik olarak yurumekte iken, peroksidler GSH-Px’lar
tarafindan indirgenmektedir. Daha 6nce de belirtildigi gibi hidroperoksidler ve
H,0 lerin GSH-Px ile metabolizmasi GSH’un oksidasyonu ile ilgilidir. GSSG,
GSH-Rd tarafindan indirgenir ve NADPH varhiginda GSH yeniden olusur (4,
165).

H,0, (ROOH) +2 GSH — GSSG + 2H,0 (ROH)

Karaciger ve diger organlarda GSH ve GSSG arasindaki denge GSH-Rd

ve GSH-Px enzimleri tarafindan duzenlenmektedir (Sekil 2.17) (4).

NADPH + H™ GSSG ROH
Glutatyon Glutatyon
rediktaz peroksidaz

NADP"

GSH ROOH

Sekil 2.17-GSH ve GSSG déngiisii (216)

Ayrica GSH, membran gecirgenliginin saglanmasi, DNA sentezi, protein
konformasyonu ve enzim aktivitesinin ayarlanmasi gibi goérevlerde de yer
almaktadir (216).

Dokularda ve kanda glutatyon tayininde Ellman tarafindan gelistirilmis
olan ydéntem vyaygin olarak kullanilmaktadir. Degisik modifikasyonlarla
geligtirilen bu yontemin esasi, GSH’un 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asid (DTNB)
ile reaksiyonu sonucu olugan renkli uUrinun 412 nm’'de absorbansinin
Olcilmesine dayanir (217-220). Bunun disinda, GSHun tayini farkli
turevlendirici ajanlar kullanilarak fluorometrik olarak ve ayrica HPLC kullanilarak
da yapilmaktadir (221-225).
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2.7.2.2.E Vitamini

ilk olarak 1922 yilinda izole edilen E Vitamini, a-, B-, y-, 8- tokoferol ve a-,
B-, y-, 0- tokotrienol olarak adrandirilan bilesiklere verilen genel bir isimdir. Sekil
2.18'de tokoferollerin genel kimyasal yapilari gdsteriimektedir. o-Tokoferol, bu
bilegikler icerisinde dogal dagilimi en genis ve biyolojik aktivitesi en yuksek
olanidir. Ayrica a-tokoferol, en yuksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Yapisinda
bulunan fenolik hidroksil grubu igceren aromatik halka vitaminin kimyasal olarak
aktif kismini olusturur. a-Tokoferol, dokularda degisik konsantrasyonlarda
bulunur. Mitokondri ve mikrozomlar gibi membranca zengin hicre kisimlarinda
yuksek konsantrasyonlarda bulunurlar. Bitkisel yaglar ve tohumlar da zengin E
vitamini kaynaklaridir (4, 164, 226-227).

Tokotrienol yapisi

Tokoferoller
R,
HO
CH, CH,
R; O™ “CH,(CH,CH,CHCH,);H
R,
R, R, R,

aT = CH; CH; CH,
BT = CH; H CH,
vT= CH; CH, H
§T= CH, H H

Sekil 2.18-Tokoferollerin kimyasal yapilari (4)

a-Tokoferol, O,", OH’, singlet Oy, lipid peroksi radikallerini ve diger
radikalleri temizler (164, 226).
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Yagda ¢ozunen tek antioksidan olan a-tokoferol hicre membranlarinin
fosfolipid tabakasinda ve plazma lipoproteinlerinde (LDL) yer alir (228). a-
Tokoferolin OH grubundaki H atomu ¢ok kolay uzaklastirilabilir. Bu nedenle
lipid peroksidasyonu esnasinda olusan peroksil ve alkoksil radikalleri komsu bir

yag asidi ile birlesmek yerine tercihen a-tokoferol ile birlesir (Sekil 2.19).
ROO’ + Tokoferol-OH — ROOH + Tokoferol- O

Bu olay zincir reaksiyonunu sonlandirir ve boylece a-tokoferol zincir kirici
antioksidan olarak etki gostermis olur. Bu reaksiyon ile a-tokoferolin kendisi de
yeni bir radikal olan tokoferol-O" (kromanoksil) radikaline donusur. Bu radikalin
reaktivitesi zayiftir, komsu yag asidi zincirlerine saldiramaz ve bu nedenle de
zincir reaksiyonu durur (4, 164, 229-233). Kromanoksil radikalinin, membran
yuzeyinde hicrenin sulu fazindaki C vitamini ile reaksiyona girerek a-tokoferole
donustuga bildirilmistir. Ayrica GSH da E vitamininin rejenerasyonunda rol
oynar (226, 234-235).

Tokoferol-O" + Askorbik asid — Tokoferol-OH + Dehidroaskorbik

asid
2 Tokoferol -O" +2 GSH — 2 Tokoferol - OH + GSSG

GSH-Px ile o-tokoferol birbirlerini tamamlayici bir antioksidan etki
gosterirler. GSH-Px, olusmus olan peroksidleri ortadan kaldirirken, o-tokoferol

ise peroksidlerin sentezini engeller (165).

a-Tokoferol, Se®* metabolizmasinda da énemli rol oynar. Se®, a-
Tokoferol ve lipidlerin emilimi i¢in gereklidir. a-Tokoferolln lipoproteinler iginde
tutulmasina yardimci olur. o-tokoferol ise Se®* un organizmadan kaybini

onleyerek veya onu aktif halde tutarak Se?* ihtiyacini azaltir (165).

a-Tokoferol, tim bu 06zellikleri nedeniyle hicre membranlarinin lipid
peroksidasyonuna karsi korunmasinda, membran akigkanhginin
saglanmasinda ve membran enzimlerinin modulasyonunda onemli bir rol alir
(162, 164, 236).
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CH3 2 =2 '\
HO ?HJ
© CH;—(CH;—CH,;—CH—CH,;);H
H,C 0~ CH,

HO lipid — OO
AT -
lipid—OOH Singlet O
0~ CH, 1;““ 2
1 | g

a-Tokoferil radikali

Y

Ara uriin

= —

l OOH
OH CH, o. CSH;
R « R
o 0

Tokoferil kinon

Sekil 2.19-Tokoferolin bazi oksidasyon Urlnleri (4)

2.7.2.3.Askorbik Asit (C Vitamini)

Beyaz renkli kristalize bir madde olan C vitamininin molekuler formulu
CeHgOg'dir. C vitamini suda ¢ozunen en onemli antioksidandir. C vitamini
kornea, lens, akdz hUmor, adrenal, hipofiz, beyin, kalp, karaciger, dalak, bobrek
ve pankreasta ylksek miktarda bulunur. Yesil renkli taze sebze, meyve ve

turuncggiller dnemli C vitamini kaynaklaridir (4).
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C vitamini organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici
ajan olarak gorev yapar. Cok kuvvetli bir indirgeyici ajan olan C vitamini,
semihidroaskorbat radikal ara Grand tzerinden kolaylikla dehidroaskorbik aside
(DHA) okside olur (237-238). Gugclu indirgeyici 0zelliginden dolayr ayni
zamanda gugclu bir antioksidandir. O, ve OH’ ile kolayca reaksiyona girerek
onlari temizler. C vitamininin, bitkisel ve hayvansal yaglari, balik, margarin ve
sut gibi yag iceren yiyecekleri oksidatif bozunmaya karsi korudugu

bilinmektedir.
VitC+2H"+20,” — 2H,0,+DHA

C vitamininin diger bir 6zelligi antioksidan etkisi yaninda oksidan etki de
gostermesidir. Ciinkii C vitamini Fe** i Fe** ye indirgeyen O,"~ disindaki tek
hiicresel ajandir. Bu yol ile askorbat ya proteine bagli Fe** (i uzaklastirarak ya

da dogrudan Fe* (i indirgeyerek Fe?* ye dénlstiiriir.
Fe’* +VitC — Fe* +VitC +2H"

Fe?* de sonra Fenton reaksiyonu icinde rol alir ve H,0O; ile etkilesmeye
girer. Yani OH" Uretimine katkida bulunur. Bu 0Ozelliginden dolay1 C vitamini
serbest radikal reaksiyonlarinin énemli bir katalizori veya bir prooksidan olarak
degerlendirilir (239-242).

C vitaminin Fe** ile dogrudan reaksiyonunda C vitamini radikali (DHA
radikal anyonu, Vit C’) meydana gelir. Bu sekilde olusan C vitamini radikali gok
reaktif degildir. Ya NADH reduktaz tarafindan indirgenir ya da iki proton alarak

serbest radikal reaksiyonlarinin ilerlemesini durdurur (238).
2VitC +2H" — Vit C + DHA
Ayrica C vitaminin oksidasyonu sirasinda H;O, de olusabilir (241).
Vit C + O, — DHA + H;0;

C vitamini hem H,O, olusumuna hem de Fenton reaksiyonu igin Fe?
olusumuna katkida bulunarak radikal Uretimine sebep olur. Ancak bu tip etki icin
optimum bir Fe**/Fe®* oranina ihtiyac oldugu belirtiimisti. Bu nedenle C
vitaminin prooksidan yada antioksidan gibi davranmasini tayin eden faktor
demirin reduksiyonudur (4, 243).
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2.7.2.4.Taurin

Beyaz renkli kristalize bir madde olan taurinin (2-aminoetan sulfonik
asid), molekuler formili C,H;NO3S'dir. Ik olarak 1827 yilinda sigir safrasinin
bir komponenti olarak kesfedilmis ve 1975 yilina kadar insan beslenmesindeki
onemi tanimlanamamistir. Organizmada sistein ve metiyoninden sentez edilen
taurin protein yapisina katilmaz ve ¢ogu dokuda serbest halde bulunur. Taurin,
et ve balik gibi hayvansal kokenli besinlerle de alinmaktadir. Taurinin diger
aminoasidlerden farki, karboksilli asid yerine sulfonik asid grubu icermesi ve
proteinlere bagl halde bulunmamasidir. Bu yuzden taurini tam bir aminoasid
olarak nitelendirmek dogru degildir (244-246).

P

Il
HO—S —C —CH,

]

O H NH,

Sekil 2.20-Taurinin kimyasal yapisi (245)

Vucutta taurin, esansiyel aminoasit olan metiyonin ve non-esansiyel
aminoasit olan sisteinden sentez edilir. Taurinin sisteinden sentezinde bilinen ¢
asama vardir. Bu U¢ asamada da kofaktér olarak, B6 vitamininin aktif koenzim
formu olan piridoksal-5’fosfat (P5P) a ihtiyag vardir. B6 vitamini eksikliginde
taurin sentezinin bozuldugu gosterilmigtir. Sistein sulfinik asid dekarboksilaz
(CSAD) enzimi, sistein sulfinik asidin hipotaurine ve sisteik asidin de taurine
donusmesini katalize eder. Bu enzimin taurin sentezini etkiledigi belirtilmigtir.
Diger memeliler ile kiyaslandiginda insanlar, nispeten dusuk CSAD aktivitesine

sahiptir ve bundan dolay! taurin sentezi daha az olmaktadir (245,246).



45

Metiyonin

Mg B,, folik asid
betain

Homosistein

lpsp

., . PspP
Sistein ——» Sisteamin

P5P - l Konjuge

Sistein ——3» otaurin in 3 y
silfinik asid : — Taurin safra asidleri

P5p \ /
I Sisteik asid pop

pirtvik asid
Sekil 2.21-Taurinin sentezi (245)

Cesitli turlerde yapilan in vivo c¢alismalarda taurinin memelilerin
gelisiminde esansiyel oldugu belirtiimis olup, duslik seviyelerdeki taurinin
Ozellikle gelisme surecinde yetersiz olmasinin  kardiyomiyopati, retinal
rejenerasyon, buyumeyi geciktirici gibi etkiler ile iligkili oldugu bildirilmistir (246-
247).

Taurinin organizmada safra asitlerinin konjugasyonu, kolesterol atilimi,
osmoregulasyon, ksenobiyotiklerin  detoksifikasyonu, hicre membrani
stabilizasyonu ve hucresel kalsiyum seviyelerinin modulasyonu gibi onemli

biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlarda rolu bulunmaktadir (244-246, 248).

Son yillarda taurinin serum lipidlerini azaltici (249), hiperglisemiyi (246,
250) ve aterosklerozu onleyici (251-252); kalbi koruyucu (253-254); gbérme
bozukluklarini (255), boébrek bozukluklarini (256-257), alkole bagh karaciger
hasarini onleyici (258-259) etkilerini bildiren ¢ok sayida galisma yapilmigtir.

Taurin bir antioksidan olarak siniflandirilir ve bu 6zelligi fizyolojik etkileri
ile iliskilidir. Hipoksi olusturularak indiklenenen hlcre hasarini énler (260),
serbest oksijen radikallerinin olusumunu inhibe ederek hicre Olumunu
(apoptosis) engeller (250), oksidan maddelerin olusturdugu hasara karsi
koruyucu ve antioksidan gibi davranir (261-266). Reaktif ve oksidatif bir bilesik

olan hipokloréz asidi N-klorotaurine donusturerek intraseliler hasar
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olusturmasina engel olur (246, 267). Aminoasidler Uzerinde yapilan bir
calismada, taurinin yUksek intraselller konsantrasyonlarda olmasi ve amino
grubunun karbonil gruplarina olan yuksek aktivitesinden dolayi, taurinin
dikarbonil ara Uurlnler ile reaksiyona girerek reaktif karbonil bilesiklerini
supurtcu etkide olabilecedi belirtilmistir (268). Antioksidan etkileri Uzerinde
yapilan ¢aligsmalarda, taurinin serbest radikalleri stpurucu etkisinin gug¢li ancak
spesifik olmadigr belirtiimistir (264, 269-271). Ayrica membran akiskanligi ve
iyon transportu degisikliklerini engelleyerek, Fe®* ile kelat olusturarak indirekt

antioksidan etki gosterdigi bildirilmigstir (272).

2.7.2.5.Digerleri

Karotenoidler

A vitaminin metabolik 6n maddesi olan B-karoten, bitkilerde kloroplast
membraninin bir bilesenidir. Son derece gugli singlet O, temizleyicisi olup
ayrica OH’, peroksi ve alkoksi radikalleriyle de dogrudan reaksiyon vererek lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonunu onleyebilir. o-Tokoferolden daha dusuk
konsantrasyonda bulunur, tokoferollerin ¢ézunurlikleri nedeniyle etki edemedigi
hidrofobik kisimlara karsi koruma saglarlar. Singlet O, uzaklastirici olarak
bilinen en etkili karotenoid likopendir (4, 273).

Melatonin

OH" radikalini ortadan kaldiran lipofilik o&zellikte c¢ok gugli bir
antioksidandir. Hucrenin tum organellerine ve hucre g¢ekirdegine ulasarak ve
kan-beyin engelini gecerek genis bir dagilimla antioksidan aktivite gosterir.

Melatoninin diger bazi antioksidanlar gibi prooksidan etkisi yoktur (15, 274).
Urik asid
insan dokulari Urat oksidaz igermez, bu yiizden purin metabolizmasinda
son Urlin olarak olusan Urik asid birikir. Urik asid, singlet O, peroksil radikalleri,

OH’, ozon ve HOCI igin guglu bir temizleyicidir ve in vivo antioksidan olarak
kabul edilmektedir (275).

Urik asidin OH" ile reaksiyonunda karbon merkezli radikaller ve bunlarin

da oksijen ile reaksiyonu ile Urat peroksil radikalleri meydana gelmektedir. Urik
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asidden tureyen bu radikaller, OH" dan daha az reaktif olsalar bile tam olarak

zararsiz kabul edilemezler (4).

Deferoksamin

Deferoksamin, demir i¢in spesifik kelat yapici bir ajandir. Deferoksamin,
Fe*" i baglar ve olusan bu kompleksteki demiri indirgemek son derece zordur.
O," veya peroksidler ile yavas reaksiyon verir. Bir ¢cok sistemde lipid
peroksidasyonu onlemektedir. Demir bagimli olan H2O, den OH" olusumunu
inhibe eder. Fe?* ¢dzeltilerinin oksidasyonunu arttirir ve sonucta olusan Fe*' ile

birlesir. Peroksil radikalleri i¢in de iyi bir temizleyicidir (165).

Ubiquinol (Koenzim Q, QHy)

Ubiquinol, mitokondriyel elektron tagima zincirinde, i¢ mitokondriyel
membranin iki tarafi arasinda proton aligverisi olusturmada rol oynar. iki
basamakli oksidasyon olayinda ubiquinol hem O,~ olusturur hem de 6zellikle

lipid fazdaki serbest radikalleri yok eder (276).
Lipoik asid

Lipoik asid, dihidrolipoik asidin indirgenmesi ile olusur. Her ikisi de
metal kelat yapicilari ve reaktif oksijen turlerini yok edicidir. Dihidrolipoik asid,

ayrica C ve E vitaminlerinin rejenerasyonunda da rol oynar (277).

Metallotioneinler

Metallotioneinler, gecis metal iyonlarina baglanan sisteine bagh kuguk
proteinlerdir. Bunlar metalleri toksifiye ederken ayni zamanda metallerin, OH’
radikali olusumuna neden olan Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlarini

katalizlemelerine de engel olurlar (278).

Ayrica yukarida bahsedilenlerin haricinde melanin, albumin, sistein ve

bilirubinin de antioksidan aktivite gosterdigi saptanmistir (4).
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2.8.Methiocarb

2.8.1.Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

~C—N-CH;

H;C CHy

I
CHs

Sekil 2.22-Methiocarbin kimyasal yapisi

Methiocarb yada merkaptodimetur (4-metiltiyo-3,5-ksilil metil karbamat),
karbamat grubu bir insektisiddir. insektisid 6zelligi ilk kez G. Unterstenhéfer

tarafindan 1962 yilinda rapor edilmis ve Bayer AG tarafindan uretilmistir (279).

Hafif kokulu, renksiz kristalize bir madde olan methiocarbin molekuler
formUlad C11H1sNOLS (Sekil 2.22) ve molekal agirhigi 225,3’tir. Methiocarbin
erime derecesi 119°C ve sudaki ¢ozunurligu 20°C’de 27 mg/I'dir. Organik
¢ozlculerin gogunda ¢dzinur. Oda sicakhiginda dayanikli olup, yarilanma émrt
pH 5’de 763 gun, pH 7'de 28 gun, pH 9da 2,2 gundur. Kuvvetli alkali ortamda
dayanikh degildir (280).

Teknik sekli ise, %97’den fazla saf madde igerir. Teknik seklinin

dayaniklihgi ise oda temparaturinde 24 aydir.

2.8.2.Kullanim Alanlari

Methiocarb, degme ve mide etkili akarisid, ndrotoksik etkili mollusisid ve
tohum korunmasinda kullanildiginda ise kuslari uzaklastirici etkidedir. Findik,
badem, hububat, meyve ve seker pancari gibi Uranlerin korunmasinda yaygin
olarak kullaniimaktadir. Turkiye’de Mesurol DP (%2) ve Mesurol WP 50 (%50)

olarak iki formulasyon sekli bulunmaktadir (281).

istanbul Tarim il Midurligi'nden alinan bilgiye gére methiocarb Tiirkiye’
de yaygin olarak kullanilan bir pestisid olup, 2000 yili istanbul ziraii miicadele
raporlarinda, findikta 30.000 kg methiocarb kullanildigi belirtilmigtir (282).
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2.8.3.Biyotransformasyonu

Methiocarb oral yol ile alindiginda oldukga iyi absorbe olur. Sigcanlarda
oral yol ile alinan methiocarbin doza bagh olarak %75-90’1 48 saat iginde
metabolitleri halinde idrar ile atilir. in vivo kosullar altinda methiocarbin
metabolizmasi ile olusan ana metabolitler, methiocarb fenol, methiocarb
sulfoksid fenol, N-hidroksi metil methiocarb sulfoksid, methiocarb sulfoksid ve

methiocarb sulfon fenoldur (283).

Gerek insan gerek sigan karaciger homojenatlari ile yapilan in vitro
calismalarda ise ana metabolitin methiocarb stilfoksid oldugu, methiocarb sulfon
ve N-hidroksi metil methiocarb siilfoksidin de olustugu saptanmisir. in vitro
kosullar altinda methiocarb metabolizmasinin ana yolagi, genel olarak kukurt
atomunda sulfoksidasyon ve N-metil oksidasyon seklinde gdsterilmistir (Sekil
2.23) (279).

Methiocarbin oksidasyonunda hangi enzimlerin rol oynadigi konusunda
degisik gorusler vardir. P-450’ler ve flavin monooksijenaz (FMO)’larin, tiyoeter
yapisindaki organofosfatlar ve karbamatlarin aktivasyon ve detoksifikasyon
reaksiyonlarinda rol oynadigi bilinmektedir. Onemli birinci faz enzimlerinden
olan FMO’lar, lipofilik ksenebiyotiklere NADPH’e bagimli bigimde oksijen
katarak ¢ok daha hidrofilik metabolitlerine doénustirar. FMO’larin substratlari
azot, kukurt, selenyum ve fosforlu bilesiklerdir. FMO’larin ksenobiyotiklerin
metabolizmasindaki rolinu arastiran simdiye kadar yapilmis ¢alismalar sulftr
iceren pestisidlere karsi aktivitelerinin anlaml oldugunu bildirmektedir (284-
288).

Tiyoeter yapisindaki methiocarbin sigan karacigerindeki bir dizi
oksidasyonlarinin (methiocarb sulfoksid olusumu ve diger bilesikler), P-450 ve
FMO’lar yoluyla meydana geldigi belirlenmigtir. Ancak P-450 ve FMO
izoformlarinin, methiocarbin insandaki metabolizmasinda nasil rol oynadiklari

tam olarak bilinmemektedir.
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Sekil 2.23-Methiocarbin memelilerde biyotransformasyonu

FMO enzim sistemi,

gostermektedir. FMO’larin

P-450 sistemine oranla daha az cgesitlilik

insanda buglne kadar sadece 6 fonksiyonel geni
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(FMO 1-6) kanitlanmistir (289). Ancak bunlardan sadece FMO 1-3 ve 5
proteinlerinde ekspresyon teshis edilebilmistir. FMO 3 esas olarak
karacigerinde, FMO 1 ise bobrek ve ince barsakta bulunmaktadir. Yarutulen
deneyler, FMO 1’in insanlarda ekstrahepatik metabolizmada ve O6zellikle de
organofosfatlarin ve karbamatlarin boébrek ve ince barsakta cereyan eden
metabolizmasinda rol oynadigini isaret etmektedir (290). Henliz bu maddelerin

ekstrahepatik metabolizmalari ile ilgili bilgiler sinirhdir.

Methiocarb bu 6zelligi dolayisiyla ekstrahepatik metabolizma igin  model
substrat olarak kullaniimistir. Deney sonuglari, karaciger diginda o6zellikle
bdbreklerde de FMO 1 tarafindan ydratilen bir metabolizmanin  s6z konusu
oldugunu gostermigtir. Insan karacigerinde methiocarb sulfoksid olusumunda
P450 sisteminin sorumlu oldugu, bir P450 inhibitorG olan 1-amino benzotriazol
(1-ABT) ile yapilan deneyde dogrulanmig, buna karsilik bdbrekte sulfoksid
formasyonu inhibisyondan etkilenmemistir. Bu bulgular, methiocarb gibi
karacigerde buyuk olgude P450 sistemi tarafindan metabolize olan maddelerin
diger dokulardaki biyotransformasyonlarinin FMO’larin kontrolinde oldugunu

gOstermektedir (291).

Buronfosse ve arkadaslari methiocarbin sigan karaciger mikrozomlari ile
sulfoksidasyonununda P-450 ve FMO’larin rollerinin yaklagsik %50 oldugunu
bildirmektedir. Ancak insan karaciger mikrozomlari ile yapilan ¢alismalar bu
oranin sirasiyla %85-90 ve %10-15 oldugunu gdstermektedir. Bu metabolik
farkhlik ise sicandaki FMO1 ekspresyonunun insan karacigerine gére daha

fazla oldugunu gostermektedir (292).

Diger taraftan Blee ve Durs (293), aromatik-alkil sulfid yapisindaki
methiocarbin sulfoksidasyonunun hidroperoksidler tarafindan 6énemli dl¢ide
etkilendigini, bu S-oksidasyonun hidroperoksid badimli oldugunu ve NADPH
gibi kofaktorlere gerek olmadigini, sulfoksid olusturan oksijenin molekuler
oksijenden olmayip hidroperoksid orijinli oldugunu ileri surmektedirler. Bu sonug

P-450 ve FMQ’larin bu oksidasyonda roll olmadigini gostermektedir.
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2.8.4.Toksik Ozellikleri ve Etki Mekanizmasi
Dinya Saghk Orgiti (WHO)nin pestisid siniflandirmasina gore
methiocarb, IB sinifi yiksek derecede toksik bir pestisiddir (294).

Methiocarbin akut toksisitesi memelilerde oral yol ile alindiginda ylksek
olup LDsy degeri siganlarda 9-135 mg/kg, farelerde 52,3 mg/kg’dir. Akut
inhalasyon toksisitesi sicanlarda orta derecede olup, LCs, degeri 4 saat
maruziyette 433-1208 mg/m?® tiir. Akut dermal toksisitesi, sican ve tavsanlarda
dUsuk olup, tavsanlarda LDsy degeri 2000 mg/kg’dan buyulk, siganlarda ise LDsg
degeri 350-400 mg/kg’dir. Akut intraperitonal LDsy degeri ise sigcanlarda 25-100
mg/kg'dir (283, 295). insanlar icin muhtemel oral LDsy degeri 50-500 mg/kg
olarak verilmektedir (296).

Methiocarbin metabolitleri arasinda toksikolojik olarak énemi olan
methiocarb sulfoksidin, sicanlarda oral LDsy degeri 6-9 mg/kg’dir. Siganlarda,
methiocarb sulfoksidin klinik belirtilerinin methiocarbin akut toksisite belirtilerine
benzer oldugu gosterilmistir (283). Methiocarb, methiocarb sulfon ve methiocarb
sulfoksidin N-hidroksimetil tirevlerinin siganlarda oral LDsy degerleri 112 mg/kg
iken, methiocarb fenol, methiocarb silfon, methiocarb fenol sulfoksid,
methiocarb fenol sulfonun siganlarda oral LDsy degerleri ise 1000 mg/kg
uzerindedir (283, 295).

Methiocarbin akut toksisite belirtileri diger karbamat insektisidlerine
benzerlik gosterir. Asetilkolin esteraz enzimi inhibisyonuna neden olur ve
asetilkolin birikmesine bagli toksik etkiler gorulur. Zehirlenme belirtileri olarak;
diyare, bulanti, kusma, abdominal agri, lakrimasyon, salivasyon ve bulanik
gbérme gibi muskarinik etkiler, dispne, titreme, kas seyirmesi, ekstremitelerde
gegici felgler gibi nikotinik etkiler ve hareketsiz kalamama, ataksi, bas agrisi,
konvulsiyonlar gibi santral sinir sistemi etkileri gozlemlenir. Bu belirtiler bir iki
saatten uzun surmez ve organofosfat zehirlenmelerinde gorulenden daha iyidir.
Bununla birlikte ciddi zehirlenmelerde, solunum depresyonu ve akciger édemi
olusabilir (283). Methiocarb zehirlenmesine karsi piridinyum oksimler pek uygun
degil iken atropin en etkili antidottur.(283, 295).
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Sicanlarda methiocarb ve metabolitlerinin dermal olarak eritrosit kolin
esteraz aktivitesi Uzerine etkilerinin arastiriimasi igin yapilan bir ¢alismada,
methiocarb ve methiocarb sulfoksidin biyolojik olarak belirgin bir sekilde
eritrositlerde kolin esteraz inhibisyonu yaptigi gosterilmis olup, methiocarb
sulfonun ise bir aktivite géstermedigi gortlmustur (279). Methiocarbin sigan ve
tavsanlarda g6z ve deride iritan olmadigi gdsterilmistir (283, 295). Karanfil
yetistiren bir kiside alerjik kontakt dermatid oldugu gozlenmistir. Kisinin elinde
ciddi akut egzema gelismis ve %0,5 methiocarba pozitif reaksiyon verdigi

g6zlenmistir.

Son yillarda yapilan bilimsel calismalar cesitli pestisidlerin endokrin
sistemler Uzerine olumsuz etkileri oldugunu gostermigtir. Andersen ve
arkadaglar tarafindan insan meme kanseri hiucrelerinde (MCF-7) yarutulen bir
calismada aralarinda methiocarbin da bulundugu kimyasal yapilari farkh bazi
pestisidlerin 6strojenik ve antiandrojenik aktivite gdsterdigi rapor edilmistir (297).
Kojima ve arkadaslar tarafindan gelistirilen ve Cin hamster over (CHO) hucre
kaltdrleri kullanilarak yapilan bagka bir calismada da ayni sonug elde edilmistir
(298). Hofmeister ve Bonefeld-Jorgensen’e gore ise, methiocarbin B-0strojen
reseptorlerindeki mMRNA dizeyinde meydana getirdigi artis bu etkiye neden
olmaktadir (299). Diger bir calismada ise, aralarinda methiocarbin da
bulundugu yaygin olarak kullanilan pestisidlerin androjenik reseptor Uzerine
olan etkilerinin additif oldugu gosterilmigtir (300).

Yapilan ¢alismalarda methiocarbin karsinojenik ve teratojenik etkilerinin
olmadigi gosterilmis olup noérotoksik 6zellik olarak da organofosfatlarinkine

benzer ertelenmis polinéropati belirtilerine ise rastlanmamistir (279, 295).

Methiocarbin genotoksik etkisi ise in vitro ve in vivo galigmalar yapilarak
arastirilmistir. in vitro gen mutasyonu, DNA hasari ve tamiri, mikronukleus
olusumu, Uzerine yapilan testler methiocarbin genotoksik oldugu hakkinda
negatif sonu¢ vermis olup sadece CHO hcre kilttrleri kullanarak yapilan bir in
vitro ¢alismada methiocarbin kromozom kirilmalari olusturdugu gosterilmigtir
(279, 295).
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2.9.Pestisidler ve Oksidatif Stres

Pestisidlerin  organizmada  serbest radikal olugsumuna, lipid
peroksidasyonuna ve antioksidan sistemlerde degisiklige yol acgtigi cesitli
arastirmalarin sonucunda ortaya ¢ikariimigtir. Bu arastirmalardan siganlarda

yapilan in vivo ¢aligsmalar asagida 6zetlenmistir:

6 Hafta boyunca 2 mg/kg dozda endosulfan uygulanan siganlarin, kalp
dokusunda MDA duzeyi ve SOD, GSH-Px, CAT aktivitelerinin kontrol grubuna
kiyasla énemli dlgude arttigi belirtiimis olup (301), diger bir calismada da 30
mg/kg tek dozda ve 10 ve 15 mg/kg dozda 5 gin boyunca endosulfan
uygulanan siganlarin karaciger ve beyin dokularinda tum dozlarda lipid
peroksidasyon duzeylerinin kontrol grubuna kiyasla onemli dlgude arttigi ve
glutatyon redoks dongusunde de anlamh degisiklikler oldugu gosterilmigstir
(302).

Tek doz 45, 75, 90 mg/kg dimethoate uygulanan siganlarin karaciger ve
beyin dokularinda 75, 90 mg/kg dozlarda MDA duzeyi ve SOD, GSH-Px, CAT,
GSH-Rd aktivitelerinin  kontrol grubuna kiyasla Onemli d&lgude arttigi,
karacigerde tim dozlarda GSH ve GST aktivitelerinde degisiklik goértlmezken,
beyinde 90 mg/kg dozda GSH duzeyi ve GST aktivitelerinin de arttigi
belirtilmistir (303). Subkronik diger bir galismada ise 0,6; 6, 30 mg/kg dozlarda
30 gln boyunca dimethoate uygulanan siganlarin karaciger ve beyninde 6, 30
mg/kg dozlarda MDA duzeyleri ve SOD, GSH-Px, CAT, GSH-Rd aktivitelerinin
kontrol grubuna kiyasla 6nemli Ol¢gide arttigi, karacigerde ve beyinde 6, 30
mg/kg dozlarda GSH duzeylerinde azalma gozlenirken, GST aktivitelerinin ise
karacigerde 6, 30 mg/kg dozlarda ve beyinde 30 mg/kg dozda arttigi
gOsterilmistir (304).

4 Hafta boyunca 20 ppm dozda malathion uygulanan sigcanlarin, serum
MDA duzeyi, GSH-Rd ve GST aktivitelerinin ve eritrositlerde SOD, CAT, GSH-
Px enzim aktivitelerinin kontrol grubuna kiyasla énemli dlgide arttigi ve tim

kanda GSH dizeyinin ise azaldigi belirtilmistir (305).

Tek doz 0,03 mg/kg dimethoate (0,01% LD50) ve 0,13 mg/kg malathion
,01% uygulanan siganlarin eritrosi uzeyi, , aktiviteleri
(0,01% LD50) I I itrosit MDA dulzeyi, SOD, CAT aktiviteleri
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ve total-SH dizeyinin kontrol grubuna kiyasla énemli dlgide arttigi ve GST

aktivitesinin ise azaldigi gosterilmistir (306).

Tek doz 1/4 LDsy (54 mg/kg) fenthion uygulanan siganlarda yapilan bir
calismada, karacigerde MDA duzeyi, kontrol grubuna kiyasla énemli Olglde
arttigi belirtilmigtir (307).

60 Gin boyunca 0,52, 1,04 mg/kg dozlarda quinalphos uygulanan
siganlarin karacigerinde lipid peroksid ve GSH duzeylerinde kontrol grubuna
kiyasla onemli bir degisiklik olmadigi ancak SOD, GSH-Px, CAT, GSH-Rd
aktivitelerinin kontrol grubuna kiyasla énemli dlgtide arttigi, beyninde ise sadece

CAT aktivitesinin arttigi ve GSH-Rd aktivitesinin de azaldigi gésterilmistir (308).

3, 8 ve 15 gln boyunca 250 ve 500 nug/kg dozlarda quinalphos
uygulanan siganlarin testislerinde tum dozlarda MDA duzeylerinin kontrol
grubuna kiyasla 6énemli dlgude arttigi ve SOD, GSH-Px ve CAT aktivitelerinin
ise yUksek dozda arttigi gosterilmigstir (309).

Tek doz 1/4 LDsp endrin, chlordane, alachlor, chlorpyriphos ve fenthion
uygulanan si¢anlarin karaciger ve beyin homojenatlarinda lipid peroksidasyon

dizeyinin kontrol grubuna kiyasla dnemli dlgtde arttigi gosterilmigstir (310).

4 Hafta boyunca 25 mg/kg dozda hexachlorobenzene uygulanan
sigcanlarin karacigerinde MDA dizeyi ve GSH-Rd aktivitesi kontrol grubuna
kiyasla onemli Olgude artarken SOD ve GSH-Px aktivitelerinin azaldigi, CAT
aktivitesinde ise bir degisiklik olmadigi ve plazmada MDA dizeyinin arttigi,
eritrositlerde ise SOD, GSH-Px ve CAT aktivitelerinde bir degigiklik olmadigi
belirtilmistir (311).

Tek doz 20, 40, 60, 80 mg /kg i.p. lindane uygulanan sicanlarin
karacigerinde doza bagli olarak tum dozlarda MDA duzeyinin kontrol grubuna
kiyasla 6nemli 6lgude arttigi, G-6PDH, GSH-Px ve GSH-Rd aktivitelerinde bir
degisiklik olmadigi ve 40, 60, 80 mg/kg dozlarda ise SOD ve CAT, aktivitelerinin
azaldigi gosterilmistir (312).

45 Gun boyunca 1, 10 ve 100 mg/kg dozlarda metoxychlor uygulanan
siganlarin mitokondriyel ve mikrozomal testis fraksiyonlarinda, doza bagl olarak

lipid peroksidasyon duzeyinin kontrol grubuna kiyasla dnemli dlgtide arttigi ve
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SOD, CAT, GSH-Px ve GSH-Rd aktivitelerinin de azaldigi gosterilmistir (313).
Metoxychlor ile yapilan kisa sureli diger bir calismada ise; 50, 100 ve 200 mg/kg
dozlarda 1, 4 ve 7 gun boyunca metoxychlor uygulanan siganlarin testis
homojenatlarinda, 4 ve 7 gunlik ¢alismalarda tum dozlarda lipid peroksidasyon
dizeylerinin kontrol grubuna kiyasla énemli élgude arttigi ve SOD, CAT, GSH-
Px ve GSH-Rd aktivitelerinin de azaldi§i gosterilmistir (314).

5 Gun boyunca 50 mg/kg (1/4 LD50) i.g. dozda cypermethrin uygulanan
sigcanlarin plazma hari¢ karaciger, beyin ve bodbreklerinde MDA duzeylerinin
kontrol grubuna kiyasla dnemli dlgude arttigi, GSH-Px aktivitesinin eritrosit ve
karacigerde arttigi, bobrek ve beyinde ise azaldi§i, CAT aktivitesinin, eritrosit

disinda karaciger, beyin ve bobrekte azaldigi gosterilmigitir. (315).

Tek doz 170 mg/kg ve 5 gun boyunca 75 mg/kg dozda cypermethrin
uygulanan siganlarin karaciger ve beyin dokularinda tim dozlarda lipid
peroksidasyon duzeyinin kontrol grubuna kiyasla dnemli dlgide arttigi ve total

glutatyon duzeylerinin de azaldigi gosterilmigtir (316).

28 Gun boyunca 250, 500, 1000 ppm dozlarda fenvalerate uygulanan
siganlarin karaciger, eritrosit, dalak ve timuslarinda MDA duzeylerinin doza
badli olarak kontrol grubuna kiyasla énemli dlgclide arttiyi ve karaciger GSH
diuzeyi, SOD, GSH-Px, CAT aktivitelerinin ise doza bagli olarak (6zellikle 500 ve
1000 ppm) azalirken, GSH-Px aktivitesinin ise arttigi gosterilmistir (317).

Tek doz 50 mg/kg paraquat uygulanan siganlarin serum, karaciger ve
akcigerlerinde MDA+4-HDA duzeyi kontrol grubuna kiyasla onemli dlglde
arttigr ve karaciger ve akcigerde GSH azalirken GSSG'nin de arttigi
gosterilmigtir (318).

7 GUn boyunca 200 mg/kg dozda benomyl uygulanan siganlarin serum
lipid hidropeoksid duzeyinin kontrol grubuna kiyasla onemli Olgude arttarken,

GSH dulzeyinin de azaldigi gosterilmektedir (319).

28 Gun boyunca 1 mg/kg dozda carbofuran uygulanan siganlarin
beyninde, MDA dulzeyinin kontrol grubuna kiyasla énemli dlgude arttigi, GSH
dizeyi ve SOD, CAT, GSH-Px ve GSH-Rd aktivitelerinin de azaldigi ve GST
aktivitesinde ise bir degisiklik olmadigi gosterilmistir (320).



3. GEREG VE YONTEM

3.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler
Amonyum sulfat

Bakir klorar

Bakir sulfat

n-Butanol

Disodyum etilendiamintetraasetik asid
dihidrat

Disodyum hidrojen fosfat 12 hidrat
5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asid
Etanol

E vitamini

(300 mg dl-a tokoferol asetat)
Folin Fenol Reaktifi

Glutatyon peroksidaz

Glutatyon redtuktaz

Hidrojen peroksid (%30)
Hidroklorik asid

indirgenmis glutatyon
indirgenmis nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat

Ksantin

Ksantin oksidaz

Kloroform

Metafosforik asid

Metanol (HPLC)

Methiocarb (%99.8)

Nitroblu tetrazolyum klorur

Okside glutatyon
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Riedel 11225
Merck 2731
Merck 2787
Merck 1.00988

Sigma E5134
Merck 6573
Sigma D8130

Evigen ampul

Merck 1.09001
Sigma G6137
Fluka 49755
Riedel 18312
Merck 1.00317
Sigma G4251

Sigma N1630
Sigma X7375
Sigma X4376
Merck 2431
Merck 1.00546
Merck 1.06007
Bayer

Sigma N6876
Sigma G-4376



Potasyum dihidrojen fosfat
Potasyum hidroksit

Sigir serum albumini
Sodyum azid

Sodyum hidroksid
Sodyum karbonat
Sodyum klorur

Sodyum potasyum tartarat
Superoksid dismutaz
Taurin

1,1,3,3, Tetraetoksipropan
Trikloroasetik asid
Trisodyum sitrat dihidrat
Tris tamponu
2-Tiyobarbiturik asid

3.2.Kullanilan Arag ve Geregler

Balon joje (5, 10, 25, 50 ml)
Beher (25, 50, 100 ml)
Eppendorf tip (1,5 ml)
Erlen (25, 50, 100, 250 ml)
Enjektor (100 ul)

Etav

Girdap karistirici

Hassas terazi

Hesap makinesi

Homojenizator

Kapakh polipropilen tip (16x100mm)
Laboratuvar Siseleri (250, 500, 1000 ml)

Mavi ve sari pipet ucu

Membran filtre (0,2 um, 47 mm)
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Riedel 33110
Riedel 06009
Fluka 05470
Riedel 35088
Merck 6462
Merck 6398
Merck 1.06400
Merck 1.08085
Sigma S2515
Sigma T0625
Sigma T9889
Merck 1.00807
Merck 1.06448
Sigma T6066
Sigma T5500

Hamilton

NUve FNsoo

Vm20 Vortex, Biobac
Mettler Hyg

Texas Instruments TI-60
T18 Basic Ultra-Turrax

Phenomenex
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Mikro pipet (10-100, 100-1000 pl) Biohit proline

Milli Q su cihazi Millipore

Mobil faz filtrasyon sistemi Phenomenex

pH metre pH 211, Hanna
Sogutmali santrifij Universal 32R, Hettich
-80°C sogutucu Nuaire ultralow freezer
-20°C sogutucu Bosch economic frozer
Spektrofotometre Shimadsu UV-1210
Spektrofotometre kiveti (polistren ve kuvarz)

C+s SPE kartus (1 mg/ml) Alltech

Su banyosu Memmert

Terazi Precisa XB 220 A
Ultrasonik banyo Ultrasonik LC 30H
Vakum pompasi Speedivac ES 35

Vida kapakli cam tup (16x100 mm)

Yiiksek Basin¢l Sivi Kromatografisi (HPLC)

Thermo Separation Products Liquid Chromatograph with Model Spectra System
(TSP-USA)

HPLC pompa (Spectra Series Pump P4000; TSP)

Likid kromatografisi icin vakum degazer (Solvent degaser SCM 1000; TSP)
Rheodyne enjektor (Berkley, CA, USA; Enjeksiyon hacmi: 50ul)

Photo-Diode Array Dedektor (UV 6000LP; TSP)

Sistem kontrolora (SN 4000; TSP)

Bilgisayar Programi (PC 1000 System Software, TSP)

Kolon (LiChrospher RP-18e C1gkolon 5 um, 4,6x250 mm; Phenomenex)
Koruyucu kolon (C1s, 4 mm L x 3 mm ID; Phenomenex)

C+4s Koruyucu kolon kiti (Phenomenex)
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3.3.Kullanilan Cozelti ve Reaktifler

3.3.1.Sodyum Klorur Cozeltisi (%0,9)
9 g NaCl bidistile suda ¢ozulerek 1000 ml'ye tamamlandi.

3.3.2.Protein Tayininde Kullanilan Gozelti ve Reaktifler

Protein Standart Cozeltileri: 10 mg Sigir serum albumini (BSA) bidistile
suda c¢ozilerek 10 ml'ye tamamlandi. Bu ana stoktan konsantrasyonlari 0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg/ml olacak sekilde BSA standart c¢oOzeltileri taze olarak
hazirlandi ve bu ¢ozeltiler protein tayininde standart egri gizimi igin kullanildi.

Sodyum Hidroksid Cozeltisi (0,1 M): 4 g NaOH bidistile suda ¢6zulerek

1000 ml'ye tamamlandi.

A Reaktifi (Sodyum Karbonat Cozeltisi %2): 2 g Na,CO3; 0,1 M NaOH
¢ozeltisinde ¢ozulerek 100 ml'ye tamamlandi.

Sodyum Potasyum Tartarat Cozeltisi (%1): 1 g Na-K tartarat bidistile

suda ¢ozulerek 100 ml'ye tamamlandi.

B Reaktifi (Bakir Siilfat Cozeltisi, %0,5): 0,05 g CuSOs %1’lik Na-K
tartarat ¢ozeltisinde ¢ozulerek 10 ml'ye tamamlandi. Her deney gunu taze olara

hazirlandi.

C Reaktifi (Alkali Bakir Sulfat GCozeltisi): 50 ml A reaktifi ve 1 ml B
reaktifi karistirilarak hazirlandi ve bu ¢ozelti 30 dakika igcinde bozundugundan,

her kullanigta taze olarak hazirlandi.

E Reaktifi (Folin Fenol Reaktifi, 1/1): Folin fenol reaktifi 1/1 oraninda

seyreltilerek hazirlandi. Her deney guni taze olarak hazirlandi.

3.3.3.Malondialdehid Tayininde Kullanilan Cozelti ve Reaktifler

1,1,3,3, Tetraetoksipropan (TEP) Standart Cozeltileri: TEP ana stok
¢ozeltisi 100 nmol/ml konsantrasyonunda bidistile suda ¢dzllerek hazirlandi. Bu
ana stoktan konsantrasyonlari 1,25; 2,5; 5; 10; 20 nmol/ml olacak sekilde TEP
standart ¢ozeltileri hazirlandi ve bu ¢ozeltiler malondialdehid tayininde standart
egri ¢izimi igin kullanildi. HPLC analizi i¢in ise; TEP standart ¢ozeltileri 0,2; 0,5;
1; 2,5; 5; 7,5; 10 nmol/ml olacak sekilde hazirlandi.
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Hidroklorik Asid Coézeltisi (0,25 M): 7,5 ml %37’lik HCI bidistile suda
¢ozulerek 1000 ml'ye tamamlandi.

2-Tiyobarbitiurik Asid (TBA) Codzeltisi (%0,37): 0,037 g TBA 0,25 M
HCI ¢ozeltisinde ¢ozulerek 10 ml'ye tamamlandi. Her deney gunu taze olarak
hazirlandi.

Trikloroasetik Asid (TCA) Cozeltisi (%15): 15 g TCA 0,25 M HCI

¢ozeltisinde ¢ozllerek 100 ml'ye tamamlandi.

Potasyum Hidroksid Cozeltisi (5 M): 28,01 g KOH bidistile suda
¢ozllerek 100 ml'ye tamamlandi.

Fosfat Tamponu (50 mM pH 6,8): 3,402 g KH,PO, bidistile suda
¢ozllerek, 5 M KOH ile pH 1 6,8'e ayarlandi ve bidistile su ile 500 ml'ye

tamamlandi.

HPLC Analizi i¢in Mobil Faz: HPLC kalite metanol ve Mili-Q su 0,2 um
membran filtrelerden slzuldikten ve ultrasonik su banyosunda degaze

edildikten sonra kullanildi.

3.3.4.indirgenmis Glutatyon Tayininde Kullanilan Gézelti ve Reaktifler

GSH Standart Cozeltileri: 25 mg GSH bidistile suda ¢ozllerek 25 ml'ye
tamamlandi. Bu ana stoktan konsantrasyonlari 3,9; 7,8; 15,6; 31,25; 62,5; 90;
125 pg/ml olacak sekilde GSH standart ¢ozeltileri taze olarak hazirlandi ve bu
cozeltiler indirgenmis glutatyon tayininde standart egri ¢izimi igin kullanildi.

Cokturme Cozeltisi: 1,67 g metafosforik asid, 0,2 g Na,EDTA.2H,0 ve
30 g NaCl bidistile suda ¢ozllerek 100 ml'ye tamamlandi. Cozelti +4 °C ‘de 3
hafta dayaniklidir.

Sodyum Sitrat Cozeltisi (%1): 1 g sodyum sitrat bidistile suda
¢ozlulerek 100 ml'ye tamamlandi. Bu ¢ozelti belitme reaktifi hazirlanirken
kullanildi.

Belirtme Reaktifi (5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit, DTNB): 40 mg
DTNB %71’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢ozulerek, bu ¢ozelti ile 100 ml'ye

tamamlandi. Hazirlanan reaktif +4 °C’de 13 hafta dayanikhidir.

Disodyum Hidrojen Fosfat Cozeltisi (0,3 M): 107,44 g
Nay;HPO,4.12H,0 bidistile suda ¢odzllerek 1000 ml ye tamamlandi.
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3.3.5.Suiperoksid Dismutaz Aktivitesi Tayininde Kullanilan GCozelti ve
Reaktifler

SOD Standart Cozeltileri: 0,5 mg eritrosit CuZn-SOD, bidistile suda
¢ozulerek 5 ml'ye tamamlandi. Bu ana stoktan konsantrasyonlari 60, 120, 240,
300, 420, 540, 720, 900 ng/ml olacak sekilde SOD standart ¢ozeltileri taze
olarak hazirlandi ve bu c¢ozeltiler SOD tayininde standart egri ¢izimi igin
kullanildi.

Sodyum Hidroksid Cozeltisi (0,1 N): 0,4 g NaOH bidistile suda
cozulerek 100 ml'ye tamamlandi.

Stok Ksantin Gozeltisi (3 mM): 4,6 mg ksantin tartilip, 1 ml 0,1 N NaOH
¢cozeltisinde hafif 1s1 uygulamasi ile ¢ozulerek bidistiie su ile 10 mlye

tamamlandi. Cozelti +4 °C’de bir hafta dayanikhdir.

Ksantin Cozeltisi (0,3 mM): Stok ksantin ¢gozeltisinden 1 ml alinarak

bidistile su ile 10 mI'ye tamamlandi. Her deney gunu taze olarak hazirlandi.

Etilendiamintetraasetik Asid Cozeltisi (0,6 mM): 22,32 mg Na,EDTA.

2H,0 bidistile suda ¢ozilerek 100 ml'ye tamamlandi.

Sodyum Karbonat Cozeltisi (400 mM): 4,24 g Na,CO3 bidistile suda

cozulerek 100 ml'ye tamamlandi.

BSA Cozeltisi (1 g/L): 10 mg BSA bidistile suda ¢ozulerek 10 ml'ye

tamamlandi.

Nitroblu Tetrazolyum Kloriur (NBT) Cozeltisi (0,15 mM): 1,226 mg
NBT bidistile suda ¢ozulerek 10 ml ye tamamlandi. Her deney gunu taze olarak

hazirlandi.

SOD Calisma Reaktifi: 10 ml 0,3 mM ksantin, 5 ml 0,6 mM Na,EDTA,
3 ml 400 mM NaCOs, 1,5 ml 1 g/L BSA, 5 ml 0.15 mM NBT karistirilarak her

deney gunu taze olarak hazirlandi.

Amonyum Silfat Cozeltisi (2 M): 26,428 g (NH4),SO, bidistile suda

¢ozulerek 100 ml'ye tamamlandi.

Ksantin Oksidaz Cozeltisi (167 U/L): 2 mg ksantin oksidaz sogutulmus

(NH4)2S0O4 ¢ozeltisinde ¢ozulerek 1 ml'ye tamamlandi.
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Bakir Kloriir Cozeltisi (0,8 mM): 13,64 mg CuCl,.2H,0 bidistile suda

¢ozulerek 100 ml'ye tamamlandi.

3.3.6.Katalaz Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Potasyum Dihidrojen Fosfat Cozeltisi (A): 0.681 g KH,PO,4 bidistile

suda ¢ozulerek 100 ml'ye tamamlandi.

Disodyum Hidrojen Fosfat Cozeltisi (B): 2.77 g Na;HPO4.12H,0

bidistile suda ¢ozulerek 155 ml'ye tamamlandi.

Fosfat Tamponu (50 mM, pH 7,0): A/B orani 1/1.55 olacak sekilde

karistirilarak hazirlandi ve pH 7’ye ayarlandi.

Hidrojen Peroksid Cozeltisi (30 mM): 34 pl %30 luk H,O, 10 ml'ye

fosfat tamponu ile tamamlandi.

3.3.7.Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozelti ve
Reaktifler

GSH-Px Standart Cozeltileri: 20 U GSH-Px bidistile suda ¢dzllerek
1 ml'ye tamamlandi. Bu ana stoktan konsantrasyonlari 0,1; 0,2; 0,3; 1; 2; 3
U/ml olacak sekilde GSH-Px standart ¢ozeltileri taze olarak hazirlandi ve bu

¢cozeltiler GSH-Px enzimi tayininde standart egri ¢izimi i¢in kullanildi.

Hidroklorik Asid Goézeltisi (0,1 M): 0,3 ml %37’lik HCI bidistile suda
¢ozulerek 100 ml'ye tamamlandi.

Tris Tamponu (50 mM, pH 7,6): 0.305 g tris tamponu bidistile suda
¢ozulerek, 0,1 M HCI ile pH1 7,6 ya ayarlandi ve bidistile su ile 50 ml'ye

tamamlandi.

Reaksiyon Karigsimi: Hazirlanan 50 ml tris tamponuna 18,61 mg
NaEDTA.2H,0O, 30,73 mg GSH, 8,335 mg indirgenmis nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH), 13 mg sodyum azid ve 27,86 pul glutatyon rediktaz
(1000 U/L olacak sekilde) eklenerek GSH-Px reaksiyon karisimi hazirlandi.

3.3.8.Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi Tayininde Kullanilan Codzelti ve
Reaktifler
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GSH-Rd Standart Cozeltileri: 5 U GSH-Rd bidistile suda ¢odzllerek 5 ml
ye tamamlandi. Bu ana stoktan konsantrasyonlari 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5;
mU/ml olacak sekilde GR standart ¢oOzeltileri taze olarak hazirlandi ve bu

¢cozeltiler GR enzimi tayininde standart egri ¢izimi igin kullanildi.

Potasyum Hidroksid GCozeltisi (%30): 30 g KOH bidistile suda

¢ozulerek 100 ml'ye tamamlandi.

Potasyum Dihidrojen Fosfat Tamponu (0,1 M, pH 7,6 ve 30 mM
EDTA igeren): 13,61 g KH,PO,4 ve 11,166 g Na,EDTA.2H,O 930 ml bidistile
suda ¢ozullerek, %30’luk KOH ile pH 1 7,6 ya ayarlandi ve bidistile su ile 1000

ml’ye tamamlandi.

NADPH (1 mM): 8.33 mg NADPH fosfat tamponunda ¢ozulerek 10 ml'ye

tamamlandi. Her deney gunu taze olarak hazirlandi.

Okside glutatyon (GSSG) (100 mM): 613 mg GSSG bidistile suda

¢ozulerek 10 ml'ye tamamlandi. Her deney gunu taze olarak hazirlandi.

3.3.9.intragastrik (i.g.) Methiocarb Uygulama Gézeltileri
Methiocarbin siganlara uygulanacak c¢ozeltileri; 2, 10 ve 25 mg/kg
dozlarda olacak sekilde misir6zu yagi icinde hazirlandi. Siganlara 0,5 ml hacim

icinde i.g. olarak uygulandi.

3.3.10.intraperitonal (i.p.) E Vitamini Uygulama GCézeltisi
E vitamini siganlara 100 mg/kg dozda olacak sekilde 0,1 ml hacim iginde

i.p. olarak uygulandi.

3.3.11.intraperitonal Taurin Uygulama Gozeltisi
Taurin 50 mg/kg dozda olacak sekilde %0,9’'luk NaCl iginde hazirlandi.
Siganlara 0,5 ml hacim iginde i.p. olarak uygulandi.

3.4. Deneysel islemler ve Yéntemler

3.4.1.Kullanilan Deney Hayvanlari
Bu calismada istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiltesi Deney
Hayvanlari Laboratuvar’'ndan saglanan 144 adet 160-200 g agirhginda (90

gunluk) erkek Wistar-Albino siganlar kullaniimistir. Siganlarin 1 hafta énceden
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laboratuvar kosullarina uyumlari saglanmis olup yem ve su tuketimleri
sinirlanmamistir.

Siganlara ilag yada ¢6zucu uygulamasi, sabah 09.00-10.00 arasinda
yapilmistir. Sakrifikasyondan oOnceki 12 saat boyunca siganlara yem
verilmemistir.

I.U. Cerrahpasa Tip Fakiltesi, Deney Hayvanlari Etik Kurulu’nun
14.06.2005 tarih ve 15559 sayili karari ile etik kurul onay! verilmigtir.

3.4.2.Deney Gruplari
Siganlar, 9 deney gruplarina ayriimistir.

3.4.2.1.Tek Doz Methiocarb Uygulanan Grup
Bu gruptaki siganlara 25 mg/kg (1/4 LDsy) dozda methiocarb, i.g. olarak
uygulandi ve sigcanlar 24 saat sonra sakrifiye edildi. Ayni hacim ve yola uygun

olarak da ¢6zicu uygulamasi yapilarak kontrol gruplari olusturuldu.

3.4.2.2.Tek Doz Methiocarb + E Vitamini Uygulanan Grup

Bu gruptaki sicanlara E vitamini 20 gin sure ile 100 mg/kg dozda i.p.
olarak uygulandi. 20. gunun sonunda 25 mg/kg (1/4 LDso) dozda methiocarb, i.g.
olarak uygulandi ve sigcanlar 24 saat sonra sakrifiye edildi. Ayni hacim ve yola
uygun olarak da E vitamini uygulamasi yapilarak E vitamini kontrol gruplari

olusturuldu.

3.4.2.3.Tek Doz Methiocarb + Taurin Uygulanan Grup

Bu gruptaki siganlara taurin 20 gin sure ile 50 mg/kg dozda i.p. olarak
uygulandi. 20. giiniin sonunda 25 mg/kg (1/4 LDsp) dozda methiocarb, i.g. olarak
uygulandi ve sicanlar 24 saat sonra sakrifiye edildi. Ayni hacim ve yola uygun

olarak da taurin uygulamasi yapilarak taurin kontrol gruplari olusturuldu.

3.4.2.4.Tekrarlanan Doz (5 giin) Methiocarb Uygulanan Grup

Bu gruptaki sicanlara, 5 giin sireyle 10 mg/kg (1/10 LDsy) dozda
methiocarb, i.g. olarak uygulandi. Son uygulamadan 24 saat sonra siganlar
sakrifiye edildi. Ayni hacim ve yola uygun olarak da ¢6zlcu uygulamasi yapilarak

kontrol gruplari olusturuldu.

3.4.2.5. Tekrarlanan Doz (5 guin) Methiocarb + E Vitamini Uygulanan Grup
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Bu gruptaki sicanlara E vitamini 20 gin sure ile 100 mg/kg dozda i.p.
olarak uygulandi. 20. ginin sonunda 10 mg/kg (1/10 LDsp) dozda methiocarb,
verilmeye baglandi ve 5 gun boyunca methiocarb ve E vitamini uygulamasina
devam edildi. Son uygulamadan 24 saat sonra siganlar sakrifiye edildi. Ayni
hacim ve yola uygun olarak da E vitamini uygulamasi yapilarak E vitamini kontrol

gruplari olusturuldu.

3.4.2.6. Tekrarlanan Doz (5 guin) Methiocarb + Taurin Uygulanan Grup

Bu gruptaki siganlara taurin 20 gin sure ile 50 mg/kg dozda i.p. olarak
uygulandi. 20. guinin sonunda 10 mg/kg (1/10 LDsg) dozda methiocarb,
verilmeye baslandi ve 5 gun boyunca methiocarb ve taurin uygulamasina devam
edildi. Son uygulamadan 24 saat sonra siganlar sakrifiye edildi. Ayni hacim ve
yola uygun olarak da taurin uygulamasi yapilarak taurin kontrol gruplari

olusturuldu.

3.4.2.7.Tekrarlanan Doz (28 giin) Methiocarb Uygulanan Grup

Bu gruptaki siganlara, 28 gin slreyle, 2 mg/kg (1/50 LDsp) dozda
methiocarb, i.g. olarak uygulandi. Son uygulamadan 24 saat sonra siganlar
sakrifiye edildi. Ayni hacim ve yola uygun olarak da ¢6zicu uygulamasi yapilarak

kontrol gruplari olusturuldu.

3.4.2.8.Tekrarlanan Doz (28 gilin) Methiocarb + E Vitamini Uygulanan Grup
Bu gruptaki siganlara E vitamini 3 gun sure ile 100 mg/kg dozda i.p. olarak
uygulandi. 3. ginin sonunda 2 mg/kg (1/50 LDsp) dozda methiocarb verilmeye
baslandi ve 28 gln boyunca methiocarb ve E vitamini uygulamasina devam
edildi. Son uygulamadan 24 saat sonra siganlar sakrifiye edildi. Ayni hacim ve
yola uygun olarak da E vitamini uygulamasi yapilarak E vitamini kontrol gruplari

olusturuldu.

3.4.2.9.Tekrarlanan Doz (28 giin) Methiocarb + Taurin Uygulanan Grup

Bu gruptaki siganlara taurin 3 gun sure ile 50 mg/kg dozda i.p. olarak
uygulandi. 3. ginin sonunda 2 mg/kg (1/50 LDsp) dozda methiocarb verilmeye
baslandi ve 28 gun boyunca methiocarb ve taurin uygulamasina devam edildi.
Son uygulamadan 24 saat sonra sicanlar sakrifiye edildi. Ayni hacim ve yola

uygun olarak da taurin uygulamasi yapilarak taurin kontrol gruplari olusturuldu.
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3.4.3.Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Servikal dislokasyonu takiben 2-3 dakika iginde cikarilan karaciger ve
bdbrek calisma suresince buz iginde tutuldu.

%0,9’luk NaCl ile yikanan dokular deney gunine kadar %0,9’luk NaCl
icinde -80 °C’de saklandilar. Deneyin yapilacagi gunden 1 gece dnce dokular
+4 °C’ye alinarak ¢ozulmeleri saglandi. Agirliklar saptanan doku érnekleri, 1 g
dokuya 10 ml %0,9’luk NaCl eklenerek homojenizatdr yardimi ile homojenize

edildi. %10’luk homojenatlar MDA, GSH ve protein tayinlerinde kullanildi.

CAT, GSH-Px, GSH-Rd ve protein tayinleri icin ise %10’luk
homojenatlardan 10.000 g fraksiyonu elde edildi. %10’'luk doku homojenati,
10.000 g'de +4 °C’de 20 dakika santriflj edildi. 10.000 g'de ¢dken organ
fraksiyonunda baslica mitokondri ve hicre g¢ekirdeg@i bulunur. Sivi kisimda ise,
endoplamik retikulum pargalari ile ¢ozunur halde bulunan sitoplazma bulunur.

Bu kisim 10.000 g supernatant fraksiyonu olarak alindi.

3.4.4.Protein Tayini

Protein tayini Lowry (321) tarafindan tarif edilen yonteme goére yapildi.
Yontemin esasi, protein yapisindaki aromatik halka iceren aminoasitler ile alkali
bakir ve folin reaktifinin verdigi mavi renkli kompleksin renk siddetinin 500

nm’de oOlgllmesi esasina dayanir.

3.4.4.1.Protein Tayini icin Doku Homojenatinin Hazirlanmasi
10 pl %10’ luk doku homojenati ve 10 pl 10.000 g supernatant

fraksiyonunun Gzerine 490 pl %0,9’luk NaCl eklenerek 1/50 oraninda seyreltildi.

3.4.4.2.Yontemin Uygulanisi

0,5 ml BSA standart ¢ozeltisine, 0,5 ml seyreltik doku homojenati veya
10.000 g supernatant fraksiyonunun Gzerine 2,5 ml C Reaktifi ilave edildi,
vorteksle karistirildi ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Uzerine 0,25 ml E
Reaktifi ilave edildi, vorteksle karistirildi ve oda sicakliginda 30 dakika

bekletildikten sonra ¢ozeltinin absorbansi 500 nm’de kore karsi 6lguldu.

3.4.4.3.Protein Miktarinin Hesaplanmasi
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Her bir érnek icin protein miktari, BSA standart ¢ozeltileri ile hazirlanan
Olgu egrisine gore hesaplandi. %10’luk doku homojenatlarinda ve 10.000 g

supernatant fraksiyonlarinda protein miktari mg olarak hesaplandi.

3.4.5.Lipid peroksidasyonun Olgiimii

Lipid peroksidasyonun élgiminde TBARS yontemi kullanildi. Yontemin
esasl, lipid peroksidasyon sonucu olusan MDA’in TBA ile reaksiyonu ile
meydana gelen pembe renkli kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik tayinine
dayanmaktadir (Sekil 3.1). Olusan MDA-TBA kompleksinin tayininde iki ayri

yonteme gore ¢alisildi.

HS OH CHO
z N
2 7
NJ + i::zo - \r\‘j;:H—CH‘*CHI;’I'/ +2H,0
OH OH
TBA URUN Amax= 532 nm

Sekil 3.1-MDA’in TBA ile reaksiyonu (4)

3.4.5.1.Spektrofotometrik Yontem
Malondialdehid tayini, Buege ve Aust (70) tarafindan tarif edilen yonteme

gore yapildi.

0,8 ml TEP standart ¢ozeltisine veya %10’luk doku homojenatina 0,8 ml
%15’lik TCA c¢ozeltisi ilave edildi, vorteksle karistirildi, 2000 rpm’de 15 dakika
santrifdj edildi. SUpernatanttan 1,2 ml alinarak Uzerine 0,6 ml %0,37’lik TBA
¢ozeltisi eklendi. Vorteksle karistirildiktan sonra 15 dakika kaynar su
banyosunda tutuldu. Sogutulduktan sonra 1,8 ml n-butanol ilave edildi ve 1
dakika kuvvetlice vortekslenerek ekstraksiyon yapildi. 1500 rpm’de 3 dakika
santrifij edildi. SUpernatant alinarak absorbansi 532 nm’de n-butanol kérine

karsi olguldu.

3.4.5.2.HPLC Yontemi
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MDA-TBA materyalinin tayini UV-diode array dedektér (UV-DAD)
donanimh ters faz ylksek basingli sivi kromatografisi kullanilarak LiChrospher
RP-18e C4s kolonda gercgeklestirildi. Mobil faz olarak metanol-fosfat tamponu
(60:40) kullanildi. 1 ml/dak Akis hizi ile ve 532 nm dalga boyunda tayin
gerceklestirildi.

3.4.5.1’de yapilan yontem ile elde edilen MDA-TBA kompleksi HPLC'ye iki
farkli yéntem uygulanarak verildi. ilk olarak n-butanol ile ekstraksiyonu sonucu
elde edilen ekstreden 50 pul HPLC kolona enjekte edildi. ikinci olarak da olusan
sulu kisimdaki MDA-TBA kompleksi Cis kati faz ekstraksiyon (SPE)
kartusundan gecirildikten sonra HPLC ye uygulandi (73). Kartus, 2 ml metanol
ve 2 ml milli-Q su ile kondisyone edildi, kurutulmadan 1 ml sulu MDA-TBA
kompleksi vakum altinda kartustan gegirildi ve kartus 10 dakika vakum altinda
kurutuldu. MDA-TBA kompleksi, 1 ml metanol ile elie edilerek cam kapakli tipe
aktarildi ve 40°C’de, zayif azot akiminda kuruluga kadar uguruldu, 1 ml
metanol-fosfat tamponu (60:40) nunda ¢6zuldu ve 50 ul HPLC kolona enjekte
edildi. Her iki yontem ile elde edilen sonuglar kiyaslandiginda bir fark olmadigi
g6zlendi ve batin o6rnekler n-butanol ile ekstraksiyonu sonucu HPLC’ye

uygulandi.

3.4.5.3.MDA Miktarinin Hesaplanmasi

Her bir drnek igin, lipid peroksidasyon &l¢uti olan MDA miktari, TEP
standart ¢ozeltileri ile hazirlanan 6lgt egrilerine goére hesaplandi. %10’luk doku
homojenatlarinda protein tayini yapilarak ve seyreltme faktorleri de dikkate

alinarak sonuglar nmol/mg protein olarak hesaplandi.

3.4.6.indirgenmis Glutatyon Tayini

GSH tayini, Sedlak ve Ellman (220) tarafindan tarif edilen yontemin
Beutler tarafindan yapilan modifikasyonuna gore yapildi. Yontemin esasi,
reaksiyon ortaminda kullanilan DTNB’nin dokulardaki serbest sulfidril gruplari ile
indirgenerek bir mol -SH grubuna karsilik bir mol 2-nitro-5-merkaptobenzoik
asid vermesine ve bu nitrobenzoik asidin olusturdugu sari rengin siddetinin

spektrofotometrede 412 nm’de dlgimune dayanmaktadir (Sekil 3.2).
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SQN02 R-S-S -<;>No2
COOH COOH
-<;>—No2 HS NG,

COOH COOH

Amax= 412 nm

R-SH+

[72]

Sekil 3.2-GSH’un DTNB ile reaksiyonu (4)

3.4.6.1.Yontemin Uygulanigi

1.2 ml %10’luk doku homojenatina 1,8 ml ¢oktirme ¢dzeltisi eklendi,
vorteksle karistirildi, 3000 rom’de 5 dakika santrifij edildi. 0,6 ml GSH standart
¢cOzeltisine veya santrifijden sonra alinan supernatantin 0.6 ml'sine 2.4 ml
sekonder sodyum fosfat ¢ozeltisi ve 0.3 ml DTNB ¢ozeltisi eklendi, vorteksle
karistinldi ve oda sicakhginda 5 dakika bekletildikten sonra ¢o6zeltinin

absorbansi 412 nm’de kore karsi dlguldu.

3.4.6.2.GSH Miktarinin Hesaplanmasi

Her bir 6rnek icin GSH miktari, GSH standart cozeltileri ile hazirlanan
ol egrisine gore hesaplandi. Olgl egrisi Gizerinden yapilan hesaplamalarda pg
olarak alinan sonuglar pmol e g¢evrildi. %10’luk doku homojenatlarinda protein
tayini yapilarak ve seyreltme faktorleri de dikkate alinarak sonuglar pmol/mg

protein olarak hesaplandi.

3.4.7.Superoksid Dismutaz Enzim Aktivitesi Tayini

SOD aktivitesi tayini, Sun (178) tarafindan tarif edilen yonteme gore
yapildi. Yontemin esasi, ksantin-ksantin oksidaz tarafindan olusturulan
superoksid radikalinin  NBT'yi, NBT formazan bilesigine indirgeme
reaksiyonunun, SOD aktivitesi ile inhibisyonu sonucu, ortamdaki formazan
bilesiginin 560 nm’deki absorpsiyonunun Ool¢ulmesine dayanmaktadir (Sekil
3.3).
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Sekil 3.3-NBT'un superoksid radikali tarafindan rediksiyonu (4)

3.4.7.1.S0OD Aktivitesi Tayini icin Doku Homojenatinin Hazirlanmasi
Mn-SOD ve Fe-SOD’lar1 uzaklastirmak igin; 0,5 ml %10’ luk doku
homojenatina 0,8 ml kloroform/etanol (3/5) eklendi ve 1 dakika kuvvetlice
vortekslenerek ekstraksiyon yapildi. Ardindan 10.000 g de +4 °C’de 20 dakika
santrifij edildi. Santrifijden sonra alinan supernatantta SOD aktivite tayini

yapildi.

3.4.7.2.Yontemin Uygulanisi

125 pl SOD standart ¢ozeltisine veya 125 pl stpernatanta, 600 yl SOD
calisma reaktifi ilave edildi. 25 ul ksantin oksidaz ¢ozeltisi 30 sn araliklar ile
ilave edildikten sonra karisim 25 °C’lik su banyosunda 20 dakika inkube edildi.
inkiibasyon sonrasi, yine 30 sn araliklar ile 250 pl CuCl; ilavesi ile reaksiyon

durduruldu. Cézeltinin absorbansi 560 nm’de kére karsi dlguldu.
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3.4.7.3.S0D Aktivitesinin Hesaplanmasi
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan SOD standart ¢ozeltilerinin her biri
icin asagidaki formul kullanilarak % inhibisyon degerleri hesaplandi (3.1) ve

SOD standart egrisi gizildi.
(A koér = A 6rnek)
% inhibisyon= x 100 (3.1)
A kor

Hazirlanan SOD standart egrisi kullanilarak, ve NBT’nin NBT formazan
bilesigine indirgenmesi reaksiyonunda %50 inhibisyona neden olan enzim
miktari 1 Unite kabul edilerek, érneklerin SOD aktiviteleri hesaplandi. 10.000 g
supernatant fraksiyonunun protein tayini yapilarak ve seyreltme faktorleri de

dikkate alinarak spesifik aktivite U/mg protein cinsinden ifade edildi.

3.4.8.Katalaz Enzim Aktivitesi Tayini
CAT aktivitesi tayini Aebi (193) tarafindan tarif edilen ydonteme goére
yapildi. Yontemin esasi, H,O, substratinin CAT ile enzimatik yikimlanmasinin

240 nm de izlenmesidir.

H,0, _°AT | 2H,0+0,

3.4.8.1.Yontemin Uygulanisi

Kuvarz spektrofotometre kivetlerine 10 ul 10.000 g supernatant
fraksiyonu ve Uizerlerine 1990 pl fosfat tamponu ilave edildi. Ornek kiivetine 1 ml
30 mM H,0,, kor kuvetine de 1 ml fosfat tamponu ilave edilidi ve hemen
karigtirilarak ornegin absorbansindaki azalma koére karsi 3 dakika boyunca 10

saniye araliklar ile 240 nm’de izlend..

3.4.8.2.CAT Aktivitesinin Hesaplanmasi

H>O, in enzimatik yikimlanmasi mevcut peroksid orani konsantrasyonu
ile orantili bir hizda, birinci derece reaksiyonla yurutulmektedir. Birinci derece
reaksiyon hiz sabitesi (k), katalaz konsantrasyonunun direkt Olgutl olarak
kullaniimaktadir (3.2) (193). Bu esasa dayanarak ve asagidaki formal

kullanilarak CAT spesifik aktivitesi hesaplanmistir. 10.000 g sUpernatant
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fraksiyonunun protein tayini yapilarak ve seyreltme faktorleri de dikkate alinarak

spesifik aktivite k/mg protein cinsinden ifade edildi.

k = 2,3/At x (InS1-S2) (3.2)
At = ilk 6lciim ve son dl¢giim arasindaki zaman farki (dak)
S1 = ilk 6lcimdeki absorbans degeri

S2 = son d6lguimdeki absorbans degeri

3.4.9.Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesi Tayini

GSH-Px aktivitesi tayini Paglia ve Valentine tarafindan tarif edilen
yontemin Pleban (204) tarafindan yapilan modifikasyonuna goére yapildi.
Yéntemin esasi, substrat olan H,O; ile reaksiyona giren glutatyonun, GSH-PX’in
katalizorlugunde oksidasyonu ve olusan okside glutatyonun, NADPH ve GSH-
Rd varliginda tekrar indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Ortamdaki NADPH
in NADP"’e déntismesi, 340 nm’deki absorpsiyonda meydana gelen azalma ile

izlenmektedir.

2 GSH + H,0, (ROOH) _®%"P* _ GSSG + ROH (H.0) + H.0

GSSG + NADPH + H* GSH-Rd 9GSH + NADP*

3.4.9.1.Yontemin Uygulanigi

Kuvarz spektrofotometre kivetine 20 ul 10.000 g supernatant fraksiyonu
ve Uzerine 980 pl reaksiyon karisimi ilave edilidi. Karisim, 37°C’de su
banyosunda 5 dakika inkube edildi. 10 pl 8,8 mM H,O; eklenerek reaksiyon
baglatildi ve hemen karigtirilarak NADPH absorbansindaki azalma, suya karsi 3
dakika boyunca 30 saniye araliklar ile 340 nm’de izlendi. Kériin non-enzimatik
reaksiyon oranini saptamak icin ise kiuvete 10.000 g supernatant fraksiyonu
yerine su konuldu ve NADPH absorbansindaki azalma suya kargi 3 dakika

boyunca 30 saniye araliklar ile 340 nm’de izlendi.

3.4.9.2.GSH-Px Aktivitesinin Hesaplanmasi
Her bir drnek icin GSH-Px aktivitesi tayini, GSH-Px standart ¢ozeltiler ile
hazirlanan 6lgu egrisine gore hesaplandi. Kor igin de ayni sekilde hesaplanan

aktivite degeri 6rnege ait aktivite degerinden cikarildi. 10.000 g supernatant
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fraksiyonunun protein tayini yapilarak ve seyreltme faktorleri de dikkate alinarak

spesifik aktivite U/mg protein cinsinden ifade edildi.

3.4.10.Glutatyon Reduiktaz Enzim Aktivitesi Tayini

GSH-Rd aktivitesi tayini Beutler (209) tarafindan tarif edilen ydénteme
gére vyapildi. Yontemin esasi, GSSG'un, NADPH ve GSH-Rd varliginda
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Ortamdaki NADPH'In NADP* e
donusmesi, 340 nm’deki absorpsiyonda meydana gelen azalma ile

izlenmektedir.

GSSG + NADPH + H* ©SSGRd  5GSH + NADP*

3.4.10.1.Yontemin Uygulanisi
Kuvarz spektrofotometre kuvetine 50 ul 10.000 g stpernatant fraksiyonu,
820 pl fosfat tamponu ve 100 pl NADPH ilave edildi ve daha sonra 30 yl GSSG
eklenerek reaksiyon baslatildi ve hemen karigtirilarak NADPH absorbansindaki
azalma, suya karsi 5 dakika boyunca 30 saniye araliklar ile 340 nm’de izlendi.
Korin non-enzimatik reaksiyon oranini saptamak igin ise kuvete 10.000 g
supernatant fraksiyonu yerine su konuldu ve NADPH absorbansindaki azalma

suya karsi 5 dakika boyunca 30 saniye araliklar ile 340 nm’de izlendi.

3.4.10.2.GSH-Rd Aktivitesinin Hesaplanmasi

Her bir 6rnek icin GSH-Rd aktivitesi tayini, GSH-Rd standart ¢ozeltiler ile
hazirlanan oIgu egdrisine gore hesaplandi. Kor igin de ayni sekilde hesaplanan
aktivite degeri 6rnege ait aktivite degerinden cikarildi. 10.000 g supernatant
fraksiyonunun protein tayini yapilarak ve seyreltme faktorleri de dikkate alinarak

spesifik aktivite mU/mg protein cinsinden ifade edildi.

3.5.istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesinde “SPSS 13.0 for
Windows” paket programi kullanilarak Tek Yonli Varyans (ANOVA) analizi:
Post Hoc-Scheffe testi uygulandi. p<0,001 ve p<0,05 Degerleri istatistiksel
olarak anlaml kabul edildi.

Standart egriler “Dogrusal Regresyon Analizi” yapilarak saptandi.
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4. BULGULAR

4.1.Protein Tayini
4.1.1.Protein Standart Olgii Egrisi

Dokuda protein tayini, standart olarak BSA kullanilarak hazirlanan 6lgu
egrisi Uzerinden hesaplandi. 3.3.2°de anlatildigi sekilde hazirlanan, reaksiyon
ortaminda son konsantrasyonlari, 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25 mg/3,25 ml olan

BSA standart ¢ozeltileri ile ¢gizilen standart Olgu egrisi Sekil 4.1°de verilmigtir.

0,8 -
y = 2,368x + 0,0222

0,6 - R2=1
(2]
[
3
5 0,4 A
(/]
Ke]
<

0,2 1

O ] ] ] ] ] 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Konsantrasyon (mg/3,25 ml)

Sekil 4.1-Protein standart dlgu egrisi
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4.2.Lipid peroksidasyon Diizeylerine iligkin Bulgular

4.2.1.MDA Olgii Egrileri
Dokuda MDA duzeyi, standart olarak TEP kullanilarak hazirlanan élgu

egrileri Uzerinden hesaplandi. 3.3.3'de anlatildigi sekilde hazirlanan, reaksiyon
ortaminda son konsantrasyonlari spektrofotometrik yontem igin, 0,75; 1,5; 3; 6;
12 nmol/1,8ml ve HPLC ydntemi i¢in 0,0033; 0,0083; 0,0166; 0,0416; 0,0833;
0,1249; 0,1666 nmol/50ul olan TEP standart ¢ozeltileri ile ¢izilen standart dlgu
egrileri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3'de verilmistir.

y =0,0751x + 0,0225
0,8 R? = 0,9999
[72]
S 06
2
o
8 041
<
0,2
O L] L] L] L] L] L] 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Konsantrasyon (nmol/1,8 ml)

Sekil 4.2-Spektrofotometrik yonteme gére hazirlanan MDA 6l¢u edrisi

5000000 -
y =25701583,11x - 28497,41

4000000 - R?=1,00

3000000 -

Alan

2000000 -

1000000 -

0 Bl T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2

Konsantrasyon (nmol/50pl)

Sekil 4.3- HPLC ydntemine gore hazirlanan MDA 6I¢U egrisi
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4.2.2.Tek Doz Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen MDA Diizeyleri

3.4.2.1-3.4.2.3'de anlatilan protokole uygun olarak yapilan tek doz (25
mg/kg) uygulamasinin ardindan Olgulen MDA duzeyleri Tablo 4.1de
gOsterilmistir.

Tek doz methiocarb uygulanan sicanlarda karaciger ve bobrek
dokularinda MDA duzeyinin, kontrol grubuna kiyasla énemli dlgude (p<0,001)
arttig1 goézlenmistir.

Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi, gerek karacigerde gerekse
bobrekte methiocarb grubuna kiyasla artmig olan MDA duzeyini 6nemli dlglde
(p<0,001) azaltmig olup, kontrol duzeyi civarina getirdigi gozlenmistir (Sekil 4.4
ve Sekil 4.5).

Tablo 4.1-Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger ve bobrek MDA
dizeyleri (nmol/mg protein) *

Doku Kontrol Methiocarb E Vitamini E Vitamini+  Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 3,33+0,64 7,59+0,65°% 3,04+0,25 3,37+0,22° 3,20+0,19 4,20+0,39°

Bobrek  5,75+0,54 8,88+0,76° 5,61+0,6 6,33+0,3° 5,72+0,29 7,12+0,25°

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli élgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan énemli 6lgtide farkl (p<0,001)
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10.0+

MDA (nmol/mg protein)

Kontrol MC VitE VIitE+MC Taurin Taurin+ MC

@ Kontrol grubundan énemli dlgiide farkl (p<0,001)
® Methiocarb grubundan 6nemli dlgtide farkli (p<0,001)

Sekil 4.4-Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger MDA duzeyleri
(nmol/mg protein)

10.0- a

N
(3,
]
(ox

MDA (nmol/mg protein)

Kontrol MC VitE VitE+ MC Taurin Taurin + MC

@ Kontrol grubundan énemli digiide farkl (p<0,001)
® Methiocarb grubundan 6nemli dlgtide farkli (p<0,001)

Sekil 4.5-Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda bdbrek MDA duzeyleri
(nmol/mg protein)



79

4.2.3.Tekrarlanan Doz (5 giin) Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen
MDA Diizeyleri

3.4.2.4-3.4.2.6'da anlatilan protokole uygun olarak yapilan 5 gunlik
tekrarlanan doz (10 mg/kg) uygulamasinin ardindan ol¢ilen MDA duzeyleri

Tablo 4.2’de gosterilmigtir.

5 gunlik tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
dokusunda MDA duzeyinin, kontrol grubuna kiyasla 6énemli oélgtide (p<0,05)
arttig1 gozlenmistir. Sicanlara E vitamini ve taurin uygulamasi methiocarb
grubuna kiyasla artmis olan MDA duzeyini énemli Olgude (p<0,05) azaltmig

olup, kontrol duzeyi civarina getirdigi gézlenmistir (Sekil 4.6).

5 glnlik tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda bdbrek
dokusunda MDA dizeyinin, kontrol grubuna kiyasla énemli dl¢iide (p<0,001)
arttigi gozlenmistir. Sigcanlara E vitamini uygulamasi methiocarb grubuna
kiyasla artmis olan MDA dizeyini énemli 6l¢gide (p<0,001) azaltmis olup ve
taurin uygulamasi da methiocarb grubuna kiyasla artmis olan MDA duzeyini
onemli olcide (p<0,05) azaltmis olup, kontrol dizeyi civarina getirdikleri

goOzlenmistir (Sekil 4.7).

Tablo 4.2-Tekrarlanan doz (5 giin) methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
ve bobrek MDA dizeyleri (nmol/mg protein) *

Doku Kontrol  Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 3,80+0,47 5,20+0,69°% 3,70+0,26 3,94+0,67° 3,83+0,44 4,15+0,1°

Bobrek  5,26+0,9 7,89+0,94° 526+0,49 5,69+0,61° 5,36+0,24 6,07+0,36°

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli élgtide farkli (p<0,05)

® Methiocarb grubundan 6nemli élglide farkh (p<0,05)

¢ Kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli (p<0,001)

4 Methiocarb grubundan dnemli élgide farkh (p<0,001)
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7.5

MDA (nmol/mg protein)

Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin + MC

@ Kontrol grubundan énemli élglide farkl (p<0,05)
® Methiocarb grubundan énemli dlgtide farkli (p<0,05)

Sekil 4.6-Tekrarlanan doz (5 gun) methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
MDA dulzeyleri (nmol/mg protein)

10.0-

MDA (nmol/mg protein)

Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin + MC

¢ Kontrol grubundan énemli élgiide farkli (p<0,001)
4 Methiocarb grubundan 6nemli élgtide farkli (p<0,001)
® Methiocarb grubundan 6nemli élglide farkli (p<0,05)

Sekil 4.7-Tekrarlanan doz (5 guin) methiocarb uygulanan siganlarda bdbrek
MDA dulzeyleri (nmol/mg protein)
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4.2.4.Tekrarlanan Doz (28 giin) Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen
MDA Diizeyleri

3.4.2.7-3.4.2.9da anlatilan protokole uygun olarak yapilan 28 gunlik
tekrarlanan doz (2 mg/kg) uygulamasinin ardindan dlgulen MDA dizeyleri Tablo

4.3'de gosterilmistir..

28 gunlik tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
dokusunda MDA dizeyinin, kontrol grubuna kiyasla énemli dl¢ide (p<0,001)
arttig1 gozlenmistir. Sicanlara E vitamini ve taurin uygulamasi methiocarb
grubuna kiyasla artmig olan MDA duzeyini 6nemli dlgude (p<0,001) azaltmig

olup, kontrol duzeyi civarina getirdigi gézlenmistir (Sekil 4.8).

28 gunluk tekrarlanan doz methiocarb uygulanan sigcanlarda bdbrek
dokusunda MDA dizeyinin, kontrol grubuna kiyasla énemli dl¢iide (p<0,001)
arttigi gozlenmistir. Sigcanlara E vitamini uygulamasi methiocarb grubuna
kiyasla artmis olan MDA dizeyini énemli dl¢gide (p<0,001) azaltmis olup ve
taurin uygulamasi da methiocarb grubuna kiyasla artmis olan MDA duizeyini
onemli Olcide (p<0,05) azaltmis olup, kontrol dizeyi civarina getirdikleri

gozlenmistir (Sekil 4.9).

Tablo 4.3-Tekrarlanan doz (28 giin) methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
ve bobrek MDA dizeyleri (nmol/mg protein) *

Doku Kontrol  Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 2,53+0,29 5,09+0,8° 2,57+0,32 2,73+0,39° 2,59+0,5 3,38+0,28°

Bobrek  5,41+0,94 8,39+0,73% 5,36+0,38 5,98+0,99° 5,47+0,64 6,70+0,43°

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli 6lgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan onemli 6lglide farkh (p<0,001)

¢ Methiocarb grubundan énemili 6lglide farkh (p<0,05)
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7.5

o
e

MDA (nmol/mg protein)
N
(3]

0.0-
Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin + MC

@ Kontrol grubundan énemli élgiide farkli (p<0,001)
® Methiocarb grubundan 6nemli élgtide farkli (p<0,001)

Sekil 4.8-Tekrarlanan doz (28 gun) methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
MDA duzeyleri (hmol/mg protein)

10.0-

MDA (nmol/mg protein)

Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin + MC

@ Kontrol grubundan énemli dlgiide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan 6nemli dlgtide farkl (p<0,001)

¢ Methiocarb grubundan énemli élgiide farkli (p<0,05)
Sekil 4.9-Tekrarlanan doz (28 gun) methiocarb uygulanan siganlarda bébrek
MDA dulzeyleri (nmol/mg protein)
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4.2.5.Tek Doz, Tekrarlanan Doz (5giin ve 28 gun) Methiocarb Uygulanan
Siganlarda HPLC ile Olgiilen Karaciger MDA Duzeyleri

Tek doz ve 28 gunlik tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda
karaciger dokusunda HPLC ile élgilen MDA dizeyinin, kontrol grubuna kiyasla
onemli 6lgude (p<0,001) arttigr gozlenmigtir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Sicanlara
E vitamini ve taurin uygulamasi methiocarb grubuna kiyasla artmis olan MDA
dizeyini 6nemli dl¢tde (p<0,001) azaltmis olup, kontrol dlizeyi civarina getirdigi

g6zlenmistir (Tablo 4.4).

5 gunlik tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
dokusunda MDA duzeyinin, kontrol grubuna kiyasla 6nemli dlgide (p<0,05)
arttigr goézlenmistir (Sekil 4.12). Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi
methiocarb grubuna kiyasla artmis olan MDA duzeyini 6nemli 6lgide (p<0,05)

azaltmis olup, kontrol duzeyi civarina getirdigi gozlenmigtir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4-Tek doz, tekrarlanan doz (5 gun ve 28 gun) methiocarb uygulanan
sicanlarda karaciger MDA duzeyleri (nmol/mg protein)* (HPLC)

Doku Kontrol  Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=8) Methiocarb (n=8) Methiocarb
(n=10) (n=10)

Tek Doz 3,36+0,30 7,70+0,73% 3,16+0,21 3,31+0,28° 3,21+0,22 4,16+0,43°

5gln 3,86+0,58 5,23+0,66 ° 3,73+0,46 4,08+0,42° 3,80+0,44 4,16+0,19°

28gin  2,61+0,23 5,09+0,42% 2,64+0,36 2,82+0,21° 2,75+0,44 3,41+0,55°

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli élgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan énemli 6lglide farkh (p<0,001)

¢ Kontrol grubundan énemli 6lgtide farkh (p<0,05)

4 Methiocarb grubundan 6nemli élglide farkh (p<0,05)
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10.0+

MDA (nmol/mg protein)

Kontrol MC VitE VIitE+MC Taurin Taurin+ MC

@ Kontrol grubundan énemli élgiide farkli (p<0,001)
® Methiocarb grubundan énemli élgtide farkl (p<0,001)

Sekil 4.10-Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger MDA duzeyleri
(nmol/mg protein) (HPLC)
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Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin + MC

@ Kontrol grubundan énemli dlgiide farkli (p<0,001)
® Methiocarb grubundan énemli élgtide farkl (p<0,001)

Sekil 4.11-Tekrarlanan doz (28 gun) methiocarb uygulanan siganlarda
karaciger MDA duzeyleri (nmol/mg protein) (HPLC)
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MDA (nmol/mg protein)

Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin + MC

¢ Kontrol grubundan énemli élgtide farkh (p<0,05)
4 Methiocarb grubundan énemli dlgtide farkli (p<0,05)

Sekil 4.12-Tekrarlanan doz (5 gun) methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
MDA duzeyleri (nmol/mg protein) (HPLC)
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4.3.indirgenmis Glutatyon Diizeylerine iligkin Bulgular

4.3.1.GSH Standart Olgii Egrisi

Dokuda GSH tayini, standart olarak GSH kullanilarak hazirlanan 6lgu
egrisi Uzerinden hesaplandi. 3.3.4'de anlatildigi sekilde hazirlanan, reaksiyon
ortaminda son konsantrasyonlari, 2,34; 4,68; 9,36; 18,75; 37,5; 54; 75 pg/3,3 ml
olan GSH standart c¢ozeltileri ile gizilen standart olgu egrisi Jekil 4.13'de

verilmigtir.

y =0,0124x - 0,0035

0,8 4 R?=0,9999

0,6 -

0,4 1

Absorbans

0,2 1

0 T I I 1
0 20 40 60 80

Konsantrasyon (ug/3,3 ml)

Sekil 4.13-GSH standart olgu egrisi
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4.3.2.Tek Doz Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen GSH Diizeyleri
3.4.2.1-3.4.2.3'de anlatilan protokole uygun olarak yapilan tek doz (25
mg/kg) uygulamasinin ardindan Olgulen GSH duzeyleri Tablo 4.5de

gOsterilmistir.

Tek doz methiocarb uygulanan sicanlarda karaciger ve bobrek
dokularinda GSH duzeyinin, kontrol grubuna kiyasla énemli dlgude (p<0,001)

arttig1 goézlenmistir.

Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi, gerek karacigerde gerekse
bdbrekte methiocarb grubuna kiyasla artmis olan GSH dizeyini énemli dl¢tide
(p<0,05) azaltmig olup, kontrol duzeyi civarina getirdigi gozlenmigtir (Sekil 4.14
ve Sekil 4.15).

Tablo 4.5-Tek doz methiocarb uygulanan sigcanlarda karaciger ve bobrek GSH
dizeyleri (umol/mg protein) *

Doku Kontrol Methiocarb E Vitamini E Vitamini+  Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 0,16+0,02 0,20+0,01% 0,16+0,01 0,17+0,01° 0,16+0,02 0,18+0,01°

Bébrek  0,09+0,01 0,12+0,01? 0,09+0,004 0,09+0,01° 0,09+0,01 0,01+0,01°

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

& Kontrol grubundan énemli lgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan énemli dlgiide farkl (p<0,05)
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4.3.3.Tekrarlanan Doz (5 giin) Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen
GSH Diizeyleri

3.4.2.4-3.4.2.6'da anlatilan protokole uygun olarak yapilan 5 gunlik
tekrarlanan doz (10 mg/kg) uygulamasinin ardindan olgilen GSH duzeyleri

Tablo 4.6’da gosterilmigtir..

5 gunluk tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger ve
bdbrek dokularinda GSH duzeyinin, kontrol grubuna kiyasla 6nemli dl¢ide

(p<0,001) azaldig1 gozlenmistir.

Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi, gerek karacigerde gerekse
bdbrekte methiocarb grubuna kiyasla azalmis olan GSH dizeyini 6nemli dlgtide
(p<0,05) arttirmis olup, kontrol dizeyi civarina getirdigi gdézlenmistir (Sekil 4.16
ve Sekil 4.17).

Tablo 4.6-Tekrarlanan doz (5 gtin) methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
ve bobrek GSH duzeyleri (umol/mg protein) *

Doku Kontrol  Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 0,17+0,01 0,15+0,01% 0,18+0,01 0,17+0,01° 0,17+0,01 0,17+0,01°

Bobrek  0,1+0,014 0,08+0,01°% 0,1+0,003 0,1+0,003° 0,1+0,003 0,1+0,01°

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli élgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan 6nemli élglide farkh (p<0,05)
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4.3.4.Tekrarlanan Doz (28 giin) Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen
GSH Diizeyleri

3.4.2.7-3.4.2.9da anlatilan protokole uygun olarak yapilan 28 gunlik
tekrarlanan doz (2 mg/kg) uygulamasinin ardindan dlgulen MDA dizeyleri Tablo

4.7'de gosterilmistir..

28 gunlik tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger ve
bdbrek dokularinda GSH duzeyinin, kontrol grubuna kiyasla 6nemli dl¢ide

(p<0,001) azaldig1 gozlenmistir.

Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi, gerek karacigerde gerekse
bdbrekte methiocarb grubuna kiyasla azalmis olan GSH diuzeyini 6nemli dlgide
(p<0,001) arttirmis olup, kontrol dizeyi civarina getirdigi gézlenmistir (Sekil 4.18
ve Sekil 4.19).

Tablo 4.7-Tekrarlanan doz (28 giin) methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
ve bobrek GSH dlzeyleri (umol/mg protein) *

Doku Kontrol Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 0,16+0,01 0,13+0,01? 0,16+0,007 0,15+0,01° 0,15+0,01 0,15+0,01°

Bobrek  0,1+0,02 0,07+0,01% 0,140,014 0,09+0,01° 0,09+0,01 0,09+0,01°

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli 6lgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan 6nemli élgide farkh (p<0,001)
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4.4.Siiperoksid Dismutaz Enzim Aktivitelerine iliskin Bulgular

4.4.1.80D Standart Olgii Egrisi
Dokuda SOD aktivitesi tayini, standart olarak SOD kullanilarak

hazirlanan OIlgU egrisi Uzerinden hesaplandi. 3.3.5'de anlatildigi sekilde
hazirlanan, reaksiyon ortaminda son konsantrasyonlari, 7,5; 15; 30; 37,5; 52,5;
67,5; 90; 112,5 ng/0,75 ml olan SOD standart ¢ozeltilerinin % inhibisyon
degerleri hesaplandi. Kuvetteki standart konsantrasyonlarinin hesaplanan
logaritma degerlerine karsilik % inhibisyon degerleri ile gizilen SOD standart
Olct egrisi ise Sekil 4.20°de verilmigtir. %50 inhibisyona neden olan enzim

miktar1 1 Unite kabul edilerek, érneklerin SOD aktiviteleri hesaplandi.

y = 48,188x - 13,984
R? = 0,9999

% inhibisyon

= N W b OO N OO
O O O O O O O o o o
1 1 1 1 1 1 1 1 )

1 1,5 2 2,5
Log konsantrasyon (ng/0,75 ml)

o
o

Sekil 4.20-SOD standart dlgu egrisi (logaritmik)
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4.4.2.Tek Doz Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen SOD Aktiviteleri
3.4.2.1-3.4.2.3'de anlatilan protokole uygun olarak yapilan tek doz (25
mg/kg) uygulamasinin ardindan Olgulen SOD aktiviteleri Tablo 4.8de

gOsterilmistir.

Tek doz methiocarb uygulanan sicanlarda karaciger dokusunda SOD
aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla onemli Olgude (p<0,001) arttigi
gozlenmigtir. Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi methiocarb grubuna
kiyasla artmis olan SOD aktivitelerini énemli odlgide (p<0,05) azaltmis olup,

kontrol dlizeyi civarina getirdigi gozlenmistir (Sekil 4.21).

Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda bobrek dokusunda SOD
aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla énemli dlgude (p<0,05) arttig1 gozlenmisgtir.
Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi methiocarb grubuna kiyasla artmig
olan SOD aktivitelerini énemli olcide (p<0,05) azaltmis olup, kontrol dizeyi

civarina getirdigi gozlenmigtir (Sekil 4.22).

Tablo 4.8-Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger ve bobrek SOD
aktiviteleri (U/mg protein) *

Doku Kontrol  Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 113+11 142+11 2 112+7,7 117+8,2° 115+4,6 124+55°

Bobrek 164+16 196+14 °© 165+1,1 168+8,8° 167+1,6 172458°

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli 6lgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan énemli 6lglide farkh (p<0,05)

¢ Kontrol grubundan énemli 6lgtide farkh (p<0,05)
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4.4.3.Tekrarlanan Doz (5 giin) Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen
SOD Aktiviteleri

3.4.2.4-3.4.2.6'da anlatilan protokole uygun olarak yapilan 5 gunlik
tekrarlanan doz (10 mg/kg) uygulamasinin ardindan dlgilen SOD aktiviteleri

Tablo 4.9°da gosterilmigtir.

5 gunluk tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger ve
bdbrek dokularinda SOD aktivitelerinin, kontrol grubuna kiyasla énemli dlgtide

(p<0,001) azaldig1 gozlenmistir.

Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi, gerek karacigerde gerekse
bdbrekte methiocarb grubuna kiyasla azalmig olan SOD aktivitelerini dnemli
Olgclde (p<0,05) arttirmis olup, kontrol duzeyi civarina getirdigi go6zlenmistir
(Sekil 4.23 ve Sekil 4.24).

Tablo 4.9-Tekrarlanan doz (5 gun) methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
ve bobrek SOD aktiviteleri (U/mg protein) *

Doku Kontrol Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 137,1+16 98,31+16° 138,7+6,57 130,3+7,1° 136,149,8 123,449,3°

Bobrek  204,9+19 166,1+7,8°% 199,6+6,59 196,3+9,7° 198,4+7,7 189,7+6,7°

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli élgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan énemli élgtde farkh (p<0,05)
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4.4.4.Tekrarlanan Doz (28 giin) Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen
SOD Aktiviteleri

3.4.2.7-3.4.2.9da anlatilan protokole uygun olarak yapilan 28 gunlik
tekrarlanan doz (2 mg/kg) uygulamasinin ardindan olgtlen SOD aktiviteleri
Tablo 4.10°da gosterilmigtir..

28 gunlik tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger ve
bdbrek dokularinda SOD aktivitelerinin, kontrol grubuna kiyasla énemli dlgtide
(p<0,001) azaldig1 gozlenmistir.

Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi, gerek karacigerde gerekse
bdbrekte methiocarb grubuna kiyasla azalmig olan SOD aktivitelerini dnemli
Olclide (p<0,05) arttirmis olup, kontrol duzeyi civarina getirdigi go6zlenmistir
(Sekil 4.25 ve Sekil 4.26).

Tablo 4.10-Tekrarlanan doz (28 gun) methiocarb uygulanan siganlarda
karaciger ve bobrek SOD aktiviteleri (U/mg protein) *

Doku Kontrol Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 126,2+18 88,16+15° 128,0+11,3 118,8+7,8° 123,9+12, 106,3+16°

Bobrek  158,8+20 110,4+18°% 162,0+21,8 150,3+13° 159,9+19 144,2+57°

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli élgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan énemli élgtde farkh (p<0,05)
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4.5.Katalaz Enzim Aktivitelerine iligkin Bulgular

4.5.1.CAT Aktivitesi
Dokuda CAT aktivitesi tayini, 3.3.6'da anlatildigi sekilde formul

kullanilarak hesaplandi.

4.5.2.Tek Doz Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen CAT Aktiviteleri
3.4.2.1-3.4.2.3'de anlatilan protokole uygun olarak yapilan tek doz (25
mg/kg) uygulamasinin ardindan olgllen CAT aktiviteleri Tablo 4.11'de

gosterilmistir.

Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger dokusunda CAT
aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla onemli olgide (p<0,001) arttigi
g6zlenmistir. Sigcanlara E vitamini ve taurin uygulamasi methiocarb grubuna
kiyasla artmis olan CAT aktivitelerini dnemli 6lgide (p<0,001) azaltmis olup,

kontrol duzeyi civarina getirdigi gozlenmistir (Sekil 4.27).

Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda bobrek dokusunda CAT
aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla énemli élgtide (p<0,05) arttig1 gézlenmisgtir.
Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi methiocarb grubuna kiyasla artmig
olan CAT aktivitelerini dnemli dl¢cide (p<0,05) azaltmis olup, kontrol duzeyi

civarina getirdigi gozlenmistir (Sekil 4.28).

Tablo 4.11-Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger ve bobrek CAT
aktiviteleri (k/mg protein) *

Doku Kontrol  Methiocarb E Vitamini E Vitamini+  Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 517+42,5 633+28,2% 521+12,8 527+16,3° 523+7,81 543+17,0°

Bobrek  545+44,0 649+44,0° 548+24,1 546+33,7% 547+29,9 5564293 ¢

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli élgiide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan énemli élgiide farkli (p<0,001)

¢ Kontrol grubundan énemli dlgiide farkl (p<0,05)

4 Methiocarb grubundan énemli élgtide farkli (p<0,05)
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(k/mg protein)
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4.5.3.Tekrarlanan Doz (5 giin) Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen
CAT Aktiviteleri

3.4.2.4-3.4.2.6'da anlatilan protokole uygun olarak yapilan 5 gunlik
tekrarlanan doz (10 mg/kg) uygulamasinin ardindan olgtlen CAT aktiviteleri
Tablo 4.12’de gosterilmigtir.

5 gunlik tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
dokusunda CAT aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla énemli dl¢tide (p<0,001)
azaldigi goézlenmistir. Sicanlara E vitamini ve taurin uygulamasi, methiocarb
grubuna kiyasla azalmig olan CAT aktivitelerini dnemli dlgtde (p<0,05) arttirmig

olup, kontrol duzeyi civarina getirdigi gézlenmistir (Sekil 4.29).

5 glnlik tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda bdbrek
dokusunda CAT aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla 6énemli 6lgtide (p<0,05)
azaldigr gozlenmigtir. Sicanlara E vitamini ve taurin uygulamasi methiocarb
grubuna kiyasla azalmig olan CAT aktivitelerini nemli dlgtide (p<0,05) arttirmig

olup, kontrol diizeyi civarina getirdigi gdzlenmistir (Sekil 4.30).

Tablo 4.12-Tekrarlanan doz (5 gun) methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
ve bobrek CAT aktiviteleri (k/mg protein) *

Doku Kontrol Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karacier 555+39,2 467+53,3% 559+18,7 549+19,8° 556+7,73 533+11,0°

Bobrek  548+94,8 431+42,1° 552+10,3 539+13,8° 545+12,8 527+31,4°

*Tlim degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli élgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan énemli dlgtide farkl (p<0,05)

¢ Kontrol grubundan énemli 6lgtide farkh (p<0,05)
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4.5.4.Tekrarlanan Doz (28 giin) Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen
CAT Aktiviteleri

3.4.2.7-3.4.2.9da anlatilan protokole uygun olarak yapilan 28 gunlik
tekrarlanan doz (2 mg/kg) uygulamasinin ardindan o&lgilen CAT aktiviteleri
Tablo 4.13’de gosterilmigtir.

28 gunlik tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
dokusunda CAT aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla énemli dl¢ide (p<0,001)
azaldigi goézlenmistir. Sicanlara E vitamini ve taurin uygulamasi, methiocarb
grubuna kiyasla azalmig olan CAT aktivitelerini nemli dlgtde (p<0,05) arttirmig

olup, kontrol duzeyi civarina getirdigi gézlenmistir (Sekil 4.31).

28 gunluk tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda bdbrek
dokusunda CAT aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla énemli dl¢iide (p<0,001)
azaldigr gozlenmistir. Siganlara E vitamini uygulamasi methiocarb grubuna
kiyasla azalmis olan CAT aktivitelerini dnemli dlgude (p<0,001) arttirmis olup,
taurin uygulamasi da methiocarb grubuna kiyasla azalmigs olan CAT
aktivitelerini 6nemli élgide (p<0,05) arttirmis olup, kontrol dizeyi civarina

getirdikleri gozlenmigtir (Sekil 4.32).

Tablo 4.13-Tekrarlanan doz (28 gun) methiocarb uygulanan siganlarda
karaciger ve bobrek CAT aktiviteleri (k/mg protein) *

Doku Kontrol  Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 519+34,4 401+60,4% 509+10,2 493+37,5° 508+24,1 475+39,0°

Bobrek  409+20,5 335+32,7% 407+154 403+22,2° 402+15,6 396+6,88°

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli 6lgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan énemli élglide farkh (p<0,05)

¢ Methiocarb grubundan énemli dlglide farkh (p<0,001)
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@ Kontrol grubundan dnemli dlglide farkli (p<0,001)
® Methiocarb grubundan énemli dlgtide farkli (p<0,05)

Sekil 4.31-Tekrarlanan doz (28 gun) methiocarb uygulanan siganlarda
karaciger CAT aktiviteleri (k/mg protein)
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@ Kontrol grubundan énemli dlgiide farkli (p<0,001)

¢ Methiocarb grubundan énemli élgiide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan 6nemli élgtide farkli (p<0,05)
Sekil 4.32-Tekrarlanan doz (28 glin) methiocarb uygulanan siganlarda bdbrek
CAT aktiviteleri (k/mg protein)
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4.6.Glutayon Peroksidaz Enzim Aktivitelerine iligskin Bulgular

4.6.1.GSH-Px Standart Olgii Egrisi

Dokuda GSH-Px aktivitesi tayini, standart olarak GSH-Px kullanilarak
hazirlanan 0Olgu egrisi Uzerinden hesaplandi. 3.3.7’de anlatildigi sekilde
hazirlanan, reaksiyon ortaminda son konsantrasyonlari, 0,002; 0,004; 0,006;
0,02; 0,04; 0,06 U/ml olan GSH-Px standart ¢ozeltileri ile gizilen standart OlcU
egrisi Sekil 4.33'de verilmistir.

0,4 -

y = 6,0509x - 0,0001
R?=0,9999

Dakikadaki absorbans farki

O I I I I I I 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

Konsantrasyon (U/ml)

Sekil 4.33-GSH-Px standart ol¢u egrisi
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4.6.2.Tek Doz Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen GSH-Px
Aktiviteleri

3.4.2.1-3.4.2.3'de anlatilan protokole uygun olarak yapilan tek doz (25
mg/kg) uygulamasinin ardindan olgiulen GSH-Px aktiviteleri Tablo 4.14’de
goOsterilmistir.

Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger dokusunda GSH-Px
aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla onemli olgide (p<0,001) arttigi
g6zlenmistir. Sigcanlara E vitamini ve taurin uygulamasi methiocarb grubuna
kiyasla artmis olan GSH-Px aktivitelerini dnemli 6l¢gude (p<0,001) azaltmis olup,
kontrol duzeyi civarina getirdigi gozlenmistir (Sekil 4.34).

Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda bobrek dokusunda GSH-Px
aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla énemli élgtide (p<0,05) arttig1 gézlenmistir.
Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi methiocarb grubuna kiyasla artmig
olan GSH-Px aktivitelerini dnemli dlgiide (p<0,05) azaltmis olup, kontrol dizeyi

civarina getirdigi gozlenmistir (Sekil 4.35).

Tablo 4.14-Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger ve bobrek
GSH-Px aktiviteleri (U/mg protein) *

Doku Kontrol Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 13,65+0,5 17,84+0,9% 13,86+0,29 14,11+0,7° 13,52+0,5 14,57+1,1°

Bobrek  17,73+2,2 22,98+1,3° 17,63+1,97 17,83+1,8¢ 17,48+0,1 18,45+1,3 ¢

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli élgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan énemli 6lgtide farkl (p<0,001)

¢ Kontrol grubundan énemli 6lgtide farkh (p<0,05)

4 Methiocarb grubundan 6nemli élglide farkh (p<0,05)
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25-

GSH-Px (U/mg protein)

Kontrol MC VitE VIitE+MC Taurin Taurin + MC

@ Kontrol grubundan énemli élgiide farkli (p<0,001)
® Methiocarb grubundan 6nemli élgtide farkli (p<0,001)

Sekil 4.34-Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger GSH-Px
aktiviteleri (U/mg protein)
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¢ Kontrol grubundan énemli dlgiide farkh (p<0,05)
9 Methiocarb grubundan énemli élgtide farkli (p<0,05)

Sekil 4.35-Tek doz methiocarb uygulanan sigcanlarda bdbrek GSH-Px
aktiviteleri (U/mg protein)
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4.6.3.Tekrarlanan Doz (5 giin) Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen
GSH-Px Aktiviteleri

3.4.2.4-3.4.2.6'da anlatilan protokole uygun olarak yapilan 5 gunlik
tekrarlanan doz (10 mg/kg) uygulamasinin ardindan oélgilen GSH-Px aktiviteleri

Tablo 4.15°de gosterilmigtir.

5 gunlik tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
dokusunda GSH-Px aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla 6nemli olglde
(p<0,001) arttigi goézlenmistir. Sicanlara E vitamini ve taurin uygulamasi
methiocarb grubuna kiyasla artmis olan GSH-Px aktivitelerini dnemli olglde
(p<0,05) azaltmis olup, kontrol dizeyi civarina getirdigi goézlenmistir (Sekil
4.36).

5 gunluk tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda bobrek
dokusunda GSH-Px aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla onemli Olgude
(p<0,05) arttigr gobzlenmigtir. Sigcanlara E vitamini ve taurin uygulamasi
methiocarb grubuna kiyasla artmis olan GSH-Px aktivitelerini dnemli dlgide
(p<0,05) azaltmis olup, kontrol dizeyi civarina getirdigi gdézlenmistir (Sekil
4.37).

Tablo 4.15-Tekrarlanan doz (5 giin) methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
ve bobrek GSH-Px aktiviteleri (U/mg protein) *

Doku Kontrol  Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 15,36+2,4 20,89+3,7% 15,11+0,64 15,66+0,8° 14,62+1,1 16,1242,2°

Bobrek  19,53+1,9 25,15+43,3° 19,64++1,7 20,19+0,9° 19,78+0,6 20,98+1,1°

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli 6lgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan énemli 6lglide farkh (p<0,05)

¢ Kontrol grubundan énemili 6lgtide farkl (p<0,05)
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25- a

GSH-Px (U/mg protein)

Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin + MC

@ Kontrol grubundan énemli élgiide farkli (p<0,001)
® Methiocarb grubundan énemli dlgtide farkli (p<0,05)

Sekil 4.36-Tekrarlanan doz (5 gun) methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
GSH-Px aktiviteleri (U/mg protein)

30- c

c
.E
O 20+
o
)]
E
2
X
o 10-
I
(72}
o

0_

Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin + MC

¢ Kontrol grubundan énemli élgiide farkh (p<0,05)
® Methiocarb grubundan énemli dlgtide farkli (p<0,05)

Sekil 4.37-Tekrarlanan doz (5 glin) methiocarb uygulanan siganlarda bobrek
GSH-Px aktiviteleri (U/mg protein)
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4.6.4.Tekrarlanan Doz (28 giin) Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen
GSH-Px Aktiviteleri

3.4.2.7-3.4.2.9da anlatilan protokole uygun olarak yapilan 28 gunlik
tekrarlanan doz (2 mg/kg) uygulamasinin ardindan ol¢tlen GSH-Px aktiviteleri

Tablo 4.16’da gosterilmigtir..

28 gunlik tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger ve
bdbrek dokularinda GSH-Px aktivitelerinin, kontrol grubuna kiyasla 6nemli

Olclde (p<0,001) azalttigi gdzlenmistir.

Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi, gerek karacigerde gerekse
bdbrekte methiocarb grubuna kiyasla azalmis olan GSH-Px aktivitelerini dnemli
Olclide (p<0,05) arttirmis olup, kontrol duzeyi civarina getirdigi go6zlenmistir
(Sekil 4.38 ve Sekil 4.39).

Tablo 4.16-Tekrarlanan doz (28 gun) methiocarb uygulanan siganlarda
karaciger ve bobrek GSH-Px aktiviteleri (U/mg protein) *

Doku Kontrol Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 18,95+3,3 11,42+1,3% 18,85+0,92 17,69+0,7° 17,99+1,1 16,52+2,6°

Bobrek  21,60+2,7 14,59+2,4°% 21,60+2,54 20,15+1,1° 20,44+1,7 19,57+0,7°

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
ANOVA-Post Hoc Scheffe Testi sonuglarina gore:

@ Kontrol grubundan énemli élgtide farkli (p<0,001)

® Methiocarb grubundan énemli élgtde farkh (p<0,05)
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Sekil 4.38-Tekrarlanan doz (28 gun) methiocarb uygulanan siganlarda
karaciger GSH-Px aktiviteleri (U/mg protein)
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Sekil 4.39-Tekrarlanan doz (28 gun) methiocarb uygulanan siganlarda bobrek
GSH-Px aktiviteleri (U/mg protein)
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4.7.Glutatyon Rediiktaz Enzim Aktivitelerine iligkin Bulgular

4.7.1.GSH-Rd Standart Olgii Egrisi

Dokuda GSH-Rd aktivitesi tayini, standart olarak GSH-Rd kullanilarak
hazirlanan OIlgu egrisi Uzerinden hesaplandi. 3.3.8'de anlatildigi sekilde
hazirlanan, reaksiyon ortaminda son konsantrasyonlari, 0,0156; 0,03125;
0,0625; 0,125 mU/ml olan GSH-Rd standart ¢ozeltileri ile gizilen standart Olcu
egrisi Sekil 4.40°’da verilmistir.
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Sekil 4.40-GSH-Rd standart 6I¢lu egrisi
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4.7.2.Tek Doz Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen GSH-Rd
Aktiviteleri

3.4.2.1-3.4.2.3'de anlatilan protokole uygun olarak yapilan tek doz (25
mg/kg) uygulamasinin ardindan olctilen GSH-Rd aktiviteleri Tablo 4.17°de
goOsterilmistir.

Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger ve bobrek
dokularinda GSH-Rd aktivitelerinde, kontrol grubuna kiyasla énemli élgude bir

degisiklik olmadigi gozlenmistir.

Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi, gerek karacigerde gerekse
bdbrekte methiocarb grubuna kiyasla GSH-Rd aktivitelerinde énemli dlglde
degisiklik olmadigi gézlenmigtir (Sekil 4.41 ve Sekil 4.42).

Tablo 4.17-Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger ve bobrek
GSH-Rd aktiviteleri (mU/mg protein) *

Doku Kontrol Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 8,05t0,6 7,95+0,47 7,45t0,61 7,93+1,21 7,33+0,87 7,56+1,35

Bobrek  8,07+0,38 7,99+1,11 7,59+0,39  7,60+0,43 7,37+1,08 7,46+0,49

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
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10.0+

Rd (mU/mg protein)

GSH

Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin+ MC

Sekil 4.41-Tek doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger GSH-Rd
aktiviteleri (mU/mg protein)

10.0-

Rd (mU/mg protein)

GSH

Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin+ MC

Sekil 4.42-Tek doz methiocarb uygulanan sigcanlarda bobrek GSH-Rd
aktiviteleri (mU/mg protein)



116

4.7.3.Tekrarlanan Doz (5 giin) Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen
GSH-Rd Aktiviteleri

3.4.2.4-3.4.2.6'da anlatilan protokole uygun olarak yapilan 5 gunlik
tekrarlanan doz (10 mg/kg) uygulamasinin ardindan élgilen GSH-Rd aktiviteleri

Tablo 4.18’de gosterilmigtir.

5 gunluk tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger ve
bdbrek dokularinda GSH-Rd aktivitelerinde, kontrol grubuna kiyasla énemli

Olclde (p<0,05) bir degisiklik olmadigi gdézlenmistir.

Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi, gerek karacigerde gerekse
bdbrekte methiocarb grubuna kiyasla GSH-Rd aktivitelerinde énemli dlgide
(p<0,05) degisiklik olmadigi gdzlenmistir (Sekil 4.43 ve Sekil 4.44).

Tablo 4.18-Tekrarlanan doz (5 giin) methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
ve bobrek GSH-Rd aktiviteleri (mU/mg protein) *

Doku Kontrol Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 6,11+0,68 6,60+0,93 6,42+1,2  6,44+0,36 6,27+0,39 6,81+0,40

Bobrek  8,41+0,56 8,88+0,52 8,16+0,37 8,23t+0,22 7,96+0,65 8,11+0,47

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
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10.0+

GSH-Rd (mU/mg protein)

Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin+ MC

Sekil 4.43-Tekrarlanan doz (5 gun) methiocarb uygulanan siganlarda karaciger
GSH-Rd aktiviteleri (mU/mg protein)

10.0+

Rd (mU/mg protein)

GSH

Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin+ MC

Sekil 4.44-Tekrarlanan doz (5 glin) methiocarb uygulanan siganlarda bobrek
GSH-Rd aktiviteleri (mU/mg protein)
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4.7.4.Tekrarlanan Doz (28 giin) Methiocarb Uygulanan Siganlarda Olgiilen
GSH-Rd Aktiviteleri

3.4.2.7-3.4.2.9da anlatilan protokole uygun olarak yapilan 28 gunlik
tekrarlanan doz (2 mg/kg) uygulamasinin ardindan olgtlen GSH-Rd aktiviteleri

Tablo 4.19°da gosterilmigtir.

28 gunlik tekrarlanan doz methiocarb uygulanan siganlarda karaciger ve
bdbrek dokularinda GSH-Rd aktivitelerinde, kontrol grubuna kiyasla énemli

Olclde (p<0,05) bir degisiklik olmadigi gdézlenmistir.

Siganlara E vitamini ve taurin uygulamasi, gerek karacigerde gerekse
bdbrekte methiocarb grubuna kiyasla GSH-Rd aktivitelerinde énemli dlglde
(p<0,05) degisiklik olmadigi gdzlenmistir (Sekil 4.45 ve Sekil 4.46).

Tablo 4.19-Tekrarlanan doz (28 gun) methiocarb uygulanan siganlarda
karaciger ve bobrek GSH-Rd aktiviteleri (mU/mg protein) *

Doku Kontrol Methiocarb E Vitamini E Vitamini + Taurin Taurin +
(n=10) (n=10) (n=6) Methiocarb (n=6) Methiocarb
(n=8) (n=8)

Karaciger 7,94+0,94 7,80+1,10 7,97+1,09 7,51+0,65 7,66+0,94 7,60+0,94

Bobrek  8,73+0,61 7,99+0,40 8,43+0,64 8,03t0,50 7,93+0,79 7,87+0,65

* Tum degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.
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10.0+

Rd (mU/mg protein)

GSH

Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin+ MC

Sekil 4.45-Tekrarlanan doz (28 gun) methiocarb uygulanan siganlarda
karaciger GSH-Rd aktiviteleri (mU/mg protein)

10.0-

Rd (mU/mg protein)

GSH

Kontrol MC VitE VitE+MC Taurin Taurin+ MC

Sekil 4.46-Tekrarlanan doz (28 gun) methiocarb uygulanan siganlarda bobrek
GSH-Rd aktiviteleri (mU/mg protein)
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5. TARTISMA

Normal metabolizma kosullarinda reaktif oksijen turlerinin ve diger
serbest radikallerin surekli olusmasi normal fizyolojik fonksiyonlar ve hicresel
redoks olaylari i¢in énemlidir. Olusan radikaller vicuttaki antioksidan savunma
sistemleri tarafindan uzaklastiriir. Organizmada serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge s6z konusudur. Cesitli endojen
ve eksojen faktorlerin etkisi ile serbest radikallerin asiri dizeyde olusmasi ve
antioksidan savunmanin yetersiz kalmasi vicutta oksidatif hasara yol acar;
nukleik asidler, proteinler ve ¢oklu doymamis yag asidleri ile etkilesim sonucu
hdcrenin yapisi ve fonksiyonlari zarar gorur. Serbest radikallerin meydana
getirdigi hasarlarin en dnemli mekanizmalarindan biri, hicre membranlarindaki
¢oklu doymamis yag asidleri ile etkilesim sonucu baslayan lipid
peroksidasyonudur. Membranlarda ve lipoproteinlerde bulunan ¢oklu doymamig
yag asidleri radikal saldirilarina son derece agik molekullerdir. Organizmada
serbest radikal ve reaktif oksijen tirleri olusumunun ana kaynaklari
ksenobiyotikler ve ksenobiyotiklerin biyoaktivasyonu sonucu olusan UGranlerdir.
Bircok maddenin serbest radikal olusturarak oksidatif hasara neden oldugu
bilinmektedir. Ornegin paraquat ve diquat hiicrelerde siiperoksid radikali ve
hidrojen peroksid olusumuna yol agmaktadir. Asetaminofenin biyoaktivasyon
arnd molekuler oksijeni superoksid radikaline indirger. Kinon yapisinda
maddelerin (adriyamisin ve aflatoksin B;{) molekiller oksijene bir elektron
tasima kapasiteleri vardir ve superoksid olusumu ile sonlanir. Ksenobiyotikler
icerisinde 6nemli bir grubu olusturan pestisidlerin neden oldugu toksik etkilerin
ortaya ¢ikmasinda da serbest radikal olusumunun 6nemli rol oynadidi cgesitli

arastirmalarin sonucunda ortaya ¢ikariimistir (301-320).

Pestisidler igerisinde toksisiteleri yoninden en fazla arastirlan madde
grubu organofosfatlardir. Organofosfatlar tarafindan induklenen toksikolojik
olaylarin artan reaktif oksijen turleri ve antioksidan dengenin bozulmasi ile iliskili
oldugu birgok calisma sonucunda ortaya konmustur. 1/4 LDsy tek dozda, i.g.,

chlorpyrifos-ethyl uygulanan siganlarda yapilan galismada, eritrositte ve bobrek
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dokusunda MDA duzeylerinin, kontrol grubuna kiyasla onemli olgude arttigi,
eritrositlerde SOD ve CAT aktiviteleri degismezken GSH-Px aktivitesinde énemli
Olclde azalma oldugu ve bdbreklerde ise GSH-Px aktivitesi degismezken SOD
ve CAT aktivitelerinde 6nemli Olcide azalma oldugu belirtiimigtir (322-323).
Chlorpyrifos-ethyl ile yapilan diger bir calismada 8 hafta boyunca 13,5 mg/kg
dozda madde uygulanan sigcanlarda, karaciger dokusunda MDA duzeyi ve SOD,
GSH-Px, GSH-Rd aktivitelerinin kontrol grubuna kiyasla onemli 6lgude arttigi ve
aksine GSH duzeyi, CAT ve GST aktivitelerinin ise dnemli Ol¢lide azaldigi
belirtiimistir (324). Bir baska organofosfosforlu insektisid olan methidathion ile
yapilan tek doz ve tekrarlanan doz caligmalarda da, eritrositlerde ve kalp
dokusunda MDA duzeyi, kontrol grubuna kiyasla onemli Olgude artmis,
eritrositlerde SOD, GSH-Px, CAT aktiviteleri ise kontrol grubuna kiyasla onemili
Olclde azaldigi g6zlenmistir (325-326). Cesitli in vivo ¢alismalarda oksidatif
stresi ve buna bagli olarak da MDA olugsumunu indukledigi bildirilen diger
pestisidler endosulfan (301, 302), heksaklorobenzen (311), lindan (312),
paraquat (318), quinalphos (308), dimethoate (327, 306, 303-304), malathion
(305-306), benomyl (319), permethrin (327), cypermethrin (315, 316) ve

fenvalerate (317)'dir.

N-metilkarbamat grubu pestisidler c¢esitli alanlarda organofosfatlara
alternatif olarak c¢ok yogun bir sekilde kullanilan maddelerdir. Kolay
parcalanmalari nedeniyle tercih edilen bu maddelerin yaygin kullanimlari
maruziyet risklerini de arttirmaktadir. Asetilkolinesteraz enziminin reversibl
inhibitorleri olan bu maddelerin toksik etkileri ile oksidatif hasar iligkisinin
arastirimasina yonelik literatirde az sayida g¢alismaya rastlanmigtir. Bu grup
icerisinde akut toksisitesi yuksek bir madde olan carbofuranin noérotoksik
etkisinde, beyindeki oksidatif stresin roli oldugu si¢anlarda yapilan tek doz
calisma sonucu gorilmistir (320). Ug farkli dozda subakut, subkronik ve
kronik aldicarb uygulanan farelerde eritrosit SOD duzeylerinde her Ug
denemede, GSH-Px duzeylerinde ise sadece subkronik ve kronik denemelerde
anlamli dusus gozlenmigtir. CAT aktivitesinde ise her ¢ denemede de anlamli
bir degisiklik gozlenmemistir. Buna karsilik plazma MDA aktivitesi her u¢
denemede yuksek dizeyde bulunmustur (328). Oksidatif hasara en yatkin

hicrelerden olan eritrositler ayni zamanda birgok koruyucu sistem ile



122

donanmistir. Bu nedenle gerek in vivo gerekse in vitro galismalarda tercih
edilmektedir. Sicanlara 30 giin boyunca Ug¢ ayri dozda (1/2; 1/6 ve 1/20 LDsp)
propoxur uygulanmasinin ardindan serumda MDA, eritrositlerde de antioksidan
enzimler ve GSH dulzeylerine bakilmistir. Calisilan tUm dozlarda MDA, SOD,
CAT, GSH-Px, GSH-Rd ve GST aktivitelerinde kontrol grubuna kiyasla doza
bagli anlaml artislar gézlenmis, GSH duzeyi ise azalmistir (329). Gelismekte
olan Ulkelerde pestiside bagli zehirlenmelere ve dlumlere sik¢a rastlanmaktadir.
Zehirlenme olaylarindan elde edilen verilerin toksik etki mekanizmalarinin
aciklanmasinda 6nemi buUyuktlir. Propoxur zehirlenmesinin  ardindan
asetilkolinesteraz inhibisyonu belirtileri ile hastaneye bagvuran hastalarin serum
MDA duzeylerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli dl¢glide ylksek oldugu ve bu
dizeyin serum propoxur duzeyi ile orantili oldugu goérulmustuar. Kan glutatyon
dizeyi ise MDA'nin aksine propoxur duzeyi ile orantili olarak anlamli olgtde
dusmustur. Buna kargilik antioksidan enzimlerin tumunun aktiviteleri artmistir
(330).

Bu sonuglardan hareketle N-metilkarbamat grubu pestisidler igerisinde
toksisitesi yoninden en az arastirilan bir madde olan methiocarbin, oksidatif
stres olusturma potansiyeli yonunden arastirilmasi uygun goruldu. Literatar
taramalarinda methiocarbin sinir sistemine olan etkisi diginda belirgin bagka bir
toksik etkisi ile ilgili bilgiye rasttanmamistir. Yaptigimiz in vivo calismada; tek
doz, 5 gun ve 28 gunlik denemeler icin segilen uygulama dozlari sirasiyla 1/4
LDsp, 1/10 LDsp ve 1/50 LDso'dir. Her bir deneme G¢ bdlimden olugsmaktadir.
Birinci bolumde methiocarb tarafindan olusturulan oksidatif hasarin derecesi;
ikinci bolimde maddenin antioksidan enzimler (SOD, CAT, GSH-Px ve GSH-
Rd) ve glutatyon sistemi Uzerine etkisi incelenmistir. Uglinci bélimde ise;
taurinin, diger iki boliumde Olculen parametreler Uzerine etkisi standart bir

antioksidan olan E vitamini ile kiyaslanmak suretiyle arastiriimistir.

Oksidatif hasara neden olan en dnemli mekanizmalardan bir tanesi lipid
peroksidasyonudur. Bu nedenle lipid peroksidasyonun o&l¢iimesi hucresel
yikimin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Calismada methiocarbin neden
oldugu oksidatif hasarin derecesi, bu parametrenin olguimesi ile belirlenmigtir.

Bu amagla segilen yontem, lipid peroksidasyonunun en énemli Grinu olan MDA
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miktarinin Olgulmesine dayanan yontemdir. MDA miktarinin tayininde, birgok
arastiricinin en fazla tercih ettigi ve bazi modifikasyonlarla uyguladigi TBA testi
kullaniimistir. Testte TBA-MDA kompleksinin spektrofotometrik 6lgimua yaninda,
TBA'in MDA disinda baska bilesiklerle de reaksiyon vermesi nedeniyle, ylksek
basingl sivi kromatografisi ile de ayirm ve tayin yapilarak sonuglar

dogrulanmisgtir.

1/4 LDso; 1/10 LDsy ve 1/50 LDsy dozlarinda methiocarb uygulanan
sicanlarda gerek karaciger gerekse bobrek dokularinda MDA duzeyleri kontrol
grubu degerlerinden 6nemli odlgide yuksektir. Bu durum methiocarbin
karacigerde ve bobrekte serbest oksijen radikalleri ile diger radikallerin
olusmasina neden oldugunu goOstermektedir. Karacigerde MDA duzeyindeki
artis, yuksek doz (1/4 LDsp) uygulamasinda kontrolden yaklasik 2.2 kat daha
yuksektir. Bu farkin maddenin ilk gegis etkisinden ileri geldigi dusunulebilir.
Bobrekte, her u¢ denemede MDA duzeyi ayni oranda artmaktadir. Bobreklerde
MDA duzeyinin yuksek bulunmasi bu organlarda ekstrahepatik bir

biyoaktivasyonun gergeklestigini akla getirmektedir.

Bilindigi gibi arasidonik asidden prostaglandinlerin sentezi sirasinda,
PGG; nin hidroperoksi grubunun prostaglandin sentetazin hidroperoksidaz
aktivitesi ile ilgili alkoli PGG; ye reduklenmesi esnasinda kimyasal yapilari
farkh ksenobiyotikler de ko-oksidasyona ugramaktadir. Aromatik sulfid
yapisinda maddelerin de hidroperoksidazlar tarafindan ko-oksidasyonla
sulfoksidlerine okside olduklari belirtiimektedir. Bdbrekler ve ince barsak ko-
oksidasyonun gergeklestigi organlardir. Bobreklerde methiocarbin  ko-
oksidasyona ugramasi sonucu olusan radikallerin bu dokudaki MDA duzeyini
artirdigi dasunulebilir.  Nitekim Blee ve Durs (293), calismalarinda aromatik-
alkil sulfid yapisindaki methiocarbin sulfoksidasyonunun NADPH gibi
kofaktorlere bagimli olmayip hidroperoksid badimli oldugunu ve sulfoksid
olusturan oksijenin hidroperoksid orijinli oldugunu ileri sirmektedirler. Bu sonug
P-450 ve FMQ’larin bu oksidasyonda rolu olmadigini gostermektedir. Benzer bir
ekstrahepatik aktivasyonun, aldicarbin toksisitesinde de etkili oldugu
belirtiimektedir (288).
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Methiocarb ile ilgili ileri surllen diger bir biyoaktivasyon yolagi ise
lipoksijenazlarin aktivitesiyle gerceklesen S-demetilasyon, bunun sonucu olusan
kukurt merkezli bir katyon radikali ve sonrasinda glutatyon ile konjugasyondur.
(331-332). Bu durumda ise meydana gelen katyon radikalinin lipid

peroksidasyonunu induleyerek MDA artisina neden oldugu duasunulebilir.

Hucrelerde DNA'y1, hlicre zarindaki lipoproteinleri ve enzimleri reaktif
oksijen turlerine ve diger elektrofilik bilesiklere kargi koruyan mekanizmalarin
basinda GSH gelmektedir. Genel olarak artan lipid peroksidasyonu ile GSH
dizeyi arasinda ters bir orantinin varli§i s6z konusudur. Yaptigimiz ¢alismada
tek doz methiocarb uygulanan siganlar disindaki diger siganlarin karaciger ve
bobrek dokularindaki lipid peroksidasyonunun GSH’u tukettigi anlagiimaktadir.
Tek doz methiocarb uygulanan sigcanlarda her iki dokuda da gorulen anlamli
artisin nedeni tam olarak anlasilamamaktadir. Bu artisin nedeninin, ortamda
olusan H;O; in yikimini saglayan GSH-Px enzimine GSH saglamak oldugu
dusundlebilir. Benzer bir bulguya Sharma ve arkadaslarinin galismasinda
rastlanmaktadir. 6, 30 mg/kg dozlarda 30 gun boyunca dimethoate uygulanan
siganlarda, karaciger ve beyinde MDA ve GSH duzeyleri ile antioksidan enzim

aktivitelerinde kontrol grubuna kiyasla anlaml él¢ude artis goriimektedir (304).

Reaktif oksijen turlerine ve diger radikallere karsi savunmada antioksidan
enzimlerin roli 6nemlidir. Methiocarb, karaciger ve bobrekte tek dozda SOD,
CAT enzim aktivitelerini arttirirken, 5 ve 28 gunluk tekrarlanan dozlarda
azaltmaktadir. GSH-Px aktivitesi ise tek doz ve 5 gunlik dozlarda artarken, 28
gunlik tekrarlanan dozda anlamli Olgude azalmaktadir. GSH-Rd aktivitesinde
ise anlamh bir degigiklik gorilmemektedir. Tek dozda GSH-Rd digindaki diger
enzimlerde goértlen anlamh artisin, methiocarbin antioksidan enzimleri
induklemesi sonucu meydana geldigi dugunulebilir. 5 ve 28 gunluk tekrarlanan
dozlarda methiocarb muhtemelen CAT aktivitesini inhibe etmekte, bunun
sonucunda artan hidrojen peroksidin de SOD’u inhibe etmesi sonucunda
superoksid radikalleri artmaktadir. Artan slUperoksid radikalleri tekrar CAT ve
GSH-PX'i inhibe etmektedir. Her (¢ dozda karaciger ve bobrek GSH-Rd
aktivitelerinde anlamli bir farkhlik gorulmemesinin GSSG/GSH dengesinde

onemli bir degisiklik olmamasinin bir sonucu oldugu dusunulebilir.
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Cesitli pestisidlerin neden oldugu oksidatif hasarlarda MDA duzeyleri ile
antioksidan enzimlerin aktiviteleri arasinda bir korelasyon gorulmemektedir
(312-317). Bunun, oksidatif hasara neden olan mekanizmalardaki farkhliklardan

ileri geldigi dugunulmektedir.

Organizma, serbest radikallerin meydana getirdigi hasarlardan kendisini
dogal antioksidan savunma sistemleri ile korumaktadir. Tedavide vyeni
yaklasimlar bu sistemlerin digsaridan verilecek antioksidanlarla desteklenmesinin
¢ok daha etkili oldugu yolundadir. Bu gorusten hareketle oksidatif hasari
engelleyen veya geciktiren 6zellikte yeni maddelerin arayisi son yillarin en ilgi
goéren calisma alanlarindandir (333-334). Bu calismalarda antioksidan o6zelligi
dolayisiyla 6n plana ¢ikan maddelerden biri de taurindir. Mekanizmasi henlz
tam olarak acgiklanmasa da, taurinin serbest radikalleri sGpuricu direkt etkisi
yaninda, Fe?* iyonlari ile kelat olusturarak serbest radikal olusturan
reaksiyonlari inhibe etme, hucre membraninin stabilizasyonu ve hucresel
kalsiyum seviyelerinin modulasyonu gibi endirekt etkileri oldugu bildirilmektedir
(244-248, 264, 268-272). Calismamizda taurinin, methiocarb tarafindan
olusturulan oksidatif hasari ne dlgliide dnleyebilecegi guclu bir antioksidan olan
E vitamini ile kiyaslanmak suretiyle arastiriimistir. Tek doz ve tekrarlanan doz
denemelerinin tumunde taurinin MDA ve GSH duzeyleri ile antioksidan enzim

aktivitelerini E vitaminine yakin kapasitede kontrol duzeyine getirmektedir.

Bu caligsmada elde edilen sonuglar, methiocarbin, lipid peroksidasyonuna
neden oldugunu, glutatyon duzeyi ve antioksidan enzim aktivitelerini
degistirerek oksidatif stresi indukledigini gostermektedir. Methiocarbin olasi
bioaktivasyon drunlerinin  bu indUksiyona neden oldugu dusunulmektedir.
Bulgularimizin methiocarbin toksisitesinin aydinlatiimasina yonelik ¢alismalara
katkisi olacaktir. Diger taraftan endojen bir madde olan taurinin antioksidan

etkisi ile ilgili bulgular, devam eden ¢aligmalara katki saglayacaktir.
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