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OZET

Dimethoat (O,0-dimetil-S-N-metilkarbamoilmetil fosforoditioat), zirai miicadelede yaygin
olarak kullanilan organofosfatli bir insektisittir. Ferulik asit (3-metoksi-4-hidroksisinamik
asit) ¢esitli sebze ve meyvelerde bulunan fenolik bir bilesiktir ve reaktif molekiillerin yok
edilmesinde, lipit peroksidasyonun inhibe edilmesinde rol oynamaktadir. Bu g¢alismada
dimethoat’in beyin dokusunda meydana getirdigi oksidatif hasar iizerine ferulik asitin
koruyucu etkileri arastirilmistir. Bu amagla deney grubu olusturulmustur. 1. Grup: Kontrol
grubu, 2. Ferulik asit (30 mg/kg giin v.a.) uygulanan grup, 3. Grup: Diisiik doz (1/100 LDsp)
dimethoat uygulanan grup. 4. Grup: Yiiksek doz (1/10 LDso) dimethoat uygulanan grup, 5.
Grup: Diisiik doz dimethoat ve ferulik asit uygulanan grup, 6. Grup: Yiiksek doz dimethoat
ve ferulik asit uygulanan grup. Deney hayvanlarina maddeler 28 giin boyunca giinde bir defa
verilmistir. Deneylerin sonunda siganlarin beyin dokularinda, oksidatif stres parametreleri
olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-
transferaz (GST) enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyon son iiriinii olan malondialdehit
(MDA) miktarlar1 gruplar arasinda karsilastirilmali olarak arastirilmistir. Bununla birlikte
beyin dokusu histolojik olarak 1sik mikroskobunda incelenmistir. Deneylerimizin
sonucunda, kontrol grubu ile diisiik ve yiiksek doz dimethoat uygulanan ratlarin beyin
dokusundaki MDA miktarlar1 ve antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT, GPx ve GST),
istatiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark gozlenmistir. Yine diisiik ve yliksek doz
dimethoat uygulanan gruplar ile diisiik ve yiiksek doz dimethoat ve ferulik asit verilen
gruplar karsilastirildiginda hem MDA miktar1 bakimindan hem de SOD, CAT, GPx ve GST
enzim aktiviteleri bakimindan istatiksel olarak anlamli bir fark gozlenmistir. Isik
mikroskobu bulgularimiz, biyokimyasal caligsmalar1 desteklemektedir. Bu ¢alismaya
dayanarak, ferulik asitin kismi olarak dimethoat toksisitesini azalttigini séylemek
miimkiindiir.
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ABSTRACT

Dimethoate (O, O-dimethyl-S-N-methylcarbamoylmethyl phosphorodithioate) is an
organophosphate insecticide widely used in agricultural control. Ferulic acid (3-methoxy-4-
hydroxycinnamic acid) is a phenolic compound found in various vegetables and fruits and
plays a role in destroying reactive molecules, inhibiting lipid peroxidation. In this study, the
protective effects of ferulic acid on oxidative damage caused by dimethoate in brain tissue
were investigated. For this purpose, an experimental group was formed. 1. Group: Control
group, 2 Group: Ferulic acid (30 mg / kg day etc.) treated group, 3. Group: Low dose (1/100
LDso) dimethoate-treated group. 4. Group: High dose (1/10 LDso) dimethoate-treated group,
5. Group: Low doze dimethoate and ferulic acid treated group, 6. Group: High dose
dimethoate and ferulic acid-treated group. The experimental animals were given the
substances once a day for 28 days. At the end of the experiments, the oxidative stress
parameters superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPXx),
glutathione-S-transferase (GST) enzyme activities and lipid peroxidation end product
malondialdehyde (MDA) levels were found in the brain tissues of rats. It has been studied
comparatively. However, brain tissue was examined histologically under light microscope.
As a result of our experiments, a statistically significant difference was observed when the
MDA amounts and antioxidant enzyme activities (SOD, CAT, GPx and GST) in the brain
tissue of the control group and rats treated with low and high doses of dimethoate were
compared statistically. When the low and high dose dimethoate groups were compared with
the low and high dose dimethoat and ferulic acid groups, a statistically significant difference
was observed in terms of both MDA amount and SOD, CAT, GPx and GST enzyme
activities. Our light microscope findings support biochemical studies. Based on this study,
it is possible to say that ferulic acid partially reduces dimethoate toxicity.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

n Mikron

ng Mikrogram

uM Mikromolar

pmol Mikromol

LDso Letal doz

M Molar

Mg Miligram

Ml Mililitre

Mm Milimetre

mM Milimolar

mmol Milimol

nm Nanometre

nmol Nanomol

Kisaltmalar Aciklamalar

BOS Beyin- omurilik sivisi
CAT Katalaz

ETZ Elektron transport zinciri
FA Ferulik Asit

g Gram

G6PD Glukoz-6-fosfat dehidrogenez
GPx Glutatyon peroksidaz
GR Glutatyon peroksidaz
GST Glutatsyon-S-transferaz
MDA Malondialdehit

kg Kilogram



Kisaltmalar

RNS
ROS
SOD
TNBS

Aciklamalar

Reaktif nitrojen tiirleri
Reaktif oksijen tiirleri
Stiperoksit dismutaz

Silfonik asit

Xii



1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasi sonucu besin ihtiyaci da ayn1 oranda artis gostermektedir.
Bu nedenle cesitli iilkeler tarim politikalarint siklikla gézden gegirerek yeni reformlar
olusturmaktadir. Ozellikle tarim alanlarindan kaliteli {iriin alinmas, iiriinlere zarar veren
zararlilarla miicadele ve yeni tarim alanlarmin olusturulmasi oncelikli politikalar olarak
dikkati cekmektedir. Ancak artan niifusla beraber kentlesmenin hizli bir sekilde artmasi ve
tarim alanlarinin da zaman zaman kentlesme icinde kalmasi, tarimsal alanlarin ve bu
alanlardan elde edilen tiriinlerin miktar ve kalitesinin 0nemini arttirmaktadir (Giiler ve

Cobanoglu, 1997).

Tarim alanlarindan daha kaliteli tirin alabilmek i¢in ekili alanlara uygun giibreleme
yapilmaktadir. Ayn1 zamanda tarim zararlilarina karsi da ¢esitli ilaglar kullanilmaktadir.
Tarim alanlarinda kullanilan bu maddelerin zamanla topragin kalitesinde azalmaya sebep

oldugu da bilinmektedir (Giiler ve Cobanoglu, 1997).

Tarim alanlarindan daha fazla ve kaliteli iirlin alabilmek icin pestisitler yaygin olarak
kullanilmaktadir (Kalender ve digerleri, 2005). Ancak pestisitlerin yaygin olarak
kullanilmasi, zararlilarda birikim ve toksik etkileri nedeniyle ¢evre ve saglik i¢in biiyiik bir
tehditler olusturmaktadir (Kalender ve digerleri, 2005). Besin maddelerinin {iretimi, tiikketimi
ve depolanmalar1 sirasinda, besin degerini bozan ve besinleri yok eden, zarar veren
hagereleri, mikroorganizmalar1 ve diger zararlilari yok etmek i¢in kullanilan fiziksel
kimyasal veya biyolojik savas maddelerine pestisit denir (Kalender ve digerleri, 1999; Vural
1996).

Pestisitler genellikle aktif olduklari etkene gore siniflandirtlirlar (IPCS, 2009).

Insektisitler : Boceklere kars1 kullanilan pestisitlerdir.

Fungusitler  : Mantar ve mantar sporlarina etki eden pestisitlerdir.
Herbisitler  : Yabanci otlara karsi kullanilan pestisitlerdir.
Akarasitler  : Akarlara kars1 kullanilan pestisitlerdir.

Bakterisitler : Bakterilere etki eden pestisit grubudur.

Afisitler : Yaprak bitlerini yok etmek i¢in kullanilan pestisitlerdir.

Rodentisitler : Kemirgenlere karsi kullanilan pestisitlerdir.



Nematisitler : Nematodlara kars1 kullanilan pestisitlerdir.
Molluskisitler : Yumusakgalara karsi kullanilan pestisitlerdir.

Virisitler : Tarim triinlerinde hastalik yapan viriislere kars1 kullanilan pestisitlerdir.

Pestisitler toksisite derecelerine gore de, (Ia) asir1 derecede zararli, (Ib) ¢ok zararli, (II) orta
derecede zararli ve (III) az zararli olarak simiflandiriimaktadir (Undeger, 2001). Pestisitlerin
dogada dagilim1 Sekil 1’de gosterilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi pestisitler yeralt1 ve

yeriistli sulara karisarak yiyecek zinciri yoluyla insanlara kadar ulasmaktadir.
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Sekil 1.1. Pestisitlerin dogadaki hareketleri (Giiler ve Cobanoglu, 1997)

Boceklere kars1 kullanilan insektisitler de kimyasal yapilarina gore 4 gruba ayrilmaktadir.

e Karbamatli insektisitler

¢ Organofosfatl insektisitler



e Organoklorlu insektisitler

e Piretroidli insektisitler

Organofosfatli insektisitler, en fazla kullanilan insektisitlerdir. Ozellikle bilingsiz bir sekilde
kullanilmasi sonucu bu insektisitlerin kalintilar1 toprakta, suda ve su canlilarinda tohumlarda

ve gesitli besinlerde tespit edilmistir (John, Kale, Rathore, Bhatnagar, 2001).

Organofosfath insektisitler, yalnizca Cin’de akut pestisit zehirlenme vakalarinin % 10'unu
asan bir 6liim oranmiyla yilda yaklasik 70.000 civarinda 6liime neden olmaktadir (He, 1996).
Bu zehirlenmelerin klinik norotoksik etkileri arasinda akut kolinerjik kriz, organofosfata
bagli gecikmis polindropati ve buna ek olarak, orta diizey miyasteni sendromu yer

almaktadir (Dongren, Tao, Fengsheng, 1999).

Organofosfathi insektisitler, solunum, oral ve dermal yollardan kolayca absorbe olarak
zehirlenmelere sebep olmaktadir (Zendzian, 2003). Ozellikle asetilkolinesterazi (AChE)
inhibe ederek akut ya da kronik zehirlenmelere neden olmaktadirlar (Abu-Qare ve Abou-
Donia 2001; Kappers, Edwards, Murray 2001; Vural, 1996). Organofosfatli insektisitler ile
yapilan caligmalarda plazma, eritrosit ve beyin AChE aktivitelerinin inhibe oldugu
gozlenmistir (De Blaquiere, Waters, Blain, Williams, (2000); Yano ve digerleri 2000). Bu
insektisitlerin sinapslarda asetilkolin birikimine neden oldugu ifade edilmistir (Senanayake
ve Johnson, 1982). Bununla beraber, merkezi sinir sisteminde, otonomik ganglionlarda,
parasempatik ve bazi sempatik sinir sonlarinda, ndromuskiiler kavsaklarda kolinerjik
gecislerde de patolojik etkilere sebep oldugu gdzlenmistir (Vishwananthan ve Srivivasan,

1964; Tomokuni ve Hasegava, 1985).

Organofosfatl insektisit olan methamidophos ve acephate’in ratlara intraperitonal olarak
enjeksiyonundan 15 dakika sonra kan ve beyin AChE aktivitesinin % 55-75 oraninda
uygulamadan 60 dakika sonra % 80-95 inhibe oldugunu ifade etmislerdir (Spassova, White
Singh, 2000).

Baska bir calismada da acephate’nin 4 hafta boyunca uygulanmasindan sonra ratlarin
beyninde AChE seviyesinde azalma oldugunu bildirmislerdir (Farag, Eweidah, Tayel, El-
Sebae, 2000). Organofosfatli insektisitler pseuodokolin esterazi da inhibe etmektedir
(Y.Kalender, Uzunhisarcikli, Ogutucu, Acikgoz, S. Kalender, 2006).



Organofostfatli bir insektisit olan diazinonun ratlara uygulanmasindan 1, 4 ve 7 hafta sonra
serum pseudokolin esteraz aktivitesinde onemli bir azalma oldugu gozlenmistir. Ayni
zamanda hematolojik degerlerinde diazinon tarafindan baskilandigi tespit edilmistir

(Kalender ve digerleri, 2006).

Organofosfath insektisitler hem insanlarda hem de hayvanlar da merkezi sinir sistemi
(Betrosian ve digerleri, 1995), immun sistem (Neishabouri, Hassan, Azizi, Ostad, 2004),
iiriner sistem (Kalender ve digerleri, 2006), ireme sistemi (Uzunhisarcikli ve digerleri, 2007;
Uzun, S. Kalender, Durak, Demir, Y.Kalender, 2009), karaciger (S. Kalender, Uzun, Durak,
Demir, Y. Kalender, 2010) ve kardiyovaskiiler sistem (Yavuz ve digerleri, 2004) gibi birgok

sistemi etkilemektedir.

Organofosfatlh bir insektisit olan malation ratlara oral olarak uygulandiktan 4 hafta sonra
LH, FSH ve testosteron seviyelerinde, sperm sayisinda ve hareketliliginde azalmaya neden
olurken anormal sperm sayisinda bir artisa neden olmustur (Uzun ve digerleri, 2009). Baska
bir ¢alismada da malation karacigerdeki enzim miktarlarinda ciddi degisikliklere sebep
olurken, hepatositlerde de patolojik degisikliklere sebep olmustur (Kalender ve digerleri
2010).

Organofosfatl insektisitler sadece memelilerde degil ayn1 zamanda diger canl tiirlerinde de
olumsuz etkilere sebep olmaktadir. Bal arilar1 iizerinde yapilan bir ¢alismada, dimethoatin
basta beyin dokusu olmak tizere fizyolojik parametreler lizerine de olumsuz etkiler yaptig

ifade edilmistir (Christen, Joho, Vogel, Fent, 2019).

Bu tez calismasinda organofosfatli bir insektisit olan dimethoat, ratlara oral yol ile
verilmistir. Dimethoatin molekiiler formiilii CsH12NO3PS2’dir (Sekil 1). Molekiiler agirligi
229,25 gr/ mol’diir. Renksiz kristal haldedir. Isitildigina zehirli buharlar ¢ikarirlar. Erime
noktas1 43-45 °C dir (Kidd ve James, 1991).

Dimethoat bilesiginin topraktaki kalicilig1 yiiksek degildir ve yarilanma 6mrii 4-16 giindiir.
Topraktaki mikroorganizmalar tarafindan hizlica yikilirlar. Sularda ¢ok fazla bulunur ve

bundan dolay1 su canlilarinda birikme egilimi gosterirler (Kidd ve James, 1991).
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Sekil 1.2. Dimethoatin kimyasal yapisi ( www.wikimedia.org)

Dimethoat tarim arazilerinde ¢ok yaygin kullanilmaktadir. Dimethoat asetilkolinesteraz
inhibitori oldugu ifade edilmektedir (Arnal, Morel, Marra, Astiz, 2019) Buna bagli olarak
organ yetmezligine, hipertansiyona, kardiyak aritmilere, akut pulmoner 6deme, testis
atrofisine, kronik bobrek hastaliklarina, paratiroid hiperplazisine, endokrin bozukluklarina,
lenfatik sistem ve karaciger bozukluklari gibi ¢esitli patolojilere neden olmaktadir (Reuber,

1984).

Diisiik doz dimethoatin ratlara uygulanmasindan 5 hafta sonra beyin dokusunda ¢esitli
patolojik degisikliklere neden olurken, apoptozda rol oynayan bazi enzimlerin {izerine de

olumsuz etki yaptig1 gosterilmistir (Arnal ve digerleri, 2019).

Dimethoat yetiskin siganlarin ve yavrularinin bobreklerinde oksidatif stres iizerine etkisi
arastirilmistir. Disi sicanlara, dogumdan sonraki 10. giine kadar 40 mg/kg viicut agirligina
esdeger 0.2 g/L igme suyuna ginlik dimethoat katilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, kreatinin ve iire seviyelerinde anlamli bir farklilik meydana gelirken,
glomerular filtrasyonu da olumsuz yonde etkiledigi gozlenmistir. Bununla beraber dimethoat
uygulanan annelerin ve yavrularin bobreklerinde Bowman kapsiiliinde daralma, tiibiiler
epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve tiibiiler limende genislemelerin oldugu c¢esitli

histopatolojik bulgular izlenmistir. Ayrica annelerde yaygin damar tikaniklig1 gézlenmistir.

Organofosfatl insektisitlerin kronik maruziyet sonucunda fizyolojik fonksiyon kayiplar1 ve
davranis bozukluklart meydana getirdikleri tespit edilmistir. (Bazylewic-Walczak
Majczakowa, Szymczak, 1999; Kedzierski, 1990)



Pestisit zehirlenmelerinde, oksidatif stres sonucu serbest radikaller olugmaktadir. Aym
zamanda lipit peroksidasyonunda artis gézlenmektedir (Hazarika, Sarkar, Hajare, Kataria
Malik, 2003; Orug¢ ve Uner, 2000). Malondialdehit (MDA) lipit peroksidasyonunun son
triiniidiir ve reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel membranlarla etkilesmesinden kaynaklanan
membran lipit peroksidasyonunun bir belirtecidir. Hiicrelerde meydana gelen bu degisim
hiicresel hemostazi olumsuz yonde etkilemektedir (Stephen ve digerleri, 1997). Serbest
radikal diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 yok etmek i¢in viicutta savunma
mekanizmas1 bulunmaktadir. Bu savunma sistemine ‘“antioksidan savunma sistemi”
denilmektedir. Antioksidanlar, olusan serbest radikalleri yok etmek i¢in hiicreler tarafindan

olusturulmus bir sistemdir (Ozcan, Erdal, Cakir ve Yénden 1994).

Antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olarak siniflandirilabilir (D.Bagchi, M. Bagchi
Hassoun, Stohs, 1995). Enzimatik antioksidanlarin baslicalari; glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GSH), katalaz (CAT) ve
stiperoksit dismutaz (SOD)’dir. Vitamin C ve vitamin E gibi bazi antioksidanlar ise
enzimatik olmayan antioksidanlardir. Serbest oksijen radikalleri (ROS), dis yoriingelerinde
bir veya daha fazla ciftlesmemis elektron bulunduran kararl bilesiklerdir. Hizli elektron alip
vererek, baska molekiillerle reaksiyona girebilirler. Serbest radikallerin, metabolik
bozukluklara ve hiicre hasarina yol agtiklar1 bilinmektedir (Uzunhisarcikli ve digerleri, 2007;

Uzunhisarcikli ve Kalender, 2011).

Serbest radikal olusumu, hiicrelerde antioksidanlar {izerine olumsuz etki yaratir ve lipitler
niikleik asitler ve proteinler gibi molekiillerin hasar gormesine neden olurlar (EI-Gendy, Aly
Mahmoud, Kenawy, El-Sebae, 2010).

Yapilan calismalarda antioksidanlarin pestisit toksisitesini azalttigi veya Onledigi
gozlenmistir. Organofosfatli bir insektisit olan diazinon ratlara oral yol ile uygulandiktan 1
4 ve 7 hafta sonra vitamin E’nin ratlarin hematolojik degerlerinde, karaciger fonksiyon
parametrelerinde ve hepatositlerde goriilen patolojik degisikliklerde diizelmeye sebep

oldugu gosterilmistir (Kalender ve digerleri, 2005; Kalender ve digerleri, 2006).

Bagka bir ¢aligmada ise organofosfatli bir insektisit olan metil paratiyonun nefrotosik etkisi

tizerine vitamin C ve E’nin koruyucu rolii arastirilmistir (Kalender ve digerleri, 2007).



Vitamin C ve E, bobrekte meydana gelen lipit peroksidayonun son iirlinii olan
malondialdehit seviyelerinde istatiksel olarak anlamli bir sekilde diizelmeye neden oldugu
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bobrek dokusunda metil paratiyonun sebep oldugu patolojik

degisiklikleri de azalttig1 gézlenmistir (Kalender ve digerleri, 2007).

Sharma ve ark., organofosfatli bir pestisit olan dimethoat’a akut olarak maruz kalan erkek
sicanlarda hepatik sitokrom P450°de, beyin ve karaciger lipid peroksidasyonunda, CAT,
SOD, GPx, glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinde artis tespit etmisler ayn1 zamanda eritrosit
AChE’min inhibe oldugunu bildirmislerdir (Sharma ve ark., 2005a).

Organofosfath bir insektisit olan malathion’un in vitro sartlarda insan fetuslarindan elde
edilen karaciger ve beyin dokusundaki SOD ve CAT aktivitelerinde 6nemli derecede
inhibisyona neden oldugu, MDA miktarinda de artisa neden oldugu tespit edilmistir (Gupta,
Data, Sarkar, Sengupta, 1992).

Organofosfatli bir insektisit olan chlorpyrifos, eritrositlerde MDA seviyesinde ve GPx
aktivitesinde artig ile SOD ve CAT aktivitesinde ise azalmaya neden olmustur (Gtiltekin,

Oztiirk, Akdogan, 2000).

Antioksidanlar, oksidasyonu engelleyen veya geciktiren maddelerdir. Antioksidanlarin
hiicresel oksidasyonu 6nleme, durdurma ve tamir etme gibi savunma mekanizmalar1 vardir.
Gicli bir antioksidan olan ferulik asit (FA, 3-methoxy, 4-hydroxy cinnamic acid);
turunggillerde, misir, bugday, piring yulaf, cavdar gibi tahillarin kepeklerinde, kavrulmus

kahve ve domates de bulunmaktadir.

Giinliik alinmasi gereken miktar yaklagik 1-20 mg’dir (Hollman ve Katan, 1998). Siganlarda
ise glinliik alinmas1 gereken miktar 150-250 mg/kg’dir (Zhao, Egashira ve Sanada, 2004)

Fenolikler; antibakteriyel, anti-enflamatuar, anti-alerjik, karaciger koruyucu, anti-viral, anti-
kanserojen ve damar genisletici gibi genis biyolojik etki yelpazesine sahiptir ( Middleton,
Kandaswami, Theoharides, 2000). Ferulik asit kurkumine benzer bir maddedir (Sekil 1.3)
(Kikuzaki, Hisamoto, Hirose, Akiyama, Taniguchi, 2002).

Ferulik asitin, kimyasal formiilii Sekil 1.4’de gosterilmistir.
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Sekil 1.3. Kurkuminin tautomerik formlari ve ferulik asit ( www.wikimedia.org)
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Sekil 1.4. Ferulik asitin yapist (www.wikimedia.org)

Yapilan caligmalarda FA’nin siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi serbest oksijen
radikallerini baskiladig1 ve peroksit radikallerinin uzaklastirilmasi iizerine etkilerinin oldugu

ve hiicre apoptozunu inhibe ettigi gosterilmistir (Cao ve digerleri, 2015).

Bazi iilkelerde lipit peroksidasyonunu engellemek i¢in gida katki maddesi olarak da

kullanilirlar (Adam, Crespy, Levrat-vermy, 2002).


http://www.wikimedia.org/

Ferulik asit insanlarda, gili¢lii bir membran antioksidanidir bdylece deri kanseri, soguk
alginligi, grip, influenza, yaslanma, yorgunluga kars1 ¢ok etkilidirler (Rukkumani, Aruna
Varma, Menon, 2004).

Ferulik asit ile ilgili yapilan calismalarda sinir sistemine olan etkileri de ¢ok fazla
aragtirilmistir. Ornegin; ndroprotektif etkisi icin uygulanan ferulik asit, fareleri p-amiloid
peptid toksisitesine karsi korudugu sonucuna varilmistir. Ayrica anti-inflamatuar ve
antioksidan o6zelliklerinden kaynakli uzun siire uygulanmasi sonucunda Alzheimer
hastaliginin ilerlemesini geciktirdigi goriilmektedir. Norolojik hastaliklar bakimindan
degerlendirdigimizde ise intravendz ferulik sinir hiicresi 6liimiine karst koruyucu oldugu
gozlenmistir (Liu ve digerleri, 2017; Trombino ve digerleri, 2013). Ferulik asitin, anti-
inflamatuvar, anti-apoptotik ve anti-kanserojenik, hepatoprotektif, kardiyoprotektif ve
noroprotektif etkileri bulunmaktadir (Ghosh, Basak, Dutta, Chowdhury, Sil, 2017).

Ferulik asit, IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinleri azaltarak ¢esitli patofizyolojik durumlarda

anti-enflamatuar ajan olarak hayati bir rol oynamaktadir (Lampiasi ve Montana, 2016).

Anti-enflamatuar sitokinlerin ve strese yanit veren belirli genlerin yani1 sira metalotiyoninler

gibi baz1 antioksidan molekiillerin ekspresyonunu artirir (Lampiasi ve Montana, 2016).
Ferulik asitin ¢esitli organlar tlizerindeki Onleyici etkileri iyi bir sekilde belgelenmistir.
Ferulik asit, formaldehit (Gerin ve digerleri, 2016), asetaminofen (Yuan ve digerleri, 2016)
diosbulbin B (Niu, Sheng, Zhu, Ji, Wong, 2016), karbon tetrakloriir (Kim ve digerleri, 2011)
TNF-a'nin indiikledigi aort enflamasyonu (Zhao, Suyama, Tanaka, Matsui, 2014), mono-
sodyum kristali kaynakli inflamasyon (Doss, Dey, Sudandiradoss, Rasool, 2016) ve
trinitrobenzen stilfonik asit (TNBS) kaynakl tilseratif kolit (Sadar, Vyawahare, Bodhankar
2016) gibi baz1 vakalar1 onledigi belirtilmektedir.

Ayrica radyasyonun neden oldugu olumsuz etkileri, yani iyonizasyon radyasyonunun neden

oldugu iltihaplanmay1 da 6nlemektedir (Das ve digerleri, 2014).

Histopatolojik calismalar, ferulik asitin hem metilglioksal hem de streptozotosin kaynakli
diyabetik si¢anlarda pankreatik B hiicrelerinde apoptozu oOnledigini ve ayrica IL-1b ve

TGFb1 ekspresyonunu diisiirdiigiinii gostermistir (Sompong, Cheng, Adisakwattana 2016).
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Sinir dokusu, entegre bir iletisim ag1 halinde viicuda dagilmistir. Anatomik olarak sinir
sistemi, beyin ve spinal korddan olusan santral sinir sistemi ile sinir lifleri ve sinir
hiicrelerinin kii¢iik kiimeleri olan sinir gangliyonlarindan olusan periferik sinir sistemi

olarak siniflandirilir (Jonqueira ve Carneiro, 2006).

Yapisal olarak sinir dokusu 2 hiicre tipi icerir. Uzun sinir lifleri igeren sinir hiicreleri ya da
ndronlar ve noronlar1 koruyan ve destekleyen, noral aktiviteye katilan, noral beslenme ve
santral sinir sisteminin savunmasini saglayan glial hiicreler ya da noroglialardir (Jonqueira

ve Carneiro, 2006).

Merkezi sinir sisteminde sinir hiicrelerinin gévdeleri gruplar halinde toplanir ve bunlar ug
noktalara belli bir uzaklikta lokalize olurlar. Beyin ve spinal kordon gri madde ve beyaz
maddelerden olusur. Gri madde, sinir hiicre govdeleri ve noroglia hiicrelerini kapsayan
komplike bir ag halinde izlenir. Beyaz madde ise sinir hiicre gdvdesi icermez; ndronal
uzantilarin gogunu bir zarf gibi ¢evreleyen beyaz bir yap1 olan miyelinden alir. Beyaz madde
miyelinli ve miyelinsiz lifler oligodendrositler, fibréz astrositler ve mikroglia hiicreleri

icerir. Karakteristik olan beyaz rengini miyelinli sinir liflerinden alir.

Gri madde daha ¢ok miyelinsiz ve miyelinli lifler, perikaryonlar, protoplazmik astrositler,
oligodendrositler ve mikroglia hiicreleri igerir. Beyincik korteksinde 3 tabaka bulunur. Dig
molekiiler tabaka, Purkinje hiicrelerinin olusturdugu tabaka ve i¢ graniiler tabaka (Jonqueira

ve Carneiro, 2006).

Noronlar ¢evresel degisikliklere, membranlarinin i¢ ve dis ylizeyleri arasinda mevcut olan
elektriksel potansiyel farklarin1 degistirerek tepki gosterirler. Bu 6zellige sahip olan hiicreler

(ndronlar, kas hiicreleri, bazi1 bez hiicreleri gibi) uyarilabilir olarak adlandirilirlar.

Sinir sisteminin 2 temel fonksiyonu vardir. 1. Is1 ve 151k gibi duygusal uyaranlarca ve i¢ ve
dis ¢evrede yer alan kimyasal ve mekanik degisimlerle tiretilen tiim bilgileri algilamak analiz
etmek, birlestirmek ve iletmek. 2. Viicudun bir¢cok fonksiyonu, 6zellikle motor, visceral
endokrin ve mental aktivitelerini direkt ve indirekt olarak organize ve koordine etmek

(Jonqueira ve Carneiro, 2006).

Kan-beyin bariyeri, belli maddelerin sinir dokusuna gegigini Onleyen fonksiyonel
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bariyerlerdir. Suda ¢6ziilen maddelerin kandan merkezi sinir sistemine gegisini, serebral
parankime penetrasyonunu kisitlayan kan-beyin bariyeridir. Koroid pleksus epitel hiicreleri
arasinda penetrasyonu kisitlayan kan-beyin omurilik sivis1 (BOS) serebral endotel hiicreleri
arasinda bulunan zonula okludens denilen birlesme yerleri tarafindan sinirlanir. Ancak bazi
Ozellesmis transport sistemleri glukoz, aminoasit ve 6zellikle nérotransmitterlerin gegisine

imkan saglar (Yilmaz, 2006).

Bu tezin amaci organofosfatli bir pestisit olan dimethoat’in ratlarin beyin dokusundaki etkisi
lizerine antioksidan Ozellige sahip olan ferulik asitin potansiyel koruyucu roliiniin
arastirmaktir. Bu amagla bu ¢alismada dimethoat’in ratlarin beyin dokusunda
olusturabilecegi patolojik ve ferulik asitin koruyucu etkisi 1s1k mikroskobu ile arastirilmistir.
Ayrica beyin dokusunda, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon-S-transferaz
(GST) ve glutatyon peroksidaz (GPx) ve lipit peroksidasyonunun son f{iriinii olan

malondialdehit (MDA) seviyeleri de spektrofotometrik yontemlerle arastirilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Hayvanlar

Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi
(GUDAM) etik kurul onay1 (G.U. ET-17.004) alinarak gerceklestirildi. Bu tez ¢calismasinda
Wistar ratlar yaklasik olarak 250- 330 gr agirliginda olacak sekilde temin edildi. Her kafeste
esit sayida rat bulunup deney siiresi boyunca o6zel kafesler igerisinde yasamlarini
stirdiirmiislerdir. Beslenmeleri standart laboratuvar diyeti ve siirsiz su ile yapilmistir. Ratlar
12 saat aydinlik, 12 saat karanlik fotoperiyodu ve % 45 nem ortaminda barindirildi. Ortamin

oda sicaklig1 ortalama 18-22 °C’dir.

2.2. Kimyasallar

Dimethoat ve Ferulik asit kullanildi. Tiim kimyasallar ratlara oral gavaj yoluyla uygulandi.
2.3. Hayvanlara Uygulama Plani

Bu tez calismasinda deney hayvani olarak rat kullanildi. Bu ¢alismanin amacia uygun
yapilabilmesi i¢in toplam 6 grup olusturuldu. Her grupta 6 rat olmak {izere toplamda 36 adet
rat kullanildi. Ratlar, kontrol grubu (n=6) ve uygulama grubu (n=30) olarak ikiye ayrild1.
Deney hayvanlarina uygulama iglemi 4 hafta (28) giin siirdii.

Gruplar asagida siralanmastir.

e 1. Grup: Kontrol grubu

e 2. Grup: Ferulik asit grubu

e 3. Grup: Diisiik doz dimethoat uygulanan grup (3 mg/kg viicutagirligi (v.a. 1/100 LDso)
¢ 4. Grup: Yiiksek doz dimethoat uygulanan grup (30 mg/kg v.a.1/10 LDso)

¢ 5. Grup: Ferulik asit ve diisiik doz dimethoat uygulanan grup

e 6. Grup: Ferulik asit ve yiiksek doz dimethoat uygulanan grup

Uygulamalar sabah saatlerinde (09:00-11:00 arasinda) a¢ olmayan ratlara yapildi.

Kimyasallarin uygulanacagi ilk giin deneyin 0. giinii olarak kabul edildi.
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4 hafta (28 giin) siiren uygulamadan sonra tiim ratlar, ketamin ve ksilazin kombinasyonu ile
intramuskular (i.m) yolla bayiltilarak disekte edildi. Ratlar disekte edildikten sonra
histopatolojik incelemeler, antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT, GPx ve GST) ve

MDA seviyelerinin belirlenmesi i¢in beyin dokular1 alindi.

2.3.1. Grup: Kontrol grubu

Kontrol grubu ratlara herhangi bir iglem uygulanmadi, ratlar normal besin ve serbest su (ad

libitum) ile beslendi.

2.3.2. Grup: Ferulik asit uygulanacak grup

Her bir rata giinliik 30 mg/kg viicut agirligi (v.a) ferulik asit distile su i¢inde (1 ml/kg v.a.)

coziilerek oral gavaj yoluyla verildi.

2.3.3. Grup: Diisiik doz dimethoat uygulanacak grup

Her bir rata giinliik 3 mg/kg v.a dimethoat (1/100 LDso) distile su i¢inde (1 ml/kg v.a.)

coziilerek oral gavaj yoluyla verildi.

2.3.4. Grup: Yiiksek doz dimethoat uygulanacak grup

Her bir rata giinliikk 30 mg/kg v.a dimehtoat (1/10 LDsp) distile su icinde (Iml/kg v.a.)

coziilerek oral gavaj yoluyla verildi.

2.3.5. Grup: Diisiik doz dimethoat ve ferulik asit uygulanacak grup

Her bir rata giinliik 30 mg/kg viicut agirligi (v.a) ferulik asit distile su i¢inde (1 ml/kg v.a.)
coziilerek oral gavaj yoluyla verildi. Uygulamadan yarim saat sonra ratlara 3 mg/kg v.a

dimethoat distile su iginde (1 ml/kg v.a.) ¢oziilerek oral gavaj yoluyla verildi.

2.3.6. Grup: Yiiksek doz dimethoat ve ferulik asit uygulanacak grup

Her bir rata glinliik 30mg/kg (v.a) ferulik asit distile su i¢inde (Iml/kg v.a.) ¢coziilerek oral

gavaj yoluyla verildi. Uygulamadan yarim saat sonra ratlara 30 mg/kg v.a dimethoat distile
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su i¢inde (1 ml/kg v.a.) ¢oziilerek oral gavaj yoluyla verildi.
2.4. Biyokimyasal Incelemeler

Ratlardan disekte edilerek aliman beyin dokular1 sodyum fosfat tamponu (pH 7.2)
kullanilarak yikandi. Yikanan dokular -80 C’de analiz islemi yapilana kadar saklandi.
Homojenizasyon tamponu (Ph 7.4) i¢inde teflon homojenizator (Heidolph Silent Crusher M)
kullanilarak dokular homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar santrifiij edilerek SOD,
CAT, GPx ve GST enzim aktiviteleri ve MDA miktarinin tayini i¢in hazirlandi.
Spektrofotometrede (Shimadzu UV 1700, Kyoto, Japan) orneklerin antioksidan enzim
aktiviteleri ve MDA miktar1 dlciilerek absorbanslari tespit edildi. Standart olarak protein
konsantrasyonu Lowry ve ark., (1951) tarafindan tanimlanan bovin serum albiimin

kullanilan metod ile belirlendi.
2.4.1. Malondihaldehit miktarinin belirlenmesi

Ohkawa ve ark., (1979) kullandig1 metot temel alinarak ratlardan alinan beyin dokularinda,
532 nm’de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona giren lipid peroksidasyonunun son iiriinii

olan malondialdehit miktar1 6l¢iilerek belirlendi (nmol/mg protein).
2.4.2. Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Her gruptaki ratlardan aliman beyin dokulari ile antioksidan enzim aktivitelerinin

belirlenmesi i¢in enzim deneyleri yapildi.

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi

Beyin dokularindaki toplam SOD miktarinin tayini i¢gin Marklund ve Marklund (1974)
metodu kullanildi. Spektrofotometrede 440 nm’de Pyrogallol’un 3 dakikada alkali ortamda
otooksidasyonu ile yiikselen absorbans ve pyrogallol’un otooksidasyonunun %50
inhibisyonuna neden olan protein miktari bir iinite toplam SOD mikari olarak hesaplandi.

Homojenattaki 1 mg protein basina toplam SOD aktivitesi U/mg protein olarak verildi.
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Katalaz (CAT) enzimi

CAT enziminin tayini Aebi (1984) tarafindan belirlenen yonteme gore yapildi. %1°lik Triton
X-100 eklenerek katalazi agiga ¢ikarmak amaclandi. Enzimatik reaksiyonun baslatilmasi
icin hidrojen peroksit eklendi. . Quartz kiivetlerde 240 nm’de 3 dakika boyunca H202’in
parcalanmasini gosteren absorbans dl¢timleri yapildi. Enzim aktivitesi mmol/mg protein

birimiyle verildi.

Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi

Paglia ve Valentine (1987) tarafindan belirtilen yontem ile GPx enzimi tayininde okside
(GS-SG) ve Nikotinamid-adenin-diniikleotid hidrojen fosfat (NADPH)’1 substrat olarak
kullanan glutatyon rediiktazin 340 nm’de NADPH’1 okside etmesi ile agiga c¢ikan
absorbansin 6lgiilmesi esasina dayanan yontem kullanildi. Okside glutatyon, glutatyon
peroksidaz tarafindan olusturuldugu i¢cin NADPH 1n azalmasi1 GPx aktivitesi ile dogru
orantilidir NADPH’in Nikotainamid-adenin-diniikleotid fosfat (NADP)’a yiikseltgenmesi
340 nm’de absorbansin azalmasina sebep olur. Boylece dolayli olarak GPx’in aktivitesinin
tespitinde kullanilmaktadir. Enzimatik reaksiyonun baslatilmasi i¢in cam kiivetlerdeki
karisimin lizerine hidrojen peroksit eklendi. Eklendikten sonra 3 dakika boyunca 340 nm’de
azalan absorbanslar okundu. GPx aktivitesi i¢in 1 mg protein tarafindan, 1 dakikada
harcanan NADPH miktar1 ile bu enzim aktivitesi hesaplandi. GPx enzimin spesifik aktivitesi

nmol/mg protein olarak verildi.

Glutatyon-S-Transferaz (GST) enzimi

Glutatyon S-transferaz’in biitiin izozimleri igin 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) substrat
olarak kullanilmaktadir. GST enzimi tarafindan CDNB, indirgenmis glutatyon (GSH) ile
konjuge edilerek glutatyonun oksidasyonuna bagli olarak 340 nm’de yiikselen absorbanslar
okundu. Enzim aktivitesi 340 nm’de 1 dakikada siipernatantta bulunan 1 mg toplam protein
basina olusturulan miktar olarak hesaplandi ve enzimin aktivitesi nmol/mg protein olarak

verildi.
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2.5. Isik Mikroskobu i¢in Dokularin Hazirlanmasi

Formaldehit igerisinde 24 saat tespit i¢in beyin dokulari, 151k mikroskobik incelemeleri igin
bekletildi. Dokular yikama ve dehidrasyon islemleri yapilarak parafin bloklarin igerisine
gomiuldii. Bloklardan 5-7 p kalinliginda Mikrotom (Microm marka) cihazi araciliiyla
kesitler alindi. Alinan kesitlerin mikroskopta incelenmesi i¢in hemotoksilen-eozin boyasi ile
boyandi. Her bir hayvandan alinan beyin dokusu Orneklerinden 10 preparat incelemeye
alindi. Fotograf makinesi ilaveli (Olympus E-330, Tokyo, Japan) mikroskopta Kesitler
incelenip fotograflari ¢ekildi.

2.6. istatistiksel Analizler

Windows SPSS 23 bilgisayar programinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey
testi kullanilarak tezde kullanilan istatistiksel veriler yorumlandu. Istatistiksel olarak P<0.05

degeri anlamli kabul edilip, ¢ikan sonuglara gére yorumlar yapildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Malondialdehit Miktarimin Degerlendirilmesi

Dort hafta siiren deneyin sonunda tiim gruplarin beyin dokularindaki malondialdehit
miktarlari 6l¢iildi. Kontrol grubu ve ferulik asit gruplar1 arasinda MDA seviyesi bakimindan
istatiksel acidan anlamli bir fark gézlenmedi. Diisiik dimethoat ve yiiksek dimethoat gruplari
kontrol grubuyla karsilastirilinca bu gruplarin malondialdehit miktarinda istatiksel
bakimindan anlamli bir artis oldugu gézlendi (P<0,05). Ferulik asit ve diisiik dimethoatin
birlikte kullanildigi grup ile diisik dimethoat grubu karsilagtirildiginda MDA miktari
bakimindan anlaml bir artis oldugu goézlendi. Ferulik asit ve yiiksek dimethoatin birlikte
uygulandigi grup ile yiiksek dimethoat grubu MDA miktar1 bakimindan karsilastirildiginda
anlamli bir fark gézlenmedi (P<0,05) (Sekil 3.1)

MDA (nmol/mg protein)

a,b,c

=S
©

1367,04 1375,55

1183,33

1067,48

Kontrol FA DDMT YDMT FADDMT FAYMDT

Sekil 3.1. Dordiincli haftanin sonunda kontrol grubu ve muameleli gruplarin MDA
seviyeleri. a. Kontrol grubu ile diger muameleli gruplarin karsilastiriimasi.
b.Ferulik asit muameleli grup ile diger muameleli gruplarin karsilastiriimasi
c.Disik doz dimethoat muameleli grup ile diger muameleli gruplarin
karsilastirilmasid. Yiiksek doz dimethoat muameleli grup ile diger muameleli
gruplarin karsilastirilmasi. n=6, Ortalama +Standart Sapma (P<0,05).
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3.2. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Degerlendirilmesi
3.2.1. Katalaz enzim aktivitesi

Deney sonunda beyin dokularini igeren tiim gruplarin Katalaz enzim aktivitelerine bakilmis
olup kontrol ve ferulik asit gruplar1 karsilastirildiginda ferulik asit grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir. Diisiik dimethoat ve yiiksek dimethoat gruplari
kontrol grubuyla karsilastirildigindan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gozlenmistir. Ikili uygulanan gruplardan ferulik asit diisiik dimethoat grubu ile diisiik
dimethoat grubuyla karsilastirildiginda ferulik asit diisiik dimethoat grubunda anlamli bir
artis oldugu gozlenmistir. Yiiksek dimethoat ferulik asitin uygulandigi grup ile sadece
yiiksek dimethoatin uygulandigi grup karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis
gozlenmistir (Sekil 3.2).

CAT (mmol/mg protein)

a,c,d

131375 I
1179,14

=
©

T
1127,16

1210,23

Kontrol FA DDMT YDMT FADDMT FAYMDT

Sekil 3.2. Dordiincii haftanin sonunda kontrol grubu ve muameleli gruplarin CAT seviyeleri.
a. Kontrol grubu ile diger muameleli gruplarin karsilastirilmasi. b, Ferulik asit
muameleli grup ile diger muameleli gruplarin karsilagtirilmasi. c. Diisiik doz
dimethoat muameleli grup ile diger muameleli gruplarin karsilastirilmasi, d.
Yiiksek doz dimethoat muameleli grup ile diger muameleli gruplarin
karsilastirtlmasi. n=6, Ortalama +Standart Sapma (P<0,05).
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3.2.2. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi

Beyin dokusunda glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleri bakimindan kontrol ve ferulik asit
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi. Dimethoat grubunun
disik doz uygulandigi grup ile yiiksek doz uygulanan gruplar, kontrol grubuyla
karsilastirilinca kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gozlendi.
Ferulik asit digiik dimethoat grubu ile diisik dimethoat grubuyla karsilagtirilidiginda GPx
enzim aktivitesinde anlamli bir artis oldugu gézlenlendi. Ferulik asitin yiiksek dimethoat ile
uygulandig1 grupla yiiksek dimethoat karsilastirilinca, ferulik asit ve yiiksek dimethoat
grubunun GPx enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil
3.3).

GPx (nmol/mg protein)

2,376
_q o
©
1375 I

Kontrol DDMT YDMT FADDMT FAYMDT

a,b

Sekil 3.3. Dordiincii haftanin sonunda kontrol grubu ve muameleli gruplarin GPx seviyeleri.
a. Kontrol grubu ile diger muameleli gruplarin karsilastirilmasi. b, Ferulik asit
muameleli grup ile diger muameleli gruplarin karsilastirilmasi. ¢. Diisiik doz
dimethoat muameleli grup ile diger muameleli gruplarin karsilastirilmasi. d.
Yiiksek doz dimethoat muameleli grup ile diger muameleli gruplarin
karsilastirilmasi. n=6, Ortalama +Standart Sapma (P<0,05).
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3.2.3. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi

Beyin dokularinda SOD aktiviteleri bakimindan kontrol, ferulik asit gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Diisiik dimethoat ve yiiksek
dimethoat gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir azalma
goriilmiistiir. Ferulik asit diisiikk dimethoat grubu ile tek uygulanan diisitk dimethoate grubu
karsilastirildiginda SOD enzim aktivitesinde anlamli bir artis oldugu goézlendi. Yiiksek
dimethoat grubu ile Ferulik asit yiiksek dimethoat gruplari karsilastirildiginda, yiiksek
dimethoat grubuna gére SOD enzim ektivitesinde artis oldugu gézlenmistir (P<0,05) (Sekil
3. 4).

SOD (U/mg protein)

0,0306
00287 ' :

Control LDMT HDMT FALDMT FAHMDT

Sekil 3.4. Dordiincii haftanin sonunda kontrol grubu ve muameleli gruplarin SOD seviyeleri.
a. Kontrol grubu ile diger muameleli gruplarin karsilastirilmasi. b, Ferulik asit
muameleli grup ile diger muameleli gruplarin karsilastirilmasi. ¢. Diisiik doz
dimethoat muameleli grup ile diger muameleli gruplarin karsilastirilmasi, d.
Yiiksek doz dimethoat muameleli grup ile diger muameleli gruplarin
karsilastirilmasi. n=6, Ortalama +Standart Sapma (P<0,05).
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3.2.4. Glutatyon —S-transferaz enzim aktivitesi

Dort hafta siiren deneyin sonunda tim gruplarin beyin dokularinda ki GST miktarlari
Olciildii. Kontrol grubu ve ferulik asit gruplari arasinda istatiksel agidan anlamli bir fark
gozlenmedi. Diisiik dimethoat ve yiiksek dimethoat gruplar1 kontrol grubuyla
karsilastirildiginda kontrol grubuna gére GST miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma oldugu gozlenmistir. Diisiik dimethoat ve Ferulik asit diisiik dimethoat gruplari
karsilastirildiginda diisiik dimethoat grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
gozlenmektedir. Yiiksek dimethoat grubu ile ferulik asit yiiksek dimethoatin birlikte
uygulandigr grup karsilastirildiginda ferulik asitin yer aldigi grupta istatistiksel olarak
anlamli bir artig oldugu gozlenmistir (Sekil 3.5).

GST (nmol/mg protein)

1,777
1,658
1,456
1,224

Kontrol DDMT YDMT FADDMT FAYMDT

=
S

Sekil 3.5. Dordiincii haftanin sonunda kontrol grubu ve muameleli gruplarin GST seviyeleri.
a. Kontrol grubu ile diger muameleli gruplarin karsilagtirilmasi. b. Ferulik asit
muameleli grup ile diger muameleli gruplarin karsilastirilmasi. c. Diisiik doz
dimethoat muameleli grup ile diger muameleli gruplarin karsilastirilmasi, d.
Yiiksek doz dimethoat muameleli grup ile diger muameleli gruplarin
karsilastirilmasi. n=6, Ortalama +Standart Sapma (P<0,05)
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3.3. Isik Mikroskobu Bulgulariin Degerlendirilmesi

Isik mikroskobu ile beyin dokular incelendiginde kontrol ve ferulik asit grubu ratlarin beyin
dokularinda herhangi patolojik bir bulguya rastlanmamustir. Purkinje hiicreleri ve néronlarin

yapisi normal goriiniimdedir (Resim 3.1- 3.4).

Diisiik doz dimethoat uygulanan ratlarin beyin dokusundaki néronlarda ve glia hiicrelerinde
beyincik dokusundaki tabakalarda ve purkinje hiicrelerinde patolojik bulgu gézlenmezken
(Resim 3.5, 3.6), yiiksek doz dimethoat uygulanan ratlarin beyin ve beyincik doksunda bazi
patolojik bulgular gozlenmistir. Beyin dokusunda ndronlarda ve beyincik dokusunda
purkinje hiicrelerde biraz azalma oldugu tespit edilmistir (Resim 3.7, 3.8). Diisiik doz
dimethoat ve ferulik asit verilen ratlarin beyin ve beyincik dokusunda patolojik bir bulguya
rastlanmazken (Resim 3.9, 3.10), yiiksek doz dimethoat ve ferulik asit verilen ratlarin beyin
ve beyincik dokusundaki hiicrelerde kontrol grubuna goére nispeten bir azalma gézlenmistir
(Resim 3.11, 3.12). Yiiksek doz dimethoat verilen ratlarin beyin ve beyincik dokusu yiiksek
doz dimethoat ve ferulik asitin birlikte verildigi grupla karsilastirildiginda ferulik asitin de

kismi olarak koruyucu etki yaptig1 gozlenmektedir.

Resim 3.1. Kontrol grubu ratlarin beyin dokusuna ait histolojik beyin (cerebrum) dokusunun
histolojik yapisi, N: Noronlar, G: Glia hiicreleri



Grimaddé
Molekulec

tabaka

Purkinge hiicre
tabakasi

il

Granullii tabaka

Resim 3.2. Kontrol grubu ratlara ait beyincik (cerebellum) dokusunun histolojik yapisi

Resim 3.3. Ferulik asit uygulanan ratlarin beyin dokusunun histolojik yapisi




Resim 3.4. Ferulik asit uygulanan ratlarin beyincik dokusunun histolojik yapisi

Resim 3.5. Diisiik doz dimethoat uygulanan ratlarin beyin dokusunun histolojik yapist




Resim 3.6. Diisiik doz dimethoat uygulanan ratlarin beyincik dokusunun histolojik yapisi

Resim 3.7. Yiiksek doz dimethoat uygulanan ratlara ait beyin dokusunun histolojik yapisi




Resim 3.8. Yiiksek doz dimethoat uygulanan ratlarin beyincik dokusunun histolojik yapisi

Resim 3.9. Diisiik doz dimethoat ve ferulik asit uygulanan ratlarin beyin dokusunun
histolojik yapist




Resim 3.10. Diisiik doz dimethoat ve ferulik asit uygulanan ratlarin beyincik dokusunun
histolojik yapis1

Resim 3.11. Yiiksek doz dimethoat ve ferulik asit uygulanan ratlarin beyin dokusunun
histolojik yapist
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Resim 3.12. Yiiksek doz dimethoat ve ferulik asit uygulanan ratlarin beyincik dokusunun
histolojik yapis1
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4. SONUC VE ONERILER

Zirai miicadelede siklikla kulanilan organofosfatli insektisitler norotoksik etkiye sahiptir.
Bununla beraber bu insektisitler memelilerde diger sistemler iizerinde de ¢esitli patolojik
degisikliklere sebep oldugu bilinmektedir. Ayni1 zamanda plazma proteinleri ve hormonlar
tizerinde de olumsuz etkiler meydana getirmektedirler. Sinir sistemi, endokrin sistem ile
koordineli bir sekilde hareket ettigi i¢in, sinir sisteminde veya sinir dokusunda goriilen
patolojik degisiklikler metabolizmay1 tamamen olumsuz yonde etkilemektedir (\Vural, 1996;
Sharma ve digerleri 2005b). Organofosfatli insektisitler sadece memelilere degil ayni
zamanda kuslar, baliklar ve hedef olmayan diger omurgasiz hayvanlar iizerinde de toksik
etkiye neden olmaktadir (Solecki, Fagi, Pfeil Hilbig, 1996; US EPA, 1999; Fanta ve
digerleri, 2003).

Bu tez galismasinda organofosfatli bir insektisit olan dimethoat kullanilmistir. Dimethoat
formiilasyonlari, tahillarda, turunggillerde, kahvede, pamukta, meyvede, iizlimde
zeytinlerde, otlaklarda, pancarda, Acari, Aphididae, Aleyrodidae, Coccidae, Coleoptera
Collembola, Diptera, Lepidoptera, Pseudococcidae ve Thysanoptera’nin tarimsal alanda
zaral1 olan tiirlerini kontrol etmek i¢in kullanilir. Bakliyatlar, cay, tiitiin sebze ve meyvelerin
korunmasinda ve hayvan barinaklarindaki sineklerin kontroliinde kullanilirlar. Dimethoat
temas ve mide etkisi olan sistemik bir insektisit ve akarasittir. (Tomlin, 1997). Dimethoatin
ratlardaki LDsp dozu 300 mg/kg’dir. Akut ve kronik ¢aligmalar dimethoatin memeliler

iizerine toksik etkisi oldugunu gostermistir.

Bu tez ¢alismasinda dimohoatin iki farkli dozu ratlara uygulanmistir. Uygulanan doz
se¢iminde LDso dozu temel alinarak, diisikk doz dimethoat ve yiiksek doz dimethoat dozlari
belirlenmistir. Diisiik doz dimethoat olarak 1/100 LDsg dozu kullanilmistir ve 3 mg/kg v.a.
ratlara gavaj olarak uygulanmistir. Yiiksek doz dimethoat olarak 1/10 LD50 dozu
kullanilmistir ve 30 mg/kg v.a. ratlara gavaj yoluyla verilmistir. Bu ¢alismada iki farkli doz
kullanilmasmin amaci, diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda verilen dimethoatin sebep
oldugu toksisiteyi karsilastirabilmek icindir. Merkezi sinir sisteminde bulunan kan-beyin
bariyerinin, diisiik ve yiiksek doz dimethoat uygulamasinda koruyucu 6zelliginin yapisi

hakkinda da bilgi elde edilmeye ¢aligilmistir.

Tarimsal ¢aligmalar sirasinda yiiksek dozda dimethoata maruz kalan tarim iscilerinin



32

kaninda pankreasinda, karacigerinde ve bobreklerinde fonksiyon bozukluklar1 gdzlenmistir

(Astiz Arnal, Alaniz, Marra, 2011).

Dimethoat, norodejeneratif hastaliklara da sebep olmaktadir (Hayden ve digerleri, 2010;
Narayan, Liew, Bronstein, Ritz, 2017). Diger OP'ler gibi dimethoat da, asetilkolinesterazi
(AChE) inhibe eder. AChE, omurgalilarda ve omurgasizlarda norotransmiter asetilkolinin
(ACh) hidrolize edilmesinden sorumludur (Fukuto, 1990: 245-254). Bu enzimin
inaktivasyonu, sinir sinapsinda ve noromiiskiiler kavsakta ACh birikimini tetikleyerek
nikotinik ve muskarinik reseptorlerin hiperaktivasyonu ve bozulmus norotransmisyona
neden olur (Colovi¢, Krsti¢, Lazarevi¢-Pasti, Bondzi¢, Vasi¢, 2013). Dimethoat, farkli beyin
bolgelerinde, oksidatif stres, patolojik degisiklikler ve mitokondriyal fonksiyonda
bozulmalara neden olmaktadir (Astiz, Diz-Chaves, Garcia-Segura, 2013; Sharma ve
digerleri, 2005a, 2005b).

Bu tez calismasinda, spektrofometrik yontemlerle beyin dokusundaki oksidatif stres
Olgiilmiis ve degerlendirilmis bununla birlikte beyin dokusu, histolojik yontemlerle

hazirlanarak, 151k mikroskobunda histopatolojik olarak degerlendirilmis ve yorumlanmustir.

Hiicrelerde, siiperoksit anyonlar1 (O2°), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali ("OH)
gibi baslica reaktif oksijen tiirleri hiicre i¢i reaksiyonlar sirasinda siirekli olarak meydana
gelmektedir. Pestisitler gibi baz1 ekzojen kaynakli etkenler de reaktif oksijen tiirlerinin
olusmasini hizlandirmaktadir. Bunun sonucunda hiicre i¢i molekiiller okside olarak hiicresel
hemostazin bozulmasina neden olur ve serbest radikallerin olusturdugu bu yap: oksidatif
stres olarak isimlendirilir. Etki ilerledikge hiicresel 6liim meydana gelebilir (Kebieche ve
digerleri, 2009).

Oksidatif stres, serbest radikal olusumu ile antioksidan sistem arasindaki dengenin, serbest
radikaller lehine bozulmasidir. Reaktif oksijen tiirlerinin hipertansiyon, aritmi, diabet
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok hastalikla iliskili oldugu ifade edilmektedir (Limon-
Pacheco ve Gonsebatt, 2009; Motoyama ve digerleri, 2009).

Reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi hasar1 6nlemek hiicreler tarafindan olusturulan
sisteme antioksidan savunma sistemi denir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir

reaksiyonunu engelleyerek, lipid peroksidasyonunu inhibe ederler (Ozcan, Erdal, Cakirca,
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Yonden, 2015;333). Bu tez ¢alismasinda antioksidan olarak ferulik asit kullanilmistir.
Ferulik asit, lipid peroksidasyonda 6nemli derecede azalmaya yol agmistir. SOD, CAT, GPx
ve GST onemli antioksidan enzimlerdir (S. Kalender, Apaydin, Bas, Y. Kalender, 2015
Caglar ve Kalender, 2020).

SOD, detoksifikasyon siirecinde rol alan ilk enzimdir. SOD siiperoksit radikallerini
pargalayarak, H,O» iiretir. Siiperoksit radikallerinin dismutasyonu ile ya da direkt olarak
olusan hidrojen peroksit ise GPx ve CAT enzimleri tarafindan suya doniistiiriilerek

detoksifiye edilir (Cavdar, Sifil, Camsar1, 1997; 92-95; Uzun, 2012).

H202’in pargalanmasi ise CAT tarafindan peroksizomlarda hizli bir sekilde ya da GPx
tarafindan sitozolde GSH’a okside edilme seklide gerceklesir (Liu ve digerleri, 2010).
Pestisitler tarafindan pek ¢ok tiirde lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres olusturuldugu
rapor edilmistir (Verma, Mehta, Srivastaya, 2007). Bu tez ¢alismasinda diisiik ve yiiksek doz
dimethoat beyin dokusunda antioksidan enzim sisteminin baskilanmasina neden olmustur.
Diisiik ve yiiksek dimethoat uygulanan gruplar, SOD, CAT, GPx ve GST enzim aktiviteleri
bakimindan kontrol grup ile karsilastirildiginda beyin dokularindaki enzim aktivitelerinin
azaldig1 gozlenmistir. Bu sonug, dimethoatin antioksidan enzim aktivitesini baskiladigi
seklinde degerlendirilebilir. Diisiik ve yiiksek doz dimethoat ile birlikte ferulik asit
uygulanan gruplar, kontrol ve ferulik asit uygulanan gruplarla karsilastirildiginda ise
antioksidan enzim aktivitelerinde anlamli bir artigin meydana geldigi gézlenmistir. Bu sonug
da ferulik asidin, dimethoat toksisitesine karsi beyin dokusunu korudugu seklinde

yorumlanabilir.

Dimethoatin diisiik ve yiiksek dozlari ayn1 miktarda verildiginde akciger dokusunda da
patolojik degisiklikler ve enzim aktivitelerinde anlamli degisiklikler gozlenmistir (Sirin,
2020). Dimethoat, akciger dokusunda antioksidan enzim seviyeleri bakimindan, kontrol
grupla karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir. Ancak bu tez

caligmasinda beyin dokusunda bir azalmaya neden olmustur.

Malondialdehid (MDA), perokside olmus poliansatiire yag asitlerinin baslica oksidasyon
tiriiniidiir ve lipit peroksidasyonunun énemli gostergesidir. Diislik ve yiiksek doz dimethot
beyin dokusunda MDA seviyesinde ciddi bir artiga neden olmustur. Lipit peroksidasyonun

son iiriinii olan MDA ’daki bu artis dimethoatin beyin dokusu {izerine toksik etkili oldugunun
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bir gostergesidir. Ferulik asit, MDA’da meydana gelen artisin, anlamli bir sekilde
azalmasina neden olmustur. Yani zarlarda meydana gelen lipit peroksidasyon {izerine olumlu

etki yaratmistir.

Dimethoat, canlilarda c¢esitli histopatolojik degisikliklere de neden olmaktadir (Arnal,
Morel, Marra, Astiz, 2019; Christen, Joho, Vogel, Fent, 2019). Yapilan bir ¢alismada, disi
ratlara dimethoat verildikten sonra, karaciger dokusunda selenyum ve vitamin E’nin
potansiyel koruyucu rolii arastirilmistir. Dimethoat verilen grupta, karaciger dokusunda
nekroz, hiicre infiltrasyonu, hemoraji ve vakuolizasyon gozlenirken, selenyum ve vitamin E

verilen gruplarda bu bulgularda ciddi bir sekilde azalma oldugu ifade edilmistir.

Bagska bir ¢alismada da ratlara 15 mg/kg v.a dimethoat, 5 hafta boyunca verilmis ve beyin
dokusunda meydana gelebilecek histopatolojik degisikliklerle beraber apoptotik indeks
degerlendirilmistir. Arastiricilar sonug olarak, dimethoatin mitokondrilerden sitokrom C
salimmmini arttirdigini, Bax/Bcel-2, kaspaz-3 ve kalpainlerin beynin her iki bolgesinde de

arttigini ifade etmislerdir (Arnal ve digerleri, 2019).

Bu tez calismasinda, dimethoat merkezi sinir sistemini olusturan beyin ve beyincik
dokusunda patolojik degisikliklere neden olmustur. Ozellikle beyincik bdlgesinde bulunan
Purkinje hiicrelerin sayisinda bir azalma ve baz1 hiicrelerin de atrofiye ugradig gozlenmistir.
Bu hiicrelerin hasari1 sonucu, ataksi, titreme, yiirime bozukluklari, konusma ve yutkunma
gicliigii, refleks azalmasi gibi ¢esitli bulgular goézlenebilmektedir (Sandy, Slocombe,
Mitten, Jedwab, 2002).

Ferulik asit, organik bir bilesik olan bir hidroksisinnamik asittir. Bir lignin bileseni olarak
ferulik asit, diger aromatik bilesiklerin iiretiminde Onciidiir. Ferulik asit birgok sebze
kaynaginda bulunur ve oOzellikle patlamis misir ve bambu filizlerinde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Tahillarda, ferulik asit kepekte bulunur. Dogada bir¢ok ferulik
asit kaynagi bulunmasina ragmen, biyoyararlanimi, mevcut oldugu forma baghdir: serbest
ferulik asit, suda siirh ¢oziiniirliige ve dolayisiyla zayif biyoyararlanima sahiptir. Bugday
tanesinde ferulik asit, hiicre duvar1 polisakkaritlerine bagli bulunur ve ince bagirsakta

salinmasina ve emilmesine izin verir (Anson, Berg, Havenaar, Bast, Haenen, 2009).

Ferulik asit, bircok iilkede tibbi bitki olarak kullanilmakta ve cay olarak tiiketilmektedir
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(Valentao ve digerleri, 2001). Ferulik asitin koruyucu 6zelliginden dolayi {izerinde ¢ok farkl
caligmalar yapilmistir (Liu ve digerleri, 2017; Ghosh ve digerleri, 2017). Ferulik asitin
farelerde strese bagli gelisen noro-inflamasyonu onledigi tespit edilmistir (Liu ve digerleri

2017).

Ferulik asitin, diisiik maliyeti ve minimum yan etkileri nedeniyle potansiyel bir terapotik
ajan oldugu, antioksidan ve antienflamatuvar, antiapoptotik, antikarsinojenik gibi farkl

biyolojik aktivitelere sahip oldugu ifade edilmistir (Ghosh ve digerleri, 2017).

Bu tez ¢alismasinda ratlara 1 ml/kg v.a. olacak sekilde gavaj yoluyla ferulik asit verilmistir.
Beyin dokusunda yapilan arastirmalar sonucunda, antioksidan enzim sistemini gii¢clendirdigi
ve dimethoatin sebep oldugu toksisiteyi azalttigi gézlenmistir. Dimethoat, diisiik ve yiiksek
dozda toksik etki gostermistir. Ferulik asit dimethoatin beyin dokusunda olusturdugu

toksisite lizerine koruyucu 6zellik gostermistir.

Isik mikroskobu bulgularimiz da biyokimyasal calismalarimiza parallelik gdstermistir.
Dimethoat ile birlikte ferulik asit verilen gruplarda patolojik bulgularda bir iyilesme

meydana gelmistir.

Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgulara dayanarak, dimethoatin diisiik ve yiiksek dozlar
ratlarin beyin dokusunda toksik etkiye neden olmustur. Ferulik asit, dimethoatin olusturdugu

norotoksisiteyi azaltmistir.
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