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OZET

Bu caligmada tarimda pestisit olarak kullanilan bir organofosfat olan Malathion’un akut (24 saat)
farkli doz uygulamariyla Wistar albino ratlarimin karacigeri tizerindeki hasari incelenmistir. Bu
amagla her grupta 6 tane olmak iizere kontrol (Grupl) ve 100 mg/kg (Grup 2), 200 mg/kg (Grup 3),
400 mg/kg (Grup 4) doz gruplart olusturularak secilen karaciger parametreleri lzerindeki
degisimler arastirllmistir. Karaciger malondialdehit (MDA), ileri glikasyon son {iriinii (AGEs)
diizeyleri ve asetilkolinesteraz (AChE), siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin gruplar arasinda
istatistiksel olarak farkin anlamliligt bulunamamistir (p>0.05). Karaciger kolinesteraz (ChE)
aktivitesinin Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’iin, Grup 1’e gore anlamli olarak azaldig1 gézlemlenmistir
(p<0.013). Karaciger ileri protein oksidasyon iiriinii (AOPP) diizeyinin Grup 3 ve Grup 4’te Grup
2’ye gore anlamli olarak artigi gézlenmistir (p>0.013). Karaciger total oksidan durum (TOS)
diizeyinin Grup 4’te, Grup 1 ve Grup 2’ye gdre anlamli olarak arttig1 ve Grup 3’iin de Grup 2’ye
gore anlamli olarak arttigi bulunmustur (p<0.013). Karaciger AOPP diizeyi artarken, TOS diizeyi
de artmis ve aralarinda pozitif korelasyon bulunmustur (p<0,01). Karaciger katalaz aktivitesinin
Grup 3 ve Grup 4’te, Grup 1°e gore anlamli olarak arttigi bulunmustur (p<0.013). Karaciger AOPP
ve TOS diizeyleri artarken, karaciger katalaz aktivitesi de artmistir ve aralarinda pozitif korelasyon
bulunmustur (p<0,01). Karaciger paraoksonaz-1 enzimin arilesteraz aktivesinin (PON1-ARE)
Grup 3 ve Grup 4’te, Grup 1’e gore anlamli1 olarak azaldig1 gézlemlenmistir (p<<0.013). Karaciger
TOS diizeyi artarken PON1-ARE’de azalmistir ve aralarinda negatif korelasyon bulunmustur
(p<0,01). Ayn1 zamanda karaciger ChE aktivitesi azalirken PON1-ARE’de azalmistir ve aralarinda
pozitif korelasyon bulunmustur (p<0,01). Karaciger tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) diizeyinin
Grup 4’te, Grup 1’e gore anlamli olarak arttigi bulunmustur (p<0.013). Karaciger dokularmin
histolopatolojik incelemelerinde Grup 4’te vakuoler ve hidropik dejenerasyon gézlemlenmistir.
Karaciger glikojen miktarinin Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’te, Grup 1’e gore anlamli olarak arttigi
bulunmustur ( p<0.013). Karaciger PON1-ARE ve ChE aktivitesi azalirken, glikojen miktar1 da
artmigtir ve aralarinda negatif korelasyon bulunmustur (p<0,01). Karaciger glukojenik enzimleri
olan alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), laktat dehidrogenaz (LDH)
aktivitelerinin Grup 3 ve Grup 4’te, Grup 1 ve Grup 2’ye gore arttigi gozlenmistir (p<0.013).
Korelasyon analiz sonuglarina gore bu enzimler kendi aralarinda ikili olarak karsilagtirildiginda
birlikte artmuslardir ve aralarinda pozitif korelasyon gdzlenmistir (p<<0.01). Sonuclarimiza goére
Malathion akut uygulamasinda artan doz ile hepatotoksik etkiye neden olmaktadir. Bu nedenle
insan-toplum saghigi i¢in gerekli 6nlemlerin alinmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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ABSTRACT

In this study, we investigated the acute effects of different doses of Malathion, which is an
organophosphate used as a pesticide in agriculture, on liver injury of Wistar albino rat. For this
purpose, we set 4 groups containing 6 animals (control (Group 1), 100 mg/kg (Group 2), 200
mg/kg (Group 3), 400 mg/kg (Group 4)) and the change of liver selected parameters was analyzed.
We found that there was no significant change in liver malondialdehyde (MDA),
acetylcholinesterase (AchE) activity, advanced glycation end products (AGES) and superoxide
dismutase (SOD) levels among the Groups (p>0.05). Liver cholinesterase (ChE) levels of Group 1,
Group 2, Group 3 were significantly lower than Group 1 (p>0.013). The liver advanced oxidation
protein products (AOPP) significantly increased in Group 3 and Group 4 compare to Group 2
(p>0.013). Total oxidant status (TOS) increased in Group 4 compare to Group 1 and Group 2 and
TOS level of Group 3 was higher than Group 2 (p<0.013). When the liver AOPP level increased,
the TOS level increased simultaneously and we found that there was a positive correlation between
them. The liver catalase activity of Group 3 and Group 4 was significantly higher than Group 1
(p<0.01). When liver AOPP and TOS levels were increased, the catalase activity was increased and
there were a positive correlation among them. The liver arylesterase of paraoxanase-1 enzyme
(PON1-ARE) significantly decreased in Group 3 and Group 4 compare to Group 1 (p<0.013).
While liver TOS level was increasing, PON1-ARE diminished and it is found that negative
correlation between them (p<0,01). We also found that the liver ChE and PON1-ARE declined
together and they were positively correlated (p<0,01). Tumour necrosis factor alpha (TNF-a) level
of liver increased in Group 4 compare to Group 1 (p<0.013). We also observed that there was
vacuolar and hydropic degeneration in Group 4 in histopathological examination of liver tissues.
The levels of hepatic glycogen of Group 2, Group 3 and Group 4 were higher than Group 1
(p<0.013). The activity of liver PON1-ARE and ChE decreased while glycogen level was
increasing and negative correlation was found among them. The liver alanine aminotransferase
(ALT), aspartate aminotransferase (AST) and lactate dehydrogenase (LDH) which are glucogenic
enzymes increased in Group 3 and Group 4 compare to Group 1 and Group 2 (p<0.013). According
to correlation analysis, when the comparison was evaluated as a binary, the glucogenic enzymes
were increased simultaneously and there was a positive correlation among them (p<0,01).
According to our result, acute administrations of Malathion result in hepatotoxic effects with
increasing doses. Therefore, we consider that necessary precautions should be taken in order to
protection human and public health.
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1. GIRIS

Pestisit ve diger tarim koruyucu kimyasallar neredeyse biitiin diinyada yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir fakat bu kimyasallar ¢evre ve halk sagligini ciddi olarak tehdit etmektedir.
Birgok iilkede, pestisit zehirlemesinin morbidite ve mortalite agisindan major problem
oldugu bildirilmektedir. Pestisitlerin, her yil 3 milyon kisinin ciddi olarak zehirlenmesine
ve 220 bin insanin dliimiine neden oldugu tahmin edilmektedir (Ojha ve digerleri, 2013).
Pestisitler arasinda toplam zehirlenme oranmin %>50’sini  organofosfat grubu
olusturmaktadir. Organofosfatlarin, sinirler iizerinde ciddi tahribata neden oldugu
bilinmektedir (Karami-Mohajeri ve Abdollahi, 2011). Bilinen diger toksik etkisi ise
oksidatif stresdir. Bu etki, metabolik degisim ve hiicre 6liimiiyle (nekrozis ve apoptozis)

sonuclanmaktadir (Soltaninejad ve Abdollahi, 2011).

Organofosfatlar viicutta baglica kolinesteraz (ChE) ve asetilkolinesteraz (AChE)
enzimlerini inhibe etmektedir (Picco ve digerleri, 2008). Bu enzimler lokalizasyonu ve

kullandiklar1 substrat acisindan farkli enzimlerdir (Chatonnet ve Lockridge, 1989).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) hiicrede normal metabolik siireglerde ve transdiiksiyon
durumlarinda iiretilmektedir ancak patofizyolojik siireclerde O6nemli rol oynamaktadir.
Lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi biyomolekiiller, ROT tarafindan dejenerasyona
ugramaktadir (Valko ve digerleri, 2006). Bu konuda yapilan ¢aligsmalarda bir organofosfat
olan Malathion’un total antioksidan kapasitesinin azaldigi, lipit peroksidasyonunun arttigi

belirtilmistir (Azadbar ve digerleri, 2009; Lasram ve digerleri, 2014).

Calismamizda, Malathion’un 100 mg/kg, 200 mg/kg, 400 mg/kg dozlarinda karaciger
dokusunda doza bagimli akut siireli etkisini inceledik. Bu amacla karaciger dokusunda
asetilkolinesteraz (AChE) ve kolinesteraz (ChE) aktivelerini, timor nekrozis faktor alfa
(TNF-a)ve total oksidan durum (TOS) diizeyi, antioksidan enzimlerden katalaz, stiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesini ve lipit peroksidasyon iirlinii olan malondialdehit (MDA)
diizeyini Olctiik. Ayrica calismamizda Malathion’un doza bagimli akut siireli karaciger
glikojen diizeyini ve glikojenik enzimlerden karaciger alanin aminotransferaz (ALT),
aspartat aminotransferaz (AST) ve laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesinin degisimini
arastirmay1 amacladik. Ayni1 zamanda bu parametrelerle birlikte karaciger ileri protein

oksidasyon iiriinii (AOPP) diizeyi, paraoksonaz-1 enzimin arilesteraz aktivesini (PON1-



ARE) ve reaktif oksijen tiirlerinin artist sonucunda enzimatik olmayan protein ve
karbonhidratlar arasinda gerceklesen glikasyon reaksiyonunun ileri glikasyon son iiriinii

(AGEs) diizeyini belirmeyi amagladik.

Bu verilere ek olarak Malathion’un doza bagimli akut etkisi sonucunda Kkaraciger

dokusunda meydana gelen histopatolojik degisimleri gozlemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pestisitler

Pestisitler, tarim zararlilar1 olarak adlandirilan hasere ve bazi mantar grublarini etkisiz hale
getiren bilesikler olarak tanimlanir. Bu bilesikler; insektisitler (organofosforlar,
organoklorlar, karbamatlar), rodentisitler (antikoagulanlar), herbisitler (paraquat),
fungisitler (ditiyokarbamatlar), fumigantlar (etilen dibromid) gibi gruplara ayrilir

(Soltaninejad ve digerleri).

Ancak; tarimda pestisitlerin yaygin kullanimi1 halk ve toplum sagligini tehdit etmekte, akut
ve kronik zehirlenmelere neden olmaktadir. Pestisitler iizerinde yapilan caligmalar
parkinson hastaligi gibi noérolojik hastaliklar, iireme bozukluklari, fetal dogum
bozukluklari, solunum yolu hastaliklari, deri tizerinde hasara sebep olan hastaliklara neden
oldugunu gostermektedir. (Kesavachandran ve digerleri, 2009). Pestisitlere maruz kalan
bireylerde solid tiimdr olusumu, hematolojik kanser ve genotoksisite arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu bildirilmistir. (Bassil ve digerleri, 2007). Gelismekte olan iilkelerde
mesleki olarak denetim kosullarinin az olmasi sonucunda bir¢ok 6liime sebep oldugu rapor

edilmistir. (Kesavachandran ve digerleri, 2009)

2.1.1 Pestisitlerin ¢evreyle olan iliskisi

Pestisitler arasinda yaygin olarak kullanilanlar1 organofosfatlar, karbamatlar ve
klorinlenmis hidrokarbonlardir. Organoklorinler ge¢mis yillarda yaygin bir sekilde
kullanilmakta iken dogada yarilanma siiresi organofosfatlara gére daha kisa oldugundan
dolayr yasaklanmistir. Ancak baz1 {llkeler organoklorinleri kullanmaya devam
etmektedirler. Organoklorinler yagda hizli ¢oziinmektedir ve bu nedenle karaciger ve

beyinde ciddi hasarlara neden olmaktadir (Moses ve digerleri, 2010).

Cevre kirleticileri; fiziksel, kimyasal ve biyolojik kirleticiler olarak siniflandirilmaktadir.
Pestisitler ise kimyasal kirletici sinifina dahildir ve su, hava, toprak yoluyla tagmarak
toplum saghgini kusaklar sonrasinda bile tehdit etmektedir (Dokmeci, 2001: 102 ve
William, 1992: 1158).



Pestisitler dogada en ¢ok igme sularimin kirlenmesine neden olmakta iken ikinci olarak
topragin kirlenmesine yol a¢maktadir. Yarilanma Omrii kisa olan pestisitler toprakta
birikmekte, riizgar ve erozyonla baska yerlere tasmmaktadir. Ulkemizde yillik pestisit
kullannminin 100 bin ton oldugu ve pestisitleri daha az kullanan gelismis iilkelere kiyasla

Oliim oraninin 15 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Dékmeci, 2001: 103).

2.2. Organofosfatlar

Organofosfatlar yaygin olarak kullanilan insektisitlerdir. Ayrica herbisit ve fungisit olarak
da kullanilmaktadirlar. Organofosfatlar 19. ylizyilin baslarinda gelistirilmesine ragmen
bocekler iizerine etkisi 1932’ye kadar kesfedilmemistir (Wagner, 1989: 2-5).
Organofosfatlar merkezi bir fosfor atomu ve ¢ok sayida yan zincirden olusmaktadir.
Insektisit olarak kullanilanlarin  birgogu dimektoksi ve dietoksi bilesiklerinden
olusmaktadir. En iyi bilinen insektisitler olan Malathion ve Diazinon bu grup iginde yer
almaktadir. Organofosfatlarin genel yapist Sekil 2.1°de gosterilmistir (Gallo ve Lawryk,
1991: 3-5).

R
N

0\ /0 R: Genel olarak alkoksi (OCH; veya
7 OC,Hs)
/P\ X: Yan zincir

O
/

R

X

Sekil 2.1. Organofosfatlarin genel yapist

Organofosfatlarin tarimda ve evde kullannommna sebep olan o6zelligi DDT gibi
organoklorlardan daha az kalici olmalaridir. Organofosfatlar insanlar ve hayvanlar i¢in

daha az toksik olan karbamat grubu insektisitlerin yerini almaktadir (Ware, 1986: 4-5).



2.2.1. Organofosfatlarin Metabolizmasi

Ksenobiotik metabolizmasi genellikle karacigerde meydana gelmekte ancak akciger ve
bagirsaklarda az da olsa goriilmektedir. Bu metabolizma iki faz igerir; Faz 1’de metabolik
enzimler kimyasallar1 aktive etmekte ve fonksiyonel gruplarin girisi ile Faz 2 reaksiyonlar1
gerceklesmeye baslamaktadir. Faz 2 enzimleri glukronik asit, siilfat, glisin, glutamik asit
gibi ¢esitli  hidrofilik gruplar1 baglamaktadir ve organizmadaki metabolitlerin

salgilanmasini saglar (Josephy ve Mannervik, 2006: 562-571).

Ksenobiotiklerin organizmaya girdikten sonra Faz 1 ve Faz 2 enzimleriyle metabolize
olmasi organofosfatlara benzemektedir. Organofosfatlarin metabolizmasinda Faz 1

reaksiyonlar1 oksidasyon ve hidrolizden olusmaktadir.

Oksidasyon, organofosfatlarin thiono formunun aktive olmasi i¢in 6nemli bir reaksiyondur.
Sitokrom enzimlerinin (CYP) yardimi ile thiono formundaki siilfiir atomu bir atom
oksijenle baglanir ve sonucunda organofosfatlardan oksono metabolitleri ve aktif siilfiir
atomunu parcalayan kararsiz ara iirlin olusur (oksidatif desiilfiirizasyon). Organofosfatlarin
oksono metabolitleri, AChE’nin gii¢lii inhibitorleridir ve bu reaksiyon organofosfatlarin
sebep oldugu norotoksik etkilerin biiylik bir kismin1 meydana getirmektedir. Paraoksonaz
enziminin yardimiyla organofosfatlarin hidrolizi oksidasyon reaksiyonundan sonra
gergeklesir ve bu reaksiyon da enzimin detoksifikasyonu i¢in dnemlidir. Organofosfatlarin
detoksifikasyonu, paraoksonaz enziminin organofosfatlardan dialkalifosfat ve yan

grubunun ayirmasi sonucunda olusmaktadir.

Faz I’de, oksidatif desiilflirizasyon ve hidrolizin yani sira yan zincirlerin oksidatif
reaksiyonlarla uzaklastirilmasi (alkil gruplarinin yiikseltgenmesi) ya da yan gruplardan
oksijen atomunun ayrilmasi da meydana gelmektedir. Bu ikinci reaksiyonda kararsiz ara
iriinden oksijenin ayrilmasiyla olusan metabolitler desiilflirizasyon reaksiyonu ile olusan

metabolitler ile yarismaktadir (Sekil 2.2).

Organofosfatlar desiilfiirize olurken bir taraftan da oksidayona ugrayan yan gruplarin
ayrilmasi ile detoksifiye edilmeye calisilmaktadir. Bu iki reaksiyon arasinda ki denge

organofosfatlar toksisitesi Uriinleri i¢in ¢ok Onemlidir. Oksidayon iirlinleri hidrofilik



gruplar olusturur ve kolay sekilde Faz 2 metobolizmasi ile konjuge olmaktadir. (R. Gupta,
2006: 127-145).

Faz I’de meydana gelen organofosfat metabolitleri Faz II’'nin enzimleri tarafindan
katalizlenen hidrofilik gruplar ile konjuge olurlar ve lire olarak atilirlar. Faz II’de sadece

detoksifikasyon ger¢eklesmektedir.

kararsiz ara {riin oxono OF
3 $——0
R Oksidatif
\ ” Mannokmdasyon 1\\‘\P/_ X desilfirizasyon !:!_ X+5:
——
/ P= CYP / CYP
R> R2
3
a hidroliz ile =
ayrilan gruba - ayrilan gruba 0
baglanma ™ baglanma =
0]
S(0) R1 |
\ | AN P— OH+X-OH
P— OH+X-OH
/ R2
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Sekil 2.2. Organofosfatlarin metobolizmas: Faz 1 reaksiyonu (R: Genel olarak alkoksi
(OCH3;veya OC;Hs) X: Yan zincir)

2.2.2. Etki mekanizmasi ve toksikoloji

Organofosfatlar viicutta baglica kolinesteraz (ChE) ve asetilkolinesteraz (AChE)
enzimlerini inhibe etmektedir (Picco ve digerleri, 2008). ChE ve AChE lokalizasyon ve
substrat olarak farkli olan enzimlerdir (Chatonnet ve Lockridge, 1989).

Kolinesteraz (ChE)

ChE, oksidorediiktazlar enzim siifina dahildir (EC 3.1.1.8) ve karacigerde, pankreasta,
kalpte, serumda ve beynin beyaz maddesinde bulunur (Moss ve digerleri, 1987). ChE ayni



zamanda butiirilkolinesteraz, psddokolin esteraz olarak da adlandirilmaktadir. AChE ayni

protein yapisina sahiptir (Quinn, 1987).

ChE karacigerde sentezlenerek kana salinmaktadir (Moss ve digerleri, 1987). ChE’nin
biyolojik  fonksiyonu  bilinmemektedir. = Ancak  biitiriltiyokolin,  biitirilkolin,
propiyoniltiyokolin, propiyonilkolin ve farmakolojik agidan ©Onemli bir ajan olan

stiksinilkolin gibi ¢esitli kolin esterlerini hidroliz etmektedir (Kutty ve Payne, 1994).

Asetilkolinesteraz (AChE)

AChE, oksidorediiktazlar enzim smifina dahildir (EC 3.1.1.7) ve eritrositlerde, karaciger,
akcigerde, dalakta, sinir uglarinda, beynin gri maddesinde ve bir¢ok dokuda
bulunmaktadir. Genel olarak gorevi asetilkolini hidrolize ederek sinir iletimini
saglamaktadir. Sinir sisteminde asetilkolin, kolinasetiltransferaz enzimi tarafindan
katalizlenen reaksiyonda kolin ve asetil-CoA'dan olusmaktadir. Asetilkolin daha sonra
sinaptik bosluga salinir ve gorevini tamamlar. Sonrasinda sinir iletiminin tamamlanmasi
icin asetilkolin, AChE’nin katalizlemesiyle kolin ve asetata ¢evrilerek yikilir (Chatonnet ve

Lockridge, 1989).

Pestisit zehirlenmelerinde eritrositlerde AChE doniisiimsiiz olarak inhibe olmaktadir ancak
karaciger tarafindan birka¢ hafta i¢inde yeniden sentezlenerek AChE aktivitesi

yenilenmektedir (Yang ve Dettbarn, 1996; Kale ve digerleri, 1999 ).

AChE enzim aktivitesindeki azalma sinir hucreleri tarafindan iretilen asetelilkolinin
yikilip yeniden sentezinin engellenmesine neden olmaktadir. Enzimler tarafindan
asetilkolinin diizenlenmezse sinir iletimi belirsiz olarak devam eder, bu da memelilerde

halsizlik ve kaslarda felg gibi belirtilere neden olmaktadir (Gallo, 1991: 3-5).

Akut toksisite

Organofosfatlar oda sicakliginda sivi haldedir; buhar haldeyken deri, solunum epiteli ve
korneaya niifuz edebilmektedir. Sivi hali ise deri yoluyla ve kontamine olan yiyeceklerin

tiiketilmesinden sonra bagirsaklar tarafindan emilmektedir (Evison ve digerleri, 2002).



Organofosfatlar kolinesteraz inhibitdriidiir ve kullanilan pestisitler arasinda en toksik
olanlaridir (Wagner, 1989: 2-5). Solunum yoluyla alindiginda ilk olarak solunum sistemi
etkilenir ve kanli burun akintisi, oksiirtik, gogiis agrisi, nefes almada zorluk, bronglarda sivi
azalmasi bagli olarak solunum yolu hastaliklar1 gozlenmektedir. Organofosfatlara deri
yoluyla temas sonucu bolgesel terleme ve istemsiz kas kasilmalari meydana gelmektedir.
Goz ile temas sonucu gozde agri, kanama, gdzyasi, goz bebeginde kiigiilme ve bulanik
gorme gibi durumlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu maddelere maruziyetin devami halinde
sistemik etkiler birka¢ dakika ile 12 saat arasinda baslamaktadir. Bu sistemik etkiler
solgunluk, bulanti, kusma, diyare, abdominal kramplar, bas agrisi, bas donmesi, géz agrisi,
bulanik gorme, goz bebeginde genisleme ve kiiclilme ve terlemeye neden olmaktadir

(Karmin, 2000: 202).

Ciddi zehirlenme sonucunda merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sisteminde hasar
meydana gelmektedir (Smith, 1993: 5-7). AChE’nin normal aktivitesinin yariya inmesi

organofosfatlara akut olarak maruz kalindiginin gostergesidir (Karmin, 2000: 202).

Refleks kaybi, halsizlik, yorgunluk, istemsiz kas kasilmasi, koordinasyonsuzluk, dil ve
gbzkapaklarinda titreme, en sonunda solunum kaslari, el ve ayaklarda fel¢ gibi belirtiler
gozlenmistir. Daha ciddi durumlarda, istemsiz defekasyon ve irinasyon, psikoz, diizensiz
kalp ritmi, biling kaybi, konviilsiyon ve koma meydana gelmektedir. Asetilkolin
alyuvarlarda ve kan plazmasinda bulunur. Boylece organofosfatlara ve karbamata maruz
kalma sonucunda kan dolagimindaki ChE seviyesi iyi bir indikatér olmaktadir (Smith,

1993: 5-7).

Tiim bu semptomlar doza ve etkilenen spesifik bir sinir hiicresine gore degisiklik

gostermektedir. Genellikle toksik etki ti¢ kategoriye ayrilir:

1- Diiz kaslar tizerine etki. Kalp ve endokrin bezleri de igerir (Muskarinik Reseptor),
2- Iskelet kaslarinda sonlanan motor sinirler ve otonom sinir sistemi iizerine etki,

3- Merkezi sinir sistemi {izerine etki (Timbrell, 1991: 5-8).

Bunun yaninda organofosfatlarin pyrethroid insektisitler ile sinerjitik etkisi oldugu

belirtilmistir (Ware, 1986: 4-5).



Kronik toksisite

Diistik dozda siirekli organofosfatlara maruz kalma sonucunda olusan etkiler pestisit ile
ilaglama yapan calisanlarda goézlenmektedir. Tekrarlanan ve uzun siireli maruz kalma
sonucunda gecikmeli belirtiler igeren akut etkiler gozlenmektedir. Hafiza kayb,
konsantrasyon bozuklugu, depresyon, ofke, bas agrisi, konusma bozuklugu, kabus,
uyurgezerlik, uyuklama ve insomnia gibi diger etkilerde gézlenmektedir (Gallo ve Lawryk,
1991: 3-5).

2.3. Malathion

Malathion (S-1,2-bis (etoksikarbonil) etil, O, O-dimetil fosforoditioat) non-sistemik, genis
spektrumlu organofosfatlar grubu insektisitidir. En erken gelistirilen organofosfat
insektisitlerinden biridir (1950 yilinda tanitildi). Malathion boceklerin meyve ve sebzelere
olan zararim1 kontrol etmek icin uygundur. Ayrica sivrisinek, evlerde bulunan bocekler,
hayvan parazitleri ve bitlerle miicadele etmek igin de kullanilmaktadir. Malathion’un

genel yapist Sekil 2.3.’de gosterilmistir.

Sekil 2.3. Malathion genel yapisi

2.3.1. Toksikolojik etkiler

Akut toksisite

Organofosfatlara akut maruziyet ya da kolinesteraz inhibitorii bilesikleri gesitli belirtilere

neden olmaktadir. Bunlar: halsizlik, koordinasyonsuzluk, bas agrisi, bas donmesi, titreme,
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bulanti, mide kramplari, terleme, bulanik gérme, nefes almada zorluk, diisiik kalp ritmidir.

Yiiksek dozlari ise biling kaybi, konviilsiyon ve 6liim ile sonuglanmaktadir.

Malathion ile zehirlenmelerin bir¢ogu triiniin safligit ve maruziyet yollarina baghdir
(Karmin, 2000: 202). Diger faktorler ise diyette bulunan protein miktar1 ve cinsiyettir.
Ratlarda protein alimi azaldik¢a, Malathion’un toksisitesi giderek artmaktadir (Carlson,
1987: 5-79). Malathion’un viicuda alim ve atilimda, deney hayvanlari ve insanlarda

cinsiyete bagh farklilar bulunmasi nedeniyle farkli toksik etkilere sahip olabilmektedir.

Malathionla birgok zchirlenme olay1 pestisit ile calisanlarda ya da kaza ile kiiglik
cocuklarin Malathion’a maruz kalmasi sonucu meydana gelmektedir. Rapor edilen bir
Malathion zehirlenmesinde %0,5 Malathion igeren aerosol bombasina maruz kalan ¢ocukta

ciddi kolinesteraz inhibisyonu goriilmiistiir (Gosselin ve digerleri, 1984: 5-45).

Kronik toksisite

15 giin boyunca diisitk doz Malathion ile beslenen goniillii insanlarda serum kolinesteraz
aktivitesinde onemli bir etki gozlenmemistir. 2 yil boyunca 5-25mg/kg/giin ile beslenen
ratlarda kolinesteraz aktivitesinde azalma gozlenmistir. Az miktarda 8 hafta boyunca
verilen bilesikler sonucunda serum kolinesteraz aktivitesinde biraz azalma goriiliirken, doz

artirildiginda kolinesteraz inhibesinin arttigi gézlenmistir (Gallo, 1991: 3-5).

2.3.2. Malathion’un karaciger iizerindeki akut tahribati

Organofosfatlarin toksisitesi asetilkolinesteraz inhibisyonuna neden olmaktadir. AChE,
sinaptik membranda bulunur. Hidrolitik nérontransmiter asetilkolin aracilifiyla kolin ve
asetat Uretilir. Bu reaksiyon merkezi ve periferal sinir sisteminde sinaptik aktivitenin
diizenlenmesi  i¢cin  Onemlidir.  Organofosfatlar  kolinesteraz ~ inhibitorii  olan
asetilkolinesterazin fonksiyonunu engeller ve bu sinaptik yariklarda asir1 asetilkolin
birikmesine sebep olur. Bu ndrotoksik etkiler ndromiiskiiler felce neden olup tiim viicuda

yayilir (R. Gupta, 2006: 127-145).

Organofosfatlarin AChE’nin aktif kismi ile arasindaki kovalent bag AChE’yi inhibe
etmektedir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Organofosfatlarin, asetilkolin esteraz enzim inhibisyon reaksiyonu (R: Genel
olarak alkoksi (OCHj3veya OC;Hs) X: Yan zincir)

AChE’nin aktif kisimdaki serinin hidroksil kismi organofosfatlar ile geri dontisiimlii bir
kompleks olusturur, bu kompleksin fosforilasyonu ve hidrolizasyonundan sonra bazen geri
doniisiimlii ¢ogu zaman geri donlisiimsiiz kompleks olusturmaktadir. Geri doniisiimsiiz

kompleks uzun siireli toksik etkilere neden olmaktadir.

Organofosfatlarin birgok organ {izerinde olumsuz etkisi vardir (R. Gupta, 2006: 127-145).
Immiin sistem (Neishabouri ve digerleri, 2004), karaciger (Akhgari, Abdollahi,
Kebryaeezadeh, Hosseini ve Sabzevari, 2003), kaslar (Pournourmohammadi ve digerleri,
2005), tiriner sistem (Rodrigo ve digerleri, 2001), tireme sistemi (Joshi ve digerleri, 2003),
pankreas (Hagar ve Fahmy, 2002) ve dolasim sistemi (De Blaquiere ve digerleri, 2000)
organofosfatlar tarafindan etkilenir. Organofosfatlarin hizli toksik etki gdstermesi, iyi
sekilde absorbe olmalar1 ve AChE’ye olan yiiksek duyarliliklarindan kaynaklanmaktadir
(Cabello ve digerleri, 2001; Abdollahi, 2011). AChE aktivitesinin inhibisyonu organofosfat
toksisitesi i¢in bir belirte¢ olarak bilinmektedir ve kan hiicrelerinin oksidatif stres
diizeyiyle iliskilidir (Shadnia ve digerleri, 2005). Eger antioksidanlar serbest radikal
iretimini engellemezse, serbest radikal aktivitesi hiicre hasarina sebep olmaktadir
(Abdollahi ve digerleri, 2004). Organofosfatlar akut ve kronik dozda insanlarda ve
hayvanlarda oksidatif strese yol agmaktadir (Akhgari ve digerleri, 2003), (Shadnia ve

digerleri, 2005), (Kovacic,2003). Diazinon’un rat karacigerinde mitokondrial transport
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sistemini etkiledigi gozlenmistir (Nakagawa ve Moore, 1999). Malathion hem insan hem
de hayvanlarda karaciger, bobrek, testisler ve beyin gibi bir¢ok organi etkiler (Meyera ve
digerleri, 2005). Malathion AChE inhibisyonu ve kolinerjik reseptor aktivasyonu yoluyla
toksisiteyi artirmaktadir (Da Silva ve digerleri, 2006; Lasram ve digerleri, 2008). Ayrica
Malathion’un lipofilik yapisi hiicre membraniyla etkilesimini kolaylastirmakta ve birgok
organin fosfolipit ¢ift katmanli yapisinin bozulmasina neden olmaktadir (Videira ve
digerleri, 2001). Ratlarda yapilan c¢alismalar akut olarak Malathion’a maruz kalmanin
mitokondrial fonksiyonlarda degisiklige sebep oldugunu belirtmistir. Siddetli ve akut
Malathion zehirlenmesi alyuvarlardaki AChE aktivitesini %70-80 oraninda inhibe
etmektedir. Yapilan pilot ¢alismalarda, akut zehirlenmelerde Malathion’un 400 mg/kg
dozunun enzimin aktivitesini normale gore %10-30 arasinda inhibe ettigi gdzlenmistir

(Karami-Mohajeri ve digerleri, 2013).

2.4. Karaciger Glikojeni

Viicutta baslica glikojen depolari, karaciger ve iskelet kaslarinda bulunur. Kas glikojenin
gorevi, kas kasilmasi sirasinda ATP (Adenin Trifosfat) sentezi icin yakit kaynagi
olusturmaktadir. Karaciger glikojeninin goérevi ise aghk doneminde, kan glukoz

konsantrasyonu belli seviyede tutmaya c¢alismaktir.

Sekil 2.5. Glikojenin yapisi


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Glycogen_structure.svg
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Glikojen molekiiliiniin ~ yapist  a-D-glukoz  birimlerinden olusan  dalli-zincirli
homopolisakkarit yapisindadir. Primer glikozid bagi a (1;4)’den olusmaktadir. Ortalama
her sekiz-on glikozil kalintisindan sonra, a (1;6) dallanma olmaktadir (Sekil 2.5) (Pitcher
ve digerleri, 1988).

Glikojen sentezi enerji ve substrat miktar1 yliksek oldugunda uyarilirken, enerji ve glukoz
diisiik oldugunda glikojen yikimi goriiliir. Glikojen sentezi tokluk halinde glikojen sentaz

enzimin aktivesi ile baslar.

Glikojenin yikimi ise glikojen fosforilaz glikojenin zincirlerinin glikozil kalintilar1 arasinda
bulunan o (1;4) kirmasiyla baslar. Insiilin hormonu varliginda glikojen yikimi azalir

(Ulukaya, 2007: 123-131).
2.4.1. Malathion’un Kan Glukozu ve Karaciger Glikojeni Uzerindeki Etkileri

Karaciger, glukoz alimi ve depolanmasimi glikojenez araciligiyla dengede tutarak ve
glikojenoliz ve glikoneojenez yoluyla da glukoz salinimi yaparak kan glukoz hemostazinda
onemli rol oynar (Nordlie ve digerleri, 1999), (Abdollahi ve digerleri, 2003). Organofosfat
insektisitleriyle zehirlenme sonucu olusan yan etkilerden biri hiperglisemidir ve kanda
glukoz seviyesi bes kat daha fazla olmaktadir (Meller ve digerleri, 1981). Malathion
subkronik dozda ratlarin kas (Abdollahi ve digerleri, 2004) ve Kkaracigerinde
(Pournourmohammadi ve digerleri, 2005), glukoz metabolizmasi ile akut dozda ise
glukozun hormonal kontroliiyle (Panahi ve digerleri, 2006) etkilesim i¢inde oldugunu

belirtmistir.

Birgok calisma organofosfat pestisitlerine maruz kalan bireylerde diyabet hastaligina
rastlandigin1 belirtmistir (Abdollahi ve digerleri, 2003a, 2003b, 2004; Exton, 1987,
Rothman ve digerleri, 1995). Organofosfatlarin kronik ve akut maruziyetinin yan
etkilerinden birinin de hiperglisemi oldugu belirtilmistir (Abdollahi ve digerleri, 2004; P.
Gupta, 1974; Matin ve Husain, 1987; Rodrigues ve digerleri, 1986). Son yillarda yapilan
caligmalarda Malathion’un metabolik parametreleri bozdugunu belirtmistir (Abdollahi ve
digerleri, 2004; Rahimi ve Abdollahi, 2007; Rezg ve digerleri, 2006, 2007; Teimouri ve
digerleri, 2006). Organofosfatlarin kronik etkisinin pankreasta endokrin ve ekzokrin

fonksiyonlarin hasar gérmesi sonucunda hiperglisemi gelismistir. (Dressel ve digerleri,
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1979; Gokel ve digerleri, 2002; Harputluoglu ve digerleri, 2003; Kandalaft ve digerleri,
1991; Lankisch ve digerleri, 1990; Panieri ve digerleri, 1997). iki haftalik Malathion
etkisinin hiperglisemiye neden oldugu gosterilmistir. Malathion’un kronik maruziyeti
hiperglisemi ile birlikte oksidatif stresin artig1 insiilin rezistansi artisina ve bunun da insiilin
rezistanst ile hormonal komplikasyonlara neden oldugu ve diyabet ile sonuglandigi

gosterilmistir.

Ayni1 zamanda deneysel ¢alismalar Malathion’un kronik uygulamalariyla glikojen oraninin
arttirdigini belirtmistir (Abdollahi ve digerleri, 2004; Rezg ve digerleri, 2006; Rezg ve
digerleri, 2008).

2.5. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Biyolojik sistemlerde oksidasyon ve rediiksiyon tepkimeleri metabolik degisimlerdeki pek
¢ok biyokimyasal mekanizmayi agiklamaktadir (Valko ve digerleri, 2006). Biyolojik
sistemlerde rediikleyici ve oksitleyici ajanlar kullanmak yerine siklikla antioksidan ve
oksidan sistemler kullanilmaktadir. Rediikleyici ajan ya da antioksidan elektron verirken
oksitleyici ajan ya da oksidasyon hizlandirici elektron almaktadir. Hiicreler stirekli olarak
oksidanlara hem fizyolojik olarak (mitokondriyal solunum gibi) (Chance ve digerleri,

1979) hem de patofizyolojik olarak maruz kalmaktadir (Ames ve digerleri, 1995).

Oksidatif stres bircok hastalik tipinde birlestirici hasar mekanizmasi olusturmaktadir. Bu
degisime reaktif oksijen tiirleri {iretimi ve biyolojik sistemlerin reaktif ara iirlinlerden
hizlica detoksifiye olma yetenegi ya da olusan hasarin kolaylikla onarilmasi esnasinda

dengesizlik olusmaktadir.

2.5.1. Siiperoksit radikali (O;")

Genel olarak oksijen molekiilii (O,) bir elektron almasi ile kararsiz bir ara bilesik olan

sliperoksit radikal (O, -) anyonu meydana gelmektedir.

O+ —» Oy -
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O2’den O -’e doniisiimii ;

1- Elektron transport zinciri Nikotinamid adenin diniikleotit hidrojen molekiiliinden
(NADHy), Nikotinamid adenin diniikleotit (NAD) eldesinde,

2- Flavin adenin diniikleotit hidrojen molekiilinden (FADH,), Flavin adenin
diniikleotite (FAD) eldesinde,

3- Sitokrom P450 enzim sistemi aktivitesi sonucunda, NADPH (Nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat hidrojen) oksidasyonunda,
4- Nitrik oksit (NO) sentezi reaksiyonu i¢in gerekli olan arginin veya

tetrahidrobiopterin eksiliginde olusmaktadir (Freidovich, 1999; Gilbert, 2000).

Maktrofajlar tarafindan gergeklestirilen fagasitoz sirasinda O, tiiketimi artarken NADPH

oksidaz tarafindan ise O, - artis1 tetiklenmektedir.
20,+NADPH —— NADP+20,-+H"

Oy oOzelikle hiicre membraninda olduk¢a fazla hasar meydana getirerek hiicre
permeabilitesini bozmaktadir. O, organik ya da inorganik bilesiklerle reaksiyona girer.

NO ile reaksiyona girerek peroksinitriti olusturmaktadir (Pieper ve digerleri, 1997).
2.5.2. Hidroksil radikali (OH")

OH" radikali yar1 6mrii oldukga kisa olan bir serbest radikaldir. Biyolojik sistemlerde tiim
substratlarla reaksiyona girebilmekte ve oldukca biiyiik hasar olusturmaktadir. Protein ve
lipitler arast capraz bag olusturabilmekte, elektron transferi yapmakta ve proton
cikarabilmektedir. Ferrik (Fe*®)’in O reaksiyonu ile Ferroz (Fe*?) olusmaktadir. Bu
reaksiyona Fenton reaksiyonu denir. Fe*®in H,O, ile reaksiyonu sonucunda ise OH"

radikali olusmaktadir (Pieper ve digerleri, 1997).
Fe®+0,, —» Fe?+0,

Fe™+H,0, ——> Fe™+OH +OH?
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Haber-Weiss reaksiyonuyla da OH" olusmaktadir (Chen ve Schopfer, 1999)

Fe*?
0O, -+H,0p, ———» 0O, +OH &+ OH°

Iyonize radyasyon etkisi ile de OH" olusmaktadir (Fang ve digerleri, 2002).
H,O — > H" +0H"
2.5.3. Hidrojen peroksit (H,0,)

Genel olarak O,’nin iki elektron ve iki proton almasiyla olugsmaktadir. Ayn1 zamanda O,
in bir elektron ve iki proton almasiyla ya da iki O, -’in iki proton almasiyla da

olusmaktadir (Evans ve Halliwell, 2001).
0, +2e +2H" —  H,0,
Oy +e +2H" — H,0,
Oy + 0y +2H" ——— H,0,+ O,

H,0, yiiksiiz oldugu i¢in hiicre membraninda kolaylikla gegmektedir. H,0,, Fe ve Cu gibi
gecis metal iyonlarinin varliginda OH" radikaline yikilmaktadir (Fang ve digerleri, 2002).

2.5.4. Hipoklorik asit (HOCI)

Notrofillerde myeloperoksidazin (MPO) katalizledigi reaksiyon sonucunda olusmaktadir

(Hawkins ve digerleri, 2003).

MPO
H,O,+ClW —— HOCI + OH "
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2.5.5. Singlet oksijen (*0,)

Reaktif oksijen tiirleri arasinda yer alan bir molekiildiir. O, nin digaridan enerji almastyla
ya da MPO’nun H,O, katalizleyerek son iirlinlerden biri olan HOCI reaksiyonu ile

olusmaktadir.
2.5.6. Perhidroksi radikali (OOH")

O, ’nin asidik ortamlarda proton almasi sonucunda ¢ok daha kuvvetli olan OOH' radikali

olusmaktadir (Cheeseman ve digerleri, 1993).

pH{

O, +H" ———» OOH"
2.5.7. Peroksil radikali (ROO")

R® radikalleri hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek ROO"yi olusturmaktadir.
ROQ", lipit peroksidasyonunu baslatan radikal olup ¢ok uzun omiirliidiir (Cheeseman ve
digerleri, 1993).

R'+0; —— ROO°
2.5.8. Nitrik oksit (NO)

NO memelilerde Nitrik oksit sentazin (NOS) katalizlenmesi sonucunda sentezlenmektedir.
NOS Kkatalizledigi reaksiyonla L-arginin amino asitinden sitriilin ve NO olusur. NO,
oksijen ve su varliginda c¢ok kisa bir yar1 6mre sahiptir ve kolayca oksitlenip nitrojen

oksitlerini olusturmaktadir (Gutteridge,1995).
Arginin + O,+ NADPH + HY ———  Sitriilin + NO"+ NADP + H,0
2NO + O+ — 2NOy —»N,04 + H,0—> NO; + NOgz + 2H" + 1/20,
NO; + N,O; — NO' + 2NOg’

NO + NO; —»N,03 + HLO —2NO, + 2H"
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2.5.9. Peroksinitrit (ONOOQO)

O, veya H,0,, NO: ile reaksiyona girmesi ile olusmaktadir (Berlett ve Stadtman, 1997).

02"+ NO° —— ONOO::

H,0,+ NO* —— ONOO%

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) fazla bulundugunda patofizyolojik modelleri hiicre hasarina
neden olurken, direkt ya da cesitli sinyal yolaklarinda ara tirlinler seklinde ¢alisip DNA
hasari, protein oksidasyonu ve lipit peroksidasyonu ile sonuglananlar membran hasarina
yol agmaktadir. Reaktif nitrojen tiirleri de (RNT) ayni sekilde hareket etmektedir. Nitrik
oksit radikali (NO) damar basincini azaltma, hiicre biiylimesini engelleme gibi 6zelliklere
sahipken, peroksinitrit anyonu (ONOQ) intraseliiler ROT konsantrasyonunu artirmaktadir
(Rodrigo, 2009: 2-18).

2.5.10. Lipit peroksidasyonu ve malondialdehit (MDA)

Organizmada olusan ROT sonucu yag asidi zincirinden metilen grubunun hidrojen
atomunu uzaklastirilmasiyla lipit peroksidasyonu meydana gelmektedir. Lipit
peroksidayonun olusmasinda en etkili radikalin hidroksil iyonu oldugu diisiiniilmektedir.
Hidrojen atomumun uzaklagmasi ile yag asidi zinciri radikal niteligi kazanir ve ¢ift bag
aktarilmasi sonucu dien konjugatlar olusur. Daha sonra lipit radikalinin oksidasyonu ile
lipit peroksit radikali meydana gelir. Bu radikalller poliansature yag asitlerini etkiler ve
hidrojen atomlarini alarak lipit hidroperoksitlere doniismektedir. Lipit peroksidasyonu ve
lipit hidroperoksitleri aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniligmesi ile sonlanmaktadir
(Akkus, 1995: 75-78). Malondialdehit (MDA) bu bilesiklerden birisidir (Sekil 2.6)
(Demirtas, 2009).
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Sekil 2.6. Lipit peroksidasyonu kimyasal yolu

Ucg karbonlu bir ketoaldehit olan Malondialdehit (MDA) 6nce asetat veya malonata okside
olur, daha sonra ise krebs siklusu ile CO5‘e indirgenir. Ancak yiiksek lipit peroksidasyonu

ile MDA konsantrasyonu artarak dokulara hasar vermektedir (Ulusu ve digerleri, 2003).

Oksidatif stresin dlglilmesinde en yaygin metod MDA diizeyinin belirlenmesindir. MDA,
protein lizin rezidiileriyle ve fosfolipitlerin amin gruplariyla reaksiyona girebilmektedir.
MDA, hiicre veya c¢ekirdek i¢ine kolaylikla difiize olabilmektedir. Bu sekilde DNA
bazlariyla da reaksiyona girerek hasara neden olmaktadir (Uchida, K. (2003).

2.5.11. ileri oksidasyon protein iiriinii (AOPP)

Proteinlerin aminoasit yan zincirleri ROT tarafindan oksidasyona ugratilmaktadir (Reddy
ve digerleri, 2008). Protein oksidayonunun bir belirteci olan ileri oksidasyonu protein

iirlinleri ditirozin igeren capraz bagli protein lriinleri olarak tanimlanmaktadir (Alderman
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ve digerleri, 2002). Protein capraz baglanmalar1 oksidatif degisimin bir belirtecidir ve

birkag farkli reaksiyon gerceklesmektedir. Bu reaksiyonlar;

Karbon merkezli iki radikalin direkt reaksiyonu sonucu,
iki tirozin radikali arasinda etkilesim sonucu,

Iki sistein-tiil radikalinin reaksiyonu sonucu,

N

Karbonil grubu igeren proteinlerin ayni veya farkli protein yan zincirindeki lizin ile

reaksiyonu sonucu,

o

Reaktif aldehitlerin ayn1 veya farkli proteinin lizin ile arasindaki reaksiyon sonrasi,

6. Glikasyon/glioksidasyon reaksiyonlari sonucu karbonil grubuna sahip proteinlerin
ayn1 veya farkli proteinlerin lizin veya arjinin ile reaksiyonu sonras,

7. Michael reaksiyonu ile lipit peroksidasyonu belirteclerinin, proteinlere eklenmesi

sonucu olusan protein aldehitlerin, aynmi veya farkli proteinlerdeki lizin ile

reaksiyonu olarak siralanabilir (Stadtman ve Levine, 2003).

2.5.12. Tleri Glikasyon Son Uriinii (AGEs)

Ayn1 zamanda glikotoksin olarak adlandirilan Advanced glikasyon son iiriinii hiperglisemi,
diyabet ve bircok kronik hastaliklarda oksidan iirlinlerinin yiikseldigini isaret eden bir
belirtectir. AGESs, indirgenmis sekerler ile protein, lipit, niikleik asitlerin amino gruplari
arasinda nonenzimatik bir reaksiyon olugsmaktadir. Bu reaksiyon ayni zamanda Maillard ya
da Browning reaksiyonu olarak da adlandirilmaktadir (Sekil 2.7) (Bierhaus ve digerleri,

1998).

Early glycated products —pm Intermediate glycated __p,. Advanced glycated products
products (Maillard reaction)
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) o — | — —_— |
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| ([;HZDH (CHOH),

(CHOH) 4
OI&OH

[ JE—

—_—— —

|
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reducing sugar Schiff base Amadari product Advanced glycated end products
(e. a. glucose) "crogs-links"

Sekil 2.7. Maillard reaksiyonu
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Normal metabolizmada belirli AGEs diizeyi goriilebilir fakat yiiksek AGEs diizeyinin
dolasim sistemi ve dokularda patojenik olabilecegini isaret etmektedir. AGEs’in patojenik
etkisinin oksidatif stres ve inflamasyon artisina neden oldugu sOylenmektedir. Yiiksek
AGEs diizeyi hiicre ylizey reseptorleriyle ya da ¢capraz bagh proteinlerle bag yaparak yapi

ve fonksiyonun degisimine neden olmaktadir (Uribarri ve digerleri, 2010).

2.6. Antioksidan sistem

Antioksidan savunma sistemi normal hiicre metabolizmasinda ki ROT tiirlerinin iiretimine
kars1 hiicresel homeostazisi korumaktadir. Antioksidan sistem metabolik enerjinin
kullanildig1 antioksidan maddeler tarafindan korunur. Antioksidan maddeler, alip
verdikleri elektronlar ile eslesmemis durumda olanlar1 elimine etmek igin serbest
radikalleri siiplirebilmektedir. Genellikle, antioksidan molekiiller ROT’u siiplirme
esnasinda daha kararli ya da daha az reaktif serbest radikaller haline doniisebilirler. Bircok
durumda siipiiriicii molekiiller serbest radikallerle kombine olmasi i¢in hidrojen radikali
temin etmektedir. Sonug¢ olarak yeni radikalin omrii eslenik sistem sayesinde baslangicta
olandan daha fazladir (Spiteller, 2003). Omrii uzatilan bu radikalin ikinci radikal ile
reaksiyona girilmesine izin vermektedir ve boylelikle bir siipiiriicii molekiil iki radikali yok

edebilmektedir.

Antioksidan molekiilleri endojen olarak tretilmektedir ya da eksojen olarak diyet veya
antioksidan takviyesi ile alinmaktadir. Endojen olan baslica antioksidan enzimleri
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’dir. SOD
stiperoksit anyonunu H,O;’e doniistirmektedir, ayrica H,O,, katalaz ve glutatyon
peroksidaz igin substrattir. Katalaz, hidroperoksiti su ve oksijene metabolize eder ve
glutatyon peroksidaz indirgenmis glutatyon (GSH) ile reaksiyona girdiginde H,0,, H,O’ya
katalize olur (Andreoli, 1991).

E ve C vitamini gibi eksojen antioksidanlar hiicre membraninda, hiicre i¢inde ve hiicre
disinda bulunmaktadir. ROT u uzaklastirmak ve inhibe etmek icin reaksiyona girerler.
Membranin hidrofobik lipit i¢ tabakasi farkli spektrumlarda antioksidana ihtiyag
duymaktadir. Yagda ¢oziinebilen E vitamini membran biitiinliigliniin kaybini1 6nlemek i¢in

bulunan en 6nemli antioksidanlardan biridir (Rodrigo, 2009: 2-18).
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2.6.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) ve Katalaz

Serbest oksijen radikali siipiiriiciisii olan SOD ve katalaz oksidatif stresin etkilerini
belirlemek agisindan kullanilan markerlerdir (Lawrence ve digerleri, 1995). Antioksidan
enzim sistemi bakir ve ¢inko igeren siiperoksit dismutaz (Cu-ZnSOD), mangan iceren
siiperoksit dismutaz (MnSOD), katalaz, GSH-Px, glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz-6-
fosfat dehidrojenaz (G6PD)’dan olusmaktadir. Bu enzimlerin 6zelligi normal metabolizma
ve oksidatif hasar sirasinda olusan toksik oksijen radikaline karsi koruma saglamaktir

(Sekil 2.8.) (Sun, 1990).

GSH NADP
GPx (}K > G6PD
H-0O GSSG NADPH

Sekil.2.8. Antioksidan enzim sistemi

Superoksit dismutaz (SOD)

McCord ve Fridovich tarafindan 1969 yilinda bulunmustur. Bu enzim siiperoksit serbest
radikalinin (O;") hidrojen peroksit (H,0,) ve molekiiler oksijene (O;) doniismesini
katalizlemektedir. SOD ailesi dort tane metallo formdan olusmaktadir. Bunlardan iki tanesi
yapilarinda bakir ve ¢inko icerirken digerleri manganez ve demir icermektedir. Bakir-¢inko
stiperoksit dismutaz (Cu-ZnSOD) bir¢ok 0karyotik hiicrede sitozolde bulunmaktadir. Cu-
ZnSOD’un farkl bir formu ekstraseliiler sivida bulunmaktadir ve ekstraseliiler SOD (EC-
SOD) olarak adlandirilmaktadir. Mangan siiperoksit dismutaz (MnSOD) mitokondrial
matrikste bulunmasinin yani sira bakterilerde de goriilmektedir. Demir siiperoksit dismutaz
(FeSOD) ise bir¢ok aerobik bakteride bulunmaktadir. FeSOD ve MnSOD ayn1 aminoasit
dizilerine sahipken Cu-ZnSOD’dan oldukga farklidir (Sun, 1990).
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Prokaryotik hiicrelerde sadece FeSOD ve MnSOD vardir. FeSOD temel yap1 enzimi iken
MnSOD indiiklenebilir enzimdir. Okaryotik hiicrelerde Cu-ZnSOD, EC-SOD ve MnSOD
olmak iizere ii¢ tip SOD bulunmaktadir. Cu-ZnSOD sitozolde bulunmakta ve iki 6zdes alt
tiniteden olugmaktadir. EC-SOD’un yapisinda da bakir ve ¢inko bulunmakta ancak 4 tane
birbirine esit ve nonkovalent bagli alt {initeden olusmaktadir. MnSOD mitokondrial
matrikste bulunmakta ve birbirine esit dort alt iiniteden olugmaktadir. Cu-ZnSOD
siyaniiree kars1 hassastir ancak kloroform-etanola karsi direnglidir. MnSOD ise siyaniire

kars1 direng gosterirken kloroform-etanol muamelesi ile bozulmaktadir (Sun, 1990).
Katalaz

Katalaz bilinen en eski enzimlerden biridir ve 1901 yilinda Loew tarafindan

isimlendirilmistir. Hidrojen peroksiti suya ve oksijene parcalar.
2H,0, ——» 2 H,0+ Oy

Birgok aerobik hiicrede bu enzim bulunmaktadir. Hayvan hiicrelerinde bir¢cok organda
bulunmasina ragmen karaciger ve eritrositlerde daha fazla konsantrasyonda bulunmaktadir.
Hiicre ici diizeyde daha cok peroksizomlarda (%80) ve sitozolde (%20) goriilmektedir.
Katalaz 240000 bagil molekiiler kiitleye sahiptir ve dort protein alt {initeden olugsmaktadir.
Her bir alt tinitenin aktif kismina hem grubu baglhidir. Katalazin inhibitdrleri azit, siyaniir,

3-amino-1,2.4 triazol, indirgenmis glutatyon ve ditiotreitoldur (Sun, 1990).

O,, hiicresel dongiilerle bir elektron alarak O, indirgenmektedir. O,", spontan
dismutasyon reaksiyonu ile hiicreler i¢in olduke¢a toksik olan H,O, molekiilii olugsmaktadir.
H,0,, Fe* veya diger gegis metallerinin varhginda Fenton reaksiyonu sonucunda oldukga
reaktif olan hidroksil OH' Radikali olugmaktadir. Son {iriin olarak H,O indirgenmektedir
(Sun, 1990). Reaktif radikaller O,", OH" ve H,O, membranlarin ¢oklu doymamis yag asiti
yan zincirinden bir hidrojen atomu alirlar ve lipid peroksidasyonuna neden olmaktadirlar
(Kale ve digerleri, 1999). Bu radikaller ayn1 zamanda DNA hasarina, enzim aktivitesi
degisimine, polisakkarit polimer yapisinin bozulmasina neden olarak oksidatif strese sebep

olur. Eger antioksidan sistem bastirilirsa bu durum hiicre hasariyla sonuglanmaktadir
(Halliwell, 1994).
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Molekiiler oksijen iiriinleri karst korumak i¢in hiicre icerisinde enzimatik ve enzimatik
olmayan bircok mekanizma ger¢eklesmektedir. SOD, katalaz, GSH-Px gibi enzimler
birincil antioksidan enzimleridir ve direk olarak aktif oksijen tiirlerini yok etmektedirler.
Glutatyon S-transferaz (GS), GR ve G6PD enzimleri ise ROT un detoksifikasyonuna karsi

ikincil antioksidan enzimlerdir (Sun, 1990).

2.6.2. Paraoksonaz-1 (PONL1)

Paraoksonaz-1 (PON1) hidoralazlar enzim ailesine ait (E.C.3.1.8.1), karaciger tarafindan
sentezlenen, plazmada aromatik karboksilik asit esterlerini ve organofosfatlar1 hidroliz
edebilme kapasitesine sahip bir enzimdir (Mackness, 1989; Mackness ve digerleri, 1996).
Yapilan calismalar farkli rat dokularinda PON1 enzimi oldugunu belirtmistir. Bunlar;
bobrek (Chemnitius ve digerleri,1983; Pond ve digerleri,1996), beyin (Chemnitius ve
digerleri, 1983; Pellin ve digerleri, 1990) ve akcigerdir (Pond ve digerleri, 1996). PON1
enzimi; karaciger, bobrek, kalp, beyin, ince bagirsak ve akciger disindaki dokularda da
bulunmaktadir (Furlong ve digerleri, 1980). PONI1 enziminin paraoksonaz ve arilesteraz
olmak tizere iki 6nemli aktivitesi klinik ve deneysel caligmalarda kullanilmaktadir (N.
Gupta ve digerleri, 2012). Ayrica PONI1 enziminin laktonaz aktivitesi de gosterilmistir.
PONT1’in laktonaz aktivesi, homosistein tiyolakton’un toksisitesine karst korudugu

bildirilmistir (Jakubowski, 2000).

PON1’in paraoksonaz aktivitesi (PON1-PON)

Paraoksonaz-1 (PON1)’in ilk olarak paraoksonaz aktivitesi (PON1-PON) bulunmustur.
PON1-PON’un insektisit zehirlenmesinde paraoksonun hidrolizini katalizledigi
bildirilmistir (Sekil 2.9). Boylece ksenobiyotik toksisitesine karsit koruyucu rol oynadigi
gozlenmistir (Costa ve digerleri, 2005).
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Sekil 2.9. Paraoksonaz-1’in paraoksonaz aktivitesi

PON1-PON lipit peroksidasyonunun detoksifiye edilmesinde antioksidan enzim olarak
kabul edilmistir (Mackness ve digerleri, 1991). PON1-PON, biyolojik sistemlerde bilinen
iki 6nemli molekiiler mekanizmanin diizenleyicisidir. Birincisi organofosfat bilesiklerini
ve sinir gazlarini hidrolize ederek bu bilesiklerin toksik etkilerinin azalmasinda etkin rol

oynamasidir (Sekil 2.10.) (Akgiir ve digerleri, 1999).

S 0]
" (0) ” (H,0) .
R — QP — OEt ———— R — OP — 0-C;Hs —————— (Et0);POy + R— OH + H30
Mikrozomal FON
| Oksidasyon |
OFEt 0-C,Hs Dietil fosfat
Organofosfatl Organofosfat-okson
Insektisit
0] O
” (H20) "
R—OP—F ————— R—OP— O +HF +H:0"
R, R,
Sinir Gazlar

Sekil 2.10. Organofosfatlarin metabolizmasinda PON1-PON’in rolii (R: Genel olarak
alkoksi grup, sarin gazi i¢in R1:isopropil halka, R2: metil grubu)

Organofosfat zehirlenmelerinde serum PON1-PON’un kontrol grubuna kiyasla anlamli
olarak diistiigli belirtilmistir (Sozmen ve digerleri, 2002). Diisiik serum PONI1-PON’un
ROT’u artirabilecegi ve sonucunda oksidatif stresle birlikte hiperglisemiye neden olacagi

belirtilmistir. Tip 1 ve tip 2 diyabet hastalarinda PON1-PON saglikli hastalara kiyasla
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belirgin olarak diigiik izlenmistir (Mackness ve digerleri 1998; Mackness ve digerleri,
2002).

PON1-PON’un ikinci énemli gorevi ise hidroliz sonras1 okside LDL ve HDL tarafindan
kroner arter hastaligina ve homosistein artigina karsi koruma saglamasidir (Mackness ve

digerleri, 1999; Aviram ve digerleri, 1998).

Toksik ajanlardan hiicresel hasara kars1 koruma saglayan mekanizma disinda PON1-PON
karaciger mikrosomlarinda lipid transferi ve VLDL partikiillerinin toplanmasinda (Ozols
ve digerleri, 1999) ve bakteriyel endotoksinlere kars1t korumada (La Du ve digerleri, 1999)

onemli rol oynamaktadir.

PON1’in arilesteraz aktivitesi (PON1-ARE)

PON1’de PONI1-ARE, fenil asetatin hidrolizini katalizleyen enzim aktivitesidir (Sekil
2.11) (Dias ve digerleri, 2014). Kardiyak sendromu olan hastalarda serum PON1-ARE’nin
PON1-PON ile birlikte oksidatif strese karst koruyucu enzim oldugu bildirilmistir (Giir ve
digerleri, 2007). PONI1-ARE, lipit peroksitlerin toksisitesine karst PON1’in diger
aktivetelere kiyasla en iyi antioksidan cevap gosterdigi sOylenmistir (Dais ve digerleri,

2014).

0 H:0 ﬁ
Hsc_llj_o_o ; H,C—C—O0H+HO
PONI- ARE

Fenil Asetat Asetik Asit Fenol

Sekil 2.11. PON1’in arilesteraz aktivitesi

2.7. Malathion’un oksidatif stresle iliskisi

Malathion’un eritrosit ve lenfositlerin fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerini bozdugu
bilinmektedir (Banerjee ve digerleri, 1998, 1999; Baselt ve Cravey, 1989). Pestisitler ve

diger kimyasallarin serbest radikal tiretiminde, antioksidanlarda ya da serbest oksijen
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radikaline kars1 koruyucu enzim sisteminde bozulmaya yol acarak oksidatif strese sebep
oldugu bilinmektedir (Agrawal ve digerleri, 1991; Almeida ve digerleri, 1997; El-
Sharkawy ve digerleri, 1994; Koner ve digerleri, 1997; 1998; Ray ve Banerjee, 1998).

Malathiona maruziyeti metabolik bozukluklar (Lasram ve digerleri, 2009), oksidatif stres
(Alp ve digerleri, 2011), immunotoksisite (Nain ve digerleri, 2011), inflamasyon
(Mostafalou ve digerleri, 2012) ve hepatotoksisite (Kalender ve digerleri, 2010) ile
iliskilendirilmektedir. Malathion tarafindan meydana gelen karacigerdeki patolojik
lezyonlar hepatosteatosise sebep olmaktadir. Kronik karaciger hastaligi patogenezinde
hepatik inflamasyonda rol oynar (Hotamisligil, 2006). Karaciger inflamasyonu
proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasina sebep olmaktadir. Bdylece inflamasyon
sinyallerinin artmasina ve sonrasinda hepatosteatosise devam etmesine neden olmaktadir.
Ayrica, ROT ve oksidatif stresin artmasi karaciger hasari ile iliskilendirilmektedir (Moore
ve digerleri, 2010). Malathion, malaoxon ile metabolize oldugunda karacigerde biiyiik
oranda ROT’ un artisina neden olmaktadir (Buratti ve digerleri, 2005). Malathion’un sebep
oldugu oksidatif stresin iki saat sonra saptandigi (Lasram ve digerleri, 2008) ve bunun
karacigerde toksisiteye sebep oldugu belirtilmistir. Epidemiyolojik, klinik ve deneysel
kanitlar antioksidanlarin hepatoprotektif etkisini belirtmektedir. Ayrica bazi antioksidanlar
hepatosteatosis esnasinda inflamatuar siirecin inhibisyonunu gostermektedir (Demirdren ve

digerleri, 2013).
2.8. inflamasyon ve Tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a)

Diazinon, fention ve Malathion gibi organofosfatlarin TNF-o, IL-6 (interlokin-6) gibi
inflamatuar sitokinleri artirdig1 rat ¢calismalarinda gosterilmistir ( Hariri ve digerleri, 2010;
Ayub ve digerleri, 2003). Ayn1 zamanda insan astrosit hiicre kiiltiirii ile yapilan ¢aligmada
bir organofosfat olan klorprifosun, IL-6’nin mRNA sentezinin artirdigi belirtilmistir.
Subkronik ya da kronik diisiik doz uygulamalarinda Malathion’un makrofaj fonksiyonunu
artirarak mast hiicrelerinin degraniilasyonuna neden oldugu gozlenmistir (Rodgers ve
Xiong, 1997a, 1997b). inflamatuar sitokinlerinin bu yiikselisi niikleer faktor-kappa B (NF-
KB) gibi redoks-duyarli transkripsiyon faktorlerinin aktivesine katki saglamaktadir
(Karami-Mohajeri ve Abdollahi, 2011). NF-KB karaciger hiicrelerinde hepatik insiilin
direncinin gelisimine neden olmaktadir (Arkan ve digerleri, 2005; Cai ve digerleri, 2005).

Diger bir deyisle NF-KB inflamatuar sitokinler tarafindan aktive olarak insiilin direncini
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tetiklemektedir (Mohseni-Salehi-Monfared ve digerleri, 2009). Bu sekilde inflamatuar
sitokinler ile glukoz dengesini diizenlemek i¢in iliskilendirilmistir (Kajbaf ve digerleri,
2007).

2.9. Organofosfatlarlarin karaciger enzimleri ve karaciger hasari iizerindeki etkileri

Alanin aminotransferaz (ALT) (EC 2.6.1.2) ve Aspartat aminotransferaz (AST) (EC
2.6.1.1) amino grubunun a-ketoglutarat transferini katalizleyerek piriivat ve glutamat
olusumunu saglar. Aminotransferazlar hiicre i¢i enzimlerdir ve karacigerde hiicre
diizenlenmesinde hiicre icerigi kana ge¢mez ve bu nedenle plazmada diisiik diizeyde
bulunur. Plazma aminotransferaz diizeyinin yiikselmesi, karaciger dokularinda hiicre
iceriginin kana gectigi ve ¢ok sayida karaciger hiicre yikimini gostermektedir (Ulukaya,
2007: 248-249). Laktat dehidrogenaz (LDH) oksidorediiktazlar enzim sinifa aittir (EC
1.1.1.27) ve piriivatin laktata cevrilmesini katalizlemektedir. Egsersiz halinde enerji
ihtiyacini karsilamak i¢in anerobik solunum kasta iiretilen ve kana salinan laktat, karaciger
hiicrelerinde piriivata okside edilir. Pirlivat ya glukoneogenez yoluyla glukoza

dontstiriiliir ya da TCA sikliisunda okside edilir (Ulukaya, 2007: 101).

Karaciger’de artan lipit peroksidasyonu sonucu hepotosit hiicrelerin  membran
permeabilitesi bozularak sitoplazma igerigi seliiler bosluga ge¢mekte ve bu sekilde

karaciger enzimleri kana salinmaktadir (Bagchi ve digerleri, 1995).

Yapilan ¢aligmalarda, Malathion (Kalender ve arkadaslari, 2010; Aboul-Soud ve digerleri,
2011), dimethoate (Saafi ve arkadaslari, 2011) ve diazinon (Gokcimen ve digerleri, 2007)
gibi organofosfatlara maruz kalan deney hayvanlarinin oksidatif stres parametrelerinin
artigl ile serum ALP, ALT, AST ve LDH aktivitesinin arttig1 ve bu durumun sonucu olarak

karaciger hasar1 meydana geldigi belirtilmistir.

Organofosfatlara uzun siire maruz kalan deney hayvanlarinda karaciger doku hasari
hispatolojik goriintiilerle de elde edilmistir. Organofosfatlara uzun silire maruz kalan
ratlarin karacigerinde %80 oraninda histopatolojik degisim gozlenmistir. Bu degisiklik
parlak subkapsuler infiltrasyon ve hepatositlerde diffuze olmus parankimat6z dejenerasyon
varligiyla ilgilidir. Hepatositlerin submikroskobik yapisinda acgik renkte lipid vakuolleri ve

hiicre organellerini igceren sitoplazma kalintilar1 belirtilirken mitokondri genellikle kabarik,
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matriks bos ve krista tahrip edilmis sekilde gozlenmistir (Tos'Luty ve digerleri, 2003).
Ayn1 zamanda kronik Malathion uygulamasi sonucunda Kkaraciger yapisinda hasar
belirtilmistir. Cesitli hiicrelerde de nekrozun histolojik 6zellikleri gozlenmistir. Ayrica,
Malathiona maruz kalan rat karacigerinde hepatositlerde sinusoid genisleme ve vakuol
olusumu, I6kositik inflamasyon, dilatasyon ve kan damarlarinin i¢ kanama sonucu

tikandig1 gozlenmistir (Atef, 2010).
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3. YONTEM

Bu ¢alisma, 12.03.2014 tarihinde Gazi Universitesi Yerel Etik Kurulu tarafindan G.U. ET.
14.015 kod numarasi karari ile kabul edilmis (EK-1) ve Ocak 2015 tarihinde 01/2015-01

proje koduyla Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan desteklenmistir.

3.1. Kullanilan Geregler

3.1.1 Deney hayvanlari

Bu ¢aligmada ortalama agirligi 230,75 gr olan 24 adet disi Wistar albino rat kullanilmistir.
Calisma grubunu olusturan tiim ratlar, Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Merkezi (GUDAM) biinyesinde, normal musluk suyu ve standart fare yemi ile serbest

olarak beslenmistir.

3.1.2. Kullanilan aletler ve cihazlar

1- Elisa Analizator (Sunrise)

2- Elisa Yikayici ( Tecan)

3- Spektrofotometre (Libra)

4- Otoanalizor (Roche Cobas model E411 marka ve Beckman Coulter marka AU2700
model)

5- Binokiiler mikroskop (Olympus, Cx30)

6- Hassas terazi ( Radwag AS220C/2)

7- Vorteks (Asistant, Reamix2789)

8- Homojenizator ( Schiitt, Homgen plus)

9- Santrifiij cihaz1 (Thermo Scientific, Heraeus Megafuce 40R)

10- Otomotik pipetler (Transferpette, Isolab, Medispec-plus, Isotherm)

3.1.3. Kullamlan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasallarin tamami Sigma markadir.

Notral tamponlanmis formalin, Sodyum karbonat (Na,CO3), Sodyum hidroksit (NaOH),
Folin ciocalteu’s fenol, Bakir (II) Siilfat (CuSOg4), Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), 1,1,3,3-
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tetraetoksipropan (TEP), siilfiirik asit HoSO4, Sodyum potasyum tartarat, Tiobarbitiirik asit
(TBA), Asetik asit (CH3;COOH), n-butanol (C4HyOH), piridin (C¢Hg), sodyum kloriir
(NaCl), Potasyum kloriir (KCI), di sodyum fosfat (Na;,HPQO,), potasyum fosfat (KH,PQy),
Bakir kloriir (CuCly), Bovine serum albiimin (BSA), Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA),
Ksantin oksidaz (XO) enzim ¢ozeltisi, Kloroform (CHCls), Etanol (C,HsOH), Hidrojen
peroksit (H,0,), Fenil asetat, Kalsiyum kloriir (CaCly), Potasyum hidroksit (KOH),
Anhtrone, Siilfiirik asit (H2SQOy), Glukoz.

3.2. Secilen Deney Hayvanlari ve Gruplarin Olusturulmasi

Hayvanlar her grupta 6 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildi.

1. Grup 1 (Kontrol Grubu): Oral gavaj yoluyla viicut agirliklariyla orantili olarak
misir yagi verildi.

2. Grup 2 (Malathion 100mg/kg): Misir yagi i¢inde 100mg/kg Malathion gavaj
yoluyla verildi.

3. Grup 3 (Malathion 200mg/kg): Misir yagi icinde 200mg/kg Malathion gavaj
yoluyla verildi.

4. Grup 4 (Malathion 400mg/kg): Misir yagi iginde 400mg/kg Malathion gavaj

yoluyla verildi.

Hayvanlar 1 giinlin sonunda ketamin-ksilazin anestezisi altinda feda edildi ve karaciger
dokular1 alind1. Karaciger yatay ve dikey olarak kesilerek 4 pargaya ayrildi. Dokulardan
biri histopatolojik incelemeler i¢in ndtral tamponlanmis formalin i¢ine konuldu. Bir diger
doku asetilkolinesteraz (AChE), kolinesteraz (ChE), ileri glikasyon son firtinleri (AGES),
timor nekrozis faktor alfa (TNF-a), total oksidan durum (TOS), Malondialdehit (MDA),
ileri protein oksidasyon firiinii (AOPP) diizeyi ve arilesteraz (PON1-ARE), siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz, Alanin aminotransferaz (ALT), Aspartat aminotransferaz (AST),
Laktat dehidrojenaz (LDH) enzim aktivitesini 6lgmek i¢in homojenize edildi. Digeri ise

karaciger ortalama glikojen miktarini belirlemek i¢in kullanildi.
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3.3. Karaciger Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Karaciger doku 6rnekleri derin dondurucudan ¢ikartildi, 1/10 oraninda (500 mg karaciger
dokusu + 4500 ml Tris-HCL) 50 mM pH=7,4 Tris-HCL tamponda buz igerisinde
homeojenize edildi. Siipernatantlar 3500 rpm’de 1 saat santrifiij edildi ve -80 °c

sogutucuda muhafaza edildi.

3.4. Metotlarin Uygulanmasi

3.4.1. Karaciger Doku Siipernatant Lowry Yontemi ile Protein Tayini

Kullanilan reaktifler:

A reaktifi: %2’lik Na,COj3 i¢inde 0,1 N’lik NaOH; distile su i¢inde hazirlandi.
B1 reaktifi: %2’lik Na-K tartarat; distile su i¢inde hazirland.

B2 reaktifi: %1°lik CuSOy; distile su i¢inde hazirlandi.

Folin ciocalteu’s fenol

Standart: 1 mg/ml bovine serum albiimin (BSA)

C soliisyonu: 0,5 ml B1 + 0,5 ml B2 + 16,5 ml A

Folin reaktifi: 1 hacim Folin ciocalteu’s fenol + 1 hacim distile su

Deneyin vapilist:

Cizelge 3.1. Karaciger doku siipernatant Lowry Protein deneyi

Standartlar, kor ve numune tiiplerine Cizelge 3.1.’de gosterildigi tizere eklendi. Deney

tiipleri vortekslendikten sonra 15 dakika bekletildi. Daha sonra tiiplere 200 pl folin reaktifi
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eklenerek tekrar vortekslendikten sonra 1 saat karanlikta inkiibe edildi. Tiipler 750 nm’de

kore karst okundu.

Hesaplama:

Doku protein standart absorbans ve protein miktar1 ile Sekil 3.1.’de gosterildigi lizere
standart egri grafigi cizildi ve standart egri denklemi hesaplandi. Denklemden numune

konsantrasyonlar1 “mg protein / ml” olarak hesaplandi1 (Lowry ve digerleri, 1951).

1,400 y =1,2757x - 0,1046
2 _
1200 / R? =0,9934
1,000
(72]
2 0,800 == OrtAbs
o)
= 0,600 —— Dogrusal (OrtAbs)
(72]
o)
< 0,400
0,200
0,000 . . .
0 0,5 1 1,5

Protein (mg/ml)

Sekil 3.1. Karaciger doku siipernatant protein standart grafigi

3.4.2. Karaciger Doku Siipernatant Malondialdehit (MDA) Analizi

Karaciger siipernatant MDA diizeyi silipernatanttaki proteinlerin sodyum dodesil siilfat
(SDS) ile baglanmasiyla 6rnekte bulunan MDA’nin tiobarbitiirik asit (TBA) ile ortam
pH’s1 3,5 oldugu sartlarda olusturdugu komplekse bagli kirmizi rengin spektrofotometrik
Ol¢limiine dayanarak belirlendi (Ohkawa ve digerleri, 1979).

Kullanilan Reaktifler

- % 8,1 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS); distile su i¢inde hazirland.
- % 0,8 Tiobarbitiirik asit (TBA); distile su i¢inde hazirlandi.
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- %20 Asetik asit (CH3COOH); distile su i¢inde hazirland1 (NaOH ile pH=3,5"a
ayarlandz).

- 1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP)

- n-butanol / piridin (15:1 v/v)

Standartlarin hazirlanmasi

25uL TEP alinip 100mL’ye tamamlanarak 1mM stok hazirlandi. Bu stoktan ImL alinip
50mL’ye %1°lik H,SO, ile tamamlandi. 2 saat oda sicakliginda bekletildi. 20 nmol/mL’lik
standart] hazirlanarak, bu standarttan seri diliisyonlarla 10 ve 5 nmol/mL’lik standartlar

hazirlandi.

Deneyin yapilisi

Cizelge 3.2. Karaciger doku silipernatant MDA deneyi

Numune ve standart tiiplere Cizelge 3.2.’de gosterildigi iizere soliisyonlar ve miktarlari
eklendi. Elde edilen karigim 1 saat, 95 °C su banyosunda kaynatildi ve hemen sogutularak
tiiplere 250 pl distile su ve 1,25 ml n-butanol / piridin (15/1 v/v) karisimi eklendi. Daha
sonra 400 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip iist faz 532 nm’de n-butanole kars1 okundu.

MDA standart olarak 1,3,3,3 tetrametoksi propan kullanilarak standart grafik elde edildi
(Sekil 3.2.) ve 6rneklerin absorbans degerlerinin nmol/lt cinsinden karaciger dokusu MDA
diizeyi saptandi. Sonuglar numune konsanstrasyonu ile carpilarak “nmol/g doku” olarak

sonuglar belirlendi.
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Sekil 3.2. Karaciger doku siipernatant MDA standart grafigi
3.4.3. Karaciger Doku Siipernatant ileri Protein Oksidasyon Uriinii (AOPP) Analizi

Karaciger doku stlipernatant AOPP diizeyleri, AOPP’nin potasyum iyodiir ile olusturdugu
renkli kompleksin 340 nm dalga boyunda spektrofotometrik Ol¢iimiine dayanarak

belirlendi (Witko-Sarsat ve digerleri, 1996).

Kullanilan reaktifiler

- Fosfat Tamponlu Salin (PBS) (80 g NaCl, + 2 g KCI + 14,4 g Na;HPO, + 2,4 ¢
KH,;PO,4); pH=7,4te 1 L distile su da ¢oziildii (800 ml’de HCI ile pH ayarladi,
sonra 1000 ml’ye tamamlandi). 1 hacim PBS 10 hacim distile oraninda ¢alisma
sollisyonu hazirlandi.

- 1,16 M Potasyum iyodiir (KI)

- Kloramin T (CIT)

- Asetik asit

Standartlarin hazirlanmasi

- Standart 1: 100 uM i¢in 11 mg C1 T (MA: 227,6 g/mol) tartildi; 500 ml distile su
icinde ¢6ziindii (Stok olarak kullanildi).

- Standart 2: 75 uM i¢in 300 pl stok + 100 pl distile su karigtirildu.

- Standart 3: 50 uM i¢in 200 pl stok + 200 pl distile su karigtirildu.
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- Standart 4: 25 puM i¢in 100 pl stok + 300 pl distile su karigtirildu.
- Standart 5: 12,5 uM i¢in 50 pl stok + 350 pl distile su karistirildi.
- Standart 6: 6,25 pM i¢in 25 pl stok + 375 pl distile su karistirildi.

Numunelerin hazirlanmasi

- Siipernatant 1/20 diliisyon oraniyla 10 pL siipernatan + 190 pL. PBS ¢alisma soliisyonu
ile karistirildu.

Deneyin vapilist:

Cizelge 3.3. Karaciger doku siipernatant AOPP deneyi

Cizelge 3.3.’de gosterildigi gibi soliisyon ve miktarlar1 eklendi. Daha sonra numuneler 340

nm’de okundu.

Hesaplama

Cl T standartlariyla standart egri grafigi cizildi (Sekil 3.3.). Numunelerden elde edilen
egriden denklemin formili hesaplandi. Doku proteine bdliinerek sonuglar “mmol/mg

protein” cinsinden hesaplandi.
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Sekil 3.3. Karaciger doku siipertanatant AOPP standart egri grafigi

3.4.4. Karaciger Doku Siipernatant Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Analizi

Karaciger doku siipernatant SOD aktivitesi ksantinin ksantin oksidaz ile O, olusturmasi ve
bunun Nitro Blue Tetrazolium Kloriir (NBT) ile renkli bir bilesik olusturarak renk

siddetinin spektrofotometrik 6lgliimiine dayanarak belirlendi (Sun ve digerleri, 1988).

Kullanilan Reaktifler

Stok ksantin: 3 mmol/L

NBT: 150 pmol/L

Na,COs: 150 umol/L

N, o- bis( trimetilsilil) asetamid (BSA): 1 mg/ml

CuCl;: 0.8 mmol/L

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA): 0.6 mmol/L

Ksantin oksidaz (XO) enzim ¢dzeltisi: 25 U’lik enzim 1/100 (v/v) 2 M’lik amonyum siilfat
¢Ozeltisi ile diliie edildi.

Kloroform/ etanol: 3/5 (v/v)

Reaktif karisimi: 80 ml 10 kat diliie edilmis stok ksantin ¢ozeltisi + 40 ml EDTA + 40 ml
NBT + 24 ml Na,COs3 + 12 ml BSA karistirilir.
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Deneyin vapilisi

Stipernatantlar, kloroform/etanol karisimi ile 1/1 (v/v) oraninda karistirildi. 5000 x g’de +4
0C’de 30 dakika santrifiij edildi.

Cizelge 3.4. Karaciger doku silipernatant SOD aktivitesi deneyi

Cizelge 3.4.’de gosterildigi gibi kor ve numune tiiplerine soliisyonlar ve miktarlar1 eklendi.
Sonra tiiplere 0,8 mM CuCly’den eklenip ve 560 nm dalga boyunda spektrofotometrik

absorbans degeri distile suya kars1 okundu.
Hesaplama
(Kor abs — Numune abs)

% inhibisyon = x 100
Kor abs

Metodun prensibine gére, % 50 inhibisyon 1 Unite (U) aktivitiye karsilik gelir. SOD enzim
tayini sonucu elde edilen sonuglar protein miktarma béliinerek “U / mg protein” olarak

hesaplandi.
3.4.5. Karaciger Doku Siipernatant Katalaz Aktivitesi Analizi

Karaciger doku silipernatant katalaz aktivitesi 240 nm dalga boyunda hidrojen peroksidin
katalaz tarafindan parcalanmasina baglh olarak degisen absorbans miktarinin

spektrofotometrik 6l¢timiine dayanarak belirlendi (Aebi, 1974).
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Kullanilan reaktifler

- Fosfat Tamponu: 50 mM pH = 7°de Na,HPO, / KH,PO,4 hazirland:.
- Tamponlanmis H,O;, ¢ozeltisi: 50 mM pH = 7 fosfat tamponun igine ¢ozelti

absorbansi 0,5 olacak sekilde % 30’luk H,O,’den katilarak hazirlandi.

Deneyin vapilis

Cizelge 3.5. Karaciger doku siipernatant katalaz aktivitesi deneyi

Kor olarak, icinde H2O; olmayan fosfat tamponu kullanildi. Numune tiipline tamponlanmis

H,0; ¢ozeltisi konup iizerine numune eklenildi (Cizelge 3.5.) ve hizla 240 nm’de 1 dakika

arayla 2 dakika absorbans degisimi kaydedildi.

Hesaplama

(0.dakika absorbans — 2.dakika absorbans)
A absorbans =

2

H,0, i¢in molar absorbsiyon katsayisi £=0,043 mM™ cm™

A absorbans X ( Toplam Reaksiyon Hacmi )
Katalaz aktivitesi =

Numune Hacmi X £ (H,O,) X 1000

Sonuglar U / ml olarak kaydedildi ve doku protein miktarma boliinerek U / mg protein

olarak sonuglar hesaplandi.
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3.4.6. Karaciger Doku Siipernatant PON1-ARE

Karaciger doku siipernatant PON1-ARE; 1 tiinite PON1 fenil asetatt 1 umol’nii her
dakikada hidrolize etmesiyle degisen absorbans degerinin spektrofotometrik Ol¢iimiine
dayanarak belirlendi (Sekil 3.4.) (Beltowski ve digerleri, 2005) (Karagegili, 2012).

1
/L +  HO” O
+H-0
2 OH Asetik asit
Fenil Asetat Fenol

Sekil 3.4. PON1-ARE yontemi i¢in kullanilan reaksiyon

Kullanilan reaktifler

- 2 mM fenil asetat
- 2mM CaCl,
- 100 mM Tris-HCI (pH = 8)

Deneyin Yapilisi

3 ml karisim igerisinde 2 mM fenil asetat, 2 mM CaCl, ve 10 ul homejanat 100 mM Tris-
HCL (pH = 8) tamponu icerisinde eklendi. Toplam 3 dakika olmak iizere baslangictan her
1 dakikalik araliklarla 270 nm dalga boyunda spektrofotometrik absorbans degerinin
degisimi kaydedildi.

Hesaplama

AA (Delta Absorbans) = 3. dakika absorbans degerinden ilk okunan absorbans

degeri ¢ikarildi ve sonug 3’e boliindii.

- Sonuglar Ez7;p = 1310 M7t em? katsay1 ile c¢arpildi. Sonuglar (mol/litre)/dakika
olarak belirlendi.

- Cikan sonucu 10°ile carpildi ve (umol/litre)/dakika olarak belirlendi.

- Ardindan mililitre ¢evirmek igin 10% ile boliindii ve sonu¢ (umol/mililitre)/dakika

belirlendi.
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- Cikan sonug seyreltme oraniyla (300X) carpilarak sonu¢ U / ml enzim birimine
cevrildi.
- Elde edilen sonuglar doku protein miktarina béliinerek “U / mg protein” olarak

hesaplandi.

3.4.7. Karaciger Doku Glikojen Miktari

Glikojen miktart ham karaciger dokusunun KOH pargalanmasi sonucu olusan glukozun
kuvvetli asidik ortamda anthrone ¢ozeltisi glukozla reaksiyona girmesi ve olusan renkli

bilesigin spektrometrik 6l¢limii esasina dayanmaktadir (Seifter ve digerleri, 1950).

Kullanilan reaktifler

- Potasyum hidroksit (KOH)
- 9% 0,2’lik Anhtrone ¢ozeltisi
- Silfirik asit (H2SO4)

- Glukoz

Deney yapilist

1,5 ml %30’Iuk KOH ¢ozeltisi i¢ine 500 mg ham karaciger dokusu konuldu ve 95 °C’de 45
dakika kaynatildi. Tiipler her 10 dakika da bir karigtirild1 ve buharlagsmanin engellenmesi
icin tiiplerin {izeri kapatildi. Tiipler oda sicakliginda sogutulduktan sonra 1:100000
diliisyon oraninda glikoz/distile su standart1 ve numune/distile su hazirlandi. 1 ml diliisyon
ve 2 ml H,SO, iginde % 0,2’lik anthrone ¢ozeltisi karistirildi. Soliisyonlar 620 nm dalga

boyunda spektrofotometrik dl¢limiine dayanarak absorbans degerleri belirlendi.

Hesaplama

Hesaplamada “1,11” degeri glukozun glikojene ¢evrimi katsay1 faktorii olarak kullanildi.

100 x Serum Abs.

Glikojen miktar1 (mg) =
1,11 x Glikoz standart Abs.
Cikan sonuglar 5’e boliinerek glikojen miktar1 “mg / 100 mg” olarak hesaplandi.



3.4.8. Karaciger Doku Siipernatant TOS Analizi

Karaciger doku TOS diizeyi Rel Assay Diagnostics Kit (Katalog No: RL0024 ) ile 6lgiildii.
Bu kit, doku homojenatlarinda var olan oksidanlarin ferroz (Fe+2) iyonlar1 ferrik (Fe+3)

+2,

iyona doniistiirmesi sonucu Fe “’nin asidik ortamda kromojen ile renkli bir bilesik

olusturmas1 sonucunda spektrofotometrik olarak 6l¢iim esasina dayanmaktadir. Assay,
H,0; ile kalibre edilmektedir ve sonuclar litre basina mikromolar hidrojen peroksit

esdegeri cinsinden ifade edilmistir (umol H,O, Equiv./L).
Kit igerigi
Kit igerigi Cizelge 3.5.” de gosterilmistir.

Cizelge 3.5. TOS Rel assay diagnostics kit igerigi
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Deneyin Yapilisi

Cizelge 3.6. Karaciger doku siipernatant TOS deneyi

Cizelge 3.6.’daki reaktif 2 numune ve standart tiiplere eklendikten 5 dakika sonra 530 nm
dalga boyunda ikinci absorbans degeri okundu (A2).

Hesaplama

Standart Konsanstrasyonu (SK) =20 umol /L

Numune absorbans farki ( A2 — Al)
Karaciger doku TOS Sonug (umol /L) = x SK
Standart absorbans farki ( A2 — Al)

3.4.9. Karaciger Doku Siipernatant Asetilkolinesteraz (AChE) Aktivitesi Analizi

Karaciger doku siipernatant AChE aktivitesi Shanghai YH Biosearch marka (Katalog No:
YHBO0O033Ra) elisa kit ile ¢alisildi. Bu kit, AChE monoklonal antikor yaptigi kompleksin
biyotin ile isaretlenmesi yikama ve inkiibasyon sonrasi substratlarla rengin maviye
sonrasinda yesil renge degisiminin spektrofotometrik olarak Ol¢limi  esasina

dayanmaktadir.

Kit icerigi

- ELISA plate
- Standard solution (160U/L)



- Streptomycin-HRP

- Streptavidin-HRP

- Stop soliisyonu

- Kromojenik reaktif A

- Kromojenik reaktif B

- Anti AChE antikor (biyotinle isaretlenmis)
- Standard diliisyon

- Yikama soliisyonu

Standartlarin hazirlanisi

Cizelge 3.7. AChE kit standartlarinin hazirlanisi

Cizelge 3.7°de gosterildigi gibi seri diliisyonlarla standartlar hazirlandi.

Yikama soliisyonu hazirlanisi

Yikama soliisyonu distile su ile (30X) seyreltildi.
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Deneyin vapilisi

Cizelge 3.8. Karaciger doku siipernatant AChE aktivitesi analizi

Hesaplama

Cizelge 3.8’deki gibi soliisyonlar kuyucuklara eklendikten 10 dakika i¢inde 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik Ol¢limiine dayanarak belirlendi. Blank’te okunan absorbans
degeri standart ve numunelerde okunan absorbans degerinden c¢ikarildi. Sekil 3.5.°de
gosterildigi gibi standart egri grafigi ve denklemi hesaplandi. Bu denklemden numunelerin
konsantrasyonu “U/L” olarak belirlendi. Sonuglar “U/ml” gevrilerek, elde edilen sonuglar

doku protein miktarina bdliinerek “U / mg protein” olarak hesaplandh.
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Sekil 3.5. Karaciger siipernatant AChE aktivitesi standart egri grafigi

3.4.10. Karaciger Doku Siipernatant AGEs Analizi

Karaciger doku siipernatant AGEs diizeyi Shanghai YH Biosearch marka (Katalog No:
YHBO0048Ra) elisa kit ile ¢alisildi. Bu kit, AGEs monoklonal antikor yaptig1 kompleksin
biyotin ile isaretlenmesi yikama ve inkiibasyon sonrasi substratlarla rengin maviye
sonrasinda yesil renge degisiminin spektrofotometrik olarak Olglimii  esasina

dayanmaktadir.

Kit icerigi

- ELISA plate

- Standard solution (96 ng/ml)

- Streptomycin-HRP

- Streptavidin-HRP

- Stop soliisyonu

- Kromojenik reaktif A

- Kromojenik reaktif B

- Anti AGEs antikor (biyotinle isaretlenmis)
- Standard diliisyon

- Yikama soliisyonu
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Standartlarin hazirlanisi

Cizelge 3.9. AGEs kit standartlarinin hazirlanisi

Cizelge 3.9.’da gosterildigi gibi seri diliisyonlarla standartlar hazirlandi.

Yikama soliisyonu hazirlanisi

Yikama soliisyonu distile su ile (30X) seyreltildi.

Deneyin vapilist

Cizelge 3.10. Karaciger doku siipernatant AGEs analizi
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Hesaplama

Cizelge 3.10.’daki gibi soliisyonlar kuyucuklara eklendikten 10 dakika i¢inde 450 nm
dalga boyunda spektrofotometrik Olglimiine dayanarak belirlendi. Blank’te okunan
absorbans degeri standart ve numunelerde okunan absorbans degerinden cikarildi. Sekil
3.6.’da gosterildigi gibi standart egri grafigi ve denklemi hesaplandi ve bu denklemden

numunelerin konsantrasyonu “ng/ml” olarak belirlendi.

16
14 y = 0,028x + 0,0338
’ / R? = 0,9976
1,2
2
= 1
S os —o—AGEs
8 0,6 Dogrusal (AGEs)
<
0,4
0,2
0 T T T T T T T 1

0 6 12 18 24 30 36 42 48

AGEsngl
Sekil 3.6. Karaciger doku siipernatant AGEs standart egri grafigi

3.4.11. Karaciger Doku Siipernatant TNF-a Analizi

Karaciger doku siipernatant TNF-a diizeyi Shanghai YH Biosearch marka (Katalog No:
YHB1098Ra) elisa kit ile ¢aligildi. Bu kit, TNF-a monoklonal antikor yaptig1 kompleksin
biyotin ile isaretlenmesi yikama ve inkiibasyon sonrasi substratlarla rengin maviye
sonrasinda yesil renge degisiminin spektrofotometrik olarak Ol¢limii  esasina

dayanmaktadir.

Kit igerigi

- ELISA plate
- Standard solution (1280ng/L)
- Streptomycin-HRP
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- Streptavidin-HRP

- Stop soliisyonu

- Kromojenik reaktif A

- Kromojenik reaktif B

- Anti TNF-a antikor (biyotinle isaretlenmis)
- Standard diliisyon

- Yikama soliisyonu

Standartlarin hazirlanisi

Cizelge 3.11. TNF-a kit standartlarinin hazirlanisi

Cizelge 3.11.’de gosterildigi gibi seri diliisyonlarla standartlar hazirlandi.

Yikama soliisyonu hazirlanisi

Yikama soliisyonu distile su ile (30X) seyreltildi.
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Deneyin Yapilisi

Cizelge 3.12. Karaciger doku TNF-a analizi

Hesaplama

Cizelge 3.12.°deki gibi soliisyonlar kuyucuklara eklendikten 10 dakika icinde 450 nm
dalga boyunda spektrofotometrik Ol¢limiine dayanarak belirlendi. Blank’te okunan
absorbans degeri standart ve numunelerde okunan absorbans degerinden ¢ikarildi. Sekil
3.7.’de gosterildigi gibi standart egri grafigi ve denklemi hesaplandi ve bu denklemden

numunelerin konsantrasyonu “ng / L” olarak belirlendi.
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Sekil 3.7. Karaciger doku siipernatant TNF-a standart egri grafigi

3.4.12. Karaciger Doku Siipernatant ALT, AST, LDH Aktivitesi Analizi

Karaciger doku siipernatant ALT, AST, LDH aktivitesi Roche Diagnostics marka Cobas

E411 model otoanalizor ile 1/50 diliisyon oraniyla ¢aligildi.

Numunedeki ALT, L-alanin ile 2-oksoglutarat arasindaki reaksiyonu katalize etmektedir.
Reaksiyon sonucu olusan piruvat, LDH 1n katalizledigi reaksiyonda NADH tarafindan
indirgenerek L-laktat ve NAD"’1 olusturmaktadir (Bergmeyer ve digerleri, 1986a).

ALT
L-alanin + 2- oksoglutarat ———> Piruvat + L-glutamat

LDH
Piruvat + NADH +H* —>  L-laktat + NAD"

NADH oksidasyonunun hizi, katalitik ALT aktivitesiyle dogru orantilidir ve cihaz,

absorbanstaki azalmanin 6lclilmesiyle ALT aktivitesini belirlemektedir.

Numunedeki AST, L-aspartat ve 2-oksoglutarat arasinda bir amino grubun tasinarak
oksaloasetat ve L-glutamat olusumunu katalize etmektedir. Ardindan oksaloasetat, malat
dehidrojenazin (MDH) varliginda NADH ile reaksiyona girerek NAD ™1 olusturmaktadir
(Bergmeyer ve digerleri, 1986b).
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AST
L-aspartat + 2- oksoglutarat —— Oksaloasetat + L-glutamat

MDH
Oksaloasetat + NADH +H* ———> L-malat + NAD"

NADH oksidasyonunun hizi, katalitik AST aktivitesiyle dogru orantilidir ve cihaz,
absorbanstaki azalmanin 6lgiilmesiyle AST aktivitesini belirlemektedir.

Numunedeki LDH L-laktatin piruvata doniisiimiinii katalizlemektedir (van der Heiden ve
digerleri, 1994).

LDH
L-laktat + NAD® —— > Piruvat + NADH +H"

NADH olusumunun baglangi¢c hiz1 katalitik LDH aktivitesiyle dogru orantilidir ve cihaz,

absorbanstaki artisin fotometrik olarak LDH aktivitesini 6l¢mektedir.

Tiim sonuglar “U/L” olarak belirlendi. Cikan sonuglar “U/ml” ¢evrildikten sonra doku

protein miktarma béliinerek sonuglar “U/mg protein” olarak hesaplandi.
3.4.13. Karaciger Doku Siipernatant Kolinesteraz Aktivitesi Analizi

Karaciger doku siipernatant ChE aktivitesi Roche Diagnostics marka Cobas E411 model

otoanalizor ile ¢alisildi.

Cihaz, Schmidt ve digerleri (1990) tarafindan yaymnlanan ydntem prensibiyle

caligmaktadir. Bu yonteme gore;

ChE
Biitiriltiyokolin + HHO ————> Tiyokolin + Biitirat

Tiyokolin + Potasyum hekzasiyanoferrat (I1l) ——>

Ditiyobis + Potasyum Hekzasiyanoferrat (I1)
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ChE, biitiriltiyokolini tiyokolin ve biitirat hidrolizini katalizler. Tiyokolin, sar1 renkteki
(ITI) hekzasiyanoferratt renksiz hekzasiyanoferrata (II) indirger. Renkteki bu azalma

fotometrik olarak Ol¢iilmektedir.

Sonuglar “U/L” olarak belirlendi. Cikan sonuglar “U/ml” ¢evrildikten sonra doku protein

miktarina béliinerek sonuglar “U/mg protein” olarak hesapland.
3.4.14. Karaciger Dokusu Histopatolojik incelemeler

Her karaciger dokulart %10’luk tamponlanmis formalin i¢inde fikse edilerek calisma
zamanina kadar bekletildi. Histapatalojik inceleme yapilacagi zaman her doku 4 pm
kalinliginda kesildikten sonra hematoksilen ve eozin ile boyandi, Olympus marka Cx30
model binokiiler 151k mikroskop ile histopatolojik incelemeler yapildi ve doku hasarin

gosteren fotograflar gekildi (Al-Attar, 2010).
3.5. Verilerin Analizi

Calismadan elde edilen verilerin degerlendirilmesi ve tablolarin olusturulmasi amaciyla
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) version 20 kullanildi. Elde edilen verilerin
sunumu i¢in ortalama, median, standart hata, maxiumum, minumum degerler kullanildi.
Normal dagilim gostermeyen igin gruplar arasinda farkin anlamlilik diizeyini belirlemek
icin Kruskal Wallis Testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 altinda olan degerler i¢in 2
grup arasindaki farkin anlamlilik belirlemek i¢cin Mann-Whitney U testi kullanildi ve
bonferroni diizeltmesi yapildi. 2 grup arasindaki p<0.013 altindaki degerler i¢in anlamli
kabul edildi. Parametreler arasindaki korelasyonu incelemek amaciyla normal dagilim

gostermeyen gruplar arasinda Spearman Korelasyon Analizi yapildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada bulgularin degerlendirilmesi yapilirken, calisma grubu dort grup olarak

siniflandirilmastir.

Grup 1: Kontrol grubu

Grup 2: Diisiik doz grubu (Malathion 100mg/kg)
Grup 3: Orta doz grubu (Malathion 200mg/kg)
Grup 4: Yiiksek doz grubu (Malathion 400mg/kg)

Tiim gruplar icin biitiin parametrelerin ortalama + standart hata degerleri Cizelge 4.1.’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Kontrol ve doz gruplarinin biitiin parametrelerinin ortalama ve standart hata
degerleri
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4.1. Kontrol ve Doz Gruplarinin Karaciger AChE Aktivitesi ve Istatistik Bulgular

Kontrol ve doz gruplart her biri kendi aralarinda karsilagtirildiginda karaciger AChE

aktivitesi gruplar arasinda anlamli fark bulunamamistir (p= 0,384; p>0.05).

Tiim gruplarin karaciger AChE aktivitesi i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en diisiik

ve en yliksek seviyeleri Cizelge 4.2.’de ve Sekil 4.1.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Kontrol ve doz gruplarinin AChE aktivitesi i¢in ortalama + standart hata,
ortanca, en diisiik ve en yiiksek degerleri
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Sekil 4.1. Karaciger AChE aktivitesi
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4.2. Kontrol ve Doz Gruplarimn Karaciger ChE Aktivitesi ve Istatistik Bulgular

Kontrol ve doz gruplari her biri kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger ChE

aktvitesi gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (p= 0,003; p<0.05).

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’iin, Grup 1’e gore
karaciger ChE aktivitesinin anlamli olarak azaldigi bulunmustur (sirasiyla p= 0,002, p=
0,002, p= 0,002; p<0.013).

Karaciger ChE aktivitesinin yiizdelik inhibisyon degerleri ise;

v" Grup 2’de ChE aktivitesinin Grup 1 gére %53 inhibisyon,
v Grup 3’de ChE aktivitesinin Grup 1 gére %43 inhibisyon,
v Grup 4’te ChE aktivitesinin Grup 1 gore %351 inhibisyon,

oldugu gozlenmistir.

Tiim gruplarin karaciger AChE aktivitesi i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en diisiik

ve en yiiksek seviyeleri Cizelge 4.3.’de ve Sekil 4.2.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Kontrol ve doz gruplarinin ChE aktivitesi i¢in ortalama + standart hata,
ortanca, en diigiik ve en yiiksek degerleri

a: p=0,002 (Grup 1 ile Grup 2’nin karsilastirilmasi)
b : p=0,002 (Grup 1 ile Grup 3’iin karsilastirilmasi)
¢ : p=0,002(Grup 1 ile Grup 3’iin karsilastirilmasi)

o
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Sekil 4.2. Karaciger ChE aktivitesi

4.3. Kontrol ve Doz Gruplarinin Karaciger MDA Diizeyi ve Istatistik Bulgular

Kontrol ve doz gruplari her biri kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger MDA

diizeyinde gruplar arasinda anlamli fark bulunamamuistir (p= 0,601; p>0.05).

Gruplarin karaciger MDA diizeyi icin ortalama + standart hata, ortanca, en diisiik ve en

yiiksek seviyeleri Cizelge 4.4. ve Sekil 4.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Kontrol ve doz gruplarinin karaciger MDA diizeyi i¢in ortalama + standart
hata, ortanca, en diisiik ve en yiiksek degerleri
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Sekil 4.3. Karaciger MDA diizeyi

4.4. Kontrol ve Doz Gruplarimin Karaciger AOPP Diizeyi ve Istatistik Bulgular

Kontrol ve doz gruplar1 her biri kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger AOPP
diizeyinde gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (p= 0,014; p<0.05).

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 3’tin, Grup 2’ye gore karaciger AOPP
diizeyinin anlamli olarak arttig1 (p= 0,012; p<0.013), ayn1 zamanda Grup 4’iin, Grup 2’ye
gore karaciger AOPP diizeyinin anlamli olarak arttig1 bulunmustur (p= 0,009; p<0.013).

Gruplarin karaciger AOPP diizeyi i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en diisiik ve en

yiiksek seviyeleri Cizelge 4.5.’de ve Sekil 4.4.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Kontrol ve doz gruplarinin karaciger AOPP diizeyi i¢in ortalama, standart
hata, ortanca, en diisiik ve en yliksek degerleri

a:p=0,012 (Grup 2 ile Grup 3’lin karsilagtirilmasi)
b : p=0,009 (Grup 2 ile Grup 4’iin karsilagtiritlmasi)
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Sekil 4.4. Karaciger AOPP diizeyi

4.5. Kontrol ve Doz Gruplarimin Karaciger AGEs Diizeyi ve Istatistik Bulgular

Kontrol ve doz gruplar1 her biri kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger AGEs

diizeyi gruplar arasinda anlamli fark bulunamamistir (p= 0,162; p>0.05).

Tim gruplarin karaciger AGEs diizeyi i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en diisiik ve

en yiiksek seviyeleri Cizelge 4.6.’de ve Sekil 4.5.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. Kontrol ve doz gruplarmin karaciger AGEs diizeyi i¢in ortalama, standart
hata, ortanca, en diisiik ve en yliksek degerleri
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Sekil 4.5. Karaciger AGEs diizeyi

4.6. Kontrol ve Doz Gruplarinin Karaciger TOS Diizeyi ve Istatistik Bulgular

Kontrol ve doz gruplart her biri kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger TOS

diizeyinin gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (p=0,001; p<0.05).
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Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 4’tin, Grup 1’e ve Grup 2’ye gore
karaciger TOS diizeyinin anlamli olarak arttigi (p= 0,002, p= 0,002; p<0.013), ayn1
zamanda Grup 3’lin; Grup 2’ye gore karaciger TOS diizeyinin anlamli olarak arttig1

bulunmustur (p= 0,009,; p<0.013).

Gruplarin karaciger TOS diizeyi i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en diisiik ve en

yiiksek seviyeleri Cizelge 4.7.’de ve Sekil 4.6.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Kontrol ve doz gruplarinin karaciger TOS diizeyi i¢in ortalama =+ standart
hata, ortanca, en diislik ve en yliksek degerleri

a : p=0,009 (Grup 2 ile Grup 3’lin karsilagtirilmasi)
b : p=0,002 (Grup 1 ile Grup 4’iin karsilagtiritlmasi)
¢ : p=0,002 (Grup 2 ile Grup 4’iin karsilastirilmast)
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Sekil 4.6. Karaciger TOS diizeyi
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4.7. Kontrol ve Doz Gruplarimn Karaciger Katalaz Aktivitesi ve Istatistik Bulgular

Kontrol ve doz gruplart her biri kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger katalaz
aktivitesinde gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (p= 0,002; p<0.05).

Gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiginda Grup 3 ve Grup 4’iin, Grup 1’e gore karaciger
katalaz enzim aktivitesinin anlamli olarak arttigi bulunmustur (p= 0,002, p= 0,002;
p<0.013).

Gruplarin karaciger katalaz aktivitesi i¢in ortalama =+ standart hata, ortanca, en diisiik ve en

yiiksek seviyeleri Cizelge 4.8.’de ve Sekil 4.7.’da gosterilmistir.

Cizelge 4.8. Kontrol ve doz gruplarinin karaciger katalaz aktivitesi i¢in ortalama + standart
hata, ortanca, en diigiik ve en yiiksek degerleri

: p=0,002 (Grup 1 ile Grup 3’iin karsilastirilmasi)
p=0 002 (Grup 1 ile Grup 4’{in karsilastirilmasi)
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Sekil 4.7. Karaciger Katalaz aktivitesi

4.8. Kontrol ve Doz Gruplarinin Karaciger SOD Aktivitesi ve istatistik Bulgular

Kontrol ve doz gruplari her biri kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger SOD

aktivitesinde gruplar arasinda anlamli fark bulunamamustir (p= 0,131; p>0.05).

Tiim gruplarin karaciger SOD aktivitesi i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en diisiik ve

en yiiksek seviyeleri Cizelge 4.9.’de ve Sekil 4.8.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Kontrol ve doz gruplarinin karaciger SOD aktivitesi i¢in ortalama =+ standart
hata, ortanca, en diigiik ve en yiiksek degerleri
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4.9. Kontrol ve Doz Gruplarmn Karaciger PON1-ARE Aktivitesi ve Istatistik

Bulgular

Kontrol ve doz gruplart her biri kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger PON1-ARE
aktivitesinde gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (p= 0,009; p<0.05).

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 3 ve Grup 4’iin, Grup 1’e gore karaciger
PON1-ARE enzim aktivitesinin anlamli olarak azaldigi bulunmustur (p= 0,002, p= 0,002;
p<0.013).

Gruplarin karaciger doku PON1-ARE aktivitesi i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en

diisiik ve en yiiksek seviyeleri Cizelge 4.10.’da ve Sekil 4.9.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.10. Kontrol ve doz gruplarimin karaciger PON1-ARE i¢in ortalama + standart
hata, ortanca, en diisiik ve en yliksek degerleri

a : p=0,002 (Grup 1 ile Grup 3’iin karsilastirilmasi)
b : p=0,002 (Grup 1 ile Grup 4’iin karsilastiriimasi)
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Sekil 4.9. Karaciger PON1-ARE

4.10. Kontrol ve Doz Gruplarimin Karaciger TNF-a diizeyi ve Istatistik Bulgular

Kontrol ve doz gruplart her biri kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger TNF-a

diizeyinde gruplar arasinda anlaml fark bulunmustur (p= 0,027; p<0.05).
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Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 4’tin, Grup 1’e gore karaciger TNF-a
diizeyinin anlamli olarak artig1 bulunmustur (p= 0,009; p<0.013).

Gruplarin karaciger TNF-a diizeyinin i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en diisiik ve en

yiiksek seviyeleri Cizelge 4.11.’da ve Sekil 4.10.’da gosterilmistir.

Cizelge 4.11. Kontrol ve doz gruplarmin karaciger TNF-a diizeyinin i¢in ortalama +
standart hata, ortanca, en diisiik ve en yiiksek degerleri

a : p=0,009 (Grup 1 ile Grup 4’iin karsilastirilmasi)
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Sekil 4.10. Karaciger TNF-a diizeyi
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4.11. Kontrol ve Doz Gruplarinin Karaciger Doku Histopatolojik Gozlemler

Histopatolojik gozlemler sonucu karaciger doku hasari Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’de
gozlenmezken (Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13., Sekil 4.14.,) Grup 4’te vakuoler ve
hidropik dejenerasyon gozlemlendi (Sekil 4.12.).

Sekil 4.11. Kontrol Grubu (Grup 1) karaciger doku histopatolojik goriintiisii

Sekil 4.12. 100 mg/kg Malathion doz grubu (Grup 2) karaciger doku histopatolojik
goruntisu
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Sekil 4.13. 200 mg/kg Malathion doz grubu (Grup 3) karaciger doku histopatolojik
goruntiisu

Sekil 4.14. 400 mg/kg Malathion doz grubu (Grup 3) karaciger doku histopatolojik
goruntusu
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4.12. Kontrol ve Doz Gruplarinin Karaciger Glikojen Miktar: ve Istatistik Bulgular

Kontrol ve doz gruplart her biri kendi aralarinda karsilagtirildiginda karaciger glikojen

miktarinda gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (p= 0,03; p<0.05).

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger glikojen miktarinin Grup 2, Grup 3
ve Grup 4’te Grup 1’e gore anlamli olarak arttig1 bulunmustur (p= 0,004, p= 0,002, p=
0,004; p<0.013).

Gruplarin karaciger glikojen miktarinin i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en diisiik ve

en yiiksek seviyeleri Cizelge 4.12.’de ve Sekil 4.15.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.12. Kontrol ve doz gruplarimin karacier glikojen miktarmin i¢in ortalama =+
standart hata, ortanca, en diisiik ve en yiiksek degerleri

a : p=0,004 (Grup 1 ile Grup 2’nin karsilastirilmasi)
b : p=0,002 (Grup 1 ile Grup 3’iin karsilastirilmasi)
C : p=0,004 (Grup 1 ile Grup 4’iin karsilagtiritlmasi)

o
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Sekil 4.15. Karaciger Glikojen miktari

4.13. Kontrol ve Doz Gruplarinin Karaciger ALT Aktivitesi ve Istatistik Bulgular

Kontrol ve doz gruplari her biri kendi aralarinda karsilagtirildiginda karaciger ALT

aktivitesinde gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (p= 0,002; p<0.05).

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger ALT aktivitesinin Grup 3 ve Grup
4’te; Grup 1’e gore anlamh olarak arttigi (p= 0,002, p= 0,012; p<0.013) ayn1 zamanda
ALT aktivitesinin Grup 3 ve Grup 4’te; Grup 2’ye gore anlamli olarak arttig1 bulunmustur
(p= 10,002, p=0,012; p<0.013).

Gruplarin karaciger ALT aktivitesinin i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en diisiik ve

en yiiksek seviyeleri Cizelge 4.13.’de ve Sekil 4.16.’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.13. Kontrol ve doz gruplarimin karaciger ALT aktivitesinin i¢in ortalama +
standart hata, ortanca, en diisiik ve en yiiksek degerleri

a : p=0,002 (Grup 1 ile Grup 3’iin karsilastirilmasi)

b : p=0,0012 (Grup 1 ile Grup 4’iin karsilastirilmasi)
C
d

: p=0,002 (Grup 2 ile Grup 3’iin karsilastirilmas1)
: p=0,0012 (Grup 1 ile Grup 4’iin karsilagtirilmasi)
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Sekil 4.16. Karaciger ALT aktivitesi

4.14. Kontrol ve Doz Gruplarinin Karaciger AST Aktivitesi ve Istatistik Bulgular

Kontrol ve doz gruplart her biri kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger AST

aktivitesinde gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (p= 0,001; p<0.05).
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Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger AST aktivitesinin Grup 3 ve Grup
4’te; Grup 1’e gore anlaml olarak arttigi (p= 0,002, p= 0,012; p<0.013) ayn1 zamanda
AST aktivitesinin Grup 3 ve Grup 4’te; Grup 2’ye gore anlamli olarak arttig1 bulunmustur
(p= 0,002, p=0,002; p<0.013).

Gruplarin karaciger AST aktivitesinin i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en diisiik ve

en yiiksek seviyeleri Cizelge 4.14.’de ve Sekil 4.17.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.14. Kontrol ve doz gruplarinin karaciger AST aktivitesinin i¢in ortalama +
standart hata, ortanca, en diislik ve en yiiksek degerleri

a : p=0,002 (Grup 1 ile Grup 3’iin karsilastirilmasi)
b : p=0,0012 (Grup 1 ile Grup 4’iin karsilastiriimasi)
C

d:

P

: p=0,002 (Grup 2 ile Grup 3’iin karsilastirilmast)
p=0,002 (Grup 2 ile Grup 4’lin karsilastirilmast)
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Sekil 4.17. Karaciger AST aktivitesi

4.15. Kontrol ve Doz Gruplarinin Karaciger LDH Aktivitesi ve Istatistik Bulgular

Kontrol ve doz gruplari her biri kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger LDH
aktivitesinin gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (p= 0,002; p<0.05).

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger LDH aktivitesinin Grup 3 ve Grup
4’te; Grup 1’e gore anlamli olarak arttig1 (p= 0,004, p= 0,002; p<0.013) aym1 zamanda
LDH aktivitesinin Grup 3 ve Grup 4’te; Grup 2’ye gore anlamli olarak arttig1 bulunmustur
(p= 0,009, p=0,009; p<0.013).

Gruplarin karaciger LDH aktivitesinin i¢in ortalama + standart hata, ortanca, en diisiik ve

en ylksek seviyeleri Cizelge 4.15.’de ve Sekil 4.18.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.15. Kontrol ve doz gruplarinin karaciger LDH aktivitesinin i¢in ortalama +
standart hata, ortanca, en diisiik ve en yiiksek degerleri

: p=0,004 (Grup 1 ile Grup 3’iin karsilastirilmasi)
: p=0,002 (Grup 1 ile Grup 4’iin karsilagtiritlmasi)
: p=0,009 (Grup 2 ile Grup 3’iin karsilastirilmast)
: p=0,009 (Grup 1 ile Grup 4’iin karsilagtirilmasi)
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Sekil 4.18. Karaciger LDH aktivitesi

4.16. Korelasyon Analizi

Parametreler arasindaki korelasyonu incelemek amaciyla yaptigimiz spearman korelasyon

analizi Cizelge 4.16’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.16. Spearman korelasyon analizi sonuglari (r ve p degerleri)
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Sperman korelasyon analiz sonuglarina gore;

v Karaciger ChE ve PONI1-ARE aktivitesi arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.
Karaciger ChE aktivitesi azalirken PONI-ARE aktivitesi de azalmaktadir (r =
0,659 p = 0,00), (Sekil 4.19.).
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Karaciger ChE aktivitesi glikojen diizeyi arasinda negatif korelasyon bulunmustur.
Karaciger ChE aktivitesi azalirken glikojen diizeyi de artmaktadir (r = -0,584 p =
0,03), (Sekil 4.20.).

Karaciger TOS ve AOPP diizeyi arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.
Karaciger TOS diizeyi artarken AOPP diizeyi de artmaktadir (r = 0,515 p = 0,01),
(Sekil 4.21).

Karaciger TOS diizeyi ve katalaz aktivitesi arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur. Karaciger TOS diizeyi artarken katalaz aktivitesi de artmaktadir (r =
0,572 p = 0,003), (Sekil 4.22).

Karaciger TOS diizeyi ve PONI1-ARE arasinda negatif korelasyon bulunmustur.
Karaciger TOS diizeyi artarken PONI-ARE de azalmaktadir (r = - 0,581 p =
0,003), (Sekil 4.23).

Karaciger AOPP diizeyi ve katalaz aktivitesi arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur. Karaciger AOPP diizeyi artarken katalaz aktivitesi de artmaktadir (r =
0,763 p = 0,000), (Sekil 4.24).

Karaciger PONI-ARE ve glikojen miktar1 arasinda negatif korelasyon
bulunmustur. Karaciger PON1-ARE azalirken glikojen miktar1 da artmaktadir (r = -
0,571 p =0,003), (Sekil 4.25).

Karaciger TNF-o diizeyi ve katalaz aktivitesi arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur. Karaciger TNF-a diizeyi artarken katalaz aktivitesi de artmaktadir (r
= 0,528 p = 0,008), (Sekil 4.26).

Karaciger ALT ve AST aktivitesi arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.
Karaciger ALT aktivitesi artarken AST aktivitesi de artmaktadir (r = 0,875 p =
0,000), (Sekil 4.27).

Karaciger ALT ve LDH aktivitesi arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.
Karaciger ALT aktivitesi artarken LDH aktivitesi de artmaktadir (r = 0,914 p =
0,000), (Sekil 4.28).

Karaciger AST ve LDH aktivitesi arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.
Karaciger AST aktivitesi artarken LDH aktivitesi de artmaktadir (r = 0,902 p =
0,000), (Sekil 4.29).
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Sekil 4.19. Karaciger ChE aktivitesi ve PON1-ARE arasindaki korelasyon
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Sekil 4.20. Karaciger ChE aktivitesi ve glikojen diizeyi arasindaki korelasyon
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Sekil 4.21. Karaciger TOS ve AOPP diizeyi arasindaki korelasyon
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Sekil 4.22. Karaciger TOS diizeyi ve katalaz aktivitesi arasindaki korelasyon
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Sekil 4.23. Karaciger TOS diizeyi ve PON1-ARE arasindaki korelasyon
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Sekil 4.24. Karaciger AOPP diizeyi ve katalaz aktivitesi arasindaki korelasyon
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Sekil 4.25. Karaciger PON1-ARE ve glikojen miktar1 arasindaki korelasyon
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Sekil 4.26. Karaciger TNF-a diizeyi ve katalaz aktivitesi arasindaki korelasyon
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Sekil 4.27. Karaciger ALT ve AST aktivitesi arasindaki korelasyon
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Sekil 4.28. Karaciger ALT ve LDH aktivitesi arasindaki korelasyon
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Sekil 4.29. Karaciger AST ve LDH aktivitesi arasindaki korelasyon
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5. TARTISMA

Organofosfatlar tarim, ilag ve diger endiistri alanlarinda yaygin olarak kullanilan
pestisitlerdir. Ancak organofosfatlarin sebze, meyve ve tahil lizerindeki kalintilar1 insanlar
ve diger canlilarin saghgini tehdit etmektedir (El-Demerdash ve Nasr, 2014).
Organofosfatlar su ve toprak yoluyla tasinirken ekosistemdeki besin zincirinin alt
basamagindaki canlilardan tist basamagindaki canlilara dogru iletilmekte ve bu kalintilarin
biyolojik birikimi giderek artmaktadir. Sonug¢ olarak insan da dahil olmak iizere biitiin
canlilar organofosfat zehirlenmelerinden direkt ya da dolayli yollardan etkilenmektedir
(Giiler ve Cobanoglu, 1997: 12-14). Epidemiyolojik ¢alismalar organofosfatlarin akut ve
uzun siireli toksik etkisinin organ hasarina neden oldugu gostermektedir (Banarjee ve

digerleri, 1988).

Malathion biitiin diinyada ozellikle gelismekte olan iilkelerde yaygin olarak kullanilan
organofosfat grubuna dahil bir pestisittir. Malathion eklembacaklilar subesine ait canlilarin
olusturdugu zararlar1 ya da hastaliklari ortadan kaldirmak igin kullanilmaktadir. Malathion
ayn1 zamanda ektoparazitler ve evdeki bocekler ile miicadelede, ayrica tahil {iriinlerinin
bozulmadan saklanabilmesi i¢in de kullanilmaktadir (Suresh ve digerleri, 2006). Malathion
bu alanlarda yaygin olarak kullanilmasina ragmen insan ve hayvanlarda bir¢ok toksik
etkisi bulunmaktadir. Malathion’un baslica toksik etkilerinden biri kolinesteraz enzimini
inhibe etmesidir. Malathion’a akut ve kronik maruz kalan insanlarda ciddi kolinesteraz
inhibisyonu gorillmiistir (Gosselin ve digerleri, 1984: 5-45; Gallo, 1991: 3-5).
Malathion’un diger Onemli toksik etkisi ise ROT’u artirarak birgok dokuda hiicre

membrani ve hiicre bilesenlerine zarar vermesidir (El-Demerdash, 2011b).

Ancak Malathion’un kronik uygulamast ile ilgili birgok ayrintili ¢alisma bulunurken akut
uygulamasinda doz artis1 ve yiiksek doza bagli olarak karaciger hasarini ayrintili olarak
gosteren c¢alismalara ihtiyag vardir. Bircok agidan farkli doz uygulamalar1 ve karaciger

hasar1 molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi gerekmektedir.

Bu amagla calismamizda, rat karaciger dokusunda oksidan ve antioksidan sistem,
inflamatuar belirtegler, baz1 enzimler ve bazi molekiiller iizerinde Malathion’un akut toksik

etkisi ile bu parametrelerin birbiri iizerindeki olas1 etkilerini arastirdik. Karaciger
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dokusunda histolojik goriintiileri de inceleyerek Malathion’un hepatoksik etkilerini

ayrintili olarak irdeledik.

Calismamizda Malathion’un 24 saat sonra (akut) karaciger hasarimmi ayrintili olarak
aciklamak i¢in kontrol grubu (Grupl), 100 mg/kg (Grup 2), 200 mg/kg (Grup 3) ve 400
mg/kg (Grup 4) doz gruplar olusturduk.

Rezg ve digerlerinin (2008), yaptig1 ¢alismada akut siireli Malathion’un 100 mg/kg
dozunda serum AChE inbisyonunun arttigi belirtilmistir. Akhgari ve digerleri (2003),
Hazarika ve digerleri (2003), Mostafalou ve digerlerinin (2012) ratlar {lizerinde yaptigi
calismada kronik ve subkronik Malathion uygulamalarinin karaciger ChE aktivesini inhibe

ettigini bildirmistir.

Literatiirii taradigimizda karaciger AChE ya da akut dozda karaciger ChE aktivitesini
inceleyen bir makaleye rastlamadik. Biz caligmamizda karaciger AChE aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisim goézlemleyemedik (p>0.05) fakat karaciger Che
aktivitesi i¢in gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (p<0.05). Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’iin, Grup 1’e gore karaciger ChE aktivitesinin
anlamli olarak azaldigin1 gozlemledik (p<0.013). Kontrol grubuna gore ortalama karaciger
ChE aktivitesinin 100, 200, 400 mg/kg degerleri igin sirasiyla %53, %43, %51 inhibe
oldugunu gosterdik. Biitlin gruplarda AChE aktivitesi anlaml1 degismezken ChE aktivitesi
yar1 yartya inhibe olmustur. Gruplar arasinda AChE aktivitesinin anlamli degismemesinin
nedeni ise karaciger AChE aktivitesinin az olmasina dayandirilabilir. Biz ¢alismamizda
Malathion’un kronik uygulamalarinin yani sira akut uygulamada da karaciger ChE

aktivitesinin inhibe oldugunu goéstermis olduk.

Malathion’un  ratlar ile yapilan subkronik uygulamasinda karaciger lipit
peroksidasyonunun anlamli olarak arttig1 farkli calismalarda gosterilmistir (Rezg ve
digerleri, 2008; Akhgari ve digerleri, 2003, Possamai ve digerleri, 2007). Ancak Possamai
ve digerleri (2007), Malathion’un 100 mg/kg ve 150 mg/kg akut uygulamasinda ratlarin
karacigerinde lipit peroksidasyonunda anlamli bir degisim olmadigim1 bildirirken Al-
Othman ve digerleri (2011), akut Malathion 27 kg/mg uygulamasinda MDA degerinin
anlamli olarak yiikseldigini bildirmistir.  Possamai ve digerleri (2007), protein

oksidasyonunu gosteren protein karbonil igeriginin 50 mg/kg akut dozda artigim
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belirtmistir ancak 100 mg/kg ve 150 mg/kg dozlarinda herhangi bir degisim

bildirilmemistir.

Biz calismamizda, her bir grup kendi aralarinda karsilastirildiginda karaciger MDA
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamadik (p> 0.05). Calismamiz MDA
diizeyinin istatistiksel anlamli degisim gostermemesi yoniiyle Possamai ve digerleri (2008)

ile uyum gostermektedir.

Malathion indiiklenmesiyle ilgili, akut ve kronik dozlarda, serum ya da dokularda AGEs
diizeyinin ¢alisildig1 bir makaleye rastlamadik. Hiperglisemi ile birlikte enzimatik olmayan
glikasyon reaksiyonunun artigi ve oksidatif stresin indiiklendigi bircok ¢alismada
gosterilmistir (Luévano-Contreras ve digerleri, 2013; Koutroumani ve digerleri 2013;
Uribarri ve digerleri, 2011). Calismamizda her bir grup kendi aralarinda karsilastirildiginda
karaciger AGEs diizeyinde de istatistiksel olarak anlamli bir fark bulanamamustir (p>
0.05). Karaciger AGEs diizeyinin degisimi i¢in kronik doz uygulamalarinda yapilacak olan

ileriki ¢aligmalarin kurgulanmasi gerektigini diistinmekteyiz.

Calismamizda kontrol ve doz gruplarinin her biri kendi aralarinda karsilastirildiginda ileri
protein oksidasyonunu gosteren karaciger AOPP diizeyinde gruplar arasinda anlamli fark
bulunmustur (p<0.05). Karaciger AOPP diizeyinin Grup 3 ve Grup 4’te Grup 2’ye gore
anlamli olarak artigini (p<0.013), Grup 1’e gore de anlamli olmayan artis oldugunu
gozlemledik (p>0.013). 200 ve 400 mg/kg doz grubunun kontrol grubuna goére artis
gdstermistir fakat bu degisim istatistiksel olarak anlamli degildir. Istatistiksel olarak farkin

anlamlilig1 bulunamamasinin nedeni 6rneklem sayimizin diisiik olmasi olabilir.

Literatiir tarandiginda bu zamana kadar Malathion indiiklenmesiyle ilgili, akut ve kronik
dozlarda, serum ya da dokularda direkt TOS diizeyinin ¢alisildigt bir makaleye
rastlamadik. Total oksidan durumunun biitlin oksidasyon iiriinlerini gostermesi agisindan
onemli oldugunu diisiindiik. Calismamizda, her bir grup kendi aralarinda
karsilagtirildiginda, karaciger TOS diizeyinde gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur
(p<0.05). Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 4’iin, Grup 1’e ve Grup 2’ye
gore karaciger TOS diizeyinin anlamli olarak arttig1 (p<0.013); ayn1 zamanda Grup 3’iin,
Grup 2’ye gore karaciger TOS diizeyinin anlamli olarak arttig1 bulunmustur ( p<0.013).
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Sperman korelasyon analiz sonuglarma gore karaciger AOPP diizeyi ve TOS diizeyi
arasinda gii¢lii anlamli korelasyon bulunmustur (p< 0,01). Karaciger ileri protein ve total
oksidasyonun birlikte arttig1 géstermektedir. Total oksidasyonun; lipit, protein, niikleik asit
ve diger bazi molekiil oksidasyon iiriinlerinin biitiinii olarak diisiiniildiigiinde protein

oksidasyon iiriiniiniin total oksidasyona 6nemli katkisi oldugunu diisiiniiliinebilir.

Malathion’un subkronik uygulamasinda Aboul-sould ve digerlerinin (2011) yaptigi
caligmada ratlarin karacigerinde katalaz ve SOD aktivitesinin azaldig1 gozlenmistir. Benzer
sekilde, Possamai ve digerlerinin (2007) yaptig1 calismada ratlarin karacigerinde
Malathion’un 25 mg/kg ve 50 mg/kg akut dozlarinda SOD aktivitesinin azaldigi
gozlenmistir. Benzer sonuglar Al-Othman ve digerlerinin (2011) yaptig1 calismada da
gosterilmistir. Akut Malathion 27 kg/mg uygulamasinda karaciger katalaz ve SOD
aktivitelerinin azaldig1 bildirilmistir. Ancak Malathion’un akut uygulamada daha yiiksek
doz ile ¢alisilan oksdatif stres ve birincil antioksidan enzimlerin aktivitesi arasinda iligkiyi

aragtiran bir arastirmaya literatiirde rastlanilmamistir.

Organofosfatlarin akut uygulamada antioksidan enzimlerin arttigin1 gosteren arastirmalara
karsin Sharma ve digerlerinin (2005) yaptig1 calismada bir organofosfat olan
Dimethoate’in akut uygulamasinda karaciger katalaz ve SOD aktivitesinin arttigini

belirtmistir.

Bizde ¢alismamizda SOD enzim aktivitesinin Grup 3 ve Grup 4’te Grup 2 ve Grup 1’e
gore anlamli olmayan bir artig gozlemledik. Buna ragmen gruplar arasinda, istatistiksel
olarak farkin anlamlilig1 agisindan herhangi bir iliski saptamadik (p> 0.05). Karaciger
katalaz aktivitesinde ise biitiin gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur ( p<0.05).
Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 3 ve Grup 4’iin, Grup 1’e gore karaciger

katalaz enzim aktivitesinin anlamli olarak yiikseldigi bulunmustur (p<0.013).

Organofosfatlarin akut uygulamasinda karaciger sitokrom P450 enzimlerinin aktivitesi
artmaktadir (Sharma ve digerleri, 2005). Sitokrom P450 enzimleri monooksijenazlardir ve
artan karaciger monooksijenazlar aktivitesi organofosfat substratindaki oksijen
molekiiliiniin oksidasyonunu katalizleyerek ROT un artisini tetiklemektedir (Sharma ve
digerleri, 2005; White ve digerleri, 1991). Lukaszewicz-Hussain ve Moniuszko-Jakoniuk

(2003), yaptig1 ¢alismada bir organofosfat olan Chlorfenvinphos’un akut uygulamasiyla
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hepatik O, artis1 ile mitokondriyal akonitaz aktivitesinin azaldigini ve ROT un artisina
katkr sagladigini bildirmistir. Chlorfenvinphos uygulamasindan 24 saat sonra artan siliper
oksit anyonuna baglh olarak karaciger SOD ve katalaz aktivitesinin birlikte arttigini
bildirmistir (Lukaszewicz-Hussain, 2001). Lukaszewicz-Hussain ve Moniuszko-Jakoniuk
(2004), chlorfenvinphos uygulamasindan 24 saat sonra katalaz aktivitesinin arttigini 48
saat sonra ise azalarak kontrol grubu ile yakin seviyeye geldigini belirtmistir. Organofosfat
uygulamasindan sonra artan H,O, toksik etkisine kars1 katalaz ve GSH-Px aktivitesinin
birlikte arttig1 48 saat sonra ise azalan H;O; icin GSH-Px aktivitesi yeterli oldugu igin
katalaz aktivitesinin kontrol grubu seviyesine geldigini belirtmistir. Sonug¢ olarak
organofosfat uygulamasindan 24 saat sonra artan karaciger ROT’a karsi antioksidan
enzimlerden olan katalaz, SOD ve GSH-Px aktivelerinin birlikte arttigi ¢ikarilabilir.
Subkronik uygulamalarda ise siirekli artan ROT un bu antioksidan enzimlerin aktivesini

azaltabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizin korelasyon analizi sonuglarina gore karaciger TOS ve katalaz arasinda giiclii
anlaml1 pozitif korelasyon bulunmustur (p<0,01). Ayn1 sekilde AOPP ve katalaz arasinda
giiclii anlaml1 pozitif korelasyon bulunmustur (p<0,01). Sonug olarak doz artisi ile birlikte
artan karaciger TOS ve AOPP, karaciger katalaz aktivesini de artirdigimni diisiinebiliriz.
Yapilan diger ¢aligmalar artan ROT u lipit peroksidasyonu ile iligkilendirmistir (Sharma ve
digerleri, 2005; bLukaszewicz-Hussain, 2001; Lukaszewicz-Hussain ve Moniuszko-
Jakoniuk, 2003; Lukaszewicz-Hussain ve Moniuszko-Jakoniuk, 2004). Biz ¢alismamizda
lipit peroksidasyonunun artisini gozleyemedik ancak protein oksidasyonu ve total
oksidasyonun artisin1 200 ve 400 mg/kg dozda arttigin1 gozlemledik. Diger caligmalarda
ROT’un artigin1 artan lipit peroksidasyonu ile belirtmis olmast bizim ¢alismamizda artan
TOS ve AOPP diizeyi ile benzerlik kurabiliriz. = Bunun sonucu olarak da katalaz

aktivitesini indiikledigini diislinmekteyiz.

Calismamizin artan antioksidan enzimlerin sonuglar1 agisindan Sharma ve digerleri (2005),
Lukaszewicz-Hussain (2001), tukaszewicz-Hussain ve Moniuszko-Jakoniuk (2003),
Lukaszewicz-Hussain ve Moniuszko-Jakoniuk (2004) paralellik gostermektedir ancak
Possamai ve digerlerinin (2007) ve Al-Othman ve digerlerinin (2011) arastirma sonuglari
ile uyum gostermemektedir. Ustelik sonuclarimizla uyumluluk gdsteren g¢alismalar
Malathion’dan farkli organofosfat grubuyla ile yapilmistir. Bunun nedeni ise bizden 6nce

Malathion’un akut uygulamasiyla yapilan, karaciger antioksidan enzim aktivitelerini
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gosteren caligmalar, diisiik doz wuygulamalartyla yapilmis olmasi olabilir. Bizim
calismamizda Malathion’un akut 100 mg/kg doz uygulamasi oksidatif stres ve antioksidan
enzimlerinin farkin anlamliligini gostermemektedir. Karaciger oksidatif stres ve katalaz
enzim aktivesinin belirgin olarak artisint 200 mg/kg doz wuygulamasindan sonra
gozlemledik. Sonug olarak, biz ¢alismamizda Malathion’un akut 200 ve 400 mg/kg
yiilksek doz uygulamasinda karaciger ROT artisin1 ve buna bagli olarak antioksidan

enzimlerin arttigini géstermis olduk.

Acker ve Nogueira (2012), yaptig1 ¢alismada Chlorpyrifos akut uygulamasinda serum
PON1-PON aktivitesinin anlamli olarak azaldigini gostermistir. Lukaszewicz-Hussain
(2012), yaptigi Chlorpyrifos subkronik uygulamasindan sonra ratlarin serum lipit
peroksidasyonunun artist ile birlikte PON1-PON aktivitesinin anlamli olarak azaldigi
gozlenmistir. Literatiir tarandiginda bu zamana kadar Malathion’un akut uygulamasiyla

karaciger PON1-PON ya da PON1-ARE aktivesini belirleyen ¢aligmaya rastlamadik.

Karaciger doku PONI-ARE aktivitesinin biitiin gruplar arasinda farkin anlamlilig
bulunmustur (p<0.05). Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup 3 ve Grup 4’{in,
Grup 1’e gore karaciger doku PONI1-ARE aktivitesinin anlamli olarak azaldig:
bulunmustur (p<0.013). Korelasyon analizi sonuglarina gore karaciger doku PON1-ARE
aktivitesinin, TOS diizeyi ile arasinda giiclii anlamli negatif korelasyon bulunmustur
(p<0,01). TOS diizeyi artarken belirgin olarak PON1-ARE enzim aktivitesi azalmistir
(p<0.01). Biz c¢alismamizda ilk kez Malathion’un 200 mg/kg ve 400 mg/kg akut
uygulamasiyla koruyucu bir antioksidan enzim olan PON1-ARE aktivesinin artan TOS ile

birlikte belirgin olarak azaldigini belirlemis olduk.

Akgiir ve digerlerinin (2003) yaptig1 calismada organofosfat akut zehirlemesine maruz
kalan insanlarin serumunda PON1-PON aktivesi ve ChE arasinda anlamli korelasyon
izlenmistir. Akgiir ve digerlerinin (1999), daha 6nceki kronik ¢aligmasinda PON1-PON
aktivesi ve AChE arasinda anlamli korelasyon bulanamamistir. PON1 aktivesinin
organafosfatlar ile akut zehirlenmelerde kronik zehirlenmelere gore daha etkin koruyucu

rol oynadig belirtilmistir (Akgiir ve digerleri, 2003).
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Bizde caligmamizda karaciger PON1-ARE ve ChE aktivesi arasinda giigli pozitif
korelasyon gozlemledik (p<0,01). Malathion’un akut uygulamasinda artan doz ile birlikte
ratlarin karaciger ChE ve PON1-ARE aktivesinin birlikte azaldigini gostermis olduk.

Deneysel calismalar organofosfatlarin kronik uygulamalarinda ratlarin beyin, langerhans
adaciklari, makrofaj ve serum TNF-a diizeyinin yiikselmesiyle inflamasyonun arttigini
gostermistir (Ahmet ve digerleri, 2013; Ghafour-Rashidi ve digerleri, 2007; Ayub ve
digerleri, 2003; Hariri ve digerleri, 2010). Gordon ve Rowsey (1999), Chlorpyrifosun akut
uygulamasinda serum TNF-a diizeyinin arttigini bildirmistir. Paralel olarak Lu ve digerleri
(2010), bir organofosfat olan Omethoate’nin akut uygulamasiyla karaciger TNF-a
diizeyinin arttigmi gostermistir. Mostafalou ve digerlerinin (2012), yaptig1 ¢aligmada

Malathion’un kronik etkisiyle karaciger TNF-a diizeyinin arttigin1 bildirilmistir.

Literatiir tarandiginda Malathion’un akut uygulamasiyla karaciger TNF-a diizeyini
arastiran bir makaleye rastlanilmamistir. Bizim ¢alismamizda karaciger TNF-a diizeyi igin
biitiin gruplar arasinda farkin anlamlilig1 bulunmustur (p<0.05). Gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda Grup 4’in, Grup 1’e gore karaciger doku TNF-a diizeyinin belirgin
olarak arttig1 bulunmustur (p<0.013). Biz ¢alismamizda Malathion’un belirgin olarak 400

mg/kg doz uygulamasinda karaciger TNF-a diizeyinin arttigini géstermis olduk.

Elsheikhaa ve digerleri (2008), Malathion’un yiiksek kronik doz uygulamasinin farelerin
karaciger dokularinda vakuoler ve hidropik dejenerasyon, yuvarlak hiicreler agregasyonu
ve koagiilatif nekroz sizintis1 hasarina yol actigi belirtmistir. Benzer sonuglar1 Al-Attar
(2010)’da ratlarda gozlemistir. Kalender ve digerlerinin (2010), yaptig1 caligmada
Malathion’un kronik doz uygulamasinda ratlarin karaciger hasarin1 gosteren serum ALT,

AST, LDH, ALP yiikselisi ile birlikte belirgin siniizoitler goriilmiistiir.

Malathion’un akut uygulamasiyla karaciger histolojik incelemeler yapan c¢alismalara
literatiirde  rastlanamamigtir ancak  Malathion’dan  farkli akut organofosfatlar
uygulamalarinda gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. Lu ve digerleri (2010), Omethoate’in
akut uygulamasinda karacigerde sislik ve sekil bozuklugu goézlemistir. Gok¢imen ve
digerleri (2007), Diazinon’un akut 200 mg/kg doz uygulamasinda degismeyen serum ALT,
AST ve artan serum LDH ile birlikte nekrotik bosluklar izlemis, daha diisiik doz

uygulamalarinda ise histolojik degisimler izlememistir.
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Malathion akut uygulamasiyla karaciger histolojik degisimini gosteren c¢alismalara
litaratiirde rastlanmamustir. Biz, karacigerde histolojik incelememizde Malathion’un akut
doz uygulamasinda Grup 4’te (400 mg/kg) vakuoler ve hidropik dejenerasyon gozlemledik
ancak daha diisilk doz uygulamalarinda histolojik degisimler gozlemedik. Sonuglara
bakildiginda Grup 3’te (200 mg/kg) karaciger ROT’un artig1 gozlemlenirken belirgin
olarak karaciger TNF-a diizeyi degisimi gézlenmemistir. 400 mg/kg doz uygulamasinda
artan ROT ile birlikte inflamasyonun da arttigin1 ve karacigerde histolojik degisimlere

neden oldugunu diisiinebilir.

Yapilan deneysel ¢alismalar Malathion’un kronik uygulamasinin karaciger karbonhidrat
metabolizmasin1 degistirdigini ve karaciger glikojen oranimi arttirdigini gostermistir
(Abdollahi ve digerleri, 2004; Rezg ve digerleri, 2006; Rezg ve digerleri, 2008). P. Gupta
(1974), Malathion’un 50 ve 100 mg/kg doz uygulamasindan 24 saat sonra kan glukoz
diizeyi ile birlikte karaciger glikojen miktariin artigini belirtmistir. Benzer sekilde Lasram
ve digerleri (2008), Malathion’un akut 400 mg/kg doz uygulamasinda karaciger glikojen
oraninin 2 saat araliklarla arttigini, 12 saat sonra pik yaptigini ve 24 saat sonra ayni oranda
kaldigin1 belirtmistir. Malathion’un bu etkinliginin glikojen fosforilaz enzim aktivitesini
inhibe ettigi ve sonrasinda glikojen fosforilaz enziminin antagonisti olarak ¢alisan glikojen
sentaz enzimini aktive ederek karaciger glikojen oranini arttirdigi belirtilmistir (Rezg ve

digerleri, 2006).

Calisma sonuglarimiza gore karaciger doku glikojen miktarinin biitiin gruplar arasinda
farkin anlamlilig1 bulunmustur (p<0.05). Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup
2, Grup 3 ve Grup 4’te, Grup 1’e gore karaciger doku glikojen miktarinin belirgin olarak
arttigr bulunmustur (p<0.013). Biz ¢alismamizda 100, 200 ve 400 mg/kg dozlarinda
arttigini bir kez daha gdstermis olduk. Calismamizin sonuglar1 Gupta ve digerleri (1997) ve

Lasram ve digerleri (2008) ile uyumluluk gdstermistir.

Biz aynm1 zamanda karaciger ChE aktivitesi ve glikojen miktar1 arasinda giiclii anlamli
negatif korelasyon iligkisini saptadik (p<0,01). Karaciger ChE aktivitesi azalirken glikojen

miktar1 da artmaktadir.
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Benzer sekilde karaciger PON1-ARE ve glikojen arasinda da giiglii anlamli negatif
korelasyon iligkisini saptadik (p<0,01). Karaciger PON1-ARE azalirken glikojen miktar1

1se artmaktadir.

El-Shenawy ve digerleri (2010), Diazinon’un kronik uygulamasinda fare karacigerinde
ALT, AST, LDH aktivitelerinin anlamli olarak azaldigini belirtmistir. Bu durumun artan
lipit peroksidayonu sonucu hiicre membrani Dbiitiinliigliniin bozuldugunu ve hiicre
igceriginin disartya sizmasi ile aciklamustir. Jebur ve digerleri (2014), benzer olarak bir
insektisit olarak kullanilan pyrethroid grubuna ait B-Cyfluthrin’nin kronik uygulamalarinda
rat karacigerinde ALT, AST, LDH aktivitelerinin azaldigini belirtmistir. Abdou ve
digerleri (2012), yine pyrethroid grubuna ait Cypermethrin’in kronik uygulamasinda artan
plazma ALT, AST, LDH aktivitesine karsilik azalan karaciger ALT, AST, LDH
aktivitesini gozlemistir. Malathion ile karaciger hasarin1 gosteren serum ALT, AST, LDH
aktivitelerini gosteren calismalar bulunmasma karsin (Kalender ve digerleri, 2010),
literatiir tarandiginda bu zaman kadar Malathion’un kronik ya da akut uygulamalarinda

karaciger ALT, AST, LDH aktivitelerini gosteren ¢aligmaya rastlanilmamaistir.

Calismamizda karaciger ALT, AST, LDH aktivitelerinde biitiin gruplar arasinda farkin
anlamliligr bulunmustur (p<0.05). Bizim sonuglarimiz yapilan ¢alismalarin tersi olarak
Grup 3 ve Grup 4’lin karaciger ALT, AST, LDH aktiviteleri Grup 1 ve Grup 2’ye gore
yiiksek bulunmustur (p<0.013). Korelasyon analiz sonuglarina gére bu enzimler kendi
aralarinda ikili olarak karsilastirildiginda gii¢lii anlamli pozitif korelasyon izlenmistir
(p<0.01). Bu durum Malathion’un akut uygulamasinda hiicre molekiiler mekanizmasinin
degistigi fakat hiicre membran biitiinliigliniin bozulmadig: ile agiklanabilir. Karaciger
MDA diizeyinin belirgin olarak degismemesi de bu durumu desteklemektedir.
Sonuglarimiz diger c¢alismalarla kiyaslandiginda beklentimiz bu enzimlerin degismemesi

yoniinde olabilirdi ancak biz ¢alismamizda karacigerde dokularinda bu enzimlerin doz

artig1 ile birlikte arttigin1 gozlemledik.

Abdollahi ve digerleri (2004), Malathion’un kronik uygulamasinda artan kan glukozu ile
birlikte karaciger glikojen sentezi yolunda glikojen fosforilaz ve glukoneogenez yolunda
fosfoenolpiriivat karboksikinaz (PEPCK) aktivelerinin arttigini belirtmistir. Acker ve
digerleri (2012), Chlorpyrifos’un 24 saat uygulamasinda plazma kortikosteron diizeyi,
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karaciger glikojen miktar1 ve glukoneogenez yolunda tirozin aminotransferaz (TAT) ve

glikoz-6 fosfataz aktivelerinin arttigini gostermistir.

Organofosfat uygulamasinin hiperglisemiye neden oldugu ve hipergliseminin de
hipotalamustan  kortikotropin  salgilatict  hormonu  (CRH)  stimiile  ederek
adrenokortikotropik hormonun (ACTH) salinmasint ve ACTH 1n da adrenal korteksten
glukokortikoitlerin sekresyonunu artirdigi bildirilmistir (Rahimi and Abdollahi, 2007).
Glukortikoitler ise ozellikle kemirgenlerde plazma kortikosteron salinimini artirarak

glukoneogenez yolunu indiikledigi bildirilmistir (Acker ve digerleri, 2012).

Bizim ¢alismamizda glukoneogenez yolu enzimleri olan karaciger ALT, AST, LDH enzim
aktivelerinin arttigint gézlemledik. Calismamizin sonuglari artan ALT, AST, LDH
aktvitelerinin glukoneogenez yolunda artan PEPCK (Abdollahi ve digerleri, 2004) ve TAT
(Acker ve digerleri, 2012) ile benzer oldugunu diisiinemekteyiz. Literatlirde
organofosfatlarin kronik uygulamasinda karaciger ALT, AST, LDH aktivelerinin arttigini
bildirirken, biz ¢alismamizda Malathion’un akut uygulamasinda karacigerde ALT, AST,
LDH aktivelerinin arttigini ilk kez gostermis olduk. Glukoneogenezi ile aminoasitlerden ve
laktatdan piruvata, piriivattan ise glukoza donlisimiiniin  gergeklesebilecegini

diisiinmekteyiz.

Ancak spearman korelasyon sonuglarina gore karaciger glikojen miktar1 ile ALT, AST,
LDH aktiveleri arasinda anlamli iligki bulunamamistir (p>0,05). Artan karaciger ALT,
AST, LDH aktivitesi ve artan glikojen miktarinin farkli yolaklardan gergeklestigi

diistiniilebilir.

Ileriki caligmalarda bu mekanizmalarin aydimlatilmas: igin daha ayrintili calismalar
yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz. Ayn1 zamanda Malathion’un akut uygulamasinda
karaciger biitiin glukojenik enzim aktivelerini ve biyomolekiiler diizeyde tasarlanacak

farkli aragtirmalar ile glukoneogenez yolunun daha iyi aydinlatacagi kanaatindeyiz.



95

6. SONUC

Malathion’un 24 saat sonra (akut) kontrol grubu (Grupl), 100 mg/kg (Grup 2), 200 mg/kg
(Grup 3) ve 400 mg/kg (Grup 4) doz gruplar olusturularak karaciger siipernatant tizerinde

yaptigimiz ¢aligmamizda;

Karaciger AChE aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim gézlenmemis, ancak
karaciger ChE aktivitesi i¢in Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’iin, Grup 1’e gore anlamli olarak
azaldig1 gozlemlenmistir. Kontrol grubuna gore ortalama karaciger ChE aktivitesinin 100,

200, 400 mg/kg degerleri icin sirastyla %53, %43, %51 inhibe oldugu belirlenmistir.

Oksidatif stres parametreleri incelendiginde karaciger MDA ve AGEs diizeyleri gruplar
kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir.
Karaciger AOPP diizeyinin Grup 3 ve Grup 4’te Grup 2’ye gore anlamli olarak artigi
gozlenmistir. TOS diizeyinin ise Grup 4’tin, Grup 1 ve Grup 2’ye gore anlamli olarak
arttigi ve Grup 3’ln de Grup 2’ye gore anlamli olarak arttigr bulunmustur. Doz artisi ile

birlikte karaciger AOPP ve TOS diizeyleri birlikte artmaktadir.

Antioksidan enzim aktiviteleri incelendiginde, karaciger SOD aktivitesinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak farkin anlamliligi bulunamazken, katalaz aktivitesinde Grup 3
ve Grup 4’iin, Grup 1’e gore anlamli olarak yiikseldigi bulunmustur. Korelasyon analizi
sonuglarina gore karaciger AOPP ve TOS diizeyi artarken katalaz aktivitesi de artmustir.
Calismamiz sonuglarina gore karacigerde diger molekiil oksidasyonlarinin yan sira total

oksidasyonun da degerlendirilmesinin 6nemli oldugu belirlenmistir.

Karaciger doku PON1-ARE aktivitesinin Grup 3 ve Grup 4’te, Grup 1’e gore azaldig
bulunmustur. TOS diizeyi artarken PONI1-ARE aktivitesi de azalmistir. Bu sonuglar
karaciger PON1-ARE’nin ROS artigina kars1 koruma sagladigin1 gostermektedir. Artan
doz ile birlikte ratlarin karaciger ChE ve PONI1-ARE aktivesinin birlikte azaldig

gbzlenmistir.

Inflamasyonu belirlemek igin segtigimiz karaciger TNF-a diizeyinin Grup 4’te, Grup 1’e

gore belirgin olarak artti§1 bulunmustur. Karaciger histolojisi incelendiginde Grup 4’te
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vakuoler ve hidropik dejenerasyon gozlemlenmistir. Bu durum diger dozlarda

gozlememistir.

Doku glikojeni Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’te, Grup 1’e gore belirgin olarak arttig
bulunmustur. Korelasyon sonuglarina gore karaciger ChE aktivitesi azalirken glikojen

miktar1 da artmigtir. Ayn1 zamanda PON1-ARE azalirken glikojen miktar1 artmistir.

Grup 3 ve Grup 4’lin karaciger ALT, AST, LDH aktiviteleri Grup 1 ve Grup 2’ye gore
yiiksek bulunmustur. Korelasyon analiz sonuglarina gore bu enzimler kendi aralarinda

ikili olarak karsilagtirildiginda giiclii anlamli pozitif korelasyon izlenmistir.

Elde ettigimiz sonuglarin, Malathion’un doz degisimi ile akut toksik etkisinin karaciger
oksidan ve antioksidan sistem, inflamatuar belirtegler, baz1 enzim ve molekiiller, histolojik
incelemelerle ile segilen parametrelerin birbirleri ile olan iliskisinin kapsamli veri

saglayacagini diisiinmekteyiz.

Bu perspektif ile Malathion’un karacigerde hasarina sebep olan akut dozunun insan sagligi
ve ¢evre lizerine meydana getirdigi olumsuz etkilerinin belirlenip bunun oniine gecilmesi,
dis pazarda ve i¢ tiiketimde tarim Triinleri i¢in kullanilan dozu hakkinda diizenleme

yapilabilmesi i¢in yeni fikirler verecegini diisiinmekteyiz.
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