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UZERINE ETKILERININ INCELENMESI
(Doktora Tezi)
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OZET

Calismamizda tarimda pestisit olarak kullanilan bir organofosfat olan Malathion’un akut (24 saat)
farkli doz uygulamariyla Wistar albino rat serum parametrelerine etkileri incelenmistir. Bu amagla
her grupta 6 tane olmak tlizere kontrol (Grupl) ve 100 mg/kg (Grup 2), 200 mg/kg (Grup 3), 400
mg/kg (Grup 4) doz gruplar olusturularak secilen serum parametreleri lizerindeki degisimler
arastirllmigtir. Serum malondialdehit (MDA), glukoz, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD), laktat
dehidrojenaz (LDH), amilaz, alkalen fosfataz (ALP), kreatinin ve iire (BUN) seviyelerinde, gruplar
arasinda istatistiksel olarak farkin anlamliligi bulunamamistir. Serum aspartat aminotransferaz
(AST) diizeylerinde Grup 3 ve Grup 4, Grup 1 ve Grup 2’ye gore anlamli olarak artmistir. Serum
alanin aminotransferase (ALT) diizeylerinde Grup 3, Grup 1‘e gore anlamli bir artis bulunmaktadir.
Kreatin kinaz (CK) diizeylerinde Grup 3 ve Grup 4 ile Grup 1 ve Grup 2’ye gore bir artig
gbzlenmistir. Lipaz kontrol grubu disindaki tiim doz gruplarinda inhibe olmustur. Total oksidan
durum (TOS) diizeyinin Grup 4’te, Grup 1 ve Grup 2’ye gore arttigi bulunmustur. Serum ileri
glikolizasyon son triinleri (AGEs), insulin ve tiimor nekroz faktdr-alfa (TNF-a ) Grup 4’te Grup 1
‘e gore artig gozlenmistir. Korelasyon analizlerine bakildiginda Serum AGEs ve Serum TOS
diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur. AGEs ile TNF- o diizeyleri aralarinda pozitif
korelasyon oldugu tespit edilmistir. TNF- a ile TOS, TNF- a ile AST arasinda pozitif bir korelasyon
gozlenmisken, TNF-a ve ALP arasinda negatif bir korelasyon tespit edilmistir. Ayrica ALP ile AST
ve ALP ile CK arasinda da kuvvetli negatif bir korelasyon oldugu bulunmustur. Glukoz ile G6PD
arasinda ve TOS ile insiilin arasinda da pozitif bir korelasyon oldugu gozlenmistir. Insulin ile AGEs
arasinda da pozitif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir. Sonug¢larimiza gére Malathionun akut
artan doz uygulamalarinda, serum parametreleri incelendiginde oksidan-antioksidan sistem, doku
hasari, inflamasyon ve bazi metabolik olaylan etkiledigi ve bu sebeple insan-toplum-gevre sagligi
acisindan doz uygulamalarinda gerekli egitim ve Onlemlerin alinmasi gerektigi sonucu ortaya
cikmaktadir.
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THE INVESTIGATION OF MALATHION’S EFFECT ON OXIDANT AND ANTIOXIDANT
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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 serum parameters 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 serum parameters was analyzed. We
found that there was no significant change in serum malondialdehyde (MDA), glucose, glucose-6-
phosphate dehydrogenase (G6PD), lactate dehydrogenase (LDH), amylase, alkalen phosphatase
(ALP) creatinine and urea levels among the Groups. Serum aspartate aminotransferase (AST) levels
of Group 3, and Group 4 were significantly higher than Group 1 and Group 2. The serum alanine
aminotransferase (ALT) significantly increased in Group 3 compare to Group 1. Creatine kinase
(CK) increased in Group 3 and Group 4 compare to Group 1 and Group 2. Serum lipase activity has
lose all dose groups (Group 2, Group 3 and Group 4). Serum total oxidant status (TOS) levels
increased in Group 4 compare to Group 1 and Group 2. Serum advanced glycation end products
(AGES), Insulin and tumor necrosis factor-alpha (TNF- o) levels were increased in Group 4 compare
to Group 1. In correlation analysis, we found that thare is a positive correlation between serum TOS
levels and AGEs levels. We observed that there is a strong positive correlation between AGEs levels

and TNF- o levels in serum. Also there is positive correlation between TNF- o and TOS levels and

TNF- o and AST levels. On the other hand negative correlation has found between TNF- o, and ALP
levels in serum. Additionally, negative correlation has observed between ALP and AST levels and
ALP and CK levels in serum. There is strong positive correlation has found between glucose and
G6PD levels and TOS and insulin levels. Also we observed that positive correlation between serum
AGEs and insulin levels. According to our result, In acute ascending dose of Malathion application,
when serum parameters examined, it effects oxidant-antioxidant status, tissue damage, inflammation
and any other metabolic status, so for this purpose we consider that necessary precautions and
educations should be taken for human, public and environment health.
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alanine aminotransferase, advanced glycation end products, , total oxidant
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar aciklamalar ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

CaClz
CHCI;

CH3:COOH
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Ferrik

Ferroz

Hidrojen peroksit
Hipoklorik asit

Siilfiirik asit

Potasyum kloriir

Potasyum fosfat

Potasyum iyodiir
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Nikotinamid adenin dintikleotit
Nikotinamid adenin diniikleotit hidrojen
molekiilii

Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
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Sodyum karbonat

Disodyum fosfat

Sodyum hidroksit

Nitro blue tetrazolium kloriir
Nitrik Oksit

Molekiiler oksijen
Stiperoksit radikali
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Alanin Aminotransferaz
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Nitrik Oksit Radikali

Reaktif Oksijen Tiirleri
Siiperoksit Dismutaz

Timor nekrozis faktor alfa
Total Oksidan Durum



1. GIRIS

Pestisit ve diger tarim koruyucu kimyasallar neredeyse biitiin diinyada yaygin sekilde
kullanilmaktadir fakat bu kimyasallar ¢cevre ve halk sagligini ciddi olarak tehdit etmektedir.
Birgok iilkede, pestisit zehirlemesinin morbidite ve mortalitede major problem oldugu
bildirilmektedir. Pestisitlerden, her y1l 3 milyon kisinin ciddi zehirlendigi ve 220 bin insanin
Olimiine neden oldugu tahmin edilmektedir. Pestisitler arasinda toplam zehirlenme
durumunun %50’sini organofosfat bilesikler olusturmaktadir. Organofosfatlarin, sinirler
tizerinde ciddi tahribata neden oldugu bilinmektedir. Bilinen diger toksik etkisi ise oksidatif
strese yol agarak gergeklestirdigi sdylenmektedir. Bu etki sonucunda metabolik degisime ve
sonucunda hiicre 6liimii (nekrozis ve apoptozis) ortaya c¢ikabilmektedir (Karami-Mohajeri
ve digerleri 2011; ve Soltaninejad ve digerleri 2009). Organofosfatlar viicutta baslica
kolinesteraz (ChE) ve asetilkolinesteraz (AChE) enzimlerini inhibe etmektedir (Picco ve
digerleri, 2008). Bu enzimler lokalizasyonu ve kullandiklar1 substrat agisindan farkli

enzimlerdir (Chatonnet ve Lockridge, 1989).

Yapilan calismalarda malathionun akut ve kronik etkilerinde pankreas, karaciger
dokularinda hasar ve kanda hiperglisemiye neden oldugu gosterilmistir. Malathionun akut
ve kronik dozlarinda insiilin sekresyonu da arttirdigi bazi ¢aligmada belirtilmistir (Panahi ve
digerleri, 2006; ve Rodrigues ve digerleri 1986). Reaktif oksijen tiirleri (ROT) hiicrede
normal metabolik siireclerde ve transdiiksiyon durumlarinda {iretilmektedir fakat
patofizyolojik siire¢lerde 6nemli rol oynamaktadir. Lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi

biyomolekiiller, ROT tarafindan dejenerasyona ugramaktadir.

Calismamizda, Malathion’un 100 mg/kg, 200 mg/kg, 400 mg/kg dozlarinda rat serum
parametrelerinin doza bagimli akut siireli etkisini inceledik. Bu amagla rat serumunda lipaz,
aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP),
laktat dehidrojenaz (LDH), amilaz, kreatin kinaz (CK) ve lipaz aktivelerini, timdr nekrozis
faktor alfa (TNF-a) ve total oksidan durum (TOS) diizeyi, glukoz, insiilin, kreatinin, BUN,
glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) ve lipit peroksidasyon iirlinii olan malondialdehit
(MDA) diizeyini olgtiik. Ayrica reaktif oksijen tiirlerinin artis1 sonucunda enzimatik
olmayan protein ve karbonhidratlar arasinda gerceklesen glikasyon reaksiyonunun ileri

glikasyon son liriinii (AGEs) diizeyini belirmeyi amagladik.






2. GENEL BILGILER

2.1. Pestisitler

Pestisitler, kisaca tarim zararlilarini zararsiz hale getiren bilesikler olarak tanimlanabilir, ki

bu bilesikler;

1-insektisitler (organofosfatlar, organoklorlar, karbamatlar),
2-rodentisitler (antikoagulanlar),

3-herbisitler (6r: paraquat)

4-fungisitler (ditiyokarbamatlar),

5-fumigantlar (etilen dibromid)

gibi alt gruplara sahiptir. Her ne kadar bu toksik kimyasallar memeliler ve diger hedef
olmayan canlilar icin oldukca zarar verici olsa bile ekosistemle biitiinlesmis duruma
gelmistir (Soltaninejad ve digerleri 2009) Tarimsal programlarda ve halk sagliginda
pestisitlerin kullanim1 birgok ciddi akut ve kronik zehirlenmelere neden olmaktadir.
Calismalar gostermistir ki pestisitler Parkinson Hastaligi basta olmak iizere norolojik
hastaliklar, kisirliga neden olabilecek iireme bozukluklar, fetal dogum bozukluklari,
solunum problemleri, endokrinolojik konular ve deri iizerinde de etkileri gosterilmistir
(Kesavachandran ve arkadaslari, 2009). Ayrica pestisit maruziyeti ile solid tumor olusumu,
hematolojik kanser ve genotoksisite arasinda pozitif bir korelasyon oldugu bildirilmistir

(Bassil ve arkadaglari, 2007).

Pestisit maruziyetinde bir¢ok akut efekt ortaya ¢ikabilir. Bu etkiler maruz kalinan bilesigin
toksisitesine ve doza bagli olarak degisebilir. Akut pestisit zehirlenmeleri kazara olabilecegi
gibi birgok gelismekte olan iilkelerde mesleki olarak da bir¢ok dliime sebep oldugu rapor
edilmistir. Pestisitlerin kolay ulasilabilir olmas1 ve kullaniminda denetlenebilirliginin az
olmasi zehirlenmelerin birincil sebebi olarak belirtilmektedir (Kesavachandran ve digerleri,
2009). Kronik toksisitede ise pestisit kalintilarin ¢evre kirliligi olusturarak yarattigi etki cok

Onemli bir konudur.



2.1.1 Pestisitlerin cevreyle olan iliskisi

Pestisitlerin en yaygin kullanilanlar1 organofosfatlar, karbamatlar ve klorinlenmis
hidrokarbonlardir. Organoklorinler, diinyada c¢ok yaygin olarak kullanilmistir. Ancak
dogada kalis siireleri organofosfatlara gére daha fazla oldugundan dolayr yasaklanmistir.
Kullanim1 yasaklanmig dahi olsa hala bazi {ilkelerde kullanilmaya devam etmektedir. Yagda
coziilebilen bilesikler oldugu icin karaciger ve beyinde dnemli sistemik hasarlara neden

olduklar gosterilmistir (Moses ve digerleri, 2010).

Pestisitlerin insan saglig lizerine etkisi endiistriyel teknolojinin gelismesine paralel olarak
su, hava ve topragi da ekleyerek yillar boyu giderek artarak toksikolojik bir sorun olarak

insanlarin karsisina ¢ikmaktadir. Cevre kirlenmesi siniflandirilirken;

- Fiziksel Kirleticiler

- Kimyasal Kirleticiler

- Biyolojik Kirleticiler

olarak siniflandirilmaktadir. Pestisitler bu gruplar icerisinde Kimyasal kirleticiler arasinda

onemli bir yere sahiptir (Dokmeci, 2001; ve William ve digerleri, 1992).

Baslica kirlenme kaynaklarina gz atildiginda;
- Enerji eldesi

- Kimya endiistrisi

- Tarimsal aktiviteler

kirlenmenin en 6nemli faktorleri olarak géze carpmaktadir.

Pestisitler gelismis {lilkelerde oldugu gibi az gelismis {iilkelerde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bazi kullanimlar sirasinda ya da yanlis uygulamalar neticesinde akut
zehirlenmelere yol agabilirler. Ayrica toksisitesi gorece diisiik olan pestisitler ise ¢evre ya
da besin kirlilikleriyle birlikte insan sagligina ciddi zararlar1 dokunabilecegi belirtilmektedir

(Dokmect, 2001:103 ve Bond ve digerleri, 1974).

Bu kirlenmelerin ilk sirasinda sulardaki kirlenme yer almaktadir. Bunun sebebi suyun yagam

icin vazgecilmez olusudur. igme ve temizlik gereksinimlerimizde kullandigimiz suyun



kirlenmesi sagligimizi tehdit eden unsurlarin basinda gelmektedir. Bu kirlenme biyolojik
veya kimyasal sekilde olabilir ve pestisitler en 6nemli kaynaklardan biridir bu kirlenmenin.
Bir diger kirlenme kaynagi olan topraktir. Topragin insektisitlerle kirlenmesi, kullanilan
maddenin yapisina bagli olarak degisiklik gosterebilir. Yarilanma Omrii yiiksek olan
maddeler toprakta birikerek, zarar verici dozlara ulasmakta ve zamanla bulundugu ortamdan
diger ortamlara tasinabilmektedir. Ulkemizde kullanilan pestisit miktar1 yillik 100 bin ton
kadardir ve 6liim oranlar1 diger gelismekte olan iilkelere oranla yaklasik 15 kat daha
yiiksektir. Bu durumun sebepleri arastirildiginda; pestisitler konusunda yeteri kadar bilgili
olunmamasi, uygun olmayan kosullarda muhafaza edilmesi, gereksiz yiiksek doz
kullanimlari, pestisit bulagsmis kaplara yiyecek ve icecek konmasi gibi nedenler oldugu

belirtilmektedir (Dokmeci, 2001:103).
2.2. Organofosfatlar

Pestisitler icerisinde, organofosfatlar diinyada en yaygin kullanilan ve tiim diinyada en fazla
zehirlenme olayina sebep olan gruptur. Organofosfat pestisitlerin, organoklor bilesikler

yerine tercih edilme sebebi daha hizli degrade olmalaridir (John ve digerleri, 2001).

Ancak kullanilan bu kimyasallarin ¢evre ve halk sagligi i¢in tehlikeli oldugu bilinmektedir
(Ojha ve digerleri, 2012). Pestisitler arasinda toplam zehirlenme durumunun %50’sini
organofosfat bilesikler olusturmaktadir (Karami-Mohajeri ve digerleri, 2011). OF’ler
merkezi bir fosfor atomu ve ¢ok sayida yan zincirden olusan bilesiklerdir. Insektisit olarak
kullanilanlarin bir¢ogu dimetoksi ve dietoksi bilesikleridir. Bu pestisit grubu, en iyi bilinen
insektisitler olan malathion ve diazinonu igerir. Organofosfatlarin genel yapisi sekil 2.1. de

gosterilmistir.

R: Genel olarak alkoksi (OCH3 veya OC:Hs)

O
|l

R10-F~OR3
R20

Sekil 2.1. Organofosfatlarin genel yapisi



OF’lerin daha yaygin kullanimina sebep olan 6zelligi DDT gibi organoklorlardan daha az
kalici olmalaridir. Bu bilesikler OF’ler gelistirilmeden once tercih edilen pestisitlerdir.
Omurgalilar i¢in organofosfatlarin organoklorlara gore olduk¢a zehirli oldugu tespit
edilmigtir (Ware ve digerleri, 1986). Yapisal olarak organofosfat bilesikler fosforik asitin,
fosfonik asitin ve fosfinik asitin ester, tiyol ve amid tiirevleridir. Tarimda kullanilan 100'in
iizerinde farkl tiirevi bulunmaktadir. Bunlar icerisinde en yaygin kullanilanlar1 parathion,
chlorpyrifos, dichlofenthion ve malathion'dur. Ik organofosfat olan tetraetil pirofosfat 1854
yilinda sentezlenmistir (Petroianu ve digerleri, 2008). O giinden bu yana sentezlenen
yiizlerce bilesik tarimda kullaniminin yaninda kimyasal silah olarak da kullanilmistir

(Solberg ve digerleri, 1998).
2.2.1 Organofosfatlarin Etki Mekanizmasi ve Toksikoloji

Organofosfat bilesikler immun sistem, tiriner sistem, pankreas, karaciger gibi organlarda ve
serumdaki biyokimyasal parametrelerde degisiklige sebep oldugu gosterilmistir. Bu
bilesiklerin etki mekanizmasi boceklerde ve memelilerde aynidir. Bu bilesikler
asetilkolinesteraz (AChE) enziminin inaktive olmasina sebep oldugu bildirilmektedir. Bu
enzim kolinerjik sinapslarda asetilkolini hidrolizler ve ndronlarin iletisiminin saglanmasinda
onemli rol oynar. Asetilkolin esterazin inhibisyonu ndron dejenerasyonu ile solunum
sisteminin kontroliinii azaltarak 6liime varabilen defektlere neden olabildigi soylenmektedir
(Sparling ve digerleri, 2007). Organofosfatlar, kimotripsin, asetilkolinesteraz, plazma ya da
butirilkolinesteraz gibi karboksilik ester hidrolazlari, hepatik karboksilesterazlari,
paraoxanazi ve diger spesifik olmayan esterazlari, inhibe ederek etki gosterir (Abdollahi ve
digerleri, 1996; Shadnia ve digerleri, 2003; ve Ellenhorn ve digerleri, 1997). Diinya saglik
Orgiitiiniin rakamlarina gore Asya lilkelerinde yilda ti¢ milyon kisi organofosfat zehirlenmesi
yasamakta ve bunlarin iki yiiz elli bininin 6lmekte oldugu bildirilmistir (WHO, UNEP. 1990)
Organofosfat zehirlenmelerinde tedavi i¢in kolinerjik depresyonun restorasyonu yoluyla
gerceklestirilmektedir, yiliksek doz atropin uygulanarak tedavi uygulanmaya calisilmaktadir
(Rahimi ve digerleri, 2006).



2.2.2 Toksisite

Canli organizmalara zarar veren mineral, bitkisel, hayvansal ya da sentetik maddelere toksik
madde ve bu maddelerle organizmanin gegici ya da siirekli olarak bozulmasi yani toksik etki

olusturmasi toksisite (zehirlenme, intoksikasyon) olarak tanimlanir.

Toksisite olusumunu etkileyen faktorler:

1. Temas Yolu
2. Temas Siiresi ve siklig1

3. Doz

Temas Yolu

Toksik maddelerin viicuda giris yollar1 oral, inhalasyon, dermal ve paranteral yollardir.
Toksik maddeler genel olarak en hizli etkiyi ve en hizli cevabi intravendz yol ile viicuda
alindiklarinda meydana getirirler. Diger giris yollar1 i¢in siralama su sekildedir: intravenoz
> inhalasyon > intraperitonal > subkutan > intramuskuler > intradermal > oral > dermal.

(Nevin, 2005:20-36 )

Temas Siuresi ve Sikligi

Ksenobiyotiklerle meydana gelen zehirlenmeler, toksik maddeye maruz kalma siiresi ve
sikligina bagl olarak;

a) Akut zehirlenme

b) Subakut zehirlenme

c¢) Subkronik zehirlenme

d) Kronik zehirlenme

Akut Zehirlenme

Akut zehirlenme, ksenobiyotigin toksik dozuna bir kere veya 24 saatten az bir siire i¢inde
bir¢ok kere maruz kalma sonucu goriiliir. Akut maruz kalma sonucu maddeye ait akut
zehirlenme belirtileri kisa bir siire icerisinde ortaya ¢ikar. Bu durum ic¢in bazi istisnai
durumlardan da s6z etmek miimkiindiir. Radyasyona akut maruz kalma sonucu karsinojenik

etki maruziyetten yillar sonra ortaya ¢ikabilir. Bu sekilde akut maruziyete ragmen toksik



etkinin sonradan goriilmesine gecikmig akut toksik etki denir. Maddelere ait akut zehirlenme

belirtileri 24 saatlik temas testleri ile belirlenir (Tungok, 2003 ve Giiley, 1978)

Subakut Zehirlenme

1 ay veya daha az siire igerisinde toksik etki olusturabilecek miktarda toksik maddenin
organizmaya girmesi ile olusan zehirlenmeye subakut zehirlenme denir. Pestisitlerin
ozellikle organik fosforlu inseksitisitlerin tarimda uygulanmasi sirasinda bu tip zehirlenme
olaylarma rastlanir. Subakut zehirlenme belirtiler1 akut zehirlenme belirtilerine g¢ok
benzerdir. Subakut zehirlenme belirtileri, 14 veya 28 giinliik temas testleri ile saptanir

(Dokmeci, 2001; Giiley, 1978; ve Tungok 2003).

Subkronik Zehirlenme

Ksenobiyotige temas siiresi subakut ile kronik siire (1-3 ay) arasindadir. Zehirlenme
belirtileri ve toksik etki sekli kronik zehirlenmeye daha yakindir. Subkronik zehirlenme
belirtileri 90 giinliik temas testleri ile saptanir (Dokmeci, 2001; Giiley 1978; ve Tungok
2003).

Kronik Zehirlenme

Organizmada birikme 6zelligine sahip olan toksik maddelere 3 ay veya daha uzun siirede
maruz kalma sonucu ortaya c¢ikan zehirlenmelerdir. Genel olarak bir maddenin
organizmadan atilim hiz1 absorbsiyon hizina gore daha yavas ise bu madde organizmada
birikebilir yani kiimiilatif 6zellik gosterir. Kronik zehirlenme endiistride kimyasal maddelere
maruz kalan isciler i¢in 6dnemlidir. Kronik zehirlenme sonucu bir¢ok meslek hastaliklart
(benzolizm, silikozis, plumbizm) olusmaktadir. Ayrica gevre kirleticilerine (hava, su, besin
maddelerindeki), DDT, klorobifeniller, kursun, civa ve kadmiyum gibi kiimiilatif zehirlerle
goriilen kronik zehirlenmeler ise epidemiyoloji ve halk sagligi agisindan olduk¢a 6nemlidir.
Kronik zehirlenmelerde baslangicta bazen akut zehirlenme benzeri ancak daha hafif siddette

belirtiler ve uzun dénem sonunda maddeye ait kronik zehirlenme belirtileri gorilmektedir.

Toksik maddelerin akut zehirlenme belirtileri ile kronik zehirlenme belirtileri birbirinden

oldukca farklidir. Ornegin akut benzen zehirlenmesinde baslica toksik etki, santral sinir



sisteminin depresyonu iken, kronik benzen zehirlenmesinde ortaya ¢ikan baslica toksik etki

16semidir (Dokmeci, 2001; Giiley 1978; ve Tungok 2003).

Doz

Toksisiteyi belirleyen temel faktordiir. Uygun dozda kullanilmadigr takdirde her madde
zararli, olumsuz etkiler meydana getirebilir. Ksenobiyotiklerin genis bir doz spekturumu
vardir. Bu nedenle toksik etki olusturma potansiyelleri birbirinden farklidir. Genel kural
olmasa da biiyiik 6l¢iide toksisiteyi doz belirler. Bir maddenin ne kadar toksik oldugunu
ifade etmek i¢in yani toksisite derecesini ifade etmek i¢in akut toksisite letalite birimi olan

LD50 ifadesi kullanilir.

LD50 (Letal Doz 50)

Solunum yolu disinda diger tiim yollarla organizmaya girerek etki gosteren kat1 veya sivi
haldeki kimyasal maddelerin belirli kosullarda bir kez verildiginde bir gruptaki deney
hayvanlarinin % 50’ sini 6ldiiren dozu ifade eder ve bu deger mg/kg olarak belirtilir. LD50
tayini i¢in organizma maddeye hangi yol ile giriyorsa o yoldan deney hayvanlarina
uygulanmasi daha stabil sonuglarin elde edilmesine olanak saglar. Verilis yoluna gore
maddenin LD50 degeri farklilik gosterebilir. LD50 degeri maddelerin toksik etki olusturma
potansiyellerini karsilastirmayr saglar ve bu ifade ile bir maddenin hangi dozlarda zararl

oldugunu da anlamak miimkiindiir (Dékmeci, 2001)

2.2.3 Organofosfat bilesikler ve akut toksikoloji

Bu grup pestisit liyeleri kolinesteraz inhibitoriidiir ve kullanilan pestisitler arasinda en toksik
olanlart oldugu belirtilmistir (Wagner, 1989). Solunum yoluyla alindiginda ilk olarak
solunum sistemi etkilenir ve kanli burun akintisi, 6ksiiriik, gogiis agrisi, nefes almada zorluk,
bronslarda sivi azalmasi ve artmasina bagli olarak hirltili solunum gozlenmektedir.
Organofosfatlara deri yoluyla temas sonucu bolgesel terleme ve istemsiz kas kasilmalar
meydana geldigi soylenmektedir. Gz ile temas sonucu gozde agri, kanama, gozyasi, goz
bebeginde kii¢lilme ve bulanik gérme ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. Bu maddelere maruziyet
devam eder ise sistemik etkiler birka¢ dakika ile 12 saat arasinda baslamaktadir. Bu sistemik

etkiler solgunluk, bulanti, kusma, diyare, abdominal kramplar, bas agrisi, bas donmesi, géz
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agrisi, bulanik goérme, goz bebeginde genisleme ve kiigiilme, terleme ve salivasyonu

icermektedir.

Ciddi bir zehirlenme sonucunda merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi etkilenir
(Smith ve digerleri, 1993). Merkezi sinir sistemi omurilik ve beyinden olusurken, periferik
sinir sistemi tiim sinirler ve uzun fiberlerden olugmaktadir. Genellikle AChE’nin normal

aktivitesinin yariya inmesi bu maddelere akut olarak maruz kalindiginin gostergesidir.

Organofosfat ve karbamat maruziyetinde kan dolasimindaki kolinesteraz seviyesinin dl¢timii

toksisiteyi gosteren iyi bir belirte¢ oldugu sdylenmektedir (Smith ve digerleri, 1993).

Organofosfatlarin efektif olarak asetilkolinesteraz inhibitorii oldugu bilinmektedir. Bunun
yaninda unintented hedefler de inhibe olabilirler. Bu beklenen inhibisyonlardan bir tanesi de
serin hidrolazdir ki bu enzim OP ester bolgeleri i¢in potansiyel hedef proteinlerdir. Heniiz
hala reversible (non-kovalent) inhibisyonlar konusunda organofosfat ve etkilestikleri
molekiil arasindaki iligki tam olarak acgikliga kavusturulabilmis degildir. Organofosfatlarla
reaksiyona giren, en iyi karakterize edilmis enzim smiflarindan biri de
karboksilesterazlardir. Bazi c¢alismalarda karboksilesterazlarin, organofosfatlar igin

asetilkolinesterazlardan bile daha sensitif oldugu sdylenmektedir (Ray ve digerleri, 2001).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla birlikte asetilkolin esteraz inhibisyonunun yani sira,
organofosfat toksisitesi i¢in marker olabilecek baska enzimler de oldugu gosterilmistir.
Bunlardan 6ne ¢ikanlar Serin hidrolaz ve Lipaz'dir. Yapilan ¢alismalar neticesinde Serum

lipaz aktivitesinde inhibisyonlar gdzlenmistir (Casida, 2005).

Lipazlar molekiil agirlig1 47000 Dalton olan glikoproteinlerdir. Trigliseridleri digliseridlere
ve ardindan monogliseridler ve yag asitlerinin olusumunu katalizleyen trigliserid
hidrolazlar1 olarak tanimlanirlar. Lipaz aktivitesi tayini yiiksek 6zgiilliglii ve hizli yanitt
sayesinde uluslararasi alanda giderek daha fazla kabul edilir olmustur. Lipaz tayini i¢in
substrattaki azalmay tiirbidimetrik ya da nefelometrik yolla belirleyen ¢ok sayida yontem

belirtilmistir.
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2.3. Malathion

Malathion, (2-(dimetoksitiyofosforiltiyo)suksinik asit dietil ester) non-sistemik, genis
spektrumlu organofosfat insektisittir. En erken gelistirilen organofosfat insektisitlerinden
biridir. 1950 yilinda Amerikan Cyanamid adli kimya sirketi tarafindan {iretilmistir.
Malathion, tarim zararlilarinin meyve ve sebzelere verdigi zararli etkileri engellemek
amactyla kullanilmaktadir. Ayrica sivrisinek, evlerde bulunan bocekler, ve ektoparazitler
icin de yaygin olarak kullanilmaktadir. Malathion’un genel yapist Sekil 2.2.°de

gosterilmistir.

Malathionla bir¢ok zehirlenme olay1 pestisit ile calisanlarda ya da kaza ile kii¢iik 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).

o)
S N
HsCO | O CH
P O CHj;
H.CO” s T
o)

Sekil 2.2. Malathion genel yapisi

Islak toz halinde, sivi ya da ultra diisiik seviyeli (ulv) sivi soliisyonlar halinde satist
yapilmaktadir. Malathion, hayvanlarda ve insanlarda ilag olarak da kullanilmaktadir

(Osweiler ve digerleri, 1984; Wester ve Cashman 1989)

Malathionun kendisinden 40 kat daha toksik olan analogu Malaokson, bir safsizlik {iriinii
olarak Malathion {iriiniin igeresinde yer alabilir. Ayrica bu durum malathionun toprak ya da
havadaki oksidasyonuyla da gergeklesebilir. Ancak olusan yeni okside bilesigin yart dmrii
malathiondan daha digiiktiir. Diger organofosfatli bilesikler gibi malathion da
asetilkolinesteraz inhibisyonu yaparak cesitli boceklerde, hayvanlarda ve de insanlarda

hayati tehlike olusturabilecek sekilde hasar verebilir. Yiiksek lipid icereigine sahip bitkilerde
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malathion kalintilarina siklikla rastlanmaktadir. Meyve ve sebzelerin sadece su ile yikanmasi
bu kalintilarin uzaklagmasi i¢in yeterli degildir (Nath ve Srivastava, 1990). Sindirim,
inhalasyon veya deriden absorbsiyonla kolayca insan viicuduna girebilir. Toksisitenin bagli
oldugu en 6nemli etmen karboksi ester grubunun varligidir ki bu grup memeli karacigerinde
bulunan karboksiesterazlarla hidrolize ugrar. Boceklerde bu enzim bulunmamaktadir ve
biyodoniisiim ile daha toksik tlirev olan malaokson olusur. Alkali aerobik kosullarda
degradasyon i¢in ana yol hidrolizdir. Sirasiyla malaoxon, malathion alfa ve beta monoasit,
dietil fumarate, dietil tiyomalat, O,O-dimetilfosforoditiyoik asit metabolit olarak olusur

(Singh ve digerleri, 2009).
2.4. Organofosfat Bilesikler ve Malathionun Etkileri

Yapilan bir¢ok c¢alismada malathion’un; oksidatif stres, organ/doku hasari, inflamasyonla

iliskisi tartisilmaktadir.
2.4.1 Oksidatif Stress

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve biyolojik sistemin detoksifiye
edebilmesi ya da hasar olusumunun diizeltilmesi arasindaki denge iliskisi olarak
tanimlanmaktadir. Normal redoks durumundaki hiicrelerde peroksidaz ve serbest radikal
olusumu, hiicrelerdeki protein, lipid ve DNA yapilarin hasar gérmesine neden olur. Oksidatif
hasar DNA sarmalinda kirilmalara sebebiyet vererek ana hasar unsurlarindan birini
olusturur. Ana unsur hasarlar, Superoksit radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi
reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica bazi reaktif oksidatif tiirler redoks
sinyalizasyonunda hiicresel mesajc1 olarak da gorev alirlar. Boylelikle oksidatif stres hiicre

sinyalizasyonun mekanizmasinda hasara neden olabilir (Kala ve arkadaslar1 2015).

Inflamasyon
Diyabet, Iskemi-Rep.
Obezite T ;

[ = H.0, === «H
\:‘ i

+ e (N0

LAy —— L LE ]

Sekil 2.3 Serbest radikal olusum semasi
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Reaktif oksijen tiirleri patojenleri yok etmek i¢in immiin sistem gibi kullanilan yiliksek
derecede reaktif olan tiirlerle ayni ailenin iiyesidir. Buna ragmen, bu tiirler fazla
bulundugunda patofizyolojik modelleri hiicre hasarina neden olurken, direkt ya da ¢esitli
sinyal yolaklarinda ara {iriinler seklinde ¢alisip DNA hasari, protein oksidasyonu ve lipid
peroksidasyonu ile sonuglananlar membran hasarina yol agmaktadir. Reaktif nitrojen tiirleri
de (RNT) aymi sekilde hareket etmektedir: Nitrik oksit radikali (NO) damar basincini
azaltma, hiicre bliylimesini engelleme gibi Ozelliklere sahipken, peroksinitrit anyonu
(ONOO-) intraseliiler ROT konsantrasyonunu artirmaktadir. (Gegkil, 2012)

Serbest radikaller meydana gelirken 3 farkli yol izleyebilirler;

-Normal bir molekiiliin kovalent baginin ortaklanmamis elektron kalacak sekilde homolitik
parcalanmasi.
-Normal bir molekiiliin tek bir elektron kaybetmesi.

-Normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi.

Siuperoksit Radikali

Artmis seviyede ki Oz, hasarlayici etkisini Oz~ radikalinin olusumunu artirarak yapar ve bu
mekanizma O> toksisitesinin siiperoksit teorisi olarak adlandirilir. Her ne kadar bir serbest
radikal ise de hasar olusturucu bir tiir degildir. Bunun nedeni yar1 6mriiniin uzun olmasina
karsin bulundugu yerden uzaklagsma yeteneginin az olmasidir. Asil 6nemi H>O> olusturmasi

ve gecis metal iyonlarinin rediikleyicisi olmasidir.

Tek bir elektronun transfer yoluyla O;’ye verilip rediiklenmesi, kararsiz bir yap1 olan O ‘in

olusumuna neden olur (Cheeseman ve digerleri, 1993; ve Bingdl, 1993).

O, + 1e Oy

e

Hidrojen Peroksit

Urat oksidaz, glukoz oksidaz ve D-amino oksidaz gibi birgok enzim O:’ye iki elektron
transfer ederek H>O; iiretir. Zayif rediiktan ve zayif oksidandir. Asil 6nemi geg¢is metal
iyonlar1 varliginda OH' radikali olusturmasidir. istenmeyen H,O, hiicrelerde katalaz ve

glutatyon peroksidaz tarafindan uzaklastirilir (Guttridge ve digerleri 1995).
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O, +2e +2H" _— H>O»

Hidroksil Radikali

Hemen hemen biitiin biyomolekiillerle reaksiyona girebilen diger radikaller i¢inde en
kuvvetli oksidan radikaldir. Cok kisa dmiirliidiir ancak kiiclik miktarlar1 bile asir1 hasara yol
acabilir. OH' radikali ii¢ tip reaksiyon yapar ( Basaga, 1990; Cheeseman ve digerleri, 1993;
ve Bingdl, 1993).

« llave reaksiyon (protein-protein, protein-lipid, lipid-lipid ¢apraz baglanmasi)
e Hidrojen ¢ikarma
o Elektron transferi

DNA’da serbest radikal zincir reaksiyonlar1 ve kimyasal baz degisikleri yaparak

mutasyonlara ve onkojenik aktivite artisina neden olur.

H>0O2’ye bir elektron ilave edilirse hidroksil radikali OH- ve hidroksil anyonu OH olusur
(Basaga 1990 ve Halliwell ve digerleri, 1989).

2 H,O, + le +H" 2 OH + OH + H,0

—_—

Toksik OH' radikalinin olusumunda demir, bakir gibi baz1 metal iyonlar1 da rol oynayabilir.
Fe** iyonunun O~ radikali tarafindan indirgenmesiyle olusan Fe*2, H,O> ile reaksiyona
girerek OH' radikalini meydana getirir. Bu reaksiyon Fenton reaksiyonu olarak bilinir. Oz~
radikalinin H,O» ile Fe™ Kkatalizli reaksiyonu da Haber-Weiss reaksiyonu olarak
adlandirilmistir ve bu reaksiyonda da OH' radikali olusur (Basaga, 1990; ve Cheeseman ve

digerleri, 1993).
Fenton Reaksiyonu:
Fe™ + Oy~ > Fe™? + 02

Fe?+H,0,_____, Fe”+OH +OH
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Haber Weiss Reaksiyonu:

0 +H0— , OH +OH + O2

Singlet Oksijen

Singlet oksijen serbest radikal degildir. Ciinkii eslenmemis elektron tasimaz. H>O> gibi
serbest O, radikalleri ile birlikte tarif edilen reaktif O, tiiriidiir. iki eslenmemis elektronun
paralel spin gosterme 6zelligi yani spin kisitlanmasi ortadan kaldirilirsa singlet O2 olusur

(Cheeseman ve digerleri, 1993; ve Guttridge ve digerleri, 1995).

Perhidroksil radikali

Stiperoksit radikaline direkt olarak bir proton verilerek HO» radikali olusturulabilir.
Perhidroksil radikalinin proton verme 6zelligi yani pKa degeri 4.8 dir ve asit ortamlarda
bulunur. Bu sebepten dolay1 viicut pH’sinda O>~ radikali mevcuttur. Perhidroksil radikali
siiperoksit radikalinden daha kuvvetli oksidandir (Cheeseman ve digerleri, 1996; ve Freeman

ve digerleri, 1982).
20, +2H" > 2 HOy

Karbon Merkezli Radikaller

Lipid, niikleik asit, karbohidrat veya protein gibi biyolojik bir molekiile oksitleyici (OH") bir
radikalin etki etmesiyle olusur. Bunlar ¢ok hizli bir sekilde O» ile birleserek peroksi
radikalini (ROO) olusturur. Peroksi radikali lipid peroksidasyonunu baslatir. Bu peroksil
radikallerinden alkoksil radikalleri (RO') de olusabilir (Cheeseman ve digerleri, 1993).

RH+OH __ , R +H

R+0 ____, ROO
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Hipoklordz Asit

HOCI viicutta aktive olmus notrofillerden olusur ve giiclii oksidandir. Hem igeren MPO,
fagositik hiicrelerin stoplazmasinda H>O> ve Cl iyonlarindan HOCI olusturur. HOCI demir
bagimli ve demir bagimsiz reaksiyonlarla hidroksil radikali olusturabilir (Guttridge ve

digerleri, 1995; Moslen ve digerleri, 1994).
HOCI1 + Oy~ , OH+ O
HOCI + Fe™ , OH + CI" + Fe™

Nitrojen Oksitler

Nitrik oksit (NO) ve nitrojen dioksit (NOy) tek sayida elektron igerirler ve radikal olarak
siiflandirilirlar. NO stiperoksit radikaliyle reaksiyona girerek reaktif ara basamak {irtini
olan peroksinitriti (ONOO") olusturur. ONOO" gii¢lii oksidan 6zelligi ile birgok biyolojik
molekiilde hasar meydana getirir. Metal katalizli reaksiyonlardan bagimsiz asit pH’da OH
radikali olusturur (Guttridge ve digerleri, 1995).

ONOO + H* OH + NO;

Serbest radikaller, iki ayr1 kaynakta sinifladirilabilir;
Endojen Kaynaklar

-Mitokondrial elektron transport sistemi
-Mikrozomal elektron transport sistemi

-Oksidan Enzimler

-Fagositik hiicreler

-Notrofiller ve immun sistemde yer alan diger hiicreler
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Eksojen Kaynaklar

-Ilag ve diger okside edici ajanlar
-Iyonize radyasyon

-Glines Is181

-Is1 soku

Pestisitler ve diger kimyasallar serbest radikal iiretimi ve antioksidanlarda ya da serbest
oksijen radikali Onleyici enzim sisteminde bozulmaya yol agarak oksidatif strese sebep
olmaktadir (Agrawal ve digerleri, 1991; Almeida ve digerleri, 1997; El-Sharkawy ve
digerleri, 1994; Koner ve digerleri, 1997; Ray ve Banerjee, 1998).

2.4.2. Doku hasari

Malathion toksisitesi asetilkolinesteraz inhibisyonu, oksidatif stres indiiksiyonu, karaciger
hasar1 ve bdbrek fonksiyonun bozulmasiyla iliskilendirilmektedir. Ozellikle oral yolla
viicuda giren toksik maddeler ya da ilaglarin detoksifikasyonu karacigerde gerceklestirilir.
Bu maddeler absorbe olup barsak hiicre membranindan gegebilmesi i¢in az iyonize ve yagda
¢Oziiniir olmalidir. Bu maddeler karacigerde hizla tutulurlar ve metabolize edilirler. Toksik
etkiye maruz kalip klinige gelen hastalarda karaciger bozuklugu ile seyreden olgu sayis1 ¢ok
yiilksek olmamakla birlikte yapilan c¢alismalarda, alanin aminotransferaz, aspartat
aminotransferaz, alkalen fosfataz, laktat dehidrogenaz, kreatinin kinaz gibi karaciger
enzimlerinin serum diizeylerinde belirgin artiglar oldugu ve bu artislarla birlikte karaciger

olusabilecek potansiyel hasar durumu incelenmistir (Lasram ve digerleri, 2014).

Toksik etkilerden hasar alabilecek bir diger organ ise bobrektir. Toksik maddelerden ileri
gelen akut bobrek yetmezligine pratikte seyrek rastlanilmaktadir. Kanda iire ve kan
kreatinini ¢alismak ya da morfolojik olarak incelemek (mikroskopik) suretiyle olusabilecek

potansiyel hasarin izlenmesi gerekmektedir (Lasram ve digerleri, 2014).
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2.4.3 immiin yamt ve inflamasyon

Cevre Koruma Ajansi (EPA), Uluslararas1 Kimya Giivenlik Programi (IPCS) ve Gida ve ilag
Dairesi (FDA) gibi bazi énemli kuruluslar, insektisitlerin immunsupresan gruplarina dahil
etmeyi Onermektedirler (Vos ve arkadaglari, 1995). Hayvanlar {izerinde insektisitlerde
yapilan caligmalarda enfeksiyonlara karsi hassasiyetin arttigi gozlenmistir (Dean ve
digerleri, 2001). Ayrica malathionla yapilan ¢alismada alerjik reaksiyonlar1 da arttirdig

sOylenmektedir (Brenner ve digerleri, 1992).

Inflamasyon, patojenler, hasarli hiicreler ya da irritanlar gibi zararl uyaranlara kars1 viicut
dokularmin verdigi kompleks biyolojik yanitin bir par¢asi olarak tanimlanmaktadir (Ferrero-

Miliani ve digerleri, 2007).

Inflamasyon, immun hiicreler, kan damarlarmi ve molekiiler mediyatdrleri kapsayan
koruyucu bir yanittir. Inflamasyonun amaci, hiicre hasarinin ilk nedenini ortadan kaldirmak,

nekrotik hiicreleri uzaklagtirmak ve doku onarimini baslatmak olarak soylenmektedir.

Tiim organizmalarda immunitenin temelinde, organizmanin yabanci istilacilara karsi
inaktivasyonu ya da eliminasyonunu igerir. Bu eylemler patolojik mikroorganizmalar1 ve
onlarin triinlerini kapsamaktadir. Yiiksek vertebralilarda daha spesifik bir immun sistem
icermektedir. Bu sistem humoral ve hiicresel yaniti1 igermektedir. Birincil lenfoid organlar T
ve B lenfositlerin farklilagtigi timus ve kemik iligidir ve ©6zel fonksiyonlari burada
gelistirirler. Olgun lenfositler, kandaki ve dokulardaki ikincil lenflere gogerek immun

surveilance 1 olustururlar.

Viicuda yabanci bir madde girdiginde, oncelikle ve agirlikli olarak makrofajlar tarafindan
taninir. Uyarilan B lenfosit boliinerek, farklilasarak ve olgunlasarak sitokinlerin salinimi ile
plazma hiicrelerinden antikorlar, antijenleri inaktive etmek ve hasar vermek i¢in salinirlar

(Galloway ve digerleri, 2003).

Inflamasyon akut ve kronik olmak iizere siiflandirilmaktadir. Zararli uyarana kars1 viicudun
baslangi¢ yaniti akut inflamasyon olarak adlandirilmaktadir ve kandan hasarli dokulara

plazma ve l6kosit (6zellikle granulosit) hareketinde artisla gerceklesmektedir. Bir dizi
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biyokimyasal olaylar baslar ve inflamatuvar yanit, lokal vaskiiler sistem, immun sistem ve

hasarli dokudaki birgok hiicre ile birlikte olgunlasir.

2.4.4. Glukoz Metabolizmasi

Inflamasyon, oksidatif stres, doku hasar1 gibi etkilere sahip olan malathionun karbohidrat
metabolizmasina da etkileri bulunmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda karaciger ve
iskelet kaslarindaki glukoz metabolizmasint  hiperglisemik etkiyi indiikledigi
sOylenmektedir. Ayrica karacigerde glikojenoliz ve glukoneojenolizi arttirdigi ve iskelet

kasinda glukojenoliz arttirdig1 soylenmektedir (Abdollahi ve digerleri, 2004a)

Glukotoksisite denilen patofizyolojik proseste, kronik hiperglisemi insulin salinimini
etkilemekte ve insulin direncini arttirmaktadir. Yiiksek hiicre i¢i glukoz diizeyi, glukoz
stimulasyonuna B-hiicrelerini duyarsizlastirir. Ayrica glukotoksisite glukoz transport
sistemini down regulasyona ugratarak insulin direnci olusumunu da arttirmaktadir. Diger
yandan glukoz heksokinazla glukoz-6-fosfata ¢evrilir ve glikolize katilir. Kronik
hiperglisemi sirasinda heksokinaz doygun hale getirilir. Boylece glukoz periferal dokularda
ve pankreatik B-hiicrelerde birikir. B-hiicrelerindeki yiiksek glukoz diizeyleri apoptotik
sinyal yolunu aktive edebilir (Burg ve digerleri, 1995). Nitekim B-hiicre apoptosisi
Interlokin-1B artistyla iliskilidir. Bu durum NF-KB ve PKCgama aktivasyonuyla sonuglanir.
Bunlar iNOS geninin aktivasyonundan sorumludurlar ve NO olusumunu neden olurlar. NO
olusumu pankreatik B-hiicrelerinin apoptosisi i¢in major uyar1 yapar (Carpenter ve digerleri,

2001)

Yillardir yapilan ¢alismalarda inflamasyon ve diyabet arasinda iliski konu alinmistir. Bu
caligmalardan, sodium salisilat uygulamasiyla diyabetik hastalarda idrar glikoz diizeyinde
azalma gozlenmistir (Shoelsen ve digerleri, 2007). Bu tiir durumlarda inflamasyon ve glukoz
metabolizmasini ayr1 diisiinmemek gerekmektedir. Yapilan baska bir ¢alismada ise obez
kemirgenlerin adipoz dokularinda ve kanlarinda TNF alfa gibi pro-inflamatuvar ajanlarin
yiikksek oldugu goriilmiistiir. Bu hayvanlar TNF alfa'nin inhibisyonuna duyarli oldugu
gosterilmigstir (Hotamiglhigil ve digerleri, 1993).

Diger yandan oksidatif stresin de glukoz metabolizmasinda énemli oldugu bilinmektedir.

Adiposit kiiltiirde yapilan ¢calismalarda hidrojen peroksitin insulin metabolik etkilerini taklit



20

ederek; glukoz transportunun aktivasyonu, lipid ve glikojen sentezini ve lipoliz
inhibisyonuna neden oldugu gosterilmis ve bu etkilerin insulin sinyal yolunun aktivasyonu

ile iligkili oldugu belirtilmistir (May ve de Haen, 1979; ve Heffetz ve digerleri, 1992)

Yapilan bir¢ok ¢alisma neticesinde glukoz metabolizmasi iizerinde inflamasyon ve oksidatif
stresin etkisiyle olusan insulin direnci i¢in bir hipotez ortaya atilmistir. Bu hipoteze gore
insulin direnci i¢in IRS-1 fosforilasyonun inhibe olmasi gerekmektedir. Bu fosforilasyonun
inhibe olmas1 i¢in Janus kinaz gibi serin kinazlarin aktivasyonu gereklidir. Diger yandan
organofosfatlar pro-inflamutuvar sitokinlerin olusumuna neden olur ki olusan bu sitokinler
Janus kinaz ve IKKB yollarinin aktivasyonundan sorumludurlar (Krebs ve Roden, 2005).
Pro-inflamatuvar sitokinlere ek olarak, organofosfatlar oksidatif stresi de arttirmaktadirlar.
Reaktif serbest radikal tiirleri Janus kinaz ve IKKB gibi serin kinaz kaskatini aktive ederler

(de Luca ve Olefsky, 2008; ve Samuel ve Shulman, 2012).

Organofocfatlsr
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Ok zidtatif Stres l Inflamasyon

IF5-1 fosf. inhibizvonu

l

Inzulin Direnci

Sekil 2.4 Insulin direng olusum semas1 ( Lasram ve digerleri, 2014)
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Son yillarda bir¢ok hastalikta insiilin direncinin tahmin edildiginden daha sik oldugu
anlasiimaya baslanmustir. Insiilin direncinde goriilen metabolik degisiklikler su sekilde
Ozetlenebilir; hiperglisemi, artmis lipoliz ve protein katabolizmasi gibi insiilin eksikligindeki
metabolik durum olmasmna ragmen artmis plazma insiilin diizeyi (hiperinsiilinemi)
bulunmaktadir. Agir hastaliklarda hiperinsiilinemiye ragmen insiilin direnci olmasindan
dolay1 hepatik glikoneogenez baskilanamamakta ve boylelikle hiperglisemi hastalik
siiresince devam etmektedir. Ancak hiperglisemiden stres hormonlarina ve insiilin
cevapsizligina bagli artmis glikoz olusumu kadar, periferik dokudaki insiilin direnci sonucu
glikoz kullanimindaki bozukluk da sorumludur (Shulman ve digerleri, 2000; Berg ve

digerleri, 2002 ve Haffner ve digerleri 1999)

Periferik insiilin direncinin mekanizmasinin biiylikk oranda insiilin reseptoriindeki
degisikliklerle iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Insiilin reseptdriindeki degisiklikler ya
reseptor ekspresyonunda bir bozulmayi, ya da hiicre igine glikoz alimindaki (glikoz uptake)
sinyal yolaginda bir patolojiyi icermektedir. Ek olarak iskelet kasi, kalp kas1 ve adipoz
dokuda insiiline bagimhi glikoz transportundan sorumlu glikoz transporter-4 (GLUT-4)
izoformundaki defektler de insiilin direncinden sorumludur. Insiilin reseptdriine
baglandiktan sonra tirozin kinaz aktivitesi ile sinyal proteinleri uyarilir. Sinyal
proteinlerinden insiilin reseptor substrat—1 (IRS-1) insiilinin metabolik etkilerinden sorumlu
molekiilleri aktive eder ve ilk olarak fosfotidilinositol-3-kinaz (PI-3-kinaz) aktivasyonunu
gerceklestirir. PI-3-kinazin en Onemli gorevi intraseliiler kompartmandan hiicre zarina
GLUT-4 translokasyonunu saglamak ve bu sayede hiicre ici glikoz alimini artirmaktir.
Sonugta periferik dokuda insiilin GLUT-4 araciiyla glikozun hiicre icine alinip
kullanilmasini ~ saglar. Epinefrinin, insiilinin reseptore baglanmasini, GLUT-4
translokasyonunu ve IRS—1 aktivitelerini inhibe ederek periferik insiilin direncine neden
oldugu gosterilmistir (Shulman ve digerleri, 2000; Berg ve digerleri, 2002 ve Haffner ve
digerleri 1999).

ileri Glikasyon Son Uriinleri (AGEs):

AGE’ler, proteinler, lipoproteinler ve/veya niikleik asidlerde bulunan azotlu gruplarin,
indirgeyici sekerlerin karbonil gruplar1 ile non-enzimatik glikasyonu sonucu olusan
heterojen bilesiklerdir. AGE iiriinleri protein glikasyonu, sekerin karbonil grubu ile proteinin

serbest amino grubunun Schiff bazi olusturmasiyla baslamaktadir. Schiff bazi olusumu
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saatler igerisinde gerceklesmekte ve sonrasinda giinler igerisinde Amadori {riinlerine

dontismektedir. Amadori tirtinleri ise daha sonra dikarbonil bilesiklerine ve sonrasinda da

haftalar i¢erisinde AGE’lere doniismektedir.
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Sekil 2.5. Protein glikasyonu ve AGE olusumu (Parmaksiz, 2011)

AGE olusumunda diger bir mekanizma ise diyabette artmis olan oksidatif strese bagli olarak

seker veya lipidlerin oksidasyonu sonucunda, ara iiriin olarak reaktivitesi yiiksek 3-

deoksiglukozon, glyoxal ve metilglyoxal gibi diisiik molekiil agirliklt dikarbonil

bilesiklerinin olusumudur. Dikarbonil bilesikler genel olarak glikoliz ara iirlinlerinden,

glikasyona ugramis proteinlerin degradasyonundan ve lipidlerin peroksidasyonundan

olusabilmektedir (Singh ve digerleri, 2001).
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Sekil 2.6. AGE olusum mekanizmalar1 (Parmaksiz, 2011)
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2.4.5 Antioksidan sistem

Antioksidan savunma sistemi normal hiicre metabolizmasinda ki ROT iiretimine karsi
hiicresel homeostazisi korumaktadir. Antioksidan sistem metabolik enerjinin kullanildigi
antioksidan maddeler tarafindan korunur. Antioksidan maddeler, alip verdikleri elektronlar
ile eslesmemis durumda olanlar elimine ederek i¢in serbest radikal olusumunu azaltabilirler.
Genellikle, antioksidan molekiiller ROT lar1 siiplirme esnasinda daha kararli ya da daha az
reaktif serbest radikaller haline doniisebilirler. Bir¢ok durumda siipiiriicii molekiiller serbest
radikallerle kombine olmasi i¢in hidrojen radikali temin etmektedir. Sonu¢ olarak yeni
radikalin omrii eslenik sistem sayesinde baslangicta olandan daha fazladir (Spiteller ve
digerleri, 2003). Omrii uzatilan bu radikalin ikinci radikal ile reaksiyona girilmesine izin

vermektedir ve boylelikle bir siipiiriicii molekiil iki radikali yok edebilmektedir.

Tiim organizmada, oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir dengeden s6z edilmektedir. Bu
denge oksidatif denge olarak isimlendirilir. Hiicrelerin saglikli bir sekilde islevlerini
yapabilmeleri bu dengeye baglidir. Serbest radikallerin olusum hiz1 ile ortadan kaldirilmalar:
hizlar1 dengede oldugu siirece organizma bu durumdan zarar gérmemektedir. Buna karsin
bu serbest radikallerin olusum hizi, sistemin ortadan kaldirma giiciinden fazlaysa bu denge

bozulur ve oksidatif stres ortaya ¢ikar (Basaga, 1990)

Oksidatif stres = Prooksidan ajanlar / Koruyucu antioksidanlar

Antioksidanlar etkileri iki sekilde gosterebilirler;

Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi

- Baslica reaktif tiirlerin uzaklastirilmasi

- Oksijen uzaklastirict veya konsantrasyonunu azaltict etki

- Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki

Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi;

- Toplayicr etki: Reaktif oksijen tiirlerininin tutulmasi ya da daha az reaktif baska molekiile
¢evrilmesi

- Bastiric1 etki: Reaktif oksijen tiirlerine bir proton ilavesiyle aktivite kayb1 olusturulmasi

- Onarici etki
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- Zincir kirict etki: Reaktif oksijen tiirleri ve zincirleme reaksiyonu baglatacak diger

maddelerle etkileserek reaksiyonlarin durdurulmasi (Halliwell ve digerleri, 1983).

Antioksidan molekiilleri endojen olarak iiretilebildigi gibi eksojen olarak diyet veya
antioksidan takviyesi ile de alinmaktadir. Endojen olan baslica antioksidan enzimleri
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’dir. SOD, siiperoksit
anyonunu hidroperoksile (H20) doniistiirmektedir, ayrica hidroperoksil katalaz ve
glutatyon peroksidaz icin substrattir. Katalaz, hidroperoksili su ve oksijene metabolize eder
ve glutatyon peroksidaz glutatyon (GSH) ile reaksiyona girdiginde H>O> ve organik
hidroperoksidaza rediikte olur (Andreoli ve digerleri, 1991).

E ve C vitamini gibi eksojen antioksidanlar hiicre membraninda, hiicre iginde ve hiicre
disinda bulunmaktadir. ROT’lar1 uzaklastirmak ve inhibe etmek i¢in reaksiyona girerler.
Membranin hidrofobik lipit i¢ tabakasi farkli spektrumlarda antioksidana ihtiyag
duymaktadir. Yagda ¢oziinebilen E vitamini membran biitlinliigiiniin kaybini dnlemek i¢in

bulunan en 6nemli antioksidanlardan biridir (Rodrigo, 2009).
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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 c¢aligmada ortalama agirligi 230 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- Hassas terazi ( Radwag AS220C/2)

6- Vorteks (Asistant, Reamix2789)

7- Santrifiij cihazi (Thermo Scientific, Heraeus Megafuce 40R)

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

3.1.3. Kullamlan kimyasal maddeler
Calismada kullanilan kimyasallarin tamami Sigma markadir.

Folin ciocalteu’s fenol, Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), 1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP),
Sodyum potasyum tartarat, Tiobarbitiirik asit (TBA), Asetik asit (CH3COOH), n-butanol
(C4HoOR), piridin (Ce¢He),
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3.2. Secilen Deney Hayvanlari ve Gruplarin Olusturulmasi

Hayvanlar her grupta 6 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildu.

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

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

3. Grup 3 (Malathion 200mg/kg): Misir yag1 i¢inde 200mg/kg Malathion gavaj
yoluyla verildi.

4. Grup 4 (Malathion 400mg/kg): Misir yagi i¢inde 400mg/kg Malathion gavaj
yoluyla verildi.

Hayvanlar bir giiniin sonunda ketamin-ksilazin anestezisi altinda, intrakardiak yolla kanlar1
alinarak feda edildi. Ileri glikasyon son iiriinleri (AGEs), tiimor nekrozis faktdr alfa (TNF-
o), total oksidan durum (TOS), Malondialdehit (MDA), Alanin aminotransferaz (ALT),
Aspartat aminotransferaz (AST), Laktat dehidrojenaz (LDH), Alkalen Fosfotaz (ALP),
Kreatinin Kinaz (CK), Insulin, Glukoz, Amilaz, Lipaz, Ure, (BUN), Kreatinin diizeylerini
6lemek i¢in kanlar 3000g’de 5 dakika santrifiij edilerek serumlar elde edildi.

3.3. Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Serum &rnekleri ¢alisilana kadar -80°C’de saklandi. G6PD calismasi yapilan tam kan

orneklerinin alindig1 giin 6l¢timii yapildi.

3.4. Metotlarin Uygulanmasi

3.4.1. Serum Malondialdehit (MDA) Analizi

Serum MDA seviyesi sodyum dodesil siilfat (SDS) ile baglanmasiyla 6rnekte bulunan
MDA’nin tiobarbitiirik asit (TBA) ile ortam pH’st 3,5 oldugu sartlarda olusturdugu
komplekse bagli kirmizi rengin spektrofotometrik dl¢iimiine dayanarak belirlendi (Ohkawa

ve digerleri, 1979).
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Kullanilan Reaktifler:

- % 8,1 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS); distile su i¢inde hazirlandi.

- % 0,8 Tiobarbitiirik asit (TBA); distile su i¢inde hazirlandi.

- %20 Asetik asit (CH;COOH); distile su i¢inde hazirland1 (NaOH ile pH=3,5"a
ayarlandi).

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

Deneyin yapilist:

Cizelge 3.1. Serum MDA deneyi

Numune Tiipleri Standart Tiipler
Standartlar (5-20 nmol/L) | - 50 pl
Distile su 150 pul 150 ul
Serum 50 ul -
SDS 50 pl 50 pl
TBA 375 ul 375 ul
Asetik asit 375 ul 375 ul

Numune ve standart tiiplere Cizelge 3.1.’de gosterildigi iizere soliisyonlar ve miktarlari

eklendi. Elde edilen karisim 1 saat, 95 °C°de su banyosunda kaynatildi ve hemen sogutularak
tiiplere 250 pl distile su ve 1.250 ml n-butanol / piridin (15/1 v/v) karisimi eklendi. Daha
sonra 400 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip tist faz 532 nm’de n-butanole kars1 okundu.

MDA standart olarak 1,3,3,3 tetrametoksi propan kullanilarak standart grafik elde edildi
(Sekil 3.1.) ve orneklerin absorbans degerlerinin nmol/It cinsinden serum MDA seviyesi
saptandi. Sonuc¢lar numune konsanstrasyonu ile carpilarak “nmol/ml” olarak sonuglar

belirlendi.
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Sekil 3.1. Serum MDA standart grafigi

3.4.2. Serum TOS Analizi

Serum TOS, Rel Assay Diagnostics Kit ile 6l¢iildii. Bu kit, serum numunelerinde var olan
oksidanlarin ferrdz (Fe*?) iyonlar ferrik (Fe**) iyona doniistiirmesi sonucu Fe**’nin asidik
ortamda kromojen ile renkli bir bilesik olusturmasi sonucunda spektrofotometrik olarak
Ol¢lim esasina dayanmaktadir. Assay, H>O» ile kalibre edilmektedir ve sonuglar litre bagina

mikromolar hidrojen peroksit esdegeri cinsinden ifade edilmistir (umol H>O2 Equiv./L).

Kit igerigi:
Kit igerigi Cizelge 3.2.” da gosterilmistir.
Cizelge 3.2. TOS Rel assay diagnostics kit igerigi

Icerik Konsantrasyon
Reaktif 1 ( Tampon ¢ozeltisi H2SO4) 25 mM, pH=1.75

H,SO4 25 mM, pH=1.75
Reaktif 2 (Substrat ¢cozeltisi) _ 5 mM

Ferroz 1iyon

O-dianisidine 10 mM

SSS ( Stabilize Standart Soliisyonu) 20 pmol H202 Equiv./L
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Deneyin Yapilist:
Cizelge 3.3. Serum TOS deneyi

Doku Siipernatant Tiipii Standart Tiipii
Standart - 75 ul
Numune 75 ul -
Reaktif 1 500 pl 500 pl

Soliisyonlar eklendikten 30 saniye sonra 530 nm dalga boyunda ilk absorbans degeri
okundu (A1).
Reaktif 2 25 ul 25 ul

Cizelge 3.3.’deki 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)
Serum TOS Sonug (umol / L) = x SK
Standart absorbans farki ( A2 — A1)

3.4.3. Serum AGEs Analizi

Serum AGEs, Shanghai YH Biosearch marka (Katalog No: YHBO0048Ra) elisa kit ile
calisildi. Bu kit, AGEs monoklonal antikor yaptigi kompleksin biyotin ile isaretlenmesi
yikama ve inkiibasyon sonrasi substratlarla rengin maviye sonrasinda yesil renge
degisiminin spektrofotometrik olarak 6l¢iimii esasina dayanmaktadir
Kit igerigi:

- ELISA plate

- Standard solution (96 ng/ml)

- Streptomycin-HRP

- Streptavidin-HRP

- Stop soliisyonu

- Kromojenik reaktif A

- Kromojenik reaktif B

- Anti AGEs antikor (biyotinle isaretlenmis)

- Standart diliisyon
- Yikama soliisyonu
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Standartlarin hazirlanist:

Cizelge 3.4. AGEs kit standartlarinin hazirlanisi

Standart 5 48 ng/ml | 120pl Standart + 120l Standart diliisyon

Standart 4 24 ng/ml | 120ul Standart 5 + 120ul Standart diliisyon
Standart 3 12 ng/ml | 120ul Standart 4 + 120ul Standart diliisyon
Standart 2 6 ng/ml 120pul Standart 3 + 120pul Standart diliisyon
Standart 1 3 ng/ml 120ul Standart 2 + 120ul Standart diliisyon

Cizelge 3.4.’da gosterildigi gibi seri diliisyonlarla standartlar hazirlandi.
Yikama soliisyonu hazirlanist:

Yikama soliisyonu distile su ile (30X) seyreltildi.

Deneyin Yapilist:
Cizelge 3.5. Serum AGE:s analizi
Numune Standart Blank

Standart - 50 pul -
Numune 40 pl - -
Streptomycin-HRP - 50 ul -
AGEs antikor 10 pl - -
Streptavidin-HRP 50 ul - -

Soliisyonlar eklendikten plate tistii membran kagitla kapatildi. Hafifce karistirildiktan
sonra 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda plateki her bir kuyucuk 5 kere olmak

tizere yikanip, kurutuldu.

Kromojenik reaktif A 50 pul 50 pul 50 pul

Kromojenik reaktif B 50 pul 50 pul 50 pul

Soliisyonlar eklendikten sonra plate karanlikta 10 dakika inkiibe edildi.

Stop soliisyonu 50 pul 50 ul 50 ul
Hesaplama:

Stop sollisyonu 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 ¢ikarildi. Sekil 3.2.’da gdsterildigi



31

gibi standart egri grafigi ve denklemi hesaplandi ve bu denklemden numunelerin

konsantrasyonu “ng / ml” olarak belirlendi.

Serum AGEs standart egri grafigi
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Sekil 3.2. Serum AGE:s standart egri grafigi

3.4.4. Serum TNF-a Analizi

Serum TNF-o Shanghai YH Biosearch marka (Katalog No: YHB1098Ra) elisa kit ile
calisildi. Bu kit, TNF-a ‘nin monoklonal antikor ile yaptigi kompleksin biyotin ile
isaretlenmesi, yikama ve inkiibasyon sonrasi substratla muamelesinin ardindan olusan

rengin spektrofotometrik olarak dl¢limii esasina dayanmaktadir.

Kit igerigi:
- ELISA plate
- Standard solution (1280ng/L)
- Streptomycin-HRP
- Streptavidin-HRP
- Stop soliisyonu
- Kromojenik reaktif A
- Kromojenik reaktif B
- Anti TNF-a antikor (biyotinle isaretlenmis)
- Standart diliisyon
- Yikama soliisyonu
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Standartlarin hazirlanist:

Cizelge 3.6. TNF-a kit standartlarinin hazirlanisi

Standart 5 640 ng/L | 120l Standart + 120l Standart diliisyon

Standart 4 320 ng/L | 120ul Standart 5 + 120ul Standart diliisyon
Standart 3 160 ng/L | 120ul Standart 4 + 120ul Standart diliisyon
Standart 2 80 ng/L 120pul Standart 3 + 120pul Standart diliisyon
Standart 1 40 ng/L | 120ul Standart 2 + 120l Standart diltisyon

Cizelge 3.6.’de gosterildigi gibi seri diliisyonlarla standartlar hazirland.
Yikama soliisyonu hazirlanist:

Yikama soliisyonu distile su ile (30X) seyreltildi.

Deneyin Yapilist:
Cizelge 3.8. Serum TNF-a analizi
Numune Standart Blank

Standart - 50 pul -
Numune 40 pl - -
Streptomycin-HRP - 50 ul -
TNF-a antikor 10 pl - -
Streptavidin-HRP 50 pul - -

Soliisyonlar eklendikten plate tistii membran kagitla kapatildi. Hafifce karistirildiktan
sonra 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda plateki her bir kuyucuk 5 kere olmak

tizere yikanip, kurutuldu.

Kromojenik reaktif A 50 pul 50 pul 50 pul

Kromojenik reaktif B 50 pul 50 pul 50 pul

Soliisyonlar eklendikten sonra plate karanlikta 10 dakika inkiibe edildi.

Stop soliisyonu 50 pul 50 pul 50 pul
Hesaplama:

Stop sollisyonu 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 ¢ikarildi. Sekil 3.3.’de gosterildigi



33

gibi standart egri grafigi ve denklemi hesaplandi ve bu denklemden numunelerin

konsantrasyonu “ng / L” olarak belirlendi.

SerumTNF-a standart egri grafigi
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Sekil 3.3. Serum TNF-a standart egri grafigi

3.4.5. Serum Insulin Analizi

Serum Insulin, Shanghai YH Biosearch marka (Katalog No: YHB1098Ra) elisa kit ile

calisildi. Bu kit, Insulin ‘nin monoklonal antikor ile yaptigi kompleksin biyotin ile

isaretlenmesi, yikama ve inkiibasyon sonrasi substratla muamelesinin ardindan olusan

rengin spektrofotometrik olarak dl¢limii esasina dayanmaktadir.

Kit igerigi:

ELISA plate

Standard solution (24 mIU/L)
Streptomycin-HRP

Streptavidin-HRP

Stop soliisyonu

Kromojenik reaktif A

Kromojenik reaktif B

Anti Insulin antikor (biyotinle isaretlenmis)
Standart diliisyon

Yikama soliisyonu
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Standartlarin hazirlanist:

Cizelge 3.8. Insulin kit standartlarinin hazirlanisi

Standart 5 24 mIU/L | 120ul Standart + 120ul Standart diliisyon

Standart 4 12 mIU/L | 120ul Standart 5 + 120pul Standart diliisyon
Standart 3 6 mIU/L | 120ul Standart 4 + 120pul Standart diliisyon
Standart 2 3mlIU/L | 120ul Standart 3 + 120l Standart diliisyon
Standart 1 1,5 mIU/L | 120l Standart 2 + 120pl Standart diltisyon

Cizelge 3.7.’de gosterildigi gibi seri diliisyonlarla standartlar hazirland.
Yikama soliisyonu hazirlanist:

Yikama soliisyonu distile su ile (30X) seyreltildi.

Deneyin Yapilist:
Cizelge 3.9. Serum Insulin analizi
Numune Standart Blank

Standart - 50 ul -
Numune 40 pl - -
Streptomycin-HRP - 50 ul -
Insulin antikor 10 pl - -
Streptavidin-HRP 50 pul - -

Soliisyonlar eklendikten plate tistii membran kagitla kapatildi. Hafifce karistirildiktan
sonra 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda plateki her bir kuyucuk 5 kere olmak

tizere yikanip, kurutuldu.

Kromojenik reaktif A 50 pul 50 pul 50 pul

Kromojenik reaktif B 50 pul 50 pul 50 pul

Soliisyonlar eklendikten sonra plate karanlikta 10 dakika inkiibe edildi.

Stop soliisyonu 50 pul 50 pul 50 pul
Hesaplama:

Stop sollisyonu 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 ¢ikarildi. Sekil 3.4.’de gosterildigi
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gibi standart egri grafigi ve denklemi hesaplandi ve bu denklemden numunelerin

konsantrasyonu “mlIU/L” olarak belirlendi.
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Sekil 3.4. Insulin Standart egri grafigi

3.4.6. Serum ALT Aktivitesi Tayini

Serum ALT testi Roche Diagnostics marka Cobas E411 model otoanalizor ile ¢alisildi. Bu
caligmada test presibi olarak; ALT, L-alanin ile 2-oksoglutarat arasindaki reaksiyonu
katalize eder. Olusan piruvat, laktat dehidrojenazin (LDH) katalize ettigi bir reaksiyonda
NADH tarafindan indirgenerek L-laktat ve NAD+ olusturur.

L-Alanin + 2-oksoglutarat ALT piruvat + L-glutamat

Piruvat + NADH + H" LDH , L-laktat + NAD*

NADH oksidasyonunun hiz1 katalitik ALT aktivitesiyle dogru orantilidir. Absorbanstaki

azalmanin Ol¢ililmesiyle tayin edilir.

3.4.7 Serum AST Aktivitesi Tayini

Serum AST testi Roche Diagnostics marka Cobas E411 model otoanalizdr ile ¢alisildi. Bu

caligmada test presibi olarak; Numunedeki AST, L-aspartat ve 2-oksoglutarat arasinda bir
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amino grubun tasinarak oksaloasetat ve L-glutamat olusmasini katalize eder. Ardindan

oksaloasetat, malat dehidrojenazin (MDH) varliginda NADH ile reaksiyona girerek NAD+

olusturur.
L-Aspartat + 2-oksoglutarat AST | Oksaloasetat + L-glutamat
Oksaloasetat + NADH + H* MDH L-malat + NAD"

NADH oksidasyonunun hiz1 katalitik AST aktivitesiyle dogru orantilidir. Absorbanstaki

azalmanin Slclilmesiyle tayin edilir.

3.4.8 Serum LDH Aktivitesi Tayini

Serum LDH testi Roche Diagnostics marka Cobas E411 model otoanalizor ile galigildi. Bu
caligmada test presibi olarak; Laktat dehidrojenaz L-laktatin piruvata doniisiimiinii katalize

eder; islem sirasinda NAD NADH’ye indirgenir.

Piruvat + NADH + H* LDH , L-laktat + NAD"

NADH olusumunun baslangic hiz1 katalitik LDH aktivitesiyle dogru orantilidir.

Absorbanstaki artis fotometrik olarak dl¢iilerek tayin edilir.

3.4.9 Serum ALP Aktivitesi Tayini

Serum ALP testi Roche Diagnostics marka Cobas E411 model otoanalizdr ile ¢alisildi. Bu
caligmada test presibi olarak; Magnezyum ve ¢inko iyonlar1 varliginda p-nitrofenil fosfat,

fosfatazlar tarafindan fosfat ve p-nitrofenole boliintir.

p-nitrofenil fosfat + H20 _ALP | fosfat + p-nitrofenol

Serbest kalan p-nitrofenol, katalitik ALP aktivitesiyle dogru orantilidir. Absorbanstaki artis

olgtilerek tayin edilir.
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3.4.10 Serum CK Aktivitesi Tayini

Serum CK testi Roche Diagnostics marka Cobas E411 model otoanalizor ile c¢alisildi. Bu

caligmada test presibi olarak;

Kreatin fosfat + ADP  CK kreatin + ATP
—
ATP + D-glikoz __HK__, ADP + G6P
G6P + NADP™ _G6PD ,  D-6-fosfoglukonat + NADPH + H"

Fotometrik olarak 6l¢iilen NADPH olusumun hizi CK aktivitesi ile dogrudan orantilidir.

3.4.11 Serum BUN Tayini

Serum Ure testi Roche Diagnostics marka Cobas E411 model otoanalizér ile galisildi. Bu
calismada test presibi olarak; Ure, iireaz tarafindan hidrolize edilerek amonyum ve karbonat
olusturur.

Ure +2 H,O Ureaz , 2 NH4" +COs*

Ikinci reaksiyonda, 2-oksoglutarat ortamda glutamat dehidrojenaz (GLDH) ve koenzim
NADH varliginda amonyum ile reaksiyona girerek L-glutamat olusturur. Bu reaksiyonda

hidrolize edilen her mol iire i¢in iki mol NADH, NAD+'ya oksitlenir.

NH4" + 2-oksoglutarat + NADH _ GLDH,_  L-glutamat + NAD" + H20

NADH konsantrasyonundaki azalmanin hizi 6rnek i¢indek iire konsantrasyonu ile dogru

orantilidir ve fotometrik olarak ol¢iiliir.

3.4.12 Serum Glukoz Tayini

Kan Glukoz testi Roche Diagnostics marka Cobas E411 model otoanalizor ile ¢alisildi. Bu
caligmada test presibi olarak; Hekzokinaz glukozun ATP tarafindan glukoz-6-fosfata

fosforilasyonunu katalize eder.

Glukoz + ATP HK ,  G-6-P + ADP
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Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz, NADP'nin varliginda glikoz-6-fosfati glukonat-6-fosfata
okside eder. Baska karbohidrat oksitlenmez. Reaksiyon sirasinda NADPH olusum hizi

glikoz konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve fotometrik olarak 6l¢iiliir.

G-6-P + NADP" __G6PD , glukonat-6-P + NADPH + H"

3.4.13 Serum Kreatinin Tayini

Serum Kreatinin testi Roche Diagnostics marka Cobas E411 model otoanalizor ile ¢alisildi.
Bu calismada test presibi olarak; Alkalin soliisyonunda kreatinin pikrat ile sari-turuncu bir
kompleks olusturur. Boya olusum hizi, 6rnekteki kreatinin konsantrasyonu ile orantilidir.
Bilirubin kaynakli etkilesimi en aza indirmek igin testte "hiz-bos okuma" kullanilir.
Proteinler ve ketonlar dahil olmak {iizere, serum/plazma psddo-kreatinin kromojenleri
tarafindan neden olunan spesifik olmayan reaksiyonun diizeltilmesi i¢in serum ve plazma

sonuglari -26 umol/L (-0.3 mg/dL) ile diizeltilir.

Kreatinin + pikrik asit _Alkali pH| sari-turuncu kompleks

3.4.14 Serum Amilaz Aktivite Tayini

Serum Amilaz testi Roche Diagnostics marka Cobas E411 model otoanalizor ile ¢alisildi.
Bu ¢aligmada test presibi olarak; 4,6-etiliden-(G7) p-nitrofenil-(G1)-a,D-maltoheptaosid
(etiliden-G7PNP) gibi tanimlanan oligosakkaridler o-amilazlarin katalitik etkisi altinda
boliiniir. Bu sekilde olusan G2PNP , G3PNP ve G4PNP fragmanlar1 o-glukosidaz

aracilifiyla p-nitrofenol ve glikoza tamamen hidrolize edilir.

Setiliden-G7PNPa + 5H,O a-amila; 2etiliden-Gs + 2G2PNP + 2etiliden-G4 + 2G3PNP
+ etiliden-G3 + G4PNP

2G2PNP+2G3PNP+G4PNP+14H>O  a-glukosidaz ~ SPNP+14Gb
a) PNP = p-nitrofenol
b) G = Glikoz
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Olusan p-nitrofenoliin renk yogunlugu a-amilaz aktivitesi ile dogru orantilidir.

Absorbanstaki artig dlciilerek tayin edilir.

3.4.15 Serum Lipaz Aktivite Tayini

Serum Lipaz testi Roche Diagnostics marka Cobas E411 model otoanalizor ile ¢alisildi. Bu
caligmada test presibi olarak; Kromojenik lipaz substrati olan 1,2-O-dilauril-rakglisero-3-
glutarik asit-(6-metilresorufin) ester, alkalin lipaz soliisyonunun katalitik etkisi ile boliinerek
1,2-O-dilauril-rak-gliserolii ve stabil olmayan bir ara {riin olan glutarik
asit-(6-metilresorufin) esteri olusturur. Bu, alkalin soliisyon i¢inde spontan olarak bozunarak
glutarik asit ile metilresorufini olusturur. Deterjan ve kolipazin eklenmesi testin pankreatik

lipaz i¢in 6zgilligiinii arttirir.

1,2-O-dilauril-rak-glisero-3-glutarik asit-(6-metilresorufin)ester __Lipaz

1,2-O-dilauril-rak-gliserol + glutarik asit-(6-metilresorufin) ester

glutarik asit-(6-metilresorufin) ester spontan _ glutarik asit +metilresorufin

Olusan kirmizi boyanin renk yogunlugu lipaz aktivitesi ile dogru orantilidir ve fotometrik

olarak oOl¢iilebilir.

3.4.16 G6PD Aktivite Tayini

Serum G6PD testi Cobas Mira model cihaz ile ¢alisildi. Bu ¢alismada test presibi olarak;
G6PD, glukoz-6-fosfat’tan 6-fosfoglukonatin olusumunu katalizleyen, pentoz fosfat
yolunun ilk adiminin enzimidir.

Glukoz-6-fosfat + NADP" _G6PD,  6-fosfoglukonat + NADPH + H"

NADPH olusum hiz1 ile G6PD aktivitesi dogru orantilidir. Spektrofotometrik olarak

absorbanstaki artisla 6l¢tim yapilir.
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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 i¢in gruplar arasinda farkin anlamlilik diizeyini belirlemek i¢in
Kruskal Wallis Testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 altinda olan degerler i¢in 2 grup
arasindaki farkin anlamlilik belirlemek icin Mann-Whitney U testi kullanilmis 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.



4. BULGULAR

Bu calismada bulgularin degerlendirilmesi yapilirken, calisma grubu dort grup olarak

simiflandirilmastir.

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)
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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
Grup 1 (n=6) | Grup 2 (n=6) | Grup 3 (n=6) Grup 4 (n=6)
Ort. = Sta.H Ort. + Sta.H Ort. = Sta.H Ort. + Sta.H
AST (U/L) 83,649,9 80,1+19,0 181,6+72,3 135,6+71,0
ALT (U/L) 32,6+3,7 37,8+8,3 43,6+5,0 32,6+7,5
ALP (U/L) 101,5+45,4 131,6+56,9 82+29,0 81+29,2
CK (U/L) 403,5+139,5 | 276,3+180,4 | 17454+819,1 906,1+685,6
Lipaz (U/L) 5,5+1,6 <3 <3 <3
Amilaz (U/L) | 1416,5+206,8 | 1883,6+212,3 | 1920,0+282,6 | 1889,1+296,0
LDH (U/L) 598,6 £150,0 | 383,8+272.2 | 719,6+202,5 572,1 +303,1
MDA nmol/ml 9,15+ 0,99 7.82+£2,78 8,92 + 2,08 8,22+ 1,59
TOS pmol/L | 6232+20,38 | 49,42+9,67 | 110,14=91,69 | 198,55 = 110,67
AGEs ng/ml 571+ 1,44 8,98 + 1,60 8,35+ 2,63 11,42 +4,79
G6PD U/g Hg 23,2+1,0 19,8+0,8 21,7+0,6 27,2424
Glukoz mg/dL 249,0+30,0 203,8+3,6 223,6+1,9 256,3+25,0
Insulin 47119 6,42 1,1 6,40 £0,9 10,4 £ 2,4
Tnf alfa ng/L 70,5 14,5 89,2 +12,1 97,9 +4,8 167,7+81,3
BUN mg/dL 18,1422 19,243,0 23,6+3,2 17,5+2,4
Kreatinin mg/dL | 0,365+0,05 0,313+0,02 0,382+0,08 0,383+0,01
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4.1 Malathion-AST iliskisi

Serum AST diizeylerinde kontrol grubu ve Grup 2 ile Grup 3 ve Grup 4 karsilastirildiginda

istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.2 Serum AST diizeyleri

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

AST (U/L) 83,6£9.9

80,1+19,0

181,6+72,3*°

135,6+71,04

a: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilastirma (p=0,004)

b: Grup 2 ile Grup 3 arasindali karsilagtirma (p=0,004)

c: Grup 1 ile Grup 4 arasindaki karsilastirma (p=0,013)

d: Grup 2 ile Grup 4 arasindaki karsilagtirma (p=0,012)

200

AST{LML}

Sruplar

Sekil 4.1 Serum AST diizeyleri

4.2 Malathion-ALT Tliskisi

T : st deger
L : alt deger
— : ortanca deger

O : ug deger

Serum ALT diizeylerinde kontrol grubuyla karsilastirildiginda Grup 2 i¢in bir artis s6z

konusudur. Ancak bu artis istatiksel olarak anlamli degildir. Grup 3 de ise, kontrol grubuyla

mukayese edildiginde anlamli bir degisim oldugu gozlenmistir (p = 0,004; p<0,013).

Cizelge 4.3 Serum ALT diizeyleri

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

ALT (U/L) 32,6437

37,8+£8,3

43,6+5,0°

32,6£7,5

a: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilastirma (p=0,004)
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- i ) T : ist deger
= L
5 é - T L : alt deger

— : ortanca deger

O : ug deger

Gruplar

Sekil 4.2 Serum ALT diizeyleri

4.3 Malathion-ALP liskisi

Serum ALP diizeyinde Kontrol grubuyla Grup 2 karsilastinldiginda bir artis
gozlemlenmistir. Grup 3 ve Grup 4 de ise bir azalis oldugu saptanmistir. Bu degisimler

istatiksel olarak anlam tagimamaktadir. (p = 0,015; p>0,013)

Cizelge 4.4 Serum ALP diizeyleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
ALP (U/L) 101,5+45,4 131,6+56,9 82+29,0 81+29,2
2 T : iist deger
<] L : alt deger
3 Q — : ortanca deger
| I = O : ug deger

Gruplar

Sekil 4.3 Serum ALP diizeyleri
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4.4 Malathion-CK (iliskisi

Serum CK degerleri goz oniine alindiginda Grup 3 ve Grup4 ile Kontrol grubu ve Grup 2
karsilastirildiginda anlamli artis oldugu gézlenmistir. (p = 0,004; p<0,013)

Cizelge 4.5 Serum CK diizeyler

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

CK (U/L) 403,5+139,5 276,3+180,4 1745,44819,1*" | 906,1+685,6%¢

a: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilastirma (p=0,004)
b: Grup 2 ile Grup 3 arasindali karsilagtirma (p=0,004)
c: Grup 1 ile Grup 4 arasindaki karsilastirma (p=0,013)
d: Grup 2 ile Grup 4 arasindaki karsilagtirma (p=0,012)

2000

T : st deger

L : alt deger

CK(UIL)

— : ortanca deger

N ; O : ug deger

TP

o T T T T
1 2 3 4

Gruplar

Sekil 4.4 Serum CK diizeyleri

4.5 Malathion-Lipaz Iliskisi

Kontrol grubu disindaki tiim gruplarda Lipaz enziminin inhibe oldugu gézlenmistir.

Cizelge 4.6 Serum Lipaz diizeyleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Lipaz (U/L) 5,5¢1,6 <3 <3 <3




10,0000

8,000

£,0000

LiPAZ (UIL)

4,0000

2,0000

0000 T - -
1 2 3

Gruplar

Sekil 4.5 Serum Lipaz diizeyleri

4.6 Malathion-Amilaz iliskisi

T : st deger
L : alt deger
— : ortanca deger

O : ug deger
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda her 3 grupta da artiglar gozlenmektedir ancak bu artis
istatiksel olarak anlamli degildir. (p = 0,017; p>0,013)

Cizelge 4.7 Serum Amilaz diizeyleri

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Amilaz (U/L) | 1416,5 +206,8

1883,6+212,3

1920,0+ 282,6

1889,1+ 296,0

L]
2001 & -

Gruplar

Sekil 4.6 Serum Amilaz diizeyleri

T : st deger
L . alt deger
— : ortanca deger

O : ug deger
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4.7 Malathion-LDH iliskisi

Gruplar arasinda istatiksel olarak bir anlamlilik goriillmemistir.

Cizelge 4.8 Serum LDH diizeyleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
LDH (U/L) 632,0+£100,1 402,8 £252,2 651,0+ 113,5 683,5 +136,7
T : iist deger
% o L alt deger
) ol — : ortanca deger
B O : ug deger
1 2 oren 3 4
Sekil 4.7 Serum LDH diizeyleri
4.8 Malathion-MDA iliskisi
Gruplar arasinda istatiksel anlamli bir degisim bulunmamaktadir.
Cizelge 4.9 Serum MDA diizeyleri
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
MDA nmol/ml | 9,15 + 0,99 7,82 +2,78 8,92 +£2,08 8,22 +1,59




Grup

Sekil 4.8 Serum MDA diizeyleri

4.9 Malathion-TOS iliskisi

T : iist deger
L . alt deger
— : ortanca deger

O : ug deger
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Serum TOS seviyesinde kontrol grubu ile Grup 4 arasinda istatiksel olarak anlamli bir

farklanma bulunmustur. Grup 2 ile Grup 4 mukayese edildiginde burada da anlamli bir

degisim oldugu gozlenmektedir.

Cizelge 4.10 Serum TOS diizeyleri

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

TOS pmol/L

62,32 £ 20,38

49,42 £ 9,67

110,14 +£91,69

198,55 + 110,67*P

a: Grup 1 ile Grup 4 arasindaki karsilatirma (p=0,004)
b: Grup 2 ile Grup 4 arasindaki karsilastirma (p=0,002)

300 0o

Ly

00 0]

TOS (psalll)

#
g

=

Srup

Sekil 4.9 Serum TOS diizeyleri

T : Gst deger
L : alt deger
— : ortanca deger

O : ug deger
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4.10 Malathion-AGEs Tliskisi
Serum AGEs diizeyleri incelendiginde kontrol grubu ile doz gruplar: arasinda artis gézlense
de istatiksel olarak anlamli bir degisim kontrol grubu ile Grup 4 arasinda gerceklesmistir.

(p<0,002; p <0,013)

Cizelge 4.11 Serum AGEs diizeyleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

AGEs ng/ml 5,71+ 1,44 8,98 £ 1,60 8,35 +£2,63 11,42 +4,79%

a: Grup 1 ile Grup 4 arasindaki karsilastirma (p=0,002)

25,00

20,00

g | T : iist deger

u@% ' L alt deger

" o] E ﬁ — : ortanca deger
ol 5 O : ug deger

Grup

Sekil 4.10 Serum AGE:s diizeyleri

4.11 Malathion G6PD Iiliskisi

Gruplar arasinda Grup 4'te diger gruplara gore bir artis gdzlenmisse de bu artis istatiksel

olarak anlamli degildir.

Cizelge 4.12 Serum G6PD diizeyleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

G6PD U/g Hg 23,2+1,0 19,8+0,8 21,7+0,6 27,224
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40,00

e - T : iist deger

2

o 1. 5

5 = - : alt deger

o -

g " = — : ortanca deger
O : ug deger

10,00

00 T T T T

GRUP

Sekil 4.11 Serum G6PD diizeyleri

4.12 Malathion-Glukoz Tlsikisi

Glukoz degerlerinde, kontrol grubuyla diger doz gruplar1 mukayese edildiginde anlaml1 bir

degisim olmadig tespit edilmistir. (p=0,329; p>0,013)

Cizelge 4.13 Serum Glukoz diizeyleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Glukoz mg/dL | 249,0+30,0 203,843,6 223,6+1,9 256,3+£25,0

T : st deger
L . alt deger

|
I

QLU OTMGIDL )
g
1 1
|
] o
a I [ 3
I

— : ortanca deger

O : ug deger

Gruplar

Sekil 4.12 Serum Glukoz diizeyleri
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4.13 Malathion-insulin

Serum Insulin diizeyinde Kontrol grubu ve diger gruplar arasinda bir artis oldugu
gozlenmistir. Anlamli degisim kontrol grubu ile Grup 4 arasinda oldugu gozlenmistir.
(p<0,002; p<0,013)

Cizelge 4.14 Serum Insulin diizeyleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Insulin mIU/L | 4,71 £1,9 6,42 +1,1 6,40 £0,9 10,4 +2,4°
a: Grup 1 ile Grup 4 arasindaki karsilastirma (p=0,002)
% 7 T : st deger
F L . alt deger
z

— : ortanca deger

lg 8 ¥

O : ug deger

Sekil 4.13 Serum Insulin diizeyleri

4.14 Malathion-TNF-o. iliskisi

Kontrol grubu ile Grup 4 karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir.
Diger gruplarda bir artis gdzlenmis olsa da istatistiki olarak anlamli degildir. (p<0,002;

p<0,013)

Cizelge 4.15 Serum TNF-qa diizeyleri

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Tnf-a ng/L

70,5 £14,5

89,2 £12,1

97,9 4,8

167,7+81,3%

a: Grup 1 ile Grup 4 arasindaki karsilastirma (p=0,002)
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- T : Gist deger

g - L alt deger
! — : ortanca deger

T | -+ O : ug deger

Gnip

Sekil 4.14 Serum TNF-a diizeyleri

4.15 Malathion-BUN {liskisi

Kontrol grubu ile diger doz gruplari karsilastirildiginda anlamli bir degisim olmadigi

saptanmistir. (p<0,485 ; p>0,013)

Cizelge 4.16 Serum BUN diizeyleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

BUN mg/dL 18,14+2,2 19,2+3,0 23,6+3,2 17,524

30,0

o T : Gist deger

g E ’ - L : alt deger

=

2 — : ortanca deger
1 O : ug deger

Gruplar

Sekil 4.15 Serum BUN diizeyleri
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4.16 Malathion-Kreatinin Iliskisi

Serum Kreatinin diizeyi incelendiginde Kontrol grubu ve diger gruplar arasinda istatiksel
anlamli bir degisim olmadig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.17 Serum Kreatinin diizeyleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Kreatinin mg/dL | 0,365+0,05 0,313+0,02 0,382+0,08 0,383+0,01

B0
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-y T : st deger
2 o
Q" -
Z é é ! L - alt deger
z
= — : ortanca deger
o
X
e O : ug deger

00 T T T T

Gruplar

Sekil 4.16 Serum Kreatinin diizeyleri

4.17 Korelasyon Analizi

Parametreler arasindaki korelasyon analizini incelemek i¢in Spermann Korelasyon analizi

yapilmistir.

Spermann Korelasyon analizine gore;

Serum AGEs ve Serum TOS diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. (Spearmann
Korelasyon Coefficient degeri = 0,437). Serum AGEs diizeyi ile Serum TOS diizeyinin
birlikte artis gosterdigi saptanmustir.
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Sekil 4.17 AGEs-TOS korelasyon egrisi

Serum AGEs ve Serum TNF-a diizeyleri arasinda kuvvetli pozitif korelasyon gézlenmistir.

(Korelasyon katsayisi = 0,695) Serum AGEs seviyeleri ile Serum TNF-a diizeyleri birlikte
artis gosterdikleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.18 AGEs-TNF-a korelasyon egrisi
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Serum AGEs diizeyi ve Serum Insulin diizeyleri arasinda kuvvetli pozitif bir korelasyon

oldugu tespit edilmistir. (Korelasyon degeri 0,542)

P Lirmas = 0293
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Sekil 4.19 AGEs-insulin korelasyon egrisi

Serum TNF-o ve Serum TOS diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon gdzlenmistir.

Korelasyon degeri 0,611 olarak hesaplanmistir
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Sekil 4.20 TNF-a - TOS korelasyon egrisi
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Serum TNF-a ve Serum AST diizeyleri arasinda kuvvetli pozitif bir korelasyon izlenmigtir.

Korelasyon degeri 0,590 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.21 TNF-a — AST korelasyon egrisi

Serum TNF-a ve ALP diizeyleri arasinda kuvvetli negatif bir korelasyon tespit edilmistir.
Korelasyon degeri -0,481. TNF-o miktar1 artttkca ALP diizeyinde azalma dikkat
cekmektedir.
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Sekil 4.22 TNF-a -ALP korelasyon egrisi
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Serum TOS ve Insulin diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon goriilmiistiir. Korelasyon

degeri 0,507 olarak hesaplanmustir. Insulin diizeyi ile TOS seviyeleri beraber degismektedir.
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Sekil 4.23 TOS-Insulin korelasyon egrisi

Serum Glukoz diizeyi ve Kan G6PD enzim aktivitesi arasinda pozitif korelasyon

bulunmustur. Korelasyon degeri 0,569 olarak hesaplanmistir
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Sekil 4.24 Glukoz-G6PD korelasyon egrisi
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Serum ALP ve Serum AST diizeyleri arasinda kuvvetli negatif korelasyon gozlenmistir.

Korelasyon degeri -0,760 olarak tespit edilmistir.

P Lirmar = 0,355

AST(LIL)

Sekil 4.25 ALP-AST korelasyon egrisi

Serum CK ve Serum AST diizeyleri arasinda kuvvetli pozitif korelasyon gdzlenmistir.

Korelasyon degeri 0,867 olarak hesaplanmistir. Artiglarin beraber artis1 dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 4.26 CK-AST korelasyon egrisi
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Serum CK ve Serum ALP diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon izlenmistir. Korelasyon

degeri -0,621 olarak belirlenmistir.

P Lirmmr = 028
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Sekil 4.27 CK-ALP korelasyon egrisi



59

5.TARTISMA

Pestisitler tarimda ¢ok yaygin olarak kullanilan kimyasal maddelerdir. Dogal hayat ve
insanlar iizerine potansiyel yan etkilerinin oldugu bilinmektedir. Pestisitler olarak
adlandirilan bu kimyasal grubu igerisinde en yogun sekilde kullanilan organofosfat
bilesiklerdir. Organofosfat bilesiklerin, organoklor bilesiklerin yerini alma sebebi, ¢cevreye
ve canlilara verdigi zararin daha az olmasi sebebiylerdir. Son yirmi yildir yapilan ¢aligmalar
gostermistir ki organofosfatlar immun sisteme etki ederek burada toksik etkilerini, hem
kolinerjik hem de kolinerjik olmayan yollarla olusturmaktadirlar (Wong ve digerleri, 1992;
ve Vial ve digerleri, 1996). Bu etkiler sadece immunolojik degisimlerle sinirlt
kalmamaktadir, Oksidatif stres ve buna bagli olarak olusabilecek potansiyel
inflamasyonlarda da organofosfat bilesikler ve organofosfor bilesikler igerisinde en yogun

olarak kullanilanlardan biri olan Malathionun da etkilerinin olabilecegi ortadadir.

Bu ¢alismamizda 3 farkli doz grubu olusturarak Malathionun etkilerini arastirmak istedik ve
bu dogrultuda 100 mg/kg, 200 mg/kg ve 400 mg/kg'lik gruplar olusturduk. Bu calismayla
doku hasari, oksidatif stress, inflamasyon gibi durumlarin doza bagli olarak degisimini

arastirdik.

Serum ALP diizeyinde Kontrol grubuyla Grup 2 karsilagtirildiginda bir artis, Grup 3 ve Grup
4 de ise bir azalis oldugu saptanmistir. Bu degisimler istatiksel olarak anlam tasimamaktadir.
(p = 0,015; p<0,013). Karaciger, thio-organofosfatlarin ve diger toksik maddelerin
biodoniisiime ugradigi major organdir. Malathion toksisitesi i¢in de bu durum gegerlidir
(Yang ve digerleri, 2000). 28 giin siireyle kronik malathion maruziyetine birakilan
hayvanlarda karaciger hasar belirteci olan AST, ALT, ALP, LDH ve Bilirubin seviyelerinde
artislar gézlenmistir (Lasram ve digerleri, 2014). Bu caligsmada ratlara 200mg/kg olacak
sekilde doz uygulamistir. ALP disindaki parametreler bizim buldugumuz sonuglarla uyumlu
gozlimektedir. Yapilan bir diger calismada 30 giin siiren kronik doz uygulamasinda 100
mg/kg, 300 mg/kg ve 500 mg/kg dozlar uygulanmis, her doz grubu i¢in de AST VE ALT
diizeylerinde artis gozlemlenirken, ALP diizeyinde azalis tespit edilmistir. Arastiricilar bu
azalisin nedeni olarak kemiklerdeki osteblastik aktivitedeki azalig olabilecegi One
stiriilmiistiir (Jain ve digerleri, 2009). Yaptigimiz ¢alismada da bu yonde benzer sonuglar
elde edildi. Ayrica ¢alismalarin bir cogunda kronik maruziyet ile ilgili bulgularin ¢ogunlukta

oldugunu gozlemledik. Bizim calismamizdan elde edilen bulgularin 24 saatlik akut bir
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caligmanin neticesinde oldugu i¢in literatiire de bu anlamda katki sunacagini diisiinmekteyiz.
Ayrica azalan ALP seviyeleriyle AST, TNF-a, ve CK diizeyleri arasinda kuvvetli negatif bir

korelasyon oldugunu tespit ettik.

Serum CK degerleri goz oniine alindiginda Grup 3 ve Grup 4 ile Kontrol grubu ve Grup 2
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu goézlenmistir (p = 0,004;
p<0,013). Yapilan ¢alismalarda CK degerinde artiglar oldugu gézlenmis ve bunun sebebinin
karaciger harabiyeti ile iliskili oldugu sdylenmistir (Lasram 2009, El-Demerdash 2003).
Yine benzer sekilde doku harabiyetinin belirteci olarak, ALT, AST ve LDH ile de ¢aligmalar
yapilmistir. Hem ALT hem de AST diizeyleri incelendiginde Grup 1 ve Grup 3 gruplari
arasinda istatiksel anlamli bir ylikselme oldugu gozlenmistir (p = 0,004, p<0,013) . Grup 4
icin ise AST diizeyinde bir artig olurken ALT diizeyinde anlamli bir degisim olmadigi
saptanmistir (p>0,05). Bunun yaninda LDH diizeylerinde kontrol grubuyla Grup 3 ve Grup
4 arasinda anlamli bir fark bulunmazken, Grup 2’nin diizeyinde bir azalis sz konudur.
Ancak bu degisimler istatiksel olarak anlam tasimamaktadir (p>0,013). Yapilan
caligmalarda, malathion uygulamalarinda da AST, ALT ve LDH diizeylerinde artislar
oldugunu ve bunun nedenin karaciger harabiyeti kaynakli olabilecegi bildirilmistir (Lasram
2009, 2014, Kalender 2010). Yapilan bu ¢alismalar da kronik doz uygulamalariyla elde
edilmis sonuglardir. 250 mg/kg’lik tek doz uygulamasiyla yapilan ¢aligmalarda da yine
benzer atis oldugu sdylenmektedir (Franco, 2009). Yapilan bir diger ¢alismada 100mg/kg
oral yolla verilen malathionun 3 saatlik akut uygulamasiyla AST ve ALT diizeylerinde
belirgin artis oldugu bildirilmistir. (Al-Attar, 2010). Bizim buldugumuz ALT ve AST
sonuclart bu bulgular1 desteklemektedir. 3 farkli dozda akut maruziyetle yapilan
caligmamizin bulgularimin literatiire katki agisindan 6nem tasidigini diisiinmekteyiz. Ayrica
korelasyon ag¢isinda degerlendirildiginde, AST-CK arasinda kuvvetli pozitif bir korelasyon

bulundu. AST-ALP ve CK-ALP arasinda ise kuvvetli negatif korelasyon oldugu tespit edildi.

Kontrol grubu digindaki tiim gruplarda Lipaz enziminin inhibe oldugu gézlenmistir. Lipaz
hemen hemen tiim hiicreler ve organizma i¢in dnemli bir role sahiptir. Lipazlar, hiicresel
yapmin korunmasi i¢in énemli olan lipid substratlarin hidrolizinde gorev alirlar. Lipid
homoestazinin zarar gérmesi nérodejeneratif hastaliklar (Quistad ve digerleri, 2003), kanser
(Chiang ve digerleri, 2006), obezite (Shi ve digerleri, 2004) ve ateroskleroza (Macphee ve
digerleri, 2006) sebep oldugu soylenmektedir. Organofosfat pestisitler antikolinerjik

aktiviteleriyle taninmis olsalar da lipazlar ve diger baska hedefler i¢in de secicidirler (Casida,
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2008). Lipazlarla yapilan bir diger ¢alismada serin hidrolaz ailesine ait olan yag asidi amid
hidrolaz ve monoagil gliserol lipazin bir organofosfat pestisit olan fenitrothionla olan iliskisi
calisilmistir. Her iki enzim aktivitelerinde biiyiik diislisler oldugu gdzlenmistir (Suzuki,
2014). Elde ettigimiz bulgular serin hidrolaz ailesine ait olan lipaz enziminin malathionun
etkisiyle her doz grubunda inhibe oldugu yoniinde olup verilen dozlarin bu agidan
metabolizmay1 kuvvetli bir bicimde etki ettigini diisiindiirmektedir. Literatiir arastirilmast
yapildiginda malathion ve organofosfat zehirlenmelerin tanisinda asetilkolinesteraz
caligmalarmin yogunlukta oldugu goriilmektedir. Ote yandan az sayida olsa da lipaz ile ilgili
yayinlarla mevcuttur. Ancak hem akut bir ¢alisma olmasi hem de doz uygulanan miktarlar
gdz Online alindiginda bu calismadan elde edilen bilgilerin 6nemli oldugunu

diistindiirmektedir.

Amilaz aktivitesinde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda her 3 grupta da artislar
gozlenmektedir, ancak bu artig istatiksel olarak anlamli degildir (p = 0,017). Organofosfat
zehirlenmelerde, akut pankreatit rahatsizliginin rapor edildiginden ¢ok daha fazla oldugunda
bahsedilmektedir. Bu maruziyetle karsilasilan hastalarda amilaz seviyelerinin yiikseldigi
bildirilmektedir (Hsiao ve digerleri, 1996). Bu calismada akut olarak cok yiiksek doz
organofosfat bir bilesik olan mevinfos (200ml) alarak intihar tesebbiisii ile hastaneye
kaldirilan bir vaka iizerinde yapilan aragtirma sonucunda amilaz seviyesiyle birlikte birgok
parametrenin de degistigi soylenmektedir. Bizim yaptigimiz ¢alismada da kontrol grubuyla
mukayese edildiginde her grupta bu artiglarin oldugu goézlenmektedir. Ancak malathiona
maruziyet veya uygulama siiresi artirildig1 takdirde bu artiglarinin istatiksel olarak anlam

kazanabilecegini diisiinmekteyiz.

Serum TOS seviyesinde kontrol grubu ile Grup 3 ve Grup 4 arasinda istatiksel olarak anlamli
bir farklanma bulunmustur (p= 0,004). Grup 2 ile Grup 3 ve Grup 4 mukayese edildiginde
burada da anlamhi bir degisim oldugu gozlenmektedir. Malathionun malaoksona
transformasyonu sirasinda bircok reaktif oksijen tiiriiniin ortaya ¢iktig1 belirtilmistir. Bu
oksidatif stres durumu malathionun glutatyon ile konjugasyonu neticesinde
sonlandirilabilecegi soylenmektedir (Ranjbar ve digerleri, 2010). Organofosfatlarla
indiiklenen oksidatif stres in vivo calismalarda sik¢a gosterilmistir. Organofosfat
maruziyetlerinde antioksidan savunma mekanizmasi degismekte ve lipid peroksidayonu
arttigr soylenmektedir. Superoksit dismutaz, Katalaz, Glutatyon rediiktaz gibi enzimatik

antioksidanlar ve Vitamin E ve C gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin etkileri
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aragtirllmistir. Akut, subkronik ve kronik maruziyetlerde lipid peroksidayonunda artig
oldugu caligmalarla gosterilmistir (Teimouri ve digerleri 2006; Oral ve digerleri, 2006).
Literatiirler arastirildiginda, akut malathion uygulamalariyla ilgili olarak TOS seviyelerinin
cokca calistimamis oldugu anlasilmaktadir. Bu c¢alismada akut doz malathion
uygulamasinda TOS seviyelerindeki degisim gozlemlenmis ve literatiir icin 6nemli veri

sundugunu diistinmekteyiz.

Serum MDA seviyeleri incelendiginde gruplar arasinda istatiksel anlamli bir degisim
olmadig1 gézlenmistir (p > 0,05). Yapilan ¢alismalarda MDA diizeylerinde, oksidatif stresin
bir parametresi olarak artislar oldugu sdylenmektedir. Uygulama, farelerde yapilmis olup
500mg/kg ve 3 giin stireyle gerceklestirilmis (Slimen ve digerleri, 2014). Ancak yapilan doz
uygulamalar verilis siireleri olarak farkliliklar bulunmaktadir. Uygulama siiresindeki artigin
bir oksidatif stres parametresi olan MDA diizeyinde degisiklige neden olabilecegini

diisiiniiyoruz.

Serum AGEs diizeyleri incelendiginde kontrol grubu ile doz gruplar arasinda artis gézlense
de istatiksel olarak anlamli bir degisim kontrol grubu ile Grup 4 arasinda ger¢eklesmistir.
(p<0,002). Son yillarda yapilan ¢alismalarda AGEs diyabet komplikasyonlarinda, karaciger
rahatsizliklarinda nérodejeneratif hastaliklarda hatta bazi kanser tiirlerinde de bile rol aldig
sOylenmektedir (Palimeri ve digerleri, 2015). Malathion ve diger organofosfat pestisitlerin
bir ¢ogunun hiperglisemiye yol agtigi ve artan glukoz diizeyi nedeniyle de AGEs
seviyelerinin de artacagi bildirilmektedir. Olusan AGEs insulin direnci veya Tip 2 Diyabet
yol acabilecegi, bu etkiyi oksidatif stres, inflamasyon ya da dogrudan etkisini IRS-1 i
etkileyerek yapabilecegi diisiiniilmektedir (Henriksen ve digerleri, 2011).

Glukoz degerlerinde, kontrol grubuyla diger doz gruplar1 mukayese edildiginde anlaml1 bir
degisim olmadig1 tespit edilmistir. (p=0,329; p<0,013) Bircok ¢alisma organofosfat
pestisitlerin glukoz homeostazinda etkilerinin oldugunu sdylemektedir. Yapilan
caligmalarda karaciger glukoz tiretim diizeyinde degisimlere sebep oldugu sdylenmektedir,
bu degisimin malathionun toksisite durumunda &zellikle glukoneojenez yoluyla
diizenlemeye calisildigi diistiniilmektedir (Mostofalou ve digerleri, 2012). Yaptigimiz
caligmada gruplar aras1 degisimin istatiksel olarak anlamli olmasa da insiilin sonuglariyla
beraber degerlendirildiginde anlam kazandigini1 diisiinmekteyiz. Bu sonuglara gére Grup 1,

Grup 2 ve Grup 3 ‘e gore Grup 4’te artmis bir glukoz seviyesiyle karsilasmaktayiz. Ayni
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gruplart degerlendirdigimiz de, insiilindeki bu degisim istatiksel olarak anlamli bir artig
olarak gozlemlenmektedir. Diger ¢aligmalarda, malathion uygulamalarinda hipergliseminin
olusabilecegi belirtilmektedir. Bu baglamda artan insiilin miktarina karsin glukoz
seviyesinin azalmasi beklenirken kan glukoz seviyesinde Grup 2 ve Grup 3 ‘de énemli bir
degisim goriilmemesi, Grup 4’te hafif artis goriilmesi yiikselmis insiilinin artmis glukozu
diisiirmesine bagl olabilir. Yapilan bir baska ¢alismada, 650 mg/kg malathion ratlara akut
olarak uygulandiginda hipergliseminin olustugu bildirilmistir (Rodrigues ve digerleri, 1986).
Uygulanan doz miktarmin artirilmasi ya da daha uzun siireli maruziyet durumunda

hiperglisemi ile karsilagilmasinin ihtimaller dahilinde oldugunu diistinmekteyiz.

Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz degerlerinde gruplar arasinda Grup 4'te diger gruplara gore bir
artis gozlenmisse de bu artis istatiksel olarak anlamli degildir. Yapilan bir ¢alismada
parathion, malathion ve chlorpyrifos tek basina ya da kombine halde kullanilmis ve her iki
durumda da glutatyon rediiktaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitelerinde artig
oldugu gozlemlenmistir. Bu bulgular organopestisitlerin tek basina ya da kombine
kullanimda oksidatif strese yol agabildigini gostermektedir (Ojha ve digerleri, 2009). Ayrica
glukoz ve G6PD diizeyleri arasinda ¢ok kuvvetli bir pozitif korelasyon tespit edilmistir.

Insulin direnci ve tip 2 diyabet riski, organofosfat pestisitlerine maruziyette karsilasilan
onemli komplikasyonlardandir. Malathion, subkronik modeliyle yapilan c¢alismalarda
oksidatif hasar ve inflamasyon ile ilgili parametreler incelenmistir. Artmis insulin miktari,
glisemi ve sitokin miktarlarinda artis tespit edilmistir (Lasram ve digerleri, 2014). Yapilan
diger bir¢ok calismada da malathion intoksikasyonunun kan glukoz seviyesindeki artisla
paralel olarak insulin salinimini arttirdig1 vurgulanmistir (Pournourmohammadi ve digerleri,

2007; Vosough-Ghanbari ve digerleri, 2007; Nili-Ahmadabadi ve digerleri, 2013).

Serum insulin diizeyinde kontrol grubu ve diger gruplar arasinda anlamli bir artis oldugu
gbzlenmistir. Yapilan bir¢ok caligmada organofosfatla maruziyetlerde karsilagilan klinik
durumlardan en basta geleni insulin direncidir. Akut maruziyette glukoz homoestazinin
bozulmastyla birlikte hiperinsulinemiyle karsilasildig: rapor edilmistir (Ghafour-Rashidi ve
digerleri, 2007). Insulin direncinin patofizyolojisinde reaktif oksijen tiirlerin énemli rolii
oldugu vurgulanmaktadir. Bu roliin treonin fosfataz aktivitesini inhibe ederek
gerceklestirdigi belirtilmektedir (Mahadev ve digerleri, 2004). Yaptigimiz analizler

neticesinde TOS seviyeleri ve insiilin arasinda kuvvetli bir korelasyon oldugu tespit
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edilmistir. Ayrica yine AGEs ve Insulin arasinda da kuvvetli bir korelasyon oldugu
goriilmiistiir. Bu elde edilen sonuglarin ileride yapilacak calismalar i¢in 6nemli oldugu

kanisindayi1z.

Yillardir yapilan calismalarda inflamasyon ve diyabet arasindaki iliskilerden soz
edilmektedir. ilk ¢alismalar sodyum salisilatin yiiksek dozlarmin diyabet hastalarinda
glikoziiride azalmaya neden oldugu gosterilmistir. TNF-a, IL-6 ve CRP gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin tip 2 diyabetli hastalarda yliksek oldugu belirtilmektedir. (Shoelson
ve digerleri, 2007). Ayrica yapilan bir¢ok ¢aligmada organofosfat bilesikleri inflamasyonda
bliylik rollere sahip TNF-a ve IL-6 diizeylerinde artisa neden oldugu belirtilmistir.
Organofosfat bilesikler olan diazinon, fenthion ve malathionla yapilan c¢aligmalarda bu
sitokinlerin arttig1 tespit edilmistir. (Ayub ve digerleri, 2003; Hariri ve digerleri, 2010; ve
Yiiriimez ve digerleri, 2007). Ayrica rat ve fare hipokampus, korteks ve talamuslarinda
yapilan ¢aligmalarda akut olarak soman ‘a maruziyetinde TNF-o, IL-1B ve IL-6 ‘nin
transkripsiyon ve protein diizeylerinin arttigi gorilmiistiir (Dhote ve digerleri, 2007; ve
Dillman ve digerleri, 2009). Yaptigimiz ¢aligmada TNF-a diizeylerinde, kontrol grubu ile
Grup 4 karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir (p<0,002). Diger
gruplarda bir artis gozlenmis olsa da istatistiki olarak anlamli degildir. Korelasyon
analizlerine bakildiginda TNF-a’nin TOS, AST ve insiilin diizeyleriyle pozitif bir
korelasyona sahip oldugu gozlenmistir. ALP diizeyleriyle ise negatif korelasyona sahip
oldugu bulunmustur. Yapilan calismalarin ¢ogu kronik doz uygulamalari olup, akut
uygulamadan elde edilen bulgularin, su ana kadar yapilmis diger akut caligmalarla birlikte

katk1 saglayacagini diistinmekteyiz.

BUN degerlerinde kontrol grubu ile diger doz gruplar karsilastirildiginda anlamli bir
degisim olmadig1 saptanmistir. Organofosfat toksisitesinde bdbrekler de etki altinda
kalabilecek hedef organlardan biridir. Yapilan calismalarda akut, subakut ve kronik
toksisiteye maruz kalindiginda iire diizeyinde artiglar tespit edilmistir (Sivapiriya ve
digerleri, 2006). Ure olusumu protein yikimiyla iliskilidir. Bu durumun protein
katabolizmasindaki artis sebebiyle oldugu da yapilan calismalarla gosterilmistir (Lasram,
2014). Buldugumuz sonuglar akut malathion uygulamasinda diizeylerde degisim olmadigin1

gostermistir. Bu durum doz miktarinin artirilmasit ya da maruziyetler uzun siirelerinin
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uzatilmasit dogrultusunda degisim gosterebilecegini ve literatlirlerde de belirtildigi tizere bir

artis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Serum Kreatinin diizeyi incelendiginde Kontrol grubu ve diger gruplar arasinda istatiksel
anlamli bir degisim olmadigi gorilmiistiir. Yapilan calismalarda da serum kreatinin
diizeyinin anlamli degisim gostermedigi sdylenmektedir (Lasram ve digerleri, 2014).
Yapilan bir diger ¢caligmada ise rat oral yolla 100 mg/kg malathion verildikten 3 saat sonra
serum kreatinin diizeylerinde bir artis oldugu bildirilmistir (Al-Attar ve digerleri, 2010).
Malathiona kronik maruz kalan tarim is¢ileri ile yapilan bir calismada idrar kreatinin
diizeylerinin normalin ¢ok iizerinde oldugu tespit edilmistir. Yine bu ¢alismada malathion
gibi pestisitlerin gerekli dnlemler alinmadig takdirde hem is¢iler hem de aileleri i¢in tehlike
olusturabilecegi belirtilmektedir. (Bradman ve digerleri, 2009). Ure diizeyine benzer
sekilde, maruziyet siiresinin farklilasip artmasi durumunda bu parametre i¢in de kan

diizeylerinde bir artig olabilecegini diisiinmekteyiz.

Yapilacak daha ayrintili ¢aligmalarla bu mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in daha fazla yol
katedilmesi gerektigini diisiinmekteyiz. Ayn1 zamanda Malathion’un akut uygulamasinda
tiim glikojenik enzim aktivelerini, sitokinler ve diger biyomolekiillerin diizeylerinin analiz
edilerek farkli aragtirmalarla insiilin direnci ve inflamasyonun ve oksidatif stres arasindaki

iligkilerin agiga ¢ikmasinin 6nemli olabilecegini diisiinmekteyiz.
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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 gruplart olusturularak serum iizerinde yaptigimiz

calismamizda;

Malathionun, her 3 doz grubunda da serum lipaz aktivitesi ilizerinde ciddi etki ettigi
gbzlenmistir. Kontrol grubunda serum lipaz diizeyi Olciilebilirken, diger tiim gruplarda

inhibisyon oldugu tespit edilmistir.

Oksidatif stres parametreleri incelendiginde serum MDA diizeyi gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda MDA diizeyleri agisindan anlamli bir degisim gozlenmemistir. AGEs
diizeylerine bakildiginda ise Kontrol grubu ile Grup 4 arasinda istatiksel olrak anlamli bir
degisime rastlamistir. Grup 2 ve Grup 3’de de bu diizeylerde bir artis gozlemlenmis olsa da
istatistiksel olarak anlamli degildir. TOS diizeyinin ise Grup 4’tin, Grup 1 ve Grup 2’ye gore
anlamli olarak arttig1 bulunmustur. Doz artisi ile birlikte serum AGEs ve TOS diizeylerinde

kuvvetli pozitif bir korelasyon bulunmaktadir.

Doku hasarlarinin incelenmesi agisinda AST, ALT, CK enzimleri incelendiginde, Ozellikle
Grup 1 ve Grup 3 arasinda istatiksel olarak anlaml1 bir artisin oldugu géze carpmaktadir. Bu
enzimler arasinda da pozitif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir. ALP aktivitesinde ise bu
3 enzimin aksine Grup 1 ile Grup 4 arasinda istatiksel olarak anlamli bir azalis oldugu
gozlenmigstir. ALP ile AST, CK ile kuvvetli negatif bir korelasyon oldugu saptanmistir. LDH
diizeylerinde de gruplar arasinda artis gozlemlenmis olsa da istatiksel olarak anlamli

bulunmamustir.

Glukoz diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir degisim gdzlenmemistir. Insulin
diizeylerinde ise Grup 1 ile Grup 4 arasinda istatiksel olarak anlaml1 bir artis tespit edilmistir.
G6PD diizeylerinde de anlamli olarak bir degisim gozlenmemis olsa da, bu degisimler
glukoz diizeyleri ile kuvvetli korelasyona sahiptir. Inflamatuvar belirteglerden olan TNF-
alfa diizeylerinde is Grup 1 ile Grup 4 arasinda anlamli bir artis gériilmiistiir. Bu artis, hem
AGEs hem de TOS diizeyleriyle kuvvetli pozitif bir korelasyona sahiptir. Ayrica AST diizeyi

ile de pozitif bir korelasyon bulunmaktadir.
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Elde ettigimiz sonuglarin, Malathion’un doz degisimi ile akut toksik etkisinin serum oksidan
ve antioksidan sistem, inflamatuar belirtegler, bazi enzim ve molekiiller ile segilen

parametrelerin birbirleri ile olan iligkisinin kapsamli veri saglayacagini diisiinmekteyiz.

Bu perspektif ile Malathion’un serum parametrelerinde neden olacagi degisimin akut
dozlarda insan sagligi —ozellikle tarim isgileri ve pestisit liretiminde ¢alisanlar- ve ¢evre
izerine meydana getirdigi olumsuz etkilerinin belirlenip bunun 6niine gegilmesi, dis pazarda
ve i¢ tilkketimde tarim {iriinleri i¢in kullanilan dozu hakkinda diizenleme yapilabilmesi igin

yeni fikirler verecegini diisiinmekteyiz.
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