TURKIYE CUMHURIYETI
AFYON KOCATEPE UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

KLORPRIFOS UYGULANAN DiYABETLI RATLARDA
LiKOPENIN ANTIiOKSIDAN VE HIPOGLISEMIK
ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

Ruhi TURKMEN

FARMAKOLOJi VE TOKSIiKOLOJi ANABILIM DALI
DOKTORA TEZIi

DANISMAN
Doc. Dr. Mehmet OZDEMIR

Bu Tez Afyon Kocatepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
tarafindan 10.VF.17 proje numarasi ile desteklenmistir.
Tez No: 2013-004

2013-AFYONKARAHISAR



1

KABUL ve ONAY

Afyon Kocatepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Doktora Program
cercevesinde yiirtitlilmiis bu ¢alisma, asagidaki jiiri tarafindan
Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 01/02/2013

Prof. Dr. Sezai KAYA
Ankara Universitesi

Jiiri Bagkani
Prof. Dr. Hidayet YAVUZ Prof. Dr. Sefa CELIK
Afyon Kocatepe Universitesi Afyon Kocatepe Universitesi
Uye Uye
Dog. Dr. Mehmet OZDEMIR Dog. Dr.Yavuz Os [IRDANE
Afyon Kocatepe Universitesi Afyon Kocatepe Universitesi
Uye Uye

Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Doktora Programi Ogrencisi Ruhi
TURKMEN’in “Klorprifos Uygulanan Diyabetli Ratlarda Likopenin Antioksidan ve
Hipoglisemik Etkilerinin Arastirilmast” bashkli tezi B/2/2018 gimmii saat 44"’ da

Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav Y&netmeligi'nin  ilgili maddeleri uyarinca

degerlendirilerek kabul edilmistir.

v

A

Prof. Dr.Kagan UCOK
Enstitii Miidiirii



111

ONSOZ

Hayvancilik, tarim ve halk sagligi gibi birgok alanda haserelere ve portorlere karsi miicadele etmek
amaciyla kullanilan baglica ara¢ olan pestisidler, c¢esitli nedenlerle kalintt seklinde ¢evrede
kalmaktadir. Oganik fosforlu insektisidler smifindan bir pestisid olan klorprifos etil, yaygin kullanim
alanina sahip olmasmdan dolay1 insanlarin ve hayvanlarin bu pestiside direkt veya dolayli yoldan
maruz kalmasi kacinilmazdir. Klorprifos etil’in diger organik fosforlu bilesikler gibi baslica
asetilkolin esteraz etkinligini engelleme, hiicre i¢i oksidatif strese sebep olma, yan etki olarak da
hiperglisemiye yol agma gibi bir¢ok etkisi oldugu bilinmektedir. Ancak diyabetli canlilarin Klorprifos
etil’e maruz kalmasi sonucunda viicutta olusabilecek muhtemel oksidatif stres ve hiperglisemi durumu
iizerine antioksidan bir madde olan likopenin koruyucu bir etkisinin olup olmadigi konusunda bir
caligmaya rastlanmamustir.

Diyabetin tedavisinde kullanilan sentetik antidiyabetik ilaglar, karaciger ve bobrekte bozukluklar ile
hipoglisemik komayi igeren ciddi yan etkiler meydana getirebilir. Bu yiizden daha etkili ve giivenli
antidiyabetik ilaglarin arastirilmasi, giiniimiizde de arastirmalarin 6nemli bir alanini olusturur.
Diyabetin tedavisinde bitkisel ilaglarm kullanimlarmin yarari iizerine Diinya Saglik Orgiitii’niin
tavsiyelerini takiben, bitkisel antidiyabetik ilaclarin arastirilmast daha o6nemli hale gelmistir.
Likopenin gii¢lii antioksidan etkisinin yani sira hipoglisemik etkilerinin de oldugu yapilan
calismalarla ortaya konulmustur. Bu nedenle, yapilan ¢aligma ile likopenin klorprifos etil’e maruz
kalmis diyabetli canlilardaki oksidan-antioksidan denge ve hiperglisemi durumu {izerine muhtemel
etkileri belirlenerek, diyabetli canlilara uygulanabilecek tedavi segeneklerine yardimci bir alternatif
olabilecegi diislintilmiistiir.
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1. GIRIS

Serbest radikaller; negatif yiiklii elektron sayisinin ¢ekirdekteki pozitif ytiklii proton
sayisi ile esit olmadigi molekillerdir. Eksik elektronlu olan bu molekiiller,
bulabilecekleri herhangi bir molekiil ile etkilesime girer ve bu molekiilden ya bir
elektron alir veya ona bir elektron verirler. Baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron
aligverigine girip onlarm yapisini bozan bu molekiillere “serbest radikaller”, “oksidan
molekiiller” veya en dogru adlandirma ile “reaktif oksijen tiirleri (ROT)” ya da
“serbest oksijen radikalleri (SOR)” denilmektedir (Fang ve ark., 2002). Saglikli bir
organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlar1 etkisizlestirme giicii bir
denge icindedir. Oksidanlar belirli bir diizeyin lizerine ¢ikar veya antioksidanlar
yetersiz olup denge bozulursa s6z konusu oksidan molekiiller organizmanin yap1
elemanlar1 olan protein, lipid, karbonhidrat, niikleik asitler ve yararli enzimleri

bozarak zararl etkilere yol acarlar. Bu zararl etkilerin biitliinii “oksidatif stres”

olarak adlandirilir (Valko ve ark., 2007).

Diabetes mellitus (DM); insiilinin salgilanmasi ya da insiilinin etkisindeki tam
veya kismi yetersizlikle iliskili olarak ortaya ¢ikan kronik hiperglisemi; karbonhidrat,
yag ve protein metabolizmasindaki  bozukluklarla  karakterize  cesitli
komplikasyonlar1 iceren bir sendromdur (Abou-Seif ve Youssef, 2004). Insiilinin
tedaviye girmesinden bu yana yaklasik 90 yil gegmesine ragmen halen DM insan ve
hayvan sagligini tehdit etmeye devam etmektedir. Magduriyetlerin ve Oliimlerin
cogu, serbest radikallerin sebep oldugu diyabetin kronik komplikasyonlar1 olarak
adlandirilan retinopati, nefropati, noropati ve c¢esitli damar hastaliklarindan ileri

gelmektedir (Tiirkmen ve ark., 1990).

Son yillarda yapilan calismalar, SOR’nin fazla miktarda olusumu ve lipid
peroksidasyon (LPO)’unun, DM gibi bir¢ok hastalifin patogenezinde rol aldigini
gostermektedir (Yardim-Akaydin ve ark., 2006). Oksidatif stresin, SOR’nin fazla
miktarda olusumu ve zayiflayan antioksidan savunmalardan dolayr DM’un gelisimi

ve ilerleyisi ile DM’ un komplikasyonlarinda anahtar bir rol oynadig1 birgok kisi



tarafindan kabul edilir (Ceriello, 2003). Siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimlerin pankreas adacik
hiicrelerinde; karaciger, bobrek, iskelet kasi, adipoz doku gibi diger dokularla
kiyaslandiginda en diisiik diizeyde oldugu bilinmektedir (Tiedge ve ark., 1997).
Oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu da bilinen pankreastaki 3
hiicrelerinde gozlenen hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandigi

disiiniilmektedir (Robertson ve ark., 2004).

Pestisidler; insan ve hayvan viicudu ile bitki ve cansiz cisimlerin {izerinde ya
da c¢evresinde bulunan veya yasayan ve ayrica besin maddelerinin {iretimi,
hazirlanmasi, depolanmasi ve tiiketimi sirasinda onlarin besin degerini azaltan veya
hasara ugratan zararlilar1 (bocek, kemirici, yabani ot, mantar, toprak kurdu vb.)
oldiirmek icin kullanilan maddelerdir. Pestisidlerin ¢ogunlugu esas hedefleri olan
hagerelere karst seckin etkinlik gostermediklerinden hedef olmayan insan ve

hayvanlarda da zehirleyici olabilirler ( Kaya, 2002).

Organik fosforlu (OF) insektisidler, bugiin diinyada en ¢ok kullanilan
insektisidlerden birisidir. OF’lara maruziyet her yil 6nemli sayida Oliimlere ve
zehirlenmelere neden olur (Shadnia ve ark., 2005). OF’lar asetilkolin esterazi (AKE)
inhibe ederek memelilerde ¢ok fazla toksisite meydana getirir ve sinaptik
kavsaklarda ndrotransmitter asetilkolinin (Ak) birikimi sonucu kolinerjik toksisiteye
yol agan postsinaptik hiicrelerin asir1 uyarimma neden olur (Ecobichon, 2001).
Bunun disinda insan ve hayvanlarda toksisiteye yol agan bir diger mekanizma
oksidatif strestir (Abdollahi ve ark., 2004a). AKE inhibisyonu ve kolinerjik etkilerden
baska hem insanlarda hem de hayvanlarda OF insektisidler tarafindan meydana gelen

zehirlenmelerin yan etkilerinden birisi de hiperglisemidir (Seifert, 2001).

Klorprifos etil, OF insektisidlerin fosforotioat sinifina aittir. Bu bilesik halk
saglig1 ve ¢esitli tarimsal alanlarda genis olarak kullanilmaktadir (Richardson ve ark.,
1993). Klorprifos etil, AKE inhibisyonu ile memeli hayvanlara ait zehirlenmeden
sorumludur. Ratlarda klorprifos etil’e biitiin viicudun kisa siireli maruziyetinin

karaciger, bobrek ve dalagi da igine alan farkli dokularda AKE aktivitesinin 6nemli



oranda inhibisyonuna neden oldugu gdosterilmistir. Bebe ve Panemangalore (2003)
yaptiklar1 ¢alismada, klorprifos etil uygulamalarmin karaciger, bobrek ve dalakta
GPx, CAT ve SOD gibi siiperoksit (O,) radikalini temizleyen enzim diizeylerinde
azalmayla birlikte bu olaylara eslik eden tiyobarbitiirik asid (TBA) diizeylerinde
ylikselmeye yol agmasini viicutta oksidatif stresin artisina bagli olabilecegini
belirtmislerdir. Mevcut bilgilerde insektisidlerin antioksidan savunma mekanizmalar1
ile iligkili enzim aktivitelerini degistirdigine dikkat cekilmistir (Akhgari ve ark.,
2003).

Canli viicudu, serbest radikaller ile olusturulan hasara kars1 koymak icin birkag
mekanizmaya sahiptir. Bu mekanizmalar enzimatik ve enzimatik olmayan savunma
sistemi olarak iki ana baslik altinda smiflandirilabilir. Bunlardan birincisi canli
viicudunun temel ve en basta gelen savunma mekanizmasi olan hiicre i¢i antioksidan
enzimlerdir. Antioksidan maddeler elektron verip serbest radikalleri etkisizlestirerek
kararli yapiya sahip olur (Halliwell ve Gutteridge, 1990). ROT ni nétralize etmede
hiicre i¢i antioksidan enzimler, ilk savunma hatti olarak fonksiyon gosterirler.
Vitamin E, vitamin C, B-karoten gibi antioksidan vitaminler de ikinci savunma
sistemini olusturur ve viicudu oksidasyona kars1 korur. Bu ilk savunma sistemi biitiin
serbest radikalleri kontrol altinda tutmaya calisir; fakat oksidatif stres bu savunma
sisteminin kapasitesini agsacak olursa ikinci savunma sistemi (vitaminler) devreye

girebilir (Sies ve Stan, 1998).

1.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM); yasam boyu siiren, siirekli izlem ve sagaltim gerektiren,
akut ve kronik komplikasyonlar1 nedeniyle hastanin yasam kalitesini olduk¢a azaltan,
hastalikk ve 6lim orani ile topluma ekonomik yiikii yiliksek, kronik metabolik bir

hastaliktir (Tiirkmen ve Ozdemir, 2011).

Diabetes mellitus tiim diinyada 290 milyondan fazla insam etkilemektedir ve

bu saymim 2030 yilinda 366 milyona yiikselecegi ongoriilmektedir. Tiirkiye’de ise 6



milyondan fazla DM hastas1 bulundugu tahmin edilmektedir. Ulkemizde DM’un
boyutlar1 gittikce biliylimekte ve tiim diinyada DM hizla artig gostermektedir. Bunun
en onemli nedenleri hareketsiz yasam, otomobil, televizyon ve bilgisayar basinda
gecirilen saatler, egzersizin azalmasi, stres ve beslenme tarzindaki olumsuzluklardir

(Y1maz, 2010).

Diabetes mellitus insanlarin yani sira hayvanlar1 da etkileyen endokrin bir
hastaliktir. Kedi ve kopeklerde daha sik, sigiwr, at, koyun ve domuzlarda da nadiren
goriiliir (Celik ve Bal, 2002). DM, 5-12 yas arasindaki kopeklerde goriiliir (Marmor
ve ark., 1982); yavru kopeklerde nadiren goriilmektedir (Catchpole ve ark., 2005).
Kedilerde ise 6 yas ve ilizeri yaslarda Ozellikle de 9-13 yaslar1 arasinda DM’un
goriilme siklig1 fazladir (Baral ve ark., 2003).

Nedenlerine gore birgok DM tipi olmakla birlikte DM baslica Tip 1 ve Tip 2
DM olmak iizere iki kategoride incelenmektedir. Tip 1 DM, insiilin {ireten
pankreastaki B hiicrelerinin otoimmun veya otoimmun dis1 mekanizmalarla
yikimlanmasi sonucu meydana gelirken, Tip 2 DM goreceli insiilin yetersizligine yol
acan B hiicrelerinin fonksiyon bozuklugu sendromudur. Bu duruma genellikle insiilin
direnci de eslik eder (Robertson ve Harmon, 2006) Kopeklerde Tip 1 DM yaygin
iken, kedilerde daha ¢ok Tip 2 DM goriiliir (Rand ve ark., 2004).

Diabetes mellitus’un olusumundaki temel neden insiilin yetersizligi veya
instilinin etkili olamamasidir. Hastaliin ortaya c¢ikmasini kolaylastiran diger
etmenler ise kalitim, sismanlik, gebelik ve sik do§um, uzun siire ila¢ kullanimi
(diiiretik, kortikosteroid vs.), enfeksiyonlar, psikolojik ya da fiziksel travmalar ve

baz1 pankreas hastaliklaridir (pankreatit, pankreas timorii) (Aydin, 2008).

1.1.1.insiilin

Pankreasin B hiicreleri tarafindan sentezlenen 6000 molekiil agirliginda polipeptid

yapida bir hormondur. Insiilin, 17 farkli aminoasit igerir ve toplam 51 aminoasitten



olusur. Pankreastaki B hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda bulunan ribozomlar
tarafindan sentezlenir ve golgi cihazinin vezikiillerinde depolanir. Kan glikoz
diizeyinin artmasi, B hiicrelerinin uyarilmasiyla sonucglanir. Buna bagli olarak
hiicrede mRNA’larin sentezi artar ve proinsiilin (insiilin 6n maddesi) sentezlenir.
Proinsiilin, ribozomlardan golgi aygitina gectikten sonra insiiline doniisiir ve

buradaki vezikiillerde depolanir (Akar, 2007).

Pankreasin langerhans adaciklarindaki B hiicrelerinin zarinda glikoza duyarli
reseptorler bulunur. Yeteri kadar glikozun reseptorleri uyarmasi ile séz konusu
hiicrelerden insiilin salgilanir. Graniil iceren insiilinin ekzositozuna neden olan bu
durum, bir takim elektriksel olaylar serisi ile diizenlenir (MacDonald ve Wheeler,

2003).

Besin sindirimi sonucu, kanda glikoz diizeyi ylikselmeye baslayinca, glikozun
B hiicresine giris hiz1 artar. Glikoz hiicre i¢ine glikoz tasityicist 11 (GLUT II)
aracilifiyla kolaylastirilmis difiizyonla alinir. Hiicre i¢ine giren glikoz, glukokinaz ile
yikilir ve glikoz-6-fosfata fosforile edilir (Matschinsky, 1996). Ardindan glikozun
metabolizmas1 sonucu hiicre i¢inde adenozin trifosfat (ATP) diizeyi yiikselir. Bu
durum ATP bagimli potasyum (K ") kanallarmi kapatarak depolarizasyona neden olur
(Rorsman, 1997). Depolarizasyon membrandaki voltaj bagimli kalsiyum (Ca®")
kanallarmi agarak, disaridan igeriye giren Ca*" araciligiyla insiilin salgilanmasimi
(ekzositoz) artirr (Lang, 1999). Sekil 1.1°de glikoz ile uyarilmis insiilinin salgilanma

mekanizmasi gosterilmistir (Norman ve Litwack, 1997).
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Sekil 1.1. Glikoz ile uyarilmis insiilinin salgilanma mekanizmasi (Norman ve Litwack,1997)

1.1.2.Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

Bir¢ok calismada DM’un SOR’nin fazla miktarda olusumu ve zayiflayan antioksidan
savunma sistemi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Venkateswaran ve Pari, 2003;
Altan ve ark., 2006). Bu gibi hastalik durumlarinda, hiicrelerde SOR’nin olusumu ve
bunlara karsi olusan antioksidan savunma sistemi arasindaki denge bozulur. Bu olay
proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi hiicre bilesenlerinin oksidatif stresine neden
olur. Hem Tip 1 hem de Tip 2 DM’da oksidatif stresin fazla miktarda olustugu bir

durum s6z konusudur (Rahimi ve ark., 2005).

Diabetes mellitus ve komplikasyonlarinin ROT ile olan iliskisini gdsteren
calismalarda, farkli mekanizmalar sonucu olusan doku hasarmnin serbest radikal
iiretimini artirdig1r ve antioksidan savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir
(Baynes ve Thorpe, 1999). Normal sartlar altinda kisa siire i¢inde olusan serbest
radikaller; SOD, CAT, GPx, GSH-Rx gibi viicudun dogal antioksidan enzimleri

tarafindan hizli bir sekilde temizlenir. DM’lu hastalarin dokularinda ve eritrositlerin



hiicre zarlarinda, dogal antioksidan enzimlerinin ve hiicre i¢i enzim olmayan dogal
antioksidan indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyinin azaldig1 belirtilmistir (Abou-Seif
ve Youssef, 2004). Klinik ve deneysel diyabet ¢alismalarinda LPO son {iriinii olan
malondialdehid (MDA) diizeyinin arttig1, bunun DM’un damar komplikasyonlarinin
patogenezinde Onemli olabilecegi bulunulmustur (Velazquez ve ark., 1991;

Venkateswaran ve Pari, 2003).

Reaktif nitrojen tiirlerinin de (RNT) DM’daki nitrozatif stresten sorumlu
oldugu belirtilmigtir. RNT’lerinden biri olan nitrik oksit (NO") radikali, siiperoksit ile
reaksiyona girerek DM gibi bir¢ok hastalik durumlari ile iligkili olan peroksinitritin
(ONOQO) olusumuna yol agabilir (Zou ve ark., 2002). Nitrik oksit, damar sisteminin
homeostazinda goérev alan endotelyum kaynakli giiclii bir vazodilatordiir. Yapilan
caligmalarda DM komplikasyonlarinda (NO") ve (O,") radikal artigmm iligkili

olabilecegi gosterilmistir (Moncado ve ark., 1991).

Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda yakin iliski oldugu goriisii in vivo
calismalar ile de desteklenmistir (Ceriello, 1997). Deneysel hayvan ¢aligmalarinda
DM olusturmak i¢in kullanilan alloksan ve streptozotosin (STZ), oksidan maddeler
meydana getirerek Langerhans adaciklarini segici bir sekilde tahrip ederler. Hiicre
tarafindan yeterli miktarda tutulan alloksan, askorbat ve tiyollerle reaksiyona girerek
onlarin antioksidan etkilerini engeller ve oksidanlarin iiretimi ile B hiicre hasarina
neden olur. STZ’inin etki mekanizmasi ise daha az anlasilmistir. Ancak STZ’inin
uygun olmayan NO cevaplar1 meydana getirdigi, NO cevabinin neden oldugu adacik

hiicre yikiminin artmasinin DM’u bagslattig1 diisiiniilmektedir (Wolff, 1993).

1.1.3.Diyabetik Komplikasyonlar ve Patogenezi

Diyabetik komplikasyonlar akut ve kronik donemlerde zamana bagl olarak
degismekte ve oliimle sonuglanabilecek olgulara neden olabilmektedir. Tablo 1.1°de

DM’un yol agtig1 komplikasyonlar 6zetlenmistir (Karasu ve Ari, 2005).



Tablo 1.1. Diabetes mellitusun baslica komplikasyonlar: (Karasu ve Ari, 2005)

Akut Komplikasyonlar Hiperglisemi ve ketoasidoz
= dehidratasyon
= non-ketotik hiperozmolar koma
Hipoglisemi komasi
Laktik asidoz ve komasi

Subakut Komplikasyonlar Eklem aktivitesinde kisitlama
Osteopeni
Katarakt
Biiylime Geriligi
Dislipidemi

Kronik Komplikasyonlar Mikrovaskiiler komplikasyonlar
= Retinopati
= Noropati
= Nefropati

Makrovaskiiler Komplikasyonlar
= Koroner arter hastaliklari
= Serebrovaskiiler hastaliklar
= Periferik vaskiiler hastaliklar

Kardiyomiyopati
Erektil Disfonksiyonlar

Diyabetik hastalarda mortalitenin en 6nemli sebeplerinden biri yasam kalitesini
diistiren kronik komplikasyonlardir. Hiperglisemi ise bu komplikasyonlarin geligimi
ve ilerlemesinden sorumlu en 6dnemli risk faktorii olarak gosterilmektedir (Evcimen
ve King, 2007). Hipergliseminin diyabetik komplikasyonlar iizerine etkisi birkag¢ ana

mekanizmayla irdelenmektedir (Brownlee, 2001).

e Glikozun otooksidasyonu ve sliperoksit tiretimi
e Poliol yolunun aktivasyonu

e Protein Kinaz C (PKC) aktivasyonu

e Heksozamin yolunun aktivasyonu

e Ileri glikasyon son iiriin (AGE) olusumunun artmasi



1.1.3.1. Glikozun Otooksidasiyonu ve Siiperoksit Uretimi

Glikoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit (O,") radikaline ¢evrilir. Reaksiyonlar
zinciri, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit (H,0O,) lizerinden son derece reaktif
olan hidroksil radikali (HO) olusturmasi ile sonuglanir. Hiicre i¢i glikozun
oksidasyonu NADH’in ag¢iga c¢ikmasmna yol acar. NADH solunum zincirinde
oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP firetimi i¢in gerekli enerjiyi saglamak tizere
kullanilir. Glikoz diizeyinin ylikseldigi durumlarda bu yolla siiperoksit radikal
iretimi artar. Mitokondri solunum zinciri baslica hiicre i¢i ROT iiretim kaynagidir.
Normal solunum zinciri olaylar1 sirasinda siirekli olarak siiperoksit radikali olustugu
diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan calismalar, DM’daki patolojilerin birgogunun
mitokondriyal ROT’ nin iiretiminin fazla miktarda olugmasi ile iligskili oldugunu

gostermektedir (Green ve ark., 2004).

1.1.3.2. Poliol Yolunun Aktivasyonu

Glikoz diizeyinin yiikseldigi durumlarda, poliol yolu ile sorbitol iiretimi artar. Bu
yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi icin NADPH kullanildigindan hiicre ici
NADPH tiiketilir. Okside glutatyonun indirgenmis forma cevrilebilmesi ve nitrik
oksit (NO) sentezi icin NADPH gereklidir. Bu nedenle poliol yolunun aktif olmas1 ve
sonugta NADPH’in yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi
anlamma gelmektedir (Maritim ve ark., 2003). Indirgenmis glutatyonun ve
vazodilatasyonda gorev yapan NO sentezinin azalmasi DM’un vaskiiler
komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisinda rol oynar (Das ve Chainy, 2001). Vazodilator
mediyatorlerin kayb1 endondronal kan akiminin azalmasina dolayisiyla endondronal
hipoksi veya iskemiye yol agmaktadir. Bu olayin sonucunda noéronal hiicre, schwann

hiicrelerde hasar meydana gelmektedir (Cameron ve Cotter, 1997).

Glikozun poliol yolu ile sorbitole ve fruktoza ¢evrilmesinin bir sonucu olarak
hiicrede miyoinozitol diizeylerinde azalma ve bunun sonucunda da Na/K ATPaz

enzim aktivitesinde diisme oldugu gézlenmistir ki bu enzim aktivitesi sinir iletim hiz1
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icin 6nem tasimaktadir (Greene ve ark., 1990). Sorbitoliin kendisi bir doku toksini
gibi hareket eder. Bu nedenle retinopati, néropati, katarakt, nefropati ve kalp

hastalig1 patogenezinde rolii oldugu diisiiniilmektedir (Bukan ve ark., 2004).

Anormal poliol yolu hipotezine gore glikoz girisi i¢in insiiline ihtiyag
duymayan ve aldoz rediiktaz enzimi igeren lens, periferik sinirler, bobrek
glomerulleri gibi dokularda hiperglisemi sonucu hiicre i¢i glikoz ve dolayisiyla
sorbitol konsantrasyonu artar. Asir1 su tutucu 6zellikte olan sorbitoliin bu dokularda
birikmesi hiicre 6demi ve hasarina neden olur. Hiperglisemide poliol yolunun
aktivasyonuyla NADH/NAD" orani artmakta, bu da enzimatik olmayan glikasyonu
ve diacilgliserol (DAG) sentezini artrmaktadir. DAG’in artist da PKC
aktivasyonuna yol agarak DM’daki damar patolojilerine neden olmaktadir (Sacks,
1999). Sekil 1.2°de poliol ve DAG yollarinin birbirleriyle iligkisi gosterilmistir
(Sekeroglu ve ark., 2000).

‘ Polial yolu ‘
——
Glikasyon T —* Owdan StrasT
A
NADPH MADP+ MAD* NADH
Tsulmaz — RAFP p SomioT — T Frukioz
v Diagilgliserol yol
iagilgliseral yolu
Glukoz G-fosfat s Y
l —_—
W MAD*
T Gliseraldehid 3-fosfat #———" T Dihidroksiasstonfosia or-Glhiseralfosfal T
HAD* ¥
NADH
1. 3difosfoghaerat
Diagikgliserol T
Firuvat l
HADH
T MAD* Frotein kinaz C aklivasyonu
Laktat # Membran gecirgenliji T
= Kan akimi dedisiklikler

+Bazalmembran sentezi T

Glikoliz

Sekil 1.2. Poliol ve diagilgliserol yollarinin birbirleriyle iliskisi (Sekeroglu ve ark., 2000)
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1.1.3.3. Protein Kinaz C Aktivasyonu

Yapilan c¢aligmalar ile hiperglisemi araciligiyla PKC aktivasyonunda ve DAG
seviyesinde aorta, retina, kalp, renal glomeriil gibi ¢esitli dokularda artma gozlendigi
ve bunun vaskiiler komplikasyonlara eslik ettigi anlasilmistir. DAG, PKC’nin
aktivatorii oldugundan konsantrasyonunun artmasi enzimin aktivasyonuna yol agar.
Hiperglisemi durumunda PKC’nin bazi izoformlar1 aktive olmaktadir. DM’da,
hipergliseminin bu mekanizmanin asir1 aktivasyonuna neden olmasi sonucunda
mezengial matriks artisi, bazal membran kalinlagmasi, kollajen sentezi artis1 ve
vaskiiler gecirgenlikte artis gergeklesir. Bir¢ok diyabetik komplikasyon PKC
aktivasyonundaki artigla ilgilidir. PKC aktivasyonunun, 06zellikle ndropati ve

retinopatinin gelismesinde 6nemli rolii bulunmaktadir (Koya ve King, 1998).

1.1.3.4. Heksozamin Yolunun Aktivasyonu

Hiicre i¢inde asir1 glikoz artisi, heksozaminin normal yolunda sapmalara yol agarak
DM’un birka¢ komplikasyonlarmin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Kolm-Litty ve
ark., 1998). Bu yolda fruktoz-6-fosfat, glikoliz ile metabolize olmaz ve glikozamin 6-
fosfata doniislir. Bu donilisim glutamin:fruktoz-6-fosfat amidotransferaz (GFAT)
tarafindan katalize edilir. Belirte¢ proteini olarak da bilinen Spl protein,
organizmanin erken gelisiminde rolii olan genlerin diizenlenmesinde gorevli bir
transkripsiyon faktoriidiir. Bunun yani1 sira damar diiz kas hiicrelerinde hiperglisemi
ile aktive olmus plazminojen aktivatdr inhibitér-1 (PAI-1)’1 diizenlemekle de
gorevlidir. Glikozamin 6-fosfattan olusan N-asetil glikozamin, Spl proteinin
kovalent modifikasyonuna yol agcarak TGF-a, TGF-B1 ve PAI-1’in transkripsiyonunu
artirir (Brownlee, 2001). Bu yol ayni zamanda hiperglisemi ve yag ile indiiklenmis

insiilin direncinde de 6nemli rol oynar (Hawkins ve ark., 1997).

Hiperglisemi araciligiyla heksozamin yolunun aktivasyonu, diyabetik
komplikasyonlarin patogenezine birlikte katkida bulunan gen ekspresyonu ve protein

fonksiyonlarinda degisikliklerle sonuglanabilir (Brownlee, 2001).
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1.1.3.5. Proteinlerin Glikasyonu ve ilerlemis Glikasyon Son Uriinleri (AGE)
Olusumu

Proteinler yiiksek glikoz konsantrasyonlar: ile karsilastiklarinda, glikoz bir enzimin
araciligma gereksinim duymadan proteine baglanarak kontrolsiiz glikasyon
reaksiyonlarima neden olur. Glikasyona ugramis protein, molekiiler oksijene bir
elektron vererek serbest oksijen radikali olusumuna neden olur (Gillery ve ark.,

1988).

Glikoz ve proteinlerin amino gruplar: arasinda kendiliginden gelisen enzimatik
olmayan glikasyon reaksiyonlar1 yoluyla dnce Shiff bazlari, sonrasinda daha stabil
olan Amadori Triinleri olusur. Amadori iirlinlerinin olusumundan sonra AGE

meydana gelir (Sekil 1.3) (Zieman ve Kass, 2004).

GLIKOZ
“+ —
- SHIFF BAZI AMADORI (RITNIT *

PROTEIN

Sekil 1.3. Ilerlemis glikasyon son iiriinleri olusumu (Zieman ve Kass, 2004)

AGE, endotelin-1 araciligiyla vazokonstriksiyonu artirarak endotel hasara yol
actig1 gibi, kompleks biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal {iretebilme
kapasitesine de sahiptirler. Yine AGE toksik etkileri arasinda; proteinlerin yapilarini
ve fonksiyonlarini degistirebilmeleri, kendi reseptorleri ile oksidatif stresi
indiikleyebilmeleri ve sonugta niikleer faktor kappa B (NFkB) gibi redoks duyarl
transkripsiyon faktorlerini aktive etmeleri ve ilgili genlerin (prokoagiilant doku
faktorii endotelin-1, adezyon molekiilii gibi) ekspresyonlarmin artigi bulunmaktadir

(Heidland ve ark., 2001).



13

Arastirmalar AGE’nin, reseptor aracili mekanizma ile serbest radikal tiretimini
uyarmasinin yani sira, serbest radikallerin fazla miktarda olusumunun da hiicre ici

AGE olusumunu artirdigini goéstermektedir (Giardino ve ark., 1996).

Yapilan calismalarda AGE ve serbest radikallerin, PKC’yi aktive ettigi
gosterilmistir. Aktive olan PKC’nin, vaskiiler kan akimini, damar permeabilitesini,
hiicre dis1 matriks bilesenlerini ve hiicre biiylimesini etkileyerek vaskiiler

komplikasyonlarin patogenezinde rol aldig1 6ne siiriilmektedir (Way ve ark., 2001).

1.2. Pestisidler

Pest (hasere) ad1 verilen zararli canlilar1 61ldiirmek i¢in kullanilan maddelere pestisid
denir. Genel bir ifade ile insan, hayvan, bitki ve cansiz cisimlerin iizerinde ya da
cevresinde bulunan veya yasayan ve ayrica besin maddelerinin iiretimi, hazirlanmasi,
depolanmas1 ve tiiketimi ve sirasinda onlarin besin degerini azaltan veya hasara
ugratan bocek, kemirici, yabani ot, mantar, toprak kurdu gibi hastalik ve zararl

etmenlerini 6ldiirmek i¢in kullanilan maddelerdir (Kaya, 2002).

Pestisidlerin uygulama kurallarma uyulmamasi ve siirekli kullanilmalari
sonucu ¢evre ve besin kirlenmesine, cevrede biyolojik dengenin bozulmasina,
direngli pest tiirlerinin ortaya ¢ikmasina, insan ve hayvanlarda akut ve kronik
zehirlenmelere ayrica teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etki tehlikesinin

dogmasia yol acar (Kaya ve Bilgili, 1996).

Pestisidler, tiim akut zehirlenme etkenleri arasinda ilaclardan sonra ikinci
sirada gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin 2004 y1ili verilerine gore tiim
diinyada yilda 3 milyona yakin pestisid zehirlenmesi meydana gelmekte, bunlarin
250 000’1 6liimle sonuc¢lanmaktadir (WHO, 2004). Bir tarim tilkesi olan Tiirkiye’de
2008 yilinda Ulusal Zehir Danisma Merkezi’ne bildirilen 77988 zehirlenme
vakasimnin 6503°i{i (% 8,34) pestisid kaynaklidir (Ozcan ve Ikinciogullari, 2009).
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Pestisidler ¢esitli Ozellikleri g6z Oniine almarak smiflandirilir. Bu
smiflandirmalar genellikle formiilasyon sekillerine, kullanildiklar1 zararlilara,
metabolizmalarma, zehirliliklerine, etki sekillerine, viicuttan atilmalarina ve viicuda
giris yollarmma, zararlinin biyolojik donemine gore yapilmasmna karsin en bilimsel
siniflandirma kullanildiklar1 zararhlara ve etkili kimyasal madde grubuna gore

yapilandir (Pico ve ark., 2004).

1.2.1. insektisidler

Insektisidler yapilarma, kaynaklarina ve etkileri veya etkidikleri paraziter gelisme
donemlerine gore sentetik organik insektisidler, inorganik insektisidler, bitki
kaynakli olanlar ve bazi sentetik tiirevleri, akarisidler, fumigantlar, sinerjistler,
mikrobiyal insektisidler, bocek gelisme diizenleyicileri ve biyolojik maddeler olarak
cok sayida ana gruba ayrilir. En 6nemli insektisid simiflar1 klorlu hidrokarbonlar
(DDT wve tiirevleri, lindan, klordan vb.), OF insektisidler (klorprifos etil, malatiyon,
paratiyon, ometoat, mevinfos vb.), karbamatlar (karbaril vb.), piretrin ve
piretroidlerdir. OF insektisidler sentetik organik insektisidler grubunda yer alirlar

(Kaya, 2002).

1.2.1.1. Organik Fosforlu (OF) Insektisidler

Organik fosforlu bilesikler ilk kez 1854’te Tetraetilpirofosfat (TEPP) olarak
sentezlenmistir. Bu bilesikler Almanya’da bagslangigta pestisid olarak daha sonra
kimyasal silah olarak arastirilmistir. Bu arastirmalar sirasinda 1937 yilinda sarin ve
tabun iretilmis, 1944’te somon bulunmustur. OF bilesikler ilk kez 2. Diinya
Savasi’nda kimyasal silah olarak kullanilmistir (Bajgar, 2005).

Son 50 yilda ¢ok cesitli OF bilesik gelistirilmistir. OF bilesikler, gerek tarimsal
miicadelede, gerekse veteriner hekimlikte antelmentik ve insektisid olarak siklikla

kullanilmaktadir. Bugiin 100’den fazlasi1 tarim alanlarinda insektisid olarak
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kullanilmakla birlikte az da olsa herbisid amagli kullanilan bilesiklerde mevcuttur
(Maroni ve ark., 2000). En sik kullanilanlar malatiyon, paratiyon, diazinon, fentiyon,
diklorvos, etiyon ve klorprifos etil’dir. Ayrica ekotiyofat ve izoflurofat goz
tedavisinde, triklorfon ise hayvanlarda parazitlerle miicadelede kullanilir (Katz,
2012). Bu sik kullanimlarinin sonucunda insan ve hayvanlarda akut veya kronik

nitelikte zehirlenmelere sebep olabilmektedirler.

Organik fosforlu insektisidlerin bircogu zehirli olmalarma ragmen genellikle
cevrede kalic1 degillerdir; glines 15181, hava ve toprakla temas ettiklerinde hidroliz
olarak parcalanirlar. Bu Ozellikleri sayesinde OF insektisidler DDT, aldrin ve
dieldrin gibi kalict organik klorlu insektisidler (OKI) yerine alternatif olarak
kullanilmaya baslannustir. OF insektisidlerin popiilaritesi OKIi’lerin 1970’lerde
yasaklanmasidan sonra artmustir. Ne var ki, OF insektisidler organik klorlulara gore

daha hizli pargalansalar da, akut toksisiteleri daha yiiksektir (Costa, 2006).

Organik fosforlu insektisidler fosforik asit veya kiikiirtlii analoglarinin nétral

esterleridir. Genel formiilleri Sekil 1.4°te gosterilmistir (Kaya, 2002; Anonim, 2012).

RI
\ O (veyaS)
\ﬂ
P-—X
/
/
R2

Sekil 1.4. Organik fosforlu insektisidlerin genel formiilleri (Anonim, 2012)

Organik fosforlu insektisidler bir fosfor atomu, buna dogrudan veya oksijen
veya kiikiirt ile baglanmis alkil, alkoksi ve aril gruplar1 (R; ve R;) ve substitiie veya
dallanmis alifatik, aromatik veya heterosiklik bir gruptan (X) olugsmaktadir (Maroni
ve ark., 2000; Kaya, 2002).
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Organik fosforlu insektisidler c¢ogunlukla noniyonize ve lipofiliktirler.
Solunumla ve agiz yoluyla alimim takiben hizli bir sekilde emilirler. Deri yolu ile
emilim ¢ok yavas olmakla birlikte uzun siireli maruziyet sonucunda siddetli
zehirlenmeler ortaya ¢ikabilir. Emilimin derecesi; deri ile temas siiresine, maddenin
yagda coziiniirliigiine, emilimi kolaylastiran formiilasyondaki emiilsiyonlastiricilar

ve ksilen gibi ¢oziiciilerin varligina baghdir (Vale, 1998).

Emilimi takiben OF insektisidler yag doku, karaciger, bobrekler ve tikriik
bezlerinde birikir. Diazinon, paratiyon, bromofos gibi fosforotioatlar (P=S),
diklorvos gibi fosfatlardan (P=0) daha lipofiliktir. Bu yiizden yag dokuda birikme,
bu tiir OF insektisidlerden meydana gelen zehirlenmelerde goézlenen uzun siireli
zehirlenme ve zehirlenmenin klinik olarak iyilesmeden sonra niiksetme durumunu
aciklayabilir. OF insektisidler genel olarak yagda ¢6ziiniirler ve bundan dolay1 ¢ogu

durumda kan beyin bariyerini gecer (Vale, 1998).

Bircok OF insektisidlerin yapisinda fosfora cift bagh siilfiir atomu vardir.
Zehirli hale gelmeleri i¢in metabolik aktivasyon ile oksonlara donilismeleri, yani
yapilarindaki P=S grubunun P=O grubuna doniismesi gerekir. Ciinkii, yalnizca
yapisinda P=0O grubu bulunan organik fosforlu bilesikler AKE’1 baskilayabilir.
Oksidatif desiilflirasyon olarak adlandirilan ve karacigerde mikrozomal sitokrom
P450 enzimleri (Ecobichon, 2001), flavin igeren monooksijenaz enzimleri (Levi ve
Hodgson, 1992), N-oksidasyon ve S-oksidasyon (Mileson ve ark., 1998) araciligiyla
katalizlenen bu biyotransformasyon reaksiyonu sonucunda OF insektisidlerin toksik
metabolitleri meydana gelir. AkKE’1 engelleyen oksonlar, karboksilesterazlar
(Maxwell, 1992) gibi hidrolazlar ve paraoksonaz gibi A-esterazlar tarafindan

deaktive olabilir (Luft, 2001).

Organik fosforlu insektisidlerin metabolitlerinin atilimi c¢ogunlukla idrarla
olmakla birlikte daha az miktarlarda disk1 ve solunumla da gergeklesir. Yag dokuda
depo edilmeyen diklorvos gibi bazi OF insektisidlerin atilimi saatler icerisinde
gerceklesirken, yag dokuda yaygin sekilde depo edilmelerinden dolay1 klorprifos etil

veya demeton-S-metil okson metabolitleri giinlerce viicutta kalabilir (Vale, 1998).
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1.3. Klorprifos Etil

Klorprifos etil (0,0’-dietil-O-3,5,6-trikloro-2-piridil  fosforotioat), en yaygin
kullanim alanma sahip, OF bir insektisiddir (ATSDR, 1997). DSO tarafindan orta
derecede zehirli-sinif II insektisid olarak smiflandirilmistir (WHO, 1997). Erkek
ratlarda klorprifos etil’in oral ODsy dozu ortalama 135 mg/kg’dir (Goel ve ark.,
2007). Molekiil agirligi 350,57, kimyasal formiilii ise CoH;;CIsNOs;PS’dir (Sekil
1.5). Klorprifos etil, Dow AgroSciences tarafindan iiretilmektedir ve Dursban®,
Lorsban®, Empire 20®, Equity®, Whitmire PT270® gibi birkag ticari markalar ad1
altinda kullanilmaktadir. Teknik formu beyaz kristalize bir kat1 olup ergime noktasi
41,5-42,5°C, kaynama noktas1 yaklasik olarak 160°C’dir. Klorprifos etil, nétral ve
asidik ortamlarda kararlidir. Bununla birlikte pH’1n yiikseldigi ortamlarda kararlhilig:
azalir. Pratik olarak suda ¢6zlinmez, fakat aseton, ksilen, metilen klorid gibi ¢ogu

organik ¢oziiclilerde ¢oziiniir (Iyer ve Kaufman, 2008).

Cl . _Cl
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Sekil 1.5. Klorprifos etil’in kimyasal yapisi (Iyer ve Kaufman, 2008)

Klorprifos etil, insan sagligi iizerindeki riskleri iizerine Amerika Birlesik
Devletleri Cevre Koruma Ajans1 (USEPA) tarafindan 2000 yilinda evde kullanimi
yasaklanmis olmasmna ragmen giliniimiizde halen tarim, ev, bahg¢e ve ¢im
alanlarindaki bocek ve eklem bacaklilarla miicadele amaciyla kullanilan genis
spektrumlu bir insektisiddir (Iyer ve Kaufman, 2008). Ik olarak 1965 yilinda
Amerika’da Dow kimyasal sirketi tarafindan {iretilmeye baslanmis ve satisa
sunulmustur (Cox, 1994). Hedef tiirler; ates karincalari, sivrisinekler, hamam
bocekleri, agac kurtlar1 ve yaprak bitleridir. Bu yararli etkilerinin yanm sira dogada
kalicilik da gosterebilen klorprifos etil’in yaygin kullanimi, hedef olmayan insan ve

hayvanlarda akut veya kronik tipte zehirlenmeye yol agabilir (Kaya, 2002).
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Klorprifos etil ile meydana gelen akut zehirlemenin en iyi bilinen belirtileri;
myosis, fazla miktarda idrar ¢ikarma, ishal, terleme, g6z yasi akmtis1 ve tiikriik
salgisinin artisidir  (Sharbidre ve ark., 2011). Ayrica hepatik disfonksiyon,
genotoksisite, embriyotoksisite, teratojenite, norodavranis ve norokimyasal
degisikleri iceren ¢ok sayida diger etkilerinde ortaya ¢ikmasina neden olur (Hunter

ve ark., 1999).

Viicuda giren klorprifos etil, bagirsaklardan hizli bir sekilde emilerek kana
karisir ve tiim organlara dagilir. Klorprifos etil’in kendisinin AKE’1 engelleme
yetenegi azdir ve karacigerde sitokrom P450 enzimleri araciligiyla oksidatif
destilfiirasyona maruz kalarak giicli bir AKE inhibitorii olan aktif metaboliti
klorprifos okson’a doniigiir. Klorprifos okson, AKE’mn yan1 sira butirilkolinesteraz,
karboksilesteraz gibi diger B-esterazlar1 da engeller. Klorprifos okson, paraoksonaz 1
(PON1) gibi A-esterazlar tarafindan enzimatik olarak hidrolize edilir ve
detoksifikasyon metabolitleri olan dietilfosfat (DEF) ve 3,5,6-trikloro-2-piridinol’e
(TCP) doniisiir (Sekil 1.6). Klorprifos okson tarafindan B-esterazlarin engellenmesi
de DEF ve TCP’iin olusumu ile sonuglanabilir. Klorprifos etil ana bilesigi de
sitokrom P450 enzimleri araciligiyla idrarla hizli bir sekilde atilan dietiltiyofostat

(DETF) ve TCP metabolitlerine doniisebilir (Vale, 1998).

0 0 cl
| | —
C,H;0—P—O0 C;Hs0—P—OH + HO \ Cl
| | N
0C,H; OC,Hs Cl
Klorprifos okson Dietil fosfat TCP

Sekil 1.6. Klorprifos etil’in metabolizmasi (Demirddgen, 2010)

1.3.1. Klorprifos Etil ve Oksidatif Stres

Pestisidlerin indiikledigi oksidatif stres, zehirliligin muhtemel mekanizmalarindan
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biri olarak son yillarda toksikolojik caligmalarin odagi haline gelmistir. Bu durum,
prooksidanlar ile antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasiyla
sonuclanan ¢ok basamakli olaylarin tezahiiridiir (Banerjee ve ark., 2001). Oksidatif
stresin OF pestisidlerin zehirliliginde 6nemli rol oynadigi yapilan caligmalar ile

ortaya konulmustur (Yarsan ve Cakir, 2006; El-Shenawy ve ark, 2010).

Organik fosforlu insektisidler, diinyada kullanilan insektisidlerin yarisindan
fazlasint olusturdugu i¢in tiim pestisidler arasinda en biiylik risk durumundadir
(Casida ve Quistad, 2004). OF insektisidlerin lipofilikligi, onlarin hiicre zarlar1 ile
birlesmesini kolaylastirir. Bu nedenle OFI’ler kirmizi kan hiicreleri, karaciger ve
bobrek membran lipidlerinin yap1 ve fizyolojik fonksiyonlarini bozarak
zehirliliklerinin molekiiler mekanizmalarindan biri olan LPO yol agabilir (Banerjee

ve ark., 1999; Videira ve ark., 2001; Akhgari ve ark., 2003).

Klorprifos etil’in zehirliliginde baslica mekanizma AKE’in engellenmesidir.
Buna ragmen son c¢alismalarda klorprifos etil’in  zehirliliginde diger
mekanizmalarinda rolii olabilecegi vurgulanmistir (Slotkin ve ark., 2006). Hem akut
ve hem de kronik klorprifos etil zehirlenmesi ile iligkili mekanizmalardan birisi de
oksidatif strestir. Klorprifos etil ile indiiklenmis zehirlenmede oksidatif stresin rolii
birka¢ ¢alismada gosterilmistir (Gultekin ve ark., 2001; Ambali ve ark., 2011a;

Kammon ve ark., 2011).

SOD, CAT, GPx gibi antioksidan enzimlerin klorprifos etil tarafindan 6nemli
derecede etkinlenmis olabilecegi ifade edilmistir (Verma ve ark., 2007; Mansour ve
Mossa; 2010). Klorprifos etil, hiicre i¢i oksidatif stresi indiikleme ve ROT’nin
iretiminde artis1 iceren hiicreler iizerinde g¢esitli etkilere sahiptir. Bu etkileri
sonucunda da normal hiicresel gelisim ve farklilasmay1 bozabilecegi kanaatine
varilmistir (Bebe ve Panemangalore, 2003). Klorprifos etil’in ayrica ROT, H,O,,
nitrat (NOs3) ve nitrit (NO;) diizeylerini yiikselterek beyin ve karacigerin farkl
kisimlarinda oksidatif stresi indiikledigi de rapor edilmistir (Mehta ve ark., 2009).
Beyin ve diger dokularmn tiim bdlgelerinde ROT’nin birikimi normal fizyolojik

fonksiyonlar1 bozabilir ve bdylece klorprifos etil’in zehirlilik belirtiler1 daha da
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agirlasir. Hidroksil, peroksil radikal ve H,O, igeren bu ROT’ nin hedefi biyolojik
makromolekiillerdir ve sonucunda membran ve diger dokularda hasara yol acabilir

(Meister, 1998).

1.3.2. Klorprifos Etil ve Glikoz Homeostazisi

Karaciger, kas ve beyin; glikojenez, glikojenoliz, glukoneojenez ve glikoliz de rol
oynayan organlardir. Ayrica pankreastan insiilin ve glukagon salinarak glikoz
homeostazisinin hormonal kontrolii saglanir. OF insektisidler bu organlarda glikoz
homeostazisinde rol oynayan yollar1 etkileyebilir. OF insektisidler tarafindan bozulan
glikoz homeostazisinde rol oynayan mekanizmalar Tablo 1.2°de 6zetlenmistir

(Rahimi ve Abdollahi, 2007).

Tablo 1.2. Organik fosforlu insektisid zehirlenmelerini takiben olusan hiperglisemi i¢in dnerilen mekanizmalar
(Rahimi ve Abdollahi, 2007)

Mekanizma Sonuclar

Fizyolojik stres Hipotalamus-hipofiz-adrenal ekseni ve sempatik otonomik sinir
sisteminin uyarilmasi, glukokortikoidler, katekolaminler ve
sitokinlerin salinimda artig

Oksidatif stres Viicudun antioksidan aktivitesinin artmasi i¢in glikoz 6-fosfat
dehidrojenazin uyarilmasi yoluyla glikoz iiretiminde artig

Paraoksonazin engellenmesi Oksidatif stresin gelisimi

Nitrozatif stres B-hiicrelerin yikiminda rol oynayan nitrik oksitte artig
Pankreatitis Pankreas hiicrelerinde hasar ve insulin saliniminda bozukluk
Kolinesterazin engellenmesi Hiperestezi, intermittent spazm, muskuler tremor ve

konvulziyonlarda artis ve bu aktiviteler icin gerekli enerjinin
karsilanabilmesi igin glikojenolizin uyarilmasi yoluyla glikozun
salimminda artig

Adrenal bezin uyarilmasi Hepatositlerde ve iskelet kas hiicrelerinde glikojenolizi
destekleyen adrenalinin fazla miktarda salinimi, insiilin
direncinin meydana gelmesi ve lipolizin desteklenmesi

Karaciger triptofan Glikoz metabolizmasinda degisiklige neden olan

metabolizmasinda bozukluk ksanturenik asit olusumunda artis. Buna ek olarak, ksanturenik
asitin insiilin ile kompleks olusturmast ve pankreasin -
hiicrelerinde hasar olusturmasi bildirilmistir.
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Deneysel c¢aligmalarda OF insektisidlere maruziyeti takiben hiperglisemi
gozlenmistir (Hagar ve ark., 2002; Pournourmohammadi ve ark., 2005; Romero-
Navarro ve ark., 2006; Kamath ve Rajini, 2007). Benzer sonuglara klorprifos etil ile
yapilan deneysel ve epidemiyolojik ¢alismalarda da rastlanilmistir. Epidemiyolojik
bir ¢alismada, klorprifos etil kullanan tarim iscilerinde diyabet insidensinde bir artig
gozlenmistir (Montgomery ve ark., 2008). Ayrica Ambali (2009) ve Ambali ve ark.
(2011b) yaptiklar1 deneysel ¢aligsmalarda klorprifos etil uygulanan ratlarda kan glikoz

diizeyinin ytikseldigini belirtmislerdir.

1.4. Serbest Oksijen Radikalleri ve Antioksidan Sistemler

Kimyasal bilesikler iki veya daha ¢ok elementin aralarinda kimyasal bag olusturmas1
ile meydana gelirler. Bu baglar negatif yiiklii elektronlarla sarilmistir ve bu
elektronlarmm diizeni bilesige kararlilik saglar. Kararli bilesiklerin elektronlari
ciftlenmis halde bulunur. Sekil 1.7°de de gosterildigi gibi eger elektron ¢iftlenmemis
ise molekiil daha reaktif ve kararsiz duruma geger (Tiirkmen ve Ozdemir, 2011). Bir
ya da daha fazla sayida ¢iftlenmemis elektrona sahip element veya bilesiklere SOR
ya da ROT denir (Gokpmar ve ark., 2006).

Serbest radikal

Sekil 1.7. Serbest radikal (Tiirkmen ve Ozdemir, 2011)

Cok kisa omiirlii olmalarina karsin, radikal olmayan maddeler ile reaksiyona
girip onlar1 da radikal yapmalar1 ve bir dizi zincir reaksiyonu baslatip, bir¢cok radikal

olusturmalarindan dolay1 oldukga tehlikelidirler. SOR, ortaklanmamis elektronunun
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belirtilmesi amaciyla {ist kisimlarina yazilan bir nokta (X') ile gosterilirler (Akkus,

1995).

Serbest oksijen radikalleri, gerek normal metabolik faaliyetler gerekse eksojen
kaynaklarla olusmakta ve oksijenin hem siiperoksit (O,”), hidroksil (HO),
hidroperoksil (HOy'), peroksil (ROO"), alkoksil (RO’) gibi radikal tiirevlerini hem de
tekli oksijen ('0,), ozon (O3), hidrojen peroksit (H>O-), hipoklorik asit (HOCI), nitrik
oksit (NO), azot dioksit (NO,), peroksinitrit (ONOQO’) gibi radikal olmayan
tiirevlerini kapsamaktadir (Gutteridge, 1995; Yazic1 ve Kdse, 2004).

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 dnleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere antioksidan ad1 verilir (Elliot,
1999). Antioksidanlar baslica dort yolla oksidanlar: etkisiz hale getirirler (Gokpinar
ve ark., 2006).

1. Temizleme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile
doniistiirerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu
yolla etki eder.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive
etmesine denir. Vitaminler, flavonoidler, timetazidin ve mannitol bu sekilde
etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarmi kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,
seruloplazmin ve agir mineraller oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive
eder.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onarirlar.

Antioksidanlar yap1 ve isleyis mekanizmalarina bakilarak, Tablo 1.3’te
goriildiigl iizere enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki grupta
siniflandirilabilindigi gibi (Halliwell ve ark., 1995), gorev aldiklar1 yapilara gore de
intraselliiler (SOD, CAT, GPx, sitokrom oksidaz), ekstraselliiler (albiimin, askorbik

asit, iirat vb. gibi) ve membran (vitamin E, koenzim Q, B-karoten vb. gibi)
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antioksidanlar1 olarak da smiflandirilmaktadirlar (Gutteridge, 1995).

Tablo 1.3. Biyolojik sistemlerdeki antioksidanlarin siniflandirilmas: (Halliwell ve ark., 1995)

Enzimatik Antioksidanlar Siiperoksid dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT)
Glutatyon peroksidaz (GPx)
Fosfolipit hidroperoksit glutatyon
Peroksidaz (PLGPx)
Glutatyon-S-transferaz (GST)
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R)

Enzimatik Olmayan Indirgenmis glutatyon (GSH)  Melatonin

Antioksidanlar a-Tokoferol (Vit E) Seruloplazmin
Askorbat (Vit C) Transferrin
B-Karoten (Vit A) Ferritin
Flavonoidler Laktoferrin
Urat Albumin
Biluribin Lipoik asit

1.4.1. Enzimatik Antioksidanlar

Aerobik organizmalar oksijen toksisitesinden basglica ii¢ enzim yardimiyla korunur.

Bunlar; SOD, CAT ve GPx’dir (Bhagavan, 2002).

1.4.1.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Hemen hemen biitiin hiicreler SOD’a sahiptir. Ik olarak 1969 yilinda McCord ve
Fridovich tarafindan tanimlanan siiperoksit radikallerinin katalitik olarak hidrojen
peroksit ile molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen ve LPO engelleyen bir
metalloenzimdir (McCord ve Fridovich, 1969). Bu reaksiyon kendiliginden
gergeklesebildigi gibi, SOD katalizorliigiinde 4000 kat daha hizli gergeklesmektedir
(Akkus, 1995).

Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan fazla miktarda siiperoksit
radikali tiretilmesine ragmen, intraselliiler siiperoksit miktar1 SOD sayesinde diisiik

tutulmaktadir. Sekil 1.8’de de ifade edildigi iizere aerobik hiicrelerdeki oksijenin
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cogunlugu solunum zincirinde, oksijen radikallerinin toksisitesini engelleyen
stokrom-c oksidaz, SOD, CAT ve peroksidaz enzimleri varliginda indirgenerek suyu

olusturmaktadir (Bhagavan, 2002).

Stokrom-c oksidaz

O » H,0O
2 A + de Tz \

Katalaz,

PeroTksidaz)OH

9) » H,0
2 SOD a2

Sekil 1.8. Oksijenin suya doniisiimii (Bhagavan, 2002)

1.4.1.2. Katalaz (CAT)

Organizmalarin, serbest radikallerin asir1 birikmesine karsi kendilerini korumada
gorev alan enzimlerden biri de CAT dir. CAT, SOD’n siiperoksit radikallerinden
olusturdugu H,0O, ile metabolik yollardan olusan H,0,’i indirgeyerek suya
doniistiiriir (Delibas ve Ozcankaya, 1995).

CAT esas olarak peroksizomlarda lokalize olmakla birlikte endoplazmik
retikulum ve sitozolde de yogundur. Aktivitesi karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili
kaslar ve eritrositlerde yiiksektir. Sekil 1.9°daki reaksiyonda ifade edildigi iizere
CAT’m peroksidatik ve katalitik olmak {izere iki fonksiyonu vardir. CAT 1n temel
fonksiyonu olan H,O,’in enzimatik parcalanmasinin yaninda (katalitik aktivite); az
miktardaki H,O, konsantrasyonunda, metil veya etil hidroperoksitler, metanol,
etanol, fenol gibi kiiclik molekiillii elektron vericilerini indirgeyebilme 6zelligi de
(peroksidatik aktivite) bilinmektedir. Fakat CAT, lipit peroksitleri gibi biiytlik
molekiilleri indirgeyememektedir. Enzim bir molekiil H,O,’den elektron alarak onu
oksitlerken kendisi rediiklenir; bir diger molekiill H>O,’e elektron vererek onu

indirgerken kendisi oksitlenerek baglangigtaki durumuna doner (Karabulut, 2001).
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CAT + 2H,0 + O,

CAT + HzOz —_— CAT_H202

De,,
%
%

Sekil 1.9. Katalazin aktivite mekanizmalar1 (Karabulut, 2001)

CAT + H,0 + A

Kanser, diyabet, katarakt, ateroskleroz, iskemik-reperflizyon hasari, artrit,
norodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizli§i ve yaslanmayi i¢ine alan pek ¢ok
patolojik sartlarda ortaya c¢ikan oksidatif strese karsi savunmada antioksidan sistemin

oncelikli enzimleri CAT ve GPx’dir (Y1lmaz ve Ozan, 2003).

1.4.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

GPx selenyum igeren bir enzimdir ve H,O,’in, fosfolipit H,O;’lerin ve diger serbest
H,0’lerin yikimlanmasini katalizler (Kalaycioglu ve ark., 2010). Bu gorevi yerine
getiritken GPx’mm en Onemli substrati indirgenmis glutatyondur (GSH). GPx
hidroperoksitlerin rediikte olmasini saglarken, GSH’un ise okside formuna (GSSQG)
doniismesini saglamaktadir. GSH daha sonra Sekil 1.10°’da da gosterildigi gibi
NADPH’1in indirgenmesinde kullanilan glutatyon rediiktaz (GSH-Rx) tarafindan
yeniden olusturulmaktadir (Berg ve ark., 2006; Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008).

(yiikseltgenmis)
NADPH GSSG 2H,0, (ROH)

GSH-RX ---» GPx

+
NADP 2GSH

(indirgenmis)

H,0,, (ROOH)

Sekil 1.10. Glutatyon redoks sistemi (Berg ve ark., 2006)

H,0,’in  detoksifikasyonundan sorumlu glutatyon peroksidaz-glutatyon

rediiktaz sistemi NADP® - NADPH’in kaynaklarmdan biri olmasmndan dolay1
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fagositlerin aktivitesini, dolayis1 ile hastaliklara karsi viicudun korunmasini da
saglamaktadirlar. Ayrica GPx, H,O, 1 suya doniistiirerek methemoglobin olusumunu
engellemektedir. (Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008). Bu nedenlerle GPx antioksidan

savunma sisteminin dnemli liyelerinden biridir.

1.4.2.Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Organizmalarda enzimatik antioksidanlarin gibi vitaminler de serbest radikallerin
zararl etkilerinin ortadan kaldirilmasmda 6nemli rol alir. Vitaminler non-enzimatik
antioksidanlar kisminda yer alir. Bunlar icerisinde vitamin C, vitamin E ve
karotenoidlerden koken alan vitamin A en basta gelen antioksidan vitaminlerdir

(Memisogullari, 2005).

1.4.2.1. Karotenoidler

Karotenoidler; bitkiler, bakteri, alg ve mantarlar tarafindan sentezlenen, hayvanlar ve
insanlar tarafindan sentez edilemeyip diyet araciligiyla alman, meyve ve sebzelere
saridan kirmiziya kadar degisen renkleri veren pigmentli bilesiklerin bir ailesidir.

(Tapiero ve ark., 2004; Rao and Rao, 2007).

Dogada 700’den daha fazla sayida karotenoid bulunmasma ragmen bunlarin
sadece 40’1 normal diyetimizde mevcuttur. Bunun ise genellikle 6’s1 kan
plazmasinda belirlenir. Bunlar a- ve B-karoten, likopen, B-kriptoksantin, zeaksantin
ve luteindir (Fernandez-Garcia ve ark., 2012). Karotenoidler A vitaminin 6nemli
besinsel kaynagidir (Paiva ve Russell, 1999). Karotenler ve [-kriptoksantin,
provitamin A karotenoidler olarak bilinir ve viicutta A vitaminine doniisiirler

(Azqueta ve Collins, 2012).

Farkl1 karotenoidler, esas olarak onlara karakteristik renklerini ve antioksidan

ozelliklerini veren yapisina oksijenin eklenmesi ve u¢ gruplarinin halkalanmasi ile
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temel yapisinda degisiklikler sonucunda tiiremistir (Rao and Rao, 2007) (Sekil 1.11).
Yapilarma gore sadece karbon ve hidrojen atomlarindan olusan ‘hidrokarbon
karotenoidler” (karotenler) ve yapilarinda en az bir oksijen atomu igeren
“oksokarotenoidler” (ksantofiller) olarak iki sinifa ayrilmaktadir (Tapiero ve ark.,
2004). Apolar ozellikteki hidrokarbon karotenoidlerin baslicalar1 : a-karoten, B-
karoten ve likopendir. Ksantofiller ise, daha polar 6zellikte olup yapisinda metoksi,
hidroksi, keto, karboksi ve epoksi formunda oksijen icermektedir. Ksantofillere
ornek olarak B-kriptoksantin, zeaksantin ve lutein verilebilir. Karotenoidler ayrica
zincir uglarinda halka icerip igermemesine gore de siklik (halkalr) ve asiklik
(halkas1z) karotenoidler olarak da gruplandirilmaktadir. Likopen, fitoen, fitofluen ve
C-karoten asiklik; o-karoten, B-karoten, o-karoten ve vy-karoten siklik yapidaki

karotenoidlerdir (Duru, 2008).

o-kcaroten

f-kriptoksantin

Wﬁ

hatein

Sekil 1.11. Besinlerde bulunan bazi karotenoidler (Rao and Rao, 2007)

Son yillarda karotenoidlerin antioksidan o6zellikleri, arastirmacilarin biiyiik
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ilgisini ¢ekmektedir. Karotenoidler (KAR) radikallerle genellikle {i¢ ana yolla
reaksiyona girerler. Bunlar sirasiyla elektron transferi, hidrojen iyonunu ayirma ve
radikal ekleme olup, asagidaki denklemlerde gosterilmistir (Denklem 1-3) (Edge ve
Truscott, 1999).

ROO+ KAR — ROO +KAR™ (1)
ROO+ KAR — ROOH+KAR' (2)
ROO+ KAR — (ROO-KAR) (3)

Karotenoidler, tekli oksijen (‘O,) ve peroksil radikali (ROO") temizlemede rol
oynar. Ayn1 zamanda tekli oksijen ve radikal olusumunda rolii olan elektronik olarak
uyartlmis molekiillerin deaktivasyonunda etkilidir (Young ve Lowe, 2001).
Karotenoidlerce zengin meyve ve sebze tiikketimi insan lenfositlerini tekli oksijen
hasarindan koruyarak bagisikliklik sistemini gii¢lendirir ve ¢esitli kanser tipleri,
kardiyovaskiiler veya goz hastaliklarini iceren birkac dejeneratif hastaliklarin
goriilme riskini azaltir. Insan ve hayvanlarda dzellikle B-karoten ve likopen olmak
iizere, karotenoidler tekli oksijenin ve peroksil radikalinin rol oynadig: fotooksidatif
islemlere kars1 koruyucu etkiye sahiptir ve diger antioksidanlarla sinerjistik etki
gostermektedir (Tapiero ve ark., 2004). Ayrica akciger, kolon, meme ve prostat
kanserlerinin 6nlenmesinde énemli diyet bilesenleri oldugu insanlarda (Van Pooppel
ve Goldbohm, 1995; Giovannucci, 1999), hayvan modellerinde (Kim ve ark., 1998;
Okajima ve ark., 1998) ve in vitro kanser hiicrelerinde (Pastori ve ark., 1998; Amir
ve ark., 1999) gosterilmistir. Likopen, karotenoidler arasinda en yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip bilesiktir (Di Mascio ve ark., 1989). Bu tez calismasinda likopen
kullanildig1 i¢in ayr1 bir baslikta genis bir sekilde asagida ele alimmastir.

1.5. Likopen ve Ozellikleri

Likopen; cogunlukla domates (Lycopersicum esculentum) ve islenmis domates

iriinlerinde bulunan, A vitamini aktivitesine sahip olmayan, B-karotenin asiklik
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izomeridir. Diiz bir yap1 halinde 11 adet ¢ift ve 2 adet tekli bag iceren, yiiksek oranda
doymamis hidrokarbon zincirininden olusur (Sekil 1.12) (Rao ve ark., 2006).

Sekil 1.12. Likopenin yapisi (Painter, 2003)

Likopen oncelikle domates olmak tizere ¢esitli meyve ve sebzelerin kirmizi
renkli olmasindan sorumludur. Diger karotenoidlerden farkli olarak yapisinda son
ucta B-ionik halkasi olmadigindan provitamin A aktivitesi gostermez. Likopenin
yapisinda ¢ift baglarin bulunmasindan dolayr hem cis- hem de trans- izomerik
formlara sahiptir. Dogada likopenin Oncelikle all-trans izomerik formlar1 bulunur
(Clinton, 1998). Bununla birlikte 1518a, termal enerjiye ve kimyasal reaksiyonlara
maruz kalarak likopenin trans formundan mono veya cis izomerasyonuna doniigiimii
gerceklesir. Likopen genellikle all-trans ve 5-cis, 9-cis, 13-cis ve 15-cis izomeri

yapist ile taninir (Rao and Rao, 2007).

Besin kaynaklarindan likopenin emilimi; likopen igeren gida matriksinin
parcalanmasi, pisirme sicakligi, yaglar, yagda c¢oziinebilen diger karotenoid
bilesiklerin bulunmasi gibi birkag faktorden etkilenmektedir. Likopen silomikron
aracilt mekanizma ile mide-barsak kanali boyunca emilir (Parker, 1996). Domates
sosu, domates suyu, domates oleoresin kapsiilleri gibi farkli likopen kaynaklar1 ayni

derecede etkin bir sekilde emilir (Rao ve Agarwal, 1998).

Emilen likopen dolasim sistemiyle biitiin viicuda dagitilmaktadir. Likopen
yaklagik 2-3 giinlik yarilanma siiresiyle insan plazmasinda en fazla bulunan
karotenoiddir. Likopenin bitkilerdeki geometrik izomeri ¢ogunlukla all-trans

olmasina karsin, insan plazmasindaki geometrik izomeri, toplam likopenin % 50’sini
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olusturan cis izomeridir (Rao and Agarwal, 1998). Hayvanlar ¢ogunlukla all-trans
izomerik formu igeren likopenle beslendiklerinde, serum ve dokularinda cis likopen
formu bulundugu gosterilmistir (Jain ve ark., 1999). Benzer sonuglar ayn1 zamanda
insan serumlarmda da gdzlemlenmistir. insanlarda likopenin en yiiksek diizeylerine
sahip dokularin adrenal bezler, prostat, testis ve karaciger oldugu belirtilmistir (Rao

ve ark., 2006).

1.5.1. Likopenin Antioksidan Etkileri

Likopen en 1yi bilinen antioksidandir. Elektronca zengin yapisindan dolay1
elektrofilik tiirlerin saldirilarma kars1 asir1 derecede duyarlidir. Bu ylizden likopen

oksijen ve serbest radikallere kars1 son derece reaktiftir (Krinsky, 1998).

Likopen; uzun zincir seklindeki asiklik, asir1 hidrofobik yapis1 ve igerdigi
konjuge cift bag nedeniyle antioksidan etkinlik gdostermektedir. Likopenin oldukca
yiiksek antioksidan etkinligi ile serbest radikaller (R* ve ROO") ile tekli oksijeni ('O5)
temizleme yetenegi bircok calismada rapor edilmistir (Jonker ve ark., 2003; Michael
McClain ve Bausch, 2003; Tapiero ve ark.,2004; Velmurugan ve ark., 2004).

Yapisinda B-iyonik halkasi igeren B-karoten ile kiyaslandiginda, likopenin -
iyonik halkas1 igermemesi veya diger bir deyisle B-iyonik halkasmnin agik olmasi
nedeniyle, tekli oksijeni daha etkin olarak temizleyebilmektedir. Ayrica, konjuge cift
bag sayis1 arttikgca tekli oksijeni sondiirme yetenegi de artmaktadir. Yapisinda 11
konjuge cift bag iceren likopen, 9 konjuge cift bag igeren P-karotene gore tekli
oksijeni ¢ok daha etkin sondiirebilmektedir. Likopenin bu tekli oksijeni sondiirme
yetenegi P-karotenin 2, a-tokoferoliin ise 100 katidir (Di Mascio ve ark., 1989).
Hidroksil radikalleri (OH") notralize ederek hiicre zarlarint LPO’undan korumada da
onemli bir rol oynar; antioksidan etkisinin yani sira koruyucu bir gorev alarak
DNA’ya baglanabilir. Bu etkilerine ilave olarak likopen, H,O; ile uyarilmis LPO ve
lipoprotein modifikasyonunu engelledigi gibi (Tang ve ark., 2009) SOD, GPx ve
GSH-Rx (Bose ve Agrawal, 2006) vb. antioksidan enzimleri uyarabilir.
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1.5.2. Likopenin Hipoglisemik Etkileri

Likopenin hipoglisemik etkilerinin oldugu ortaya konmustur (Mamdouh ve Fatma,
2009). Likopenin hipoglisemik etkileri; viicudun antioksidan yetenegini artirmak, [3-
hiicrelerin hasarmi 1yilestirmek, insiilin saliimini uyarmak, insiilinin etkisini
gelistirmek gibi birka¢ mekanizmaya baglanabilir (El-Missiry ve El Gindy, 2000; Ali
ve Agha, 2009). Ali ve Agha (2009), STZ ile DM olusturulmus ratlarda likopenin 3-
hiicrelerin hasarmi iyilestirerek kan glikoz diizeyini azaltmasmnin kullanilan dozuna
bagl olabilecegini dogrulamislardir. Benzer bir calismada kan glikoz diizeyinin
yilikselmesine bagli olarak ortaya cikan sinir harabiyeti, 6grenme ve hafiza ile ilgili
bozukluklarin tedavisinde likopenin kullanabilecegi belirtilmistir (Kuhad ve ark.,
2008a). Bu caligmalara paralel olarak Aydm (2008) yaptig1 tez c¢alismasinda,
diyabetin beyin dokusunda neden oldugu oksidatif hasar ile LPO’unun ve plazma
insiilin seviyesindeki azalmanin likopen tarafindan biiyiik oranda diizeltildigini

ortaya koymustur.

Gao ve ark. (2012) diyabetli ratlarda yaptiklar1 ¢calismada, 8 haftalik likopen
uygulamasinin kan glikozunu diistirdiigiinii gostermislerdir. Duzguner ve ark. (2008)
ise diyabetli ratlarda 3 haftalik likopen uygulamasinin plazma glikoz seviyesini % 25
oraninda azalttigini, serbest radikaller ile LPO’unun neden oldugu diyabetik
komplikasyonlar1 Onleyebilecegini ve likopenin hipergliseminin tedavisinde

kullanilabilecek degerli bir antioksidan olabilecegi kanaatine varmiglardir.

1.5.3. Likopenin Diger Etkileri

Likopen, antioksidan ve hipoglisemik etkilerinin yani sira antikarsinojenik ve
antiaterojenik etkilere de sahiptir. Bu etkilerini oksidatif ve non oksidatif
mekanizmalarla ag¢iklamak miimkiindiir (Agarwal ve Rao, 2000). Bu etkilerine
ilaveten giliclii noroprotektif (Hsiao ve ark., 2004), antiproliferatif (Gunasekera ve
ark., 2007), antiinflamatuvar ve antikoagulant (Yaping ve ark., 2003), kavrama

kabiliyetini gelistirici (Akbaraly ve ark., 2007) ve ayn1 zamanda hipokolesterolemik
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(Basuny ve ark., 2009) bir maddedir. Ayrica siklooksijenaz sentez yolagini diizenler

(Sengupta ve ark., 2006) ve Ames testinde mutajenezisi (Heber ve Lu, 2002) azaltir.

Deneysel olarak olusturulan testikiiler toksisite (Turk wve ark., 2007),
spermiyotoksisite (Atessahin ve ark., 2006; Tas ve ark., 2010), kardiyotoksisite
(Yilmaz ve ark., 2006) ve nefrotoksisiteye (Karahan ve ark, 2005) karsi likopenin
koruyucu etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica in vivo ve in vitro ¢aligmalarla
deneysel olarak olusturulan katarakta karsi likopenin tedavi veya koruyucu amagla
kullanilabilecegi gosterilmistir (Gupta ve ark., 2003). Bu etkilerinin yanisira
likopenin kadinlarda menopoz sonrasi osteoporoz goriilme riskini de azaltabilecegi

ifade edilmistir (Rao ve ark., 2007).

Karotenoidlerin oksidatif stres iizerine etkisine dair pek cok arastirmalar
yapilmistir. Likopen, tekli oksijen ve serbest radikallerin etkilerini 6nleme kapasitesi
ile yliksek derecede antioksidan etkisi yOniinden son zamanlarda yapilan
calismalarda dikkatleri tizerine ¢ekmektedir. Likopen tarafindan giiclii bir sekilde
olusturulan antioksidan aktivite; c¢esitli oksidatif hasarlar, toksisite ve diger
hastaliklarin Onlenmesine yardimci olur. Bundan dolayi, karotenoidler arasinda
likopen biyolojik etkin oksijen gruplarma kars1 daha etkili bir antioksidandir ve hem
in vivo hem de in vitro doku ve hiicrelerin iyilesme ya da korunmasina katkida
bulunmaktadir (Matos ve ark., 2000). Son on yilda yapilmis calismalarda cesitli
antioksidanlarm Klorprifos etil ile indiiklenen hasar1 veya zehirliligi iyilestirici etkiye
sahip oldugu ve viicuttaki antioksidan parametreleri korudugu bulunmustur (Verma
ve ark., 2007; Aly ve ark., 2010; Ahmed ve ark., 2010; Uzun ve ark., 2011; Shittu ve
ark., 2012). Ancak bugiine kadar kuvvetli bir antioksidan olan likopenin, klorprifos
etil ile indiiklenen oksidatif hasar {izerinde nasil bir etkiye sahip oldugu konusunda

bir caligma yapilmamustir.

Bu tez calismasi ile klorprifos etil’e maruz kalmis diyabetik canlilarda
meydana gelebilecek oksidatif hasar ve hiperglisemik durum iizerine likopenin

etkilerinin ortaya konulmasi amag¢lanmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Deney Hayvani

Bu arastrmada kullanilan, 3 aylik (200 — 300 g) 64 adet Wistar cinsi erkek rat,
Isparta Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden
temin edildi. Ratlarin 8’1 klorprifos etil’in diyabetli ratlardaki dozunun belirlenmesi
icin yapilan on calismada, 56’s1 ise ana calismada kullanildi. Ratlarin bakim ve
beslemeleri ¢alisma boyunca 21 + 2°C g¢evre sicakligi, % 55—-60 nem ve 12:12 saatlik
aydilik-karanlik dongiisii sartlarinda gergeklestirildi. Calisma grubundaki ratlara
standart rat yemi (kuru madde % 88; ham protein % 23; ham seliiloz % 7; ham kiil %
8 ve metabolik enerji 2600 Kcal’kg) ve temiz igcme suyu ad libitum (serbestce)
verildi. Calisma boyunca hayvanlara yapilacak tiim miidahaleler, AKU Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan bildirilen kurallar dogrultusunda,
13/10/2009 tarihli, 61 sayih AKUHADYEK-68-09 refarans nolu arastirma
kapsaminda AKU Hayvancilik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde yapildu.

2.1.2. Analizlerde Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Calismamizda AKU Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji-Toksikoloji, Biyokimya,
Mikrobiyoloji Anabilim Dallar;; AKU Veteriner Saghk Uygulama ve Arastirma
Merkezi ile Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinde bulunan ve asagida

ozellikleri verilen cihazlar/laboratuvar malzemelerinden yararlanilmistir:

e Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1601)

e Kiiltiir plag1 okuyucusu (Multiscan, Thermo Labsystem)
e Otoanalizor (Roche, Cobas C111)

e LC-MS/MS (Zivak Gold Tandem)

e Distile su cthaz1 (GFL, 2202)
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e Buzdolab1 (Beko, D 8459 SM)

e Derin dondurucu (Ugur, UDD300BK)

e Sogutmali santrifiij (Niive, NF 1000R)

e Vorteks (IKA, MS2)

e Hassas terazi (Denver, TP-214)

e Su banyosu (Niive. BM 402)

e [siticili manyetik karistic1 (Velp Scientifica)

e Dijital pH metre (Inolab, WTW)

e Kan sekeri 6l¢iim cihazi ve stripleri (Accu-Check Go, Roche)
e Degisik hacimlerde otomatik pipet (Eppendorf ve Socorex)

e Farkli boyutlarda deney tiipii, balon joje ve beher glas (Isolab)
e Ependorf tiipii (1,5 mL’lik, Roth)

e (Cerrahi eldiven (Dolphin)

e Polietilen enjektor (5 mL, Ayset)

e Insiilin enjektdrii (1 mL, Ayset)

e Antikoagiilanl tiip

e Antikoagiilansiz kuru tiip

2.1.3. Analizlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

e Trikloroasetik asit (MP Biomedicals, kat no: 02152592)

e 2-Tiyobarbitiirik asit (Merck, kat no: 1081800025)

e Sodyum hidroksit (Sigma-Aldrich, kat no: 06203)

e Meta-fosforik asit (Merck, kat no: 1005460500)

e Dipotasyum etilendiamin tetraasetik asit (Aldrich, kat no: 226009)
e Sodyum kloriir (Sigma-Aldrich, kat no: 13423)

e Disodyum hidrojen fosfat (Merck, kat no: 1065660500)

e 5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (Alfa Aesar, kat no: A14331)

e Indirgenmis L-Glutatyon (Alfa Aesar, kat no: A18014)

e Sodyum sitrat(Sigma-Aldrich, kat no: 71406)
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e Sitrik asit (Sigma-Aldrich, kat no: 27102)

e Streptozotosin (Sigma-Aldrich, kat no: S0130)

e Klorprifos etil (Dursban 4, Dow AgroSciences)

e Likopen (Redivivo, % 10 CWS/S-TG, DSM)

e Siiperoksid dismutaz test kiti (Cayman, kat no: 706002)

e Katalaz test kiti (Cayman, kat no: 707002)

e Glutatyon peroksidaz test kiti (Cayman, kat no: 703102)

e Antioksidan test kiti (Cayman, kat no: 709001)

e Nitrat/Nitrit kolorimetrik test kiti (Cayman, kat no: 780001)

e Rat/Mouse insiilin ELISA kiti (Millipore, kat no: #EZRMI-13K)

e Rat TNF-a Platinum ELISA kiti (eBioscience, BMS622)

e Rat Asetilkolinesteraz ELISA kiti (Cusabio, kat no: CSB-E11304r)
e Glikoz otoanalizor kiti (Roche, kat no: 04657527)

e Aspartat aminotransferaz otoanalizor kiti (Roche, kat no: 04657543)

e Alanin aminotransferaz otoanalizor kiti (Roche, kat no: 04718569)

2.1.4. Analizlerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.1.4.1. Sitrat Tamponun Hazirlanmasi

Bir miktar saf suda 2,1 g sitrik asit monohidrat (CsHsO7 . H,O) ¢ozdiiriiliip iizerine
2,94 ¢ trisodyum sitrat dihidrat (CsHsNazO . 2H,0) eklenerek son hacim 100 mL’ye
tamamlandiktan sonra Inolab WTW pH metre kullanilarak pH 4,5’e ayarlandi.

2.1.4.2. Streptozotosin Hazirlanmasi

Sitrat tampon igerisinde 50 mg/mL streptozotosin (STZ) olacak sekilde STZ
tartilarak ¢ozdiirildii. Tip 1 DM olusturulacak ratlar tartildiktan sonra, ratlara
agirliklarina uygun olacak hacimlerde STZ 50 mg/kg dozunda periton i¢i (PI) yolla

verildi.
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2.1.4.3. Lipid Peroksidasyonu Tayininde Kullanilan Cozeltiler

% 10’luk Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi: 10 g TCA tartilarak 100 mL’lik
balon jojeye alind1 ve 100 mL distile su ile ¢ozdiiriildii.
% 0,675’1lik Tiyobarbitiirik asit (TBA) ¢ozeltisi: 0,675 g TBA tartilarak 100

mL’lik balon jojeye konuldu ve 100 mL distile su icerisinde ¢ozdiirtildii.

2.1.4.4. indirgenmis Glutatyon Tayininde Kullamlan Cézeltiler

Coktiirticii ¢cozelti: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g dipotasyum etilendiamin
tetraasetik asit ve 30 g NaCl tartilarak 100 mL’lik balon joje igerisine
aktarildi. Bir miktar distile su ile iyice ¢Ozdiiriildiikten sonra hacim 100
mL’ye tamamlandi.

Disodyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi: 42,59 g Na,HPO, tartilarak 1 L’lik balon
jojeye konuldu. Uzerine bir miktar distile su eklenip ¢dzdiiriildiikten sonra
hacim 1 L’ye tamamlandu.

Sodyum sitrat ¢ozeltisi: 1 g sodyum sitrat 100 mL’lik balon joje igerisine
almarak once bir miktar distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra hacim 100 mL’ye
tamamlanda.

Dinitro-5,5’-ditiyo-bis-dibenzoik asit (DTNB) ¢ozeltisii 40 mg DTNB
tartilarak 100 mL’lik balon jojeye konulur {izerine bir miktar sodyum sitrat
cozeltisi eklenerek ¢oziinmesi saglandiktan sonra sodyum sitrat ¢ozeltisi ile
hacim 100 mL’ye tamamland.

Standart indirgenmis glutatyon (GSH) ¢d6zeltisi: 40 mg GSH 100 mL’lik
balon joje igerisine alinarak once bir miktar distile su ile ¢ozdiiriildiikten

sonra hacim 100 mL’ye tamamlandi.
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2.2. Yontem

2.2.1. Rat Yeminin Organik Fosforlu insektisid Yoniinden Analizi

Calisma i¢in kullanilan standart rat yeminin OF insektisidler yoniinden analizleri,
Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisi'nde LC-MS/MS cihaz1 ile
gerceklestirildi.

2.2.2.Tip 1 Diabetes Mellitus Modelinin Olusturulmasi

Deneysel Tip 1 DM olusturmak i¢in STZ kullanilmistir. Tip 1 DM olusturulacak
ratlar STZ enjeksiyonundan 6nce bir gece (12 saat) a¢ birakildi. Sodyum sitrat
tamponunda (pH 4,5) taze hazirlanmis STZ ¢ozeltisinden 50 mg/kg olacak sekilde
tek doz halinde PI enjeksiyonla verilerek deneysel Tip 1 DM olusturuldu.
Enjeksiyondan 48 saat sonra ve calisma boyunca 1.hafta, 2.hafta, 3.hafta, 4.hafta
Olciimden bir gece Once a¢ birakilan ratlarin aclik kan sekeri (AKS) degerleri 6l¢iildi

(Accu-Check Go, Roche).

AKS 6lglimiinde 250 mg/dL ve iizeri kan sekerine sahip olan ratlarda Tip 1
DM olustugu kabul edildi (Cetto ve ark., 2000). STZ’inin etki tarzi géz Oniinde
tutularak hipoglisemiyi Onlemek i¢in STZ enjeksiyonu yapilmig ratlarin igme

sularma 24 saat boyunca % 5’lik glikoz eklendi (Kakkar ve ark., 1997).

2.2.3.0n Calisma: Calismada Kullanilacak Klorprifos Etil ve Likopen Dozunun
Belirlenmesi

Diabetik ratlarda pestisid ile olusturulan oksidatif hasar1 ortaya koyan daha dnce
yapilmis hicbir ¢alismaya rastlanmadigi i¢in, olusabilecek muhtemel aksakliklar
tespit etmek amaciyla tez ¢alismasma baslamadan dnce 6n ¢alisma yapilmistir. On
calisma i¢in ayrilan 8 ratin Oncelikle 4’1 kullanildi. Tip 1 DM modeli protokolii
uygulanarak bu ratlarda Tip 1 DM olugmas1 saglandi.
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Mansour ve Mossa (2010), 4 hafta boyunca misir yaginda c¢ozdiiriilerek oral
gavaj ile verilen klorprifos etil’in ODsy’sinin 1/20’si (6,75 mg/kg) olan dozunun
diabetik olmayan normal ratlarda Olime yol agmaksizin oksidatif hasara,
biyokimyasal ve histopatolojik degisikliklere neden oldugunu gosteren bir ¢aligma
gerceklestirmislerdir. On ¢alismada bu doz referans alinarak diabetik ratlara ayni
sekilde uyguland1. On ¢alismanin 2. giiniinde diabetik 2 ratta dliim diger 2’sinde ise

siddetli zehirlenme belirtileri gdzlendi.

Yapilan literatiir taramalarinda klorprifos etil’in median dozu olarak kabul
edilen ODsy’sinin 1/50si (2,7 mg/kg) olan dozunun 6n calismada kullanilmasi
gerektigi diisiiniilerek, 6n calisma i¢in ayrilan diger 4 rata bu doz uygulandi (Wang
ve ark., 2009). On giin siiren uygulama sonunda deney hayvanlarinda hi¢bir 6lim

gozlenmemis oldugu icin ana calismamizda da bu doz kullanilmastir.

Duzguner ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismada, STZ ile Tip 1 DM modeli
olusturduklar1 ratlara oral gavaj ile 10 mg/kg dozunda verdikleri likopenin
antioksidan ve hipoglisemik etkilerini ortaya koymuslardir. Ana ¢alismada bu doz

referans alinarak 4 hafta boyunca deney gruplarina uygulanda.

2.2.4. Deneysel Gruplar ve Calisma Protokolii

On giinliik bir adaptasyondan sonra ratlar her grupta 7 adet olacak sekilde toplam 8
gruba rastgele dagitildi. 28 giinliik deneme siiresince deneysel gruplara oral gavaj ile

asagida belirtilen ¢alisma protokolii uygulandi.

e Kontrol grubu (K): 0,5 mL misir yag1

e Diyabet grubu (D): Diyabet

e Klorprifos etil grubu (KP): 2,7 mg/kg klorprifos etil
e Likopen grubu (L): 10 mg/kg likopen

e D+KP: Diyabet + 2,7 mg/kg klorprifos etil

e D+L: Diyabet + 10 mg/kg likopen
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e [+KP: 10 mg/kg likopen + 2,7 mg/kg klorprifos etil
e D+L+KP: Diyabet + 10 mg/kg likopen + 2,7 mg/kg klorprifos etil

2.2.5.Canh Agirhk ve Achk Kan Sekeri Olgiimleri

Deney hayvanlarinda Tip 1 DM modeli olusturulduktan sonra 4 haftalik deney
siiresince kontrol ve deney gruplarindaki tiim ratlarin haftada bir canli agirliklar1 ve
AKS 6lciimleri yapildi. Olgiimler 6ncesinde 12 saat boyunca a¢ birakilan ratlarin
canli agrrliklar1 elektronik terazi ile 6lgiildii ve sonrasinda kuyruk venasindan alinan

1 damla kan ile seker 6l¢iimleri Accu Check Go cihazi yardimiyla yapilda.

2.2.6. Calismanin Sonlandirilmasi

Dort haftalik KP ve L uygulamasi sonunda, 12 saat boyunca a¢ birakilan ratlar 13
mg/kg ksilazin ve 87 mg/kg ketamin HCI enjeksiyonu ile anestezi altina alindi
(Kaya, 2006). Daha sonra teknigine uygun olarak gogiis kafesleri acildi. Caligir
durumda iken kalpten 5 mL’lik enjektorlerle EDTA’ll ve antikoagiilansiz kuru
tiiplere ortalama 6-9 mL kan alinarak tiipler soguk zincir altinda zaman kaybetmeden

laboratuvara getirildi.

Antikoagiilanl1 tiiplere alman kan oOrneklerinin 1 mL’si MDA ve GSH
diizeylerinin tayininde kullanilmak tizere higbir isleme tabi tutulmadan tam kan
olarak ayrildi ve ayn1 giin taze olarak calisildi. Geriye kalan kan 6rnekleri ise Niive
NF 1000 R model santriftij cihaz1 ile 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
plazmalar1 ayrildi. Plazmalar 1,5 mL’lik ependorf tiiplere alinarak analizler
yapilincaya kadar -30°C’de saklandi. Antikoagiilansiz kuru tiiplere alinan kan
ornekleri de oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra santrifiij edilerek tiipiin
istiinde toplanan berrak serum numunesi ependorf tiiplere aktarildi ve analizler

yapilincaya kadar -30°C’de 2 hafta sakland:.

Plazma 6rneklerinde SOD, CAT, GPx, insiilin, AKE, NO analizleri yapild.
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Serum 6rneklerinde ise AST, ALT, glikoz, TNF-a ve TAK analizleri gergeklestirildi.

2.2.7. Malondialdehid Diizeyi Ol¢iimii

Deneyin prensibi: LPO irlinlerinden olan MDA diizeyi 06lglimii, Draper ve
Hadley’in (1990) cift kaynatmali tiyobarbitiirik asit reaktivitesi metodu esasina
dayanir. MDA, aerobik sartlarda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95°C’de inkiibasyonu
sonucu pembe renkli kompleks olusturur (Sekil 2.1). Bu kompleksin absorbansi

spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda okunur.

OH LH[] SYN Y
\( 1 f_H'J N 4 71‘[90
X —
f_HU 'i—
(H

MDA - TBA Kompleksi
(renldi {itiin)

Sekil 2.1 Malondialdehidin tiyobarbitiirik asit ile reaksiyonu ve olusan renkli MDA-TBA kompleksinin yapisi
(Draper ve Hadley, 1990)

Deneyin yapilisi: Tam kan 6rneklerinden alinan 0,5 mL numune, 2,5 mL % 10’luk
TCA ile temiz vida kapakli deney tiipiinde karistirilarak 95°C’de 15 dakika
kaynatildi. Daha sonra hemen sogutularak 4°C’de 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Olusan silipernatanttan 1 mL alind1 ve iizerine % 67’lik TBA’den 0,5 mL
eklenerek 15 dakika kaynatilip hemen sogutuldu. Sogutmayi takiben oda sicakligina
gelmesinin ardindan spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda distile suya kars1
absorbans degeri okundu. MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki ekstinksiyon
katsayisindan (n=1,56 x 10° cm™ M™) yararlamlarak elde edilen degerler sulandirma

katsayisi ile ¢arpildi ve nanomol/mL biriminde MDA miktar1 belirlendi.
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2.2.8. indirgenmis Glutatyon Diizeyi Ol¢iimii

Deneyin prensibi: Tam kanda GSH tayini Beutler ve ark.’nin (1963) metoduna gore
yapildi. Sistein, glutamik asit ve glisinden olusan bir tripeptit olan GSH nerdeyse
tamami kandaki eritrositler i¢inde bulunur. EDTA'l1 kanin distile su ile hazirlanan
hemolizinde, silfidril (-SH) gruplar1 tasmimayan tiim proteinler ¢oktiiriicii
(presipitasyon) c¢ozelti ile ¢oktiiriiliir. GSH, elde edilen berrak sivida -SH gruplarmin
DTNB (5,5'-2-ditiyo-bis-nitrobenzoik asit) ile olusturdugu sar1 renkli kompleks, 412

nm dalga boyunda spektrofotometrede dlciiliir.

Deneyin yapilisi: Tam kandan 0,2 mL alinarak deney tiipline konuldu ve {izerine 1,8
mL distile su ilave edilerek hemoliz olabilmesi i¢in iyice karistirildi. Coktiirtici
¢ozeltinin 3 mL’si hizlica eklenip karistirildi. 5 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra
kalin dereceli filtre kagitlarindan siiziildii. Siiziintiiden sonraki islemler Tablo 2.1°de

gosterilmistir.

Tablo 2.1. Tam kanda GSH analizinin yapilisi

Kor Ornek Standart
Filtrat - 2mL
Standart - - 2mL
Coktiirme Cozeltisi 1,2 mL
Distile su 0,8 mL
Na,HPO, 8 mL 8 mL 8 mL
DTNB 1 mL 1 mL 1 mL

Tablo 2.1°de gosterilen islemler yapildiktan sonra spektrofotometrede 412
nm’de kore karsi standart ve 6rnek numunelerin absorbanslari okundu. Sonuglar

mg/dl tam kan olarak hesapland:.

GSH diizeyi mg/dl kan = Numune absorbans1 x 40 mg/Standart absorbansi
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2.2.9. Siiperoksid Dismutaz Aktivite Tayini

Antioksidan analizleri i¢in hazirlanmis olan plazma o6rneklerinde SOD aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla Cayman Chemical SOD test kiti (Katalog No:706002,
Cayman Chemical Comp., USA) kullanild1.

Test prensibi: Cayman Chemical SOD kiti, ksantin oksidaz ve hipoksantin
tarafindan olusturulan siiperoksid radikallerinin izlenmesi i¢in bir tetrazolyum tuzunu
kullanir. Bir birim SOD, siiperoksit radikalinin % 50 dismutasyonunu engellemek

icin gerek duyulan enzim miktar1 olarak tanimlanir.

Plazmada SOD aktivitesi tayini, standart olarak SOD kullanilarak hazirlanan
Olcii egrisi ilizerinden hesaplandi. Standart ve Ornek absorbanslarmin birinci
standardin absorbansina boliinmesi ile bulunan LR ve son SOD aktivitelerinden
yararlanilarak cizilen SOD standart 6l¢ii egrisi Sekil 2.2’de verilmistir. % 50
inhibisyona neden olan enzim miktar1 1 iinite kabul edilerek, orneklerin SOD

aktiviteleri hesapland.

y=0,8083x + 0,203
r’= 0,998

0.0 0:1 0:2 0:3 0.4
SOD Aktivitesi (U/mL)

Sekil 2.2. SOD standart 6l¢ii egrisi
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2.2.10. Katalaz Aktivite Tayini

Antioksidan analizleri i¢in hazirlanmis olan plazma 6rneklerinde CAT aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla Cayman Chemical CAT test kiti (Katalog No:707002,
Cayman Chemical Comp., USA) kullanild.

Test prensibi: Optimum konsantrasyondaki H,O,’in varliginda metanol ile enzimin
reaksiyonu sonucu formaldehid olusur. Bu formaldehidin 4-amino-3-hidrazin-5-
merkapto-1,2,4-triazol (Purpald) ile reaksiyonu sonucu olusan rengin 540 nm dalga

boyunda 6l¢iilmesi prensibine dayanir.

Plazmada CAT aktivitesi tayini, standart olarak CAT kullanilarak hazirlanan
Olcii egrisi lizerinden hesaplandi. Formaldehid standartlarindan yararlanilarak ¢izilen
CAT standart o6l¢ii egrisi Sekil 2.3’de verilmistir. Yirmi bes °C’de dakikada 1 nmol
formaldehidin olusumuna neden olan enzim miktar1 1 {nite kabul edilerek,

orneklerin CAT aktivitelerinin degerleri hesaplandi.

=7 y=0,013x-0,0096 .
< r’=0,9950
5
0 0.44
0
c
(1]
2 0.2
o
(7]
Ko
<
0.0¢ T T T 1

o

20 40 60 80
Formaldehid (pmol)

Sekil 2.3. CAT standart 6lgii egrisi
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2.2.11. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini

Antioksidan analizleri i¢in hazirlanmis olan plazma 6rneklerinde GPx aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla Cayman Chemical GPx test kiti (Katalog No:703102, Cayman
Chemical Comp., USA) kullanildi.

Test prensibi: Cayman Chemical’in GPx test kiti; glutatyon rediiktaz (GR) ile
birlestirilen bir reaksiyonla indirekt olarak GPx aktivitesini Olger. GPx ile
hidroperoksidin rediiksiyonu iizerinde olusturulan oksitlenmis glutatyon (GSSG), GR
ve NAPDH ile kendi indirgenmis haline doner.

GPx
R-0-0O-H + 2GSH — R-0O-H + GSSG + H,O

GR
GSSG + NADPH + H — 2GSH + NADP"

NADPH’m NADP ’ya oksidasyonu; 340 nm dalga boyundaki absorbansta bir
azalmayla birlikte meydana gelir. GPx aktivitesinin hiz sinirlayic1 oldugu sartlarda
Azso’daki azalma hizi, Ornekteki GPx aktivitesiyle direkt olarak dogru orantilidir

(Paglia ve Valentine, 1967).

Plazmada GPx aktivitesi tayini, sigir eritrosit GPx Ol¢li egrisi iizerinden
hesaplandi. Bu hesaplamada kullanilan sigir eritrosit GPx grafigi Sekil 2.4’de
verilmistir. Yirmi bes °C’de dakikada 1 nmol NADPH’in NADP’ye oksidasyonuna
neden olan enzim miktar1 1 Unite kabul edilerek, 6rneklerin GPx aktivitelerinin

degerleri hesaplandi.
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Sekil 2.4. Sigir eritrosit GPx 6l¢ii egrisi

2.2.12. Total Antioksidan Kapasite Tayini

Antioksidan analizleri i¢in hazirlanmis olan serum orneklerinde TAK diizeyinin
belirlenmesi amaciyla Cayman Chemical Antioksidan test kiti (Katalog No:709001,
Cayman Chemical Comp., USA) kullanild1.

Test prensibi: Bu test, ornekteki antioksidanlarin metmyoglobulin araciligiyla
ABTS’nin (2,2’-Azino-di-[3-etil benztiyazolin siilfonat]) ABTS ’ya oksidasyonunu
engelleyebilmeleri esasma dayanir. Olusan ABTS" miktarinm absorbansi, 750 nm
dalga boyunda okunur. Bu tepkime sonucunda Ornekteki antioksidanlar,
konsantrasyonlar1 ile dogru orantili bir sekilde 750 nm dalga boyundaki absorbansin
bastirilmasma sebep olurlar (Miller ve ark., 1993). ABTS’nin oksidasyonunu
onlemek icin Ornekteki antioksidanlarin kapasitesi; suda ¢oziilebilir bir tokoferol
analogu olan Troloksun kapasitesi ile karsilastirilir ve mmol Troloks esdegeri olarak

ifade edilir.

Serum Orneklerinde TAK tayini, Trolox standart egrisi kullanilarak hesaplandi.

Troloks standartlarindan yararlanilarak c¢izilen Troloks standart Olgii egrisi Sekil
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2.5’de verilmistir.

0.7-
E y=0,5581x + 0,0103
o 0.6- r?=0,9705
n ®
3
2 0.5-
3 .
1S
O 0.4-
(7]
o] (J
<
0.3 T ] ] 1
0.0 0.1 0.2 0.3 04

Troloks (mmol)

Sekil 2.5. Troloks standart dl¢ii egrisi

2.2.13. Nitrik Oksit Diizeyi Tayini

Plazma oOrneklerinde NO diizeyinin belirlenmesi amaciyla Cayman Chemical
Nitrat/Nitrit kolorimetrik test kiti (Katalog No:780001, Cayman Chemical Comp.,
USA) kullanildi.

Test prensibi: NO’in yar1 6mrii ¢cok kisadir. Saniyeler i¢inde ortamdaki oksijen ile
reaksiyona girerek, nitrat (NOs’) ve nitrit (NO,") 1yonlarma doniisiir. NO 6l¢iimii, son
iirlinler olan nitrit ve nitrat konsantrasyonlarinin iki basamakta Olciilmesi esasina
dayanir. Ik basamakta nitrat rediiktaz kullanilarak nitrat, nitrit formuna doniistiiriiliir.
Ikinci basamakta iiretilen nitrit miktarinmn, Griess reaktifleri diazotizasyonuyla
reaksiyonu sonucu olusan koyu pembe renkli azo bilesiklerine doniisiimii saglanir.
Bu renk verici azo bilesiklerine bagli absorbansin fotometrik 6l¢limii, tam olarak

nitrit konsantrasyonunu belirler (Sekil 2.6) (Green ve ark., 1982).
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Nitrat Rediiktaz
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Sekil 2.6. Griess reaksiyonu (Green ve ark., 1982)

Plazma 6rneklerinde NO diizeyi, nitrat standart egrisi kullanilarak hesaplandi.
Nitrat standartlarindan yararlanilarak c¢izilen nitrat standart 6l¢ii egrisi Sekil 2.7°de

verilmistir.

_ 0.025-
g y= 0,003 + 0,001x
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© 0.015-
(/2]
o
© 0.010
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0.000% : . . .
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Nitrat (umol)

Sekil 2.7. Nitrat standart dl¢ii egrisi
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2.2.14. Insiilin ve Glikoz Diizeyleri Tayini

Insiilin diizeyleri ratlarm kan plazmasi 6rneklerinde ELISA yontemiyle spesifik

kitlerle (Millipore, USA, Kat. #EZRMI-13K) o6lciildii.

Test prensibi: Bu test, sandvi¢ prensibine dayanan bir ELISA teknigidir. Sirasiyla;

1.

Monoklonal anti-rat insiilin antikorlar1 ile kapli mikropleyt kuyucuklarina
ornekteki insiilin tutunur ve yakalanan insiiline biyotinlenmis poliklonal
antikorlar baglanur,

Bagli olmayan materyal yikanarak uzaklagtirilir,

Hareketsizlestirilmis biyotinli antikorlara horseradish peroksidaz (HRP)
baglanir,

Serbest enzim konjugatlar1 yikanarak uzaklastirilir,

3,3°,5,5 -tetrametilbenzidin ~ substrati  varliginda, HRP aktivitesi ile

hareketsizlestirilmis antikor-enzim konjugatinin miktar1 belirlenir.

Plazma oOrneklerinde insiilin diizeyi, insiilin standart egrisi kullanilarak

hesapland. Insiilin standartlarindan yararlanilarak cizilen insiilin standart lgii egrisi

Sekil 2.8’de gosterilmistir.

2.5-
g y=0,047x+ 0,013
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Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 2.8. insiilin standart 6lgii egrisi
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Glikoz diizeyi serum oOrneklerinde ticari kit (Katalog no: 04657527, Roche
Diagnostic, Almanya) kullanilarak otoanalizérde (Roche Cobas C111, Almanya)

Olgtildii. Serum Orneklerindeki glikoz diizeyi ise mg/dL olarak belirlendi.

2.2.15. TNF-a Diizeyi Tayini

TNF-a diizeyleri ratlarin serum Orneklerinde ELISA yontemiyle spesifik kitlerle
(BenderMedsystems, Avusturya, Rat TNF-a:BMS622) 6l¢iildi.

Test prensibi: ELISA pleyti iizerindeki kuyucuklara adsorbe edilmis anti-rat TNF-a
kapl antikorlara 6rnek veya standartta bulunan rat TNF-a baglanir. Daha sonra
biyotinle konjuge edilmis anti-rat TNF-o antikoru eklenir. Ik antikor tarafindan
yakalanmis rat TNF-a’yr baglar. Inkiibasyondan sonra, yikama asamasinda
baglanamayan biyotinle konjuge edilmis anti-rat TNF-a uzaklastirilir. Streptavidin-
HRP eklenerek, biyotinle konjuge edilmis anti-rat TNF-a’ya baglanmasi saglanir.
Inkiibasyonu takiben, baglanamayan Streptavidin-HRP yikama ile uzaklastirilir ve
HRP ile reaktive olan substrat soliisyonu kuyucuklara eklenir. Ornekteki veya
standarttaki rat TNF-o miktarina ve oranmna gore renkli bir iirlin olusur. Asit
eklenerek reaksiyona son verilir ve 450 nm dalga boyunda pleyt okuyucusu

kullanilarak absorbans degerleri 6l¢iiliir.

Serum Orneklerinde TNF-o diizeyi, TNF-o standart egrisi kullanilarak
hesaplandi. TNF-a standartlarindan yararlanilarak ¢izilen TNF-a standart 6l¢ii egrisi

Sekil 2.9°da gosterilmistir.
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Sekil 2.9. TNF-a standart dlgii egrisi

2.2.16. Asetilkolin Esteraz Diizeyi Tayini

AKE diizeyleri ratlarin plazma Orneklerinde ELISA yontemiyle spesifik kitlerle
(Cusabio Biotech Co.,Ltd., Cin, Rat AKE, Kat no: CSB-E11304r) 6l¢iildi.

Test prensibi: Bu kit icerisinde bulunan pleyt, AkE’a spesifik bir antikor ile
kaphdir. ELISA pleyti iizerindeki kuyucuklara adsorbe edilmis AkE’a spesifik
antikorlar, 6rnek veya standartta bulunan AkE’a baglanir. Baglanamayan maddeler
uzaklastirildiktan sonra biyotinle konjuge edilmis AkE’a spesifik rat antikoru eklenir.
Yikamadan sonra, avidinle konjuge edilmis HRP kuyucuklara eklenir. Yikama ile
baglanamayan avidin-enzim reaktifi uzaklastirilir ve daha sonra kuyucuklara substrat
soliisyonu eklenir. ilk etapta baglanan AKE miktariyla dogru orantili bir sekilde renk
bir iirlin olusur. Siilfiirik asit eklenerek reaksiyona son verilir. Absorbans degerleri

450 nm dalga boyunda pleyt okuyucusu kullanilarak 6l¢iiliir.

Plazma 6rneklerinde AKE diizeyi, AKE standart egrisi kullanilarak hesaplandi.
AKE standartlarindan yararlanilarak cizilen AKE standart 6l¢ii egrisi Sekil 2.10°da

verilmistir.
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2.2.17. AST ve ALT Diizeyleri Tayini

AST ve ALT diizeyleri serum 6rneklerinde ticari kitler (Katalog no: 04657543, AST
otoanalizor kiti, Roche Diagnostic, Almanya; Katalog no: 04718569, ALT
otoanalizor kiti, Roche Diagnostic, Almanya) kullanilarak otoanalizérde (Roche
Cobas C111, Almanya) 6lgiildii. Serum 6rneklerdeki AST ve ALT diizeyleri U/L

olarak belirlendi.

2.3. istatistik Analiz

Aragtirmadan elde edilen sonuglar, SPSS 11,5 (2002) istatistik paket programinda tek
yonlii ANOVA testi uygulanarak yapilmustir. Istatistiki fark bulunan sonuglara Duncan
testi uygulanmus, veriler "ortalama + standart sapma" olarak ifade edilmistir (X + SD).

Istatistiki anlamlilik i¢in p < 0,05 kabul edilmistir.
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3.BULGULAR

Deneysel Tip 1 DM modeli basartyla olusturulmus, sonrasinda deney gruplarina
belirtilen ¢alisma protokolleri uygulanmistir. Calismanin sonlandirilmasiyla deney
hayvanlarindan elde edilen tam kan, plazma ve serum oOrneklerinde laboratuvar
analizleri yapilmis ve sonucglarim istatistiki analizleri gerceklestirilmistir. Calismadan

elde edilen bulgular asagida sunulmustur.

3.1. Rat Yeminin Organik Fosforlu insektisid Yoniinden Analizi

LC-MS/MS cihazi ile yapilan analizler neticesinde standart rat yeminde organik

fosforlu insektisid kirliligi gozlenmedi.

3.2. Canh Agirhik Diizeyleri

Deney hayvanlarinda Tip 1 DM modeli olusturulduktan sonra 4 haftalik deney
siiresince kontrol ve deney gruplarindaki tiim ratlarin haftada bir canl agirliklar1
Olciilmiistiir. Calisma siiresince ratlara ait agirlik degisimleri ve istatistiki analizleri

Tablo 3.1 ve Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Haftalara gore grup i¢i canhi agirhik degisimleri incelendiginde, D+KP ve
D+L+KP gruplarmnin 1. haftadaki canli agirlik diizeylerinin ¢aligmanin baglangicinda
Olciilen canli agrrlik diizeylerine gore istatistiki anlamda (p<0,05) distigi, 1.
haftadan caligmanin sonuna kadar haftalik 6l¢iilen canli agirlik diizeylerinde ise bir
azalma olsa da, bu azalmanin istatistiksel anlamda bir 6nemi olmadig1 gozlendi. Bu
iki grup disindaki diger gruplarda ise haftalara gore canli agrrlik degisimlerinin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmaistir.



Tablo 3.1. Haftalara gore canli agirlik degisimleri

Gruplar Ratlarin Haftahk Agirhk (g) (")lg:iim Zamanlan
0.Hafta 1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4 Hafta

K 205,00+ 15,07 | 20929+ 11,88 | 212,57+10,74 | 215,14+15,66 | 218,43 +17,73
D 250,00 + 30,08 | 240,43 +30,13 | 240,29+ 30,43 | 239,14+ 31,70 | 231,29 + 33,48
KP 234,67+31,70 | 240,50 36,80 | 246,67+ 36,88 | 252,83 +35,66 | 256,50 + 35,00
L 205,14+ 9,00 207,71+£820 | 210,14=12,03 | 21229+18,95 | 217,57 19,88
D+KP 300, + 13,97° 275,00 + 14,34° | 265,50 = 13,34° | 260,83 = 17,90° | 255,50 =22,21°
D+L 21129+2232 | 211,57+2559 | 213,00+24,15 | 216,71 +23,49 | 220,29 + 24,03
L+KP 233,86+ 17,99 | 239,00+ 19,97 | 239,29+ 19,97 | 246,43 +19,92 | 253,71 + 20,04
D+L+KP | 272,14+ 19,31° | 230,71 +27,87° | 229,85 +32,92° | 229,14+ 19,17° | 219,29 + 15,96°

&b, Ayni satirda farkl: harfler istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).
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Sekil 3.1. Haftalara gore canli agirhik degisimleri
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3.3. Achik Kan Sekeri Diizeyleri

Deney hayvanlarinda Tip 1 DM modeli olusturulduktan sonra 4 haftalik deney
siiresince kontrol ve deney gruplarindaki tiim ratlarmm haftada bir AKS diizeyleri
Olciilmiistiir. Caligma siiresince ratlara ait AKS degisimleri ve istatistiki analizleri

Tablo 3.2 ve Sekil 3.2°de gosterilmistir.

D+KP ve KP gruplarmin ortalama AKS diizeylerinin ¢aligmanin
baslangicindan sonuna kadar olan 4 haftalik slirede kademeli olarak artis gosterdigi
goriilmektedir. D+KP grubunda calismanin baslangicina gore 2. haftadan itibaren bu
artis istatiksel olarak anlamlidir (p<0,05). KP grubunda ise 4. haftadaki artisin diger

haftalara gore istatiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu belirlenmistir.

D, D+KP ve KP gruplarina likopen verilmesinin c¢alismanin baslangicinda
Olciilen ortalama AKS diizeylerini 6nemli (p<0,05) oranda diisiirdiigii saptanmustir.
D+L grubunda calismanin baslangicina gore 3. haftadan itibaren bu diisiisiin
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu belirlenmistir. D+L+KP ve L+KP
gruplarinda ise caligmanin baslangicina gore 2. haftadan itibaren bu diisiisiin

istatiksel olarak 6nemli (p<0,05) oldugu tespit edilmistir.

K, L ve D gruplarmmn ise ortalama AKS diizeylerinin ¢alismanin
baslangicindan sonuna kadar olan 4 haftalik siirede istatistiki anlamda degismedigi

gozlenmistir.



Tablo 3.2. Haftalara gore aclik kan sekeri degisimleri
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AKS (mg/dl)
Gruplar 0. 1. 2. 3. 4.

Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta
K 86,86 = 3,13 89,57 £ 6,85 90,14 + 5,73 85,71 + 5,09 88,86 + 6,04
D 374,14 £ 40,93 384,86 +41,64 | 389,14 22,47 386,14 +21,16 | 386,57+ 61,99
KP 82,33 + 6,98° 86,33 + 7,81° 88,50 +9,22° 89,83 + 6,27° 101,00 +9,01°
L 85,14 £ 2,48 85,71 £3,15 85,57 £ 3,64 84,86 £ 6,20 85,86 + 4,60
D+KP 329,17 +37,97° 354,00 +27,37% | 400,17 £ 44,20° | 409,83 + 76,42% | 432,50 + 73,77°
D+L 350,29 + 90,18° 316,86 30,207 | 313,00+ 66,57 | 279,14 £ 19,36™ | 248,57 + 26,32°
L+KP 98,00 + 8,62° 94,43 + 8,24% 84,71 + 6,24° 82,57 + 4,08° 77,28 + 6,80°
D+L+KP | 436,57 + 13,90 434,14 £71,60° | 370,86 £46,82° | 359,29 +50,16° | 340,43 + 5,88°

5-¢ Aym satirda farkli harfler istatistiksel olarak nemlidir (p<0,05).
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3.4. MDA Diizeyleri

Ratlardan elde edilen tam kanda MDA diizeylerine bakilmistir. Elde edilen veriler
Tablo 3.3 ve Sekil 3.3’te gdsterilmistir.

Tablo 3.3. MDA diizeyleri

Gruplar n MDA (nmol/mL)
K 7 6,12+ 0,68°
D 7 10,03 £ 1,26
KP 7 9,23+ 1,78%®
L 7 6,92+ 1,35°
D+KP 7 10,15+ 1,37°
D+L 7 7,65+ 1,59
L+KP 7 8,95 + 2,09®
D+L+KP 7 9,70 + 2,73®

&P-¢ Ayni siitundaki farkl harfler istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

159

Sekil 3.3. MDA diizeyleri
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MDA diizeyleri bakimindan gruplar karsilastirildiginda D ve D+KP gruplarmin
en yiiksek MDA diizeyine sahip olduklari, KP ve L+KP gruplar1 haricinde diger
gruplarla aralarinda istatistiki agidan 6nemli (p<0,05) bir fark olustugu ancak kendi
aralarinda istatistiki acidan herhangi bir fark olugmadigi belirlenmistir. K ve L
gruplarmin ise en diisiik MDA diizeyine sahip olduklari, kendi aralarinda istatistiki
acidan herhangi bir fark olusmadigi gozlenmistir. D grubuna likopen verilmesi
(D+L), D grubunda yiikselmis olan MDA diizeyini anlamli1 (p<0,05) sekilde azaltmis
olup, K grubu diizeyine yaklastirdigi gézlenmistir. D+KP grubuna likopen verilmesi,
D+KP grubuna kiyasla MDA diizeyini azaltsa da aralarinda istatistiki agidan bir
onemlilik yoktur. KP grubuna likopen verilmesi, KP grubuna gére MDA diizeylerini
azaltsa da aralarinda istatistiki agidan herhangi bir fark olusmadigi belirlenmistir. KP
ve L+KP gruplar1 ile K grubu arasindaki fark istatistiki agidan anlamli (p<0,05)

bulunmustur.
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3.5. GSH Diizeyleri

Ratlardan elde edilen tam kanda GSH diizeylerine bakilmistir. Elde edilen veriler

Tablo 3.4 ve Sekil 3.4°te gdsterilmistir.

Tablo 3.4. GSH diizeyleri

Gruplar n GSH (mg/dl)
K 7 31,72 +2,87°
D 7 24,24 1,709
KP 7 26,82 + 3,26
L 7 31,50 + 4,07°
D+KP 7 20,33 + 3,68°
D+L 7 28,82 + 2,48%
L+KP 7 27,47 + 5,52
D+L+KP 7 22,90 +2,07%

&0 02 Ayni siitundaki farklt harfler istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

bc
ab

GSH (mg/dL)

Sekil 3.4. GSH diizeyleri
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GSH diizeyleri bakimindan gruplar kiyaslandiginda K ve L gruplarinin en
yliksek GSH diizeyine sahip olduklari, D+L grubu hari¢ diger gruplarla aralarinda
istatistiki agidan onemli (p<0,05) bir fark olustugu ancak kendi aralarinda istatistiki
acidan herhangi bir fark olugsmadigi belirlenmistir. D+KP grubu, en diisik GSH
diizeyine sahip gruptur. Bu gruba likopen verilmesiyle GSH diizeyinin yiikseldigi
ancak D+KP ve D+L+KP gruplar: istatistiki a¢idan herhangi bir fark olusmadigi
gozlenmistir. Benzer sekilde likopen verilen KP grubunda (L+KP) KP grubuna
kiyasla GSH diizeylerinde bir yiikselme oldugu ancak bunun istatistiksel olarak bir
anlam ifade etmedigi belirlenmistir. D grubuna likopen verilmesi (D+L) ise D
grubuna gore GSH diizeylerini istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) sekilde
yiikseltmis hatta K grubu GSH diizeylerine yaklastirmistir.
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3.6. SOD Aktivite Diizeyleri

Olgiilen SOD aktiviteleri sonucu elde edilen veriler Tablo 3.5 ve Sekil 3.5°de

gosterilmistir.

Tablo 3.5. SOD aktivite diizeyleri

Gruplar n SOD (U/mL)
K 7 51,03 +3,11°
D 7 41,00 + 5,299
KP 7 41,52 + 3,15%
L 7 50,18 + 5,40
D+KP 7 38,57 + 6,407
D+L 7 46,06 + 3,41°°
L+KP 7 43,45 + 2,70
D+L+KP 7 40,06 + 3,657

&0 0 Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).
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Sekil 3.5. SOD aktivite diizeyleri
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SOD diizeyleri bakimindan gruplar kiyaslandiginda K ve L gruplarinin en
yilksek SOD diizeylerine sahip olduklari, bu gruplarin kendi aralarinda ve ayni
zamanda L ile D+L gruplar1 arasinda istatistiksel anlamda 6nemli bir fark olmadig:
gozlenmistir. D+KP grubunun ise en diisiik SOD diizeyine sahip oldugu ve bu grup
ile D+KP+L, D, KP ve L+KP gruplar1 arasinda ve bu gruplarin kendi aralarinda
istatistiksel anlamda onemli bir fark olmadigi belirlenmistir. D, D+L, KP, L+KP,
D+KP ve D+L+KP gruplari ile K gruplar1 arasinda istatistiksel anlamda (p<0,05) bir
fark bulunmustur. Likopen verilen diyabetli ratlar (D+L) ile D grubu arasinda SOD
diizeylerini bakimindan istatistiksel anlamda (p<0,05) fark olusmus, D+L grubunun
SOD diizeyleri L grubu diizeylerine yaklagmistir. Likopen verilen KP grubunda
(L+KP) ise KP grubuna kiyasla SOD diizeylerinde bir yiikselme oldugu ancak bunun

istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigi belirlenmistir.
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3.7. CAT Aktivite Diizeyleri

Olgiilen CAT aktiviteleri sonucu elde edilen veriler Tablo 3.6 ve Sekil 3.6’da

gosterilmistir.

Tablo 3.6. CAT aktivite diizeyleri

Gruplar n CAT (nmol/dk/mL)
K 7 889,46 + 60,94°
D 7 357,97 + 28,847
KP 7 548,55 + 17,08
L 7 887,27 £ 71,70°
D+KP 7 300,51 +£21,35¢
D+L 7 537,93 £27,20°
L+KP 7 589,82 + 34,29°
D+L+KP 7 320,37+ 29,36%
&0 02 Ayni siitundaki farklt harfler istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).
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Sekil 3.6. CAT aktivite diizeyleri
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CAT diizeyler1 bakimindan gruplar kiyaslandiginda K ve L gruplarinin en
yiiksek CAT diizeyine sahip olduklari, diger gruplarla aralarinda istatistiksel anlamda
(p<0,05) bir fark olustugu ancak kendi aralarinda istatistiki agidan herhangi bir fark
olusmadig1 belirlenmistir. D+KP grubu, en diisik CAT diizeyine sahip gruptur.
Likopen verilen D+KP grubunda, D+KP grubuna kiyasla CAT diizeylerinde bir
ylikselme oldugu ancak bunun istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigi
belirlenmistir. Benzer sekilde likopen verilen KP grubunda (L+KP) KP grubuna
kiyasla CAT diizeylerinde bir yiikselme oldugu ancak bunun istatistiksel olarak bir
anlam ifade etmedigi belirlenmistir. Likopen verilen D grubunda (D+L) D grubuna
kiyasla CAT diizeylerinde bir yiikselme oldugu ve aralarinda istatistiksel anlamda

(p<0,05) bir fark olustugu goriilmiistiir.



3.8. GPx Aktivite Diizeyleri
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Olgiilen GPx aktiviteleri sonucu elde edilen veriler Tablo 3.7 ve Sekil 3.7°de

gosterilmistir.

Tablo 3.7. GPx aktivite diizeyleri

Gruplar n GPx (nmol/dk/mL)
K 7 39,23 + 4,80
D 7 30,41 + 3,05
KP 7 30,12 + 6,05
L 7 39,10 + 4,37°
D+KP 7 26,85 + 4,75°
D+L 7 36,09 + 3,46™
L+KP 7 33,65 + 6,05
D+L+KP 7 28,64 + 4,41

&0 0 Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

GPx (nmol/dk/mL)

Sekil 3.7. GPx aktivite diizeyleri
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GPx diizeyleri bakimindan gruplar kiyaslandiginda K ve L gruplarinin en
yiiksek, D+KP grubunun ise en diisik GPx diizeyine sahip grup oldugu
belirlenmistir. K ve L gruplarmin D+L grubu hari¢ diger gruplarla aralarinda
istatistiki a¢idan onemli (p<0,05) bir fark olustugu ancak K, L ve D+L gruplari
arasinda istatistiki agidan herhangi bir fark olusmadig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda
D+L+KP, D+KP, D ve KP gruplarmin kendi aralarinda da istatistiki anlamda bir fark
olmadig1 goriilmiistiir. Likopen verilen diyabetli ratlar (D+L) ile D grubu arasinda
GPx diizeylerini bakimindan istatistiksel anlamda (p<0,05) fark olugmus, D+L
grubunun GPx diizeyleri K ve L grubu diizeylerine kadar yiikselmistir. Likopen
verilen KP grubunda (L+KP) ise KP grubuna kiyasla GPx diizeylerinde bir yiikselme

oldugu ancak bunun istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigi belirlenmistir.



3.9. TAK Diizeyleri

Olgiilen TAK sonucu elde edilen veriler Tablo 3.8 ve Sekil 3.8’de gosterilmistir.

Tablo 3.8. TAK diizeyleri

Gruplar n TAK (mM)
K 7 6,05+ 1,18
D 7 4,02 + 0,93
KP 7 3,78 £ 1,179
L 7 6,02 + 1,35
D+KP 7 3,10+ 0,78°
D+L 7 5,52+ 1,30™
L+KP 7 4,67 + 0,98
D+L+KP 7 3,26 +0,78°
&0 0 Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05)
8_ a a
- ab
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6- cd cd
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Sekil 3.8. TAK diizeyleri
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TAK diizeyleri bakimindan gruplar kiyaslandiginda K ve L gruplarinin yiiksek
TAK diizeylerine sahip gruplar oldugu, kendi aralarinda ve bu gruplar ile D+L grubu
arasinda istatistiki agidan herhangi bir fark olugsmadigi belirlenmistir. K ve L gruplari
ile D+L hari¢ diger gruplar arasinda ise istatistiksel anlamda (p<0,05) bir fark oldugu
tespit edilmistir. D, KP, D+KP ve D+L+KP gruplariin ise TAK diizeylerinin diisiik
bulundugu, bu gruplarin K grubu ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiki agidan
onemli (p<0,05) bir fark olustugu ancak kendi aralarinda istatistiki anlamda bir fark
olmadig1 goriilmiistiir. Likopen verilen diyabetli ratlar (D+L) ile ile D grubu arasinda
TAK diizeylerini bakimindan istatistiksel anlamda (p<0,05) fark olusmus, D+L
grubunun TAK diizeyleri K ve L grubu diizeylerine yaklasmistir. Likopen verilen KP
grubunda (L+KP) ise KP grubuna kiyasla TAK diizeylerinde bir yiikselme oldugu

ancak bunun istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigi belirlenmistir.



3.10. NO Diizeyleri

Olgiilen NO sonucu elde edilen veriler Tablo 3.9 ve Sekil 3.9’da gosterilmistir.

Tablo 3.9. NO diizeyleri

Gruplar n NO (pmol)

K 7 14,31 + 5,66°
D 7 28,30 + 6,65
KP 7 23,69 + 6,82
L 7 14,39 + 4,20°
D+KP 7 36,56 + 5,78°
D+L 7 17,63 + 5,60
L+KP 7 20,15 + 4,63%
D+L+KP 7 32,30 + 4,82

&0 02 Ayni siitundaki farklt harfler istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05)

NO (umol)

504

Sekil 3.9. NO diizeyleri
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NO diizeyleri bakimindan gruplar kiyaslandiginda K ve L gruplarinin en diisiik
NO diizeylerine sahip gruplar oldugu ve kendi aralarinda istatistiki agidan herhangi
bir fark olusmadig1 belirlenmistir. D+KP ise en yiiksek NO diizeyine sahip gruptur
ve K grubu ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiki agidan onemli (p<0,05) bir
fark olustugu goriilmiistiir. Likopen verilen D+KP grubunda, D+KP grubuna kiyasla
NO diizeylerinde bir azalma oldugu ancak bunun istatistiksel olarak bir anlam ifade
etmedigi goriilmiistiir. D ve KP gruplarinda NO diizeylerinin K grubuna gore
yiikseldigi, bu ylikselmenin istatiksel anlamda (p<0,05) oldugu ancak D ve KP
gruplarmin kendi aralarinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olusmadigi tespit
edilmistir. Likopen verilen diyabetli ratlar (D+L) ile D grubu arasinda NO
diizeylerini bakimimdan istatistiksel anlamda (p<0,05) fark olusmus, D+L grubunun
NO diizeyleri K ve L grubu diizeylerine kadar azalmistir. D ve D+KP gruplari
aralarinda istatistiki anlamda (p<0,05) fark olusmus, D+KP grubu NO diizeylerinin
D grubuna kiyasla daha yiliksek seviyede oldugu goriilmiistiir. Likopen verilen KP
grubunda (L+KP) KP grubuna kiyasla NO diizeylerinde bir azalma oldugu ancak

bunun istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigi belirlenmistir.
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3.11. insiilin ve Glikoz Diizeyleri

Olgiilen plazma insiilin ve serum glikoz diizeyleri sonucu elde edilen veriler Tablo

3.10, Sekil 3.10 ve Sekil 3.11°de gosterilmistir.

Tablo 3.10. insiilin ve glikoz diizeyleri

Gruplar n Insiilin (ng/mL) Glikoz (mg/dL)
K 7 0,45 £ 0,09 104,43 + 16,907
D 7 0,26 + 0,05 520,29 + 27,15
KP 7 0,32 +0,07° 200,67 + 22,119
L 7 0,49 £ 0,13° 115,43 + 22,42
D+KP 7 0,22 +0,03° 577,17 + 38,43
D+L 7 0,41 +0,14° 470,00 £ 34,98°
L+KP 7 0,43 + 0,06° 160,29+ 28,06°
D+L+KP 7 0,24 + 0,03° 567,75 + 36,37
a,b,c,d,e, T

: Ayni siitundaki farkl harfler istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05)

0.8-
a
—~
- a
0.6-
S
>
£ S (111 I = =
= 44 o —~ Il o B
> ]
2 =
£ o2 —
0.0-LE=E=s — N
0 R vV R v L R
+ £ 7 F
9 VU
Sekil 3.10. insiilin diizeyleri
800-
a a
Py
= 600 b
2 2555
2 %4
E ﬁ 7775
= %%
4004 e %595
S 9%
(@] P gggﬁ
A
= o
© 2000 1 f
= %
0- o] 2595
Q

%o
<
%o
%,
&
%o
<
%o

Sekil 3.11. Glikoz diizeyleri



71

Tablo 3.10°da da gorildiigii tizere gruplar aras1 insiilin diizeyleri
kiyaslandiginda K, L, D+L ve L+KP gruplar1 arasinda ve D, KP, D+KP ve D+L+KP
gruplar1 arasinda istatistiki bir fark olusmadigi anlasilmistir. K grubu ile D, KP,
D+KP ve D+L+KP gruplar1 arasinda istatistiki acidan anlamli (p<0,05) bir fark
bulunmustur. Insiilin diizeylerinin D+KP grubunda en az, L grubunda ise en yiiksek
oldugu goriilmiistiir. D grubu ile D+L grubu arasinda, KP grubu ile de L+KP grubu
arasinda istatistiki anlamda (p<0,05) bir fark olustugu, likopenin plazma insiilin

diizeylerini K grubu seviyelerine kadar artirdig1 belirlenmistir.

Gruplar arasinda glikoz diizeyleri kiyaslandiginda K grubu ile L grubu ve
D+KP ile D+L+KP grubu arasinda istatistiki oneme sahip herhangi bir fark
bulunmaz iken, L grubu disindaki diger gruplar ile K gruplar1 arasinda istatistiki
anlamda (p<0,05) bir fark saptanmistir. KP ve D gruplarindaki glikoz diizeylerinin K
grubuna gore yiiksek oldugu, kendi aralarinda glikoz diizeyleri kiyaslandiginda ise D
grubundaki glikoz diizeyinin KP grubuna gore istatistiki anlamda (p<0,05) yiiksek
oldugu belirlenmistir. Glikoz diizeylerinin K grubunda en diisiik, D+KP grubunda ise
en yuksek oldugu goriilmiistiir. KP grubu ile L+KP grubu arasinda istatistiki anlamda
(p<0,05) bir fark olustugu, likopenin serum glikoz diizeylerini KP grubuna goére
diistirdiigii belirlenmistir. Ayn1 zamanda D grubu ile D+L grubu arasinda da
istatistiki anlamda (p<0,05) bir fark olustugu, likopenin serum glikoz diizeylerini D

grubuna gore dislirdiigi gézlenmistir.
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Olgiilen TNF-a diizeyleri sonucu elde edilen veriler Tablo 3.11 ve Sekil 3.12°de

gosterilmistir.

Tablo 3.11. TNF-a diizeyleri

Gruplar n TNF-a (pg/mL)
K 7 246,51 +19,77°
D 7 283,79 + 25,03°
KP 7 281,98 + 25,60°
L 7 246,90 + 16,02°
D+KP 7 341,67 + 43,03°
D+L 7 251,83 + 17,48°
L+KP 7 250,50 + 20,83°
D+L+KP 7 334,13 £27,26"

&P-¢ Ayni siitundaki farkh harfler istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05)
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Tablo 3.11’de de goriildiigii iizere gruplar arast TNF-a diizeyleri
kiyaslandiginda K, L, D+L ve L+KP gruplar1 arasinda; D ve KP gruplar1 arasinda;
aynt zamanda D+KP ve D+L+KP gruplar1 arasinda anlamli bir istatistiki fark
olugsmadigr anlagilmistir. K grubu ile D, KP, D+KP ve D+L+KP gruplar1 arasinda
istatistiki agidan anlamli (p<0,05) bir fark bulunmustur. TNF-a diizeylerinin D+KP
grubunda en yiiksek, K grubunda ise en diisiik oldugu goriilmiistiir. D grubu ile D+L
grubu arasinda, KP grubu ile de L+KP grubu arasinda istatistiki anlamda (p<0,05) bir
fark olustugu, likopenin serum TNF-a diizeylerini K grubu seviyelerine kadar

diisiirdiigti belirlenmistir.
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3.13. AKE Diizeyleri

Olgiilen AKE diizeyleri sonucu elde edilen veriler Tablo 3.12 ve Sekil 3.13’de

gosterilmistir.

Tablo 3.12. AKE diizeyleri

Gruplar n AKE (ng/mL)
K 7 42,25 + 10,49
D 7 22,00 +4,19°
KP 7 24,36 + 3,69
L 7 42,02 + 8,21°
D+KP 7 3,44 +0,87°

D+L 7 37,15 +5,55°
L+KP 7 38,60 + 4,24°
D+L+KP 7 438 +0,72°

&P-¢ Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05)
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Tablo 3.12°de de goriildigii tizere gruplar aras1 AKE diizeyleri kiyaslandiginda
K, L, D+L ve L+KP gruplar1 arasinda; D ve KP gruplar1 arasinda; ayni zamanda
D+KP ve D+L+KP gruplar1 arasinda anlamli bir istatistiki fark olusmadigi
anlagilmistir. K grubu ile D, KP, D+KP ve D+L+KP gruplar1 arasinda istatistiki
acidan anlamli (p<0,05) bir fark bulunmustur. AKE diizeylerinin K grubunda en
yiiksek, D+KP grubunda ise en diisiik oldugu goriilmiistiir. D grubu ile D+L grubu
arasinda, KP grubu ile de L+KP grubu arasinda istatistiki anlamda (p<0,05) bir fark
olustugu, likopenin serum AKE diizeylerini K grubu seviyelerine kadar artirdigi

belirlenmistir.
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Ratlarm serum AST ve ALT diizeyleri Tablo 3.13, Sekil 3.14 ve Sekil 3.15°de

gosterilmistir.

Tablo 3.13. AST ve ALT diizeyleri

Gruplar n AST (U/L) ALT (U/L)
K 7 97,43 +20,26° 64,71 + 13,837
D 7 263,00 + 44,63° 171,00 + 25,84°
KP 7 176,00 + 18,57° 171,83 +20,87°
L 7 97,57 + 14,09° 64,86 + 7,887

D+KP 7 354,33 £31,32° 235,50 + 25,65
D+L 7 176,29 + 40,29° 123,14 + 23,53°
L+KP 7 123,86 + 23,837 78,43 + 11,047
D+L+KP 7 323,00 + 66,96 226,88 + 16,53"

0.4 Aymi siitundaki farkl harfler istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05)
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Gruplar arasindaki AST diizeyleri kiyaslandiginda K, L ve L+KP gruplari
arasinda, D+L ile KP gruplar1 arasinda ve ayni zamanda D+KP grubu ile D+L+KP
grubu arasinda istatistiki 6neme sahip herhangi bir fark saptanamamistir. K grubu ile
D+L, KP, D, D+KP ve D+L+KP gruplar1 arasinda istatistiki agidan anlamli (p<0,05)
bir fark bulunmustur. AST diizeylerinin K grubunda en diisiik, D+KP grubunda ise
en yiiksek oldugu goriilmiistiir. D grubu ile D+L grubu arasinda istatistiki anlamda
(p<0,05) bir fark olustugu, likopenin serum AST diizeylerini D grubuna goére
disiirdiigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda KP grubu ile L+KP grubu arasinda da
istatistiki anlamda (p<0,05) bir fark olustugu, likopenin serum AST diizeylerini K

grubu seviyelerine kadar diisiirdiigii tespit edilmistir.

ALT diizeyleri karsilastirildiginda ise K, L ve L+KP gruplar1 arasinda, D ile
KP gruplar1 arasinda ve ayni zamanda D+KP ile D+L+KP gruplar1 arasinda istatistiki
bir fark olusmaz iken, K grubu ile D+L, KP, D, D+KP ve D+L+KP gruplar1 arasinda
istatistiki acidan olusan farkin anlamli (p<0,05) oldugu belirlenmistir. ALT
diizeylerinin K grubunda en disiikk, D+KP grubunda ise en yiiksek oldugu
goriilmiistiir. KP grubu ile L+KP grubu arasinda istatistiki anlamda (p<0,05) bir fark
olustugu, likopenin serum ALT diizeylerini K grubu seviyelerine kadar diisiirdiigii
belirlenmistir. Ayn1 zamanda D grubu ile D+L grubu arasinda da istatistiki anlamda
(p<0,05) bir fark olustugu, likopenin serum ALT diizeylerini D grubuna gore

diisiirdiigli gézlenmistir.
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4. TARTISMA

Canli organizmanin aerobik yasam ve enerji metabolizmasmin bir sonucu olarak
oksidatif hasara belirli bir derecede maruz kalmasi kaginilmazdir. Bu oksidatif stresin
siddeti; serbest radikallerin, aktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusum oranmna ve

antioksidan savunma sistemine baghdir (Pérez ve ark., 2002).

Organizmada serbest radikal ve reaktif oksijen tiirleri olusumunun ana
kaynaklar1 ksenobiyotikler ve ksenobiyotiklerin biyoaktivasyonu sonucu olusan
iirtinlerdir. Birgok maddenin serbest radikal olusturarak oksidatif hasara neden
oldugu bilinmektedir. Ornegin parakuat ve dikuat hiicrelerde siiperoksid radikali ve
hidrojen peroksid olusumuna yol agmaktadir. Asetaminofenin biyoaktivasyon iiriinii
molekiiler oksijeni siiperoksid radikaline indirger. Kinon yapisinda maddelerin
(adriyamisin ve aflatoksin B;) molekiiler oksijene bir elektron tasima kapasiteleri
vardir ve siiperoksid olusumu ile sonlanir. Ksenobiyotikler icerisinde dnemli bir
grubu olusturan pestisidlerin neden oldugu zehirli etkilerin ortaya ¢ikmasinda da
serbest radikal olusumunun 6nemli rol oynadigi ¢esitli arastirmalarin sonucunda
ortaya cikarilmistir (Yurumez ve ark., 2007; Buyukokuroglu ve ark., 2008;
Karabacak ve ark., 2011).

Diyabet, komplikasyonlar1 ag¢isindan ilerleyici ve hayati1 tehdit eden bir
hastaliktir. Diyabette gelisen komplikasyonlarin agiklanmasinda one siiriilen birgok
goriis mevcuttur. Son yillarda, bu konularda bir adim one ¢ikan serbest radikaller,
oksidatif stres ve antioksidanlar diyabet ile ilgili gelismelere 151k tutmustur (Yazici

ve ark., 2002).

Yapilan caligmalarda, deneysel olarak DM olusturulan ratlarda ve diyabetik
hastalarda oksidatif stresin fazla miktarda olusumunun, asir1 ROT {iretimi ve
antioksidan savunma mekanizmasmin zayiflamasinin bir sonucu olarak ortaya ¢iktigi

bildirilmistir (Koca ve ark., 2008).
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Gliniimiizde ¢esitli hastaliklara tan1 konmasi, patogenezlerinin aydinlatilmasi,
hastaliktan korunma ve tedavi olanaklarinin incelenebilmesi i¢in deneysel hayvan
modellerinin kullanimi olduk¢a yaygindir (Irer ve Alper, 2004). Bu tez calismasinda
da deney hayvanlar1 (rat) kullanilarak, deneysel Tip 1 DM olusturulmustur. Deney
hayvanlarinda deneysel DM kimyasal ilaclarla veya wvirlisler yardimiyla
yapilabilmektedir. Deney hayvanlarinda bu amagla STZ ve alloksan, kimyasal ilag
olarak kullanilmaktadir (Ontiirk ve Ozbek, 2007).

STZ genis spektrumlu bir antibiyotik olup, insiilin salgilayan pankreasmn f3
hiicrelerinde harabiyet yaparak deney hayvanlarinda Tip 1 DM olusturmaktadir
(Altan ve ark., 2006, Lenzen, 2008). Sunulan ¢alismada da diyabetojenik ila¢ olarak
STZ kullanilmistir.

Bitki kaynakli antioksidan maddeler etkileri yoniinden c¢ok yonlii olarak
arastirilmaktadir ve uygun bir diyet ile diizenli olarak alinmalar1 vasitasiyla
eksiklikleri biiyilkk oranda diizeltmektedirler (Tripathi ve ark., 2007). Bitkisel
antioksidanlarin 6nemli bir smifi olan karotenoidlerin antioksidan 06zellikleri,

ROT’lerini yakalama yetenegine baghdir (Rao ve ark., 2006)

Karotenoidler arasinda en giiclii antioksidan olarak likopen bulunur. Likopenin
SOR’lerini etkilerini 6nleme agisindan yiiksek antioksidan 6zellige sahip oldugu, bu
giiclii antioksidan aktivite ile hiicresel yapilarim, lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin
ic oksidasyonuna karst koruyucu etkiye sahip oldugu ve bazi hastaliklarin
onlenmesine katkida bulundugu bildirilmektedir (Bramley, 2000). Yapilan bu tez
calismasinda da likopenin klorprifos etil ve diyabet ile olusturulan oksidatif hasara
karst1 koruyuculugu ve ortaya c¢ikan hiperglisemi durumu {izerine -etkileri

aciklanmaya caligilmistir.

Tip 1 DM modeli olusturulduktan sonra 4 haftalik calisma siiresince ratlarin
canli agirlik diizeyleri incelenmistir. Son yillarda yapilan caligmalarda klorprifos

etil’e maruz kalan ratlarin canli agirliklarinin arttig1 vurgulanmstir (Aldridge ve ark.,
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2003; Icenogle ve ark., 2004; Lassiter ve Brimijoin, 2008; Lizardi ve ark., 2008;
Ambali, 2009; Ambali ve ark., 2010). Bu calismalarin aksine klorprifos etil
maruziyetinin canli agirhigr azalttigina dair ¢alismalarda mevcuttur (Yoshida ve ark.,
1985; Barna-Lloyd ve ark., 1990; Karanth ve Pope, 2003; Tripathi ve Srivastav,
2010). Ortaya ¢ikan bu farkli sonuglarin klorprifos etil’in beyin i¢indeki serotonin
diizeylerini degistirmesinden buna bagli olarak da meydana gelen istah
bozukluklarindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Lowinson ve ark., 2005). Dyer
(2011) yaptig1 tez galismasinda ise ratlara 7 hafta boyunca uygulanan diisiik doz (1
mg/kg) ve yiksek doz (5 mg/kg) klorprifos etil’in canli agirliklarda herhangi bir
degisiklige yol agmadigini ortaya koymustur.

Ratlara likopen uygulanmasi ile canli agirhik arasindaki iliskiyi arastiran
calismalarda, degisik dozlarda kullanilan likopenin canli agirlik artisinda etkili
olmadig: belirlenmistir (Mellert ve ark., 2002). DM’lu ratlara verilen likopenin canli
agirlik lizerinde herhangi bir farkliliga yol agmadigi gozlenmistir (Aydm, 2008).
Ancak Duzguner ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismada 10 mg/kg dozda uygulanan
likopenin DM’lu ratlarda meydana gelen canli agirliktaki azalmayr Onledigini
belirtmiglerdir. Karaciger ve kaslardaki glikojen depolarinin tiiketilmesi ve insiilin
yetersizligine bagl olarak glikoz oksidasyonunun bozulmasi, karbonhidrat olmayan
kaynaklarin kullanimmi zorunlu kilar. Boylece yag ve protein yikimi artar. Bu
nedenle de kilo kaybi DM’ta en sik rastlanan bulgulardandir (Yilmaz, 1999).
Diyabetik hayvanlarda genelde goriilen agirlik kaybi, bizim deney hayvanlarimizda

da kismen goriilmiis fakat bu istatistiki anlamlilik degerlerine ulasmamaistir.

Bu tez calismasinda da haftalara gore grup ici canhi agirhk degisimleri
incelendiginde; L, D+L, KP ve L+KP gruplarinda ratlara uygulanan likopen ve
klorprifos etil’in yapilan ¢aligmalara benzer sekilde canli agirlik degisimleri tizerinde
bir etkisinin olmadigi, D+KP ve D+L+KP gruplarinda ise ¢alismanin baslangicinda
Olciilen canli agirlik degerlerinin 1. haftada diistiigii belirlenmistir. Bu gruplarda
meydana gelen canli agirliktaki azalmanim DM’ta hiicrelerin ihtiya¢ duydugu glikozu
lipoliz ve glukoneojenez yoluyla elde etmesinin bir sonucu olabilecegi

disiiniilmektedir. Ayrica klorprifos etil’in toksik metaboliti olan klorprifos-oksonun,
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stres hormonlarinin diizenlenmesinde rol oynayan kolesteril ester hidrolazi
engelledigi gosterilmistir (Civen ve ark., 1977). Daha Once yapilan ¢aligmalarda
tekrarlanan dozlarda verilen klorprifos etil’in adrenal kortekse bulunan zona
fasikiilatada vaskuolizasyona neden oldugu belirtilmistir (Yano ve ark., 2000).
Adrenal korteksin bu bolgesi, strese aralikli ve uzun siireli verilen cevaplar i¢in
gerekli hormonlar olan kortizol ve kortikosteronun iiretilmesinden sorumludur. Bu
nedenle D+KP grubunda meydana gelen canli agirlik kaybmnin, klorprifos etil’in
oksidatif, toksik ve kolinerjik stres gibi bircok yan etkilerinin bir kombinasyonu

sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tip 1 DM modeli olusturulduktan sonra 4 haftalik ¢alisma siiresince ratlarin
AKS diizeyleri incelenmistir. Farkli deneysel hayvan modellerinde OFI’lerin tek ve
tekrarlanan dozlarinin kan glikoz diizeyini arttirdig1 bir¢cok calismada vurgulanmastir.
(Abdollahi ve ark., 2004b; Pournourmohammadi ve ark., 2005; Panahi ve ark, 2006;
Kamath ve Rajini, 2007). Bu caligmalara benzer sekilde Ambali (2009) yaptigi
calismada en ¢ok kullanilan OF insektisidlerden birisi olan klorprifos etil’in
hiperglisemiye neden oldugunu belirtmistir. Domateste dogal olarak bulunan bir
karotenoid olan likopen, gii¢lii antioksidan ve antihiperglisemik 6zellikleri nedeniyle
arastirmacilarin son yillarda ilgisini cekmektedir. Duzguner ve ark. (2008) likopenin,
STZ ile diyabet olusturulan ratlarda plazma glikoz diizeyi artigini1 yaklasik % 25
oraninda azalttigim1 belirtmislerdir. Yine Aydin (2008) yaptigi tez ¢aligmasinda
diyabetik ratlarda AKS diizeyi artisin1 likopenin 6nemli oranda diisiirdiigiini
vurgulamistir. Bu sonuglara benzer sekilde Uchiyama ve Yamaguchi (2005) bir
karotenoid olan B-kriptoksantinin, STZ ile diyabet olusturulmus ratlarda plazma

glikoz diizeyini azalttigin1 tespit etmislerdir.

Bu tez g¢alismasinda da yapilan calismalara paralel sekilde D+KP ve KP
gruplarinin ortalama AKS diizeylerinin artis gosterdigi, D+L, D+L+KP ve L+KP
gruplarmin ise azaldigr goriilmistiir. OF insektisidlerin insiilin aktivitesini
engelleyerek ve glukagon aktivitesini uyararak glikojenoliz ve glukoneojenezi
artirabilecegi bu nedenle de hiperglisemiye neden olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Likopen verilen gruplarda AKS diizeyinin azalmasi, STZ’inin pankreasn f3
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hiicrelerinde olusturdugu sitotoksik hasar ve serbest radikal artisma bagli hasarin bir
sonucu olarak diyabetli gruplarda hipergliseminin meydana gelebilecegi, likopenin
bu oksidatif hasar1 6nlemis ya da azaltmis olabilecegi ve artmis olan glikojenoliz ile

glukoneojenezi tersine ¢evirebilecegi seklinde yorumlanabilir.

MDA, ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunun baslica oksidasyon
iirtinlerinden birisidir ve MDA diizeyi artis1t LPO’nun en 6nemli gostergesidir (Durak
ve ark., 2010). Pestisid ile indiiklenmis toksisitede rol oynayan en 6nemli molekiiler
mekanizmalardan birisinin de LPO oldugu Onerilmistir (Kehrer, 1993). Daha 6nce
yapilmis bircok calismada klorprifos etil uygulanan rat ve farelerde MDA
diizeylerinin arttig1, kullanilan c¢esitli antioksidanlarm MDA diizeyi artisini
disiirdiigii belirlenmistir (Mansour ve Mossa, 2009; Aly ve ark., 2010; Demir ve
ark., 2011; Saxena ve ark., 2011). Ancak bugiine kadar klorprifos etil ile olusturulan
oksidatif hasara kars1 likopenin nasil bir etkisinin olabilecegine dair bir ¢alismaya
yapilan literatlir taramalar1 sonucu rastlanilmamistir. Tez calismasi bu yoniiyle

calismaya orjinallik katmaktadir.

Klinik ve deneysel DM’ta LPO iiriinlerindeki artig, oksijen tiirevli serbest
radikallerin 6nemli bir sonucudur. Bu iiriinler DM’un vaskiiler komplikasyonlarinin
patogenezinde Onemli bir rol oynayabilir (Velazquez ve ark., 1991). Diyabetik
ratlarda MDA diizeyi artisini likopenin diisiirdiigiinii gosteren ¢alismalar mevcuttur
(Aydin, 2008; Duzguner ve ark., 2008; Ali ve Agha, 2009; Zhu ve ark., 2011).
Calismada ise hem klorprifos etil uygulanarak hem de STZ ile DM olusturularak
ratlarda meydana getirilen oksidatif stres iizerine likopenin etkileri incelenmis olup,

bu yoniiyle yapilan diger ¢alismalardan farklilik gostermektedir.

Tez calismasinda D, KP ve D+KP grubundaki MDA diizeyi kontrole gore
yilikselmistir. Daha once yapilan g¢alismalara benzer sekilde likopenin diyabetik
ratlarda MDA diizeyini 6nemli oranda diisiirdiigli goriilmiistiir. Diyabetik ratlarin
tam kaninda Olgiilen MDA diizeylerinin, K ve L verilen gruplardaki MDA
diizeylerine gore artmis olmasi hiperglisemi kaynakli glikoz otooksidasyonunu ve

glikolize proteinlerin LPO’nu artirdigini gostermektedir. Likopenin kan glikoz
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diizeyini diisiirerek hiperglisemi kaynakli glikoz otooksidasyonunu ve glikolize
proteinlerin olusumunu onleyerek LPO diizeyini diisilirdiigii kanisina varilmistir. KP
ve D+KP grubunda tam kan MDA diizeylerinin artiginin ise bu gruplara likopen
verilmesi ile anlamli bir sekilde diismedigi gbzlenmistir. Bunun nedeninin ise hem
DM hem de klorprifos etil sonucu kan glikoz diizeyinin asir1 ylikselmesinden buna
bagl olarak ortaya cikan serbest radikal iiretimindeki artistan ve antioksidan

savunma mekanizmasinin yetersiz kalmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

GSH, nonenzimatik antioksidan olarak viicudun antioksidan savunma
sisteminde Oonemli gorevler ilistlenir. GPx’mn ko-substrati oldugu gibi direkt olarak
serbest radikalleri temizlemede de rol oynar. Ayni zamanda hiicre i¢i redoks tampon
sisteminin ana bilesenidir (Johansen ve ark., 2005). Pestisidler gibi ksenobiyotikler
ile reaksiyona girerek kompleks formlar olustururlar. GSH, bu sekilde hiicreleri
ksenobiyotiklerin toksik etkilerinden korur (Chhabra ve ark., 1993). Oksidatif stres
durumlarinda artmis LPO  baglhh olarak meydana gelen peroksitlerin
detoksifikasyonunda gorev alan enzimler tarafindan GSH tiiketilir (Cathcart, 1985).
Bir¢ok c¢alismada klorprifos etil’e maruz kalan hayvanlarda (Goel ve ark., 2005;
Verma ve ark., 2007; Yu ve ark., 2008) ve STZ ile DM olusturulan hayvanlarda
(Aksoy ve ark., 2005; Diizglner, 2005; Kaga, 2006; Aydin, 2008) GSH’un
tiikketildigi, cesitli antioksidanlar kullanilarak GSH diizeylerinin artirilabilecegi

ortaya konulmustur.

Bu tez ¢aligmasinda da D, KP ve D+KP grubundaki GSH diizeyi kontrole gore
azalmistir. Bu durum GSH’un DM ve klorprifos etil uygulanmasi sonucu ortaya
cikan serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek diizeyinin azalabilecegi
seklinde yorumlanmaktadir. Likopenin, diyabetik ratlarda azalmis olan GSH
diizeyini 6nemli oranda artirabilecegi, klorprifos etil uygulanan grupta ise 6nemli bir
degisiklige yol agmadig1 goriilmiistiir. Likopenin giiglii antioksidan etkisiyle serbest
radikalleri ve peroksitleri temizleyerek diyabetik ratlarda GSH diizeyini ytikselttigi
diistiniilmektedir. Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD), hekzos monofosfat
yolagmin 6nemli bir enzimidir. Bu enzim hiicrelerde NADPH {iretiminde goérev alir.

NADPH, okside glutatyonun (GSSG) rediikte forma (GSH) doniisimi icin



84

gereklidir. Bu doniisiim hiicre biitlinliigliniin saglanmas1 i¢in 6nemlidir. Klorprifos
etil’in G6PD aktivitesini engelleyerek GSH diizeylerini azalttig1 yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir (Singh ve ark., 2006; Verma ve ark., 2007). Bizim c¢alismamizda
likopenin klorprifos etil’in engelleyici etkisinden G6PD enzimini koruyamadigi

diistiniilmektedir.

Normal fizyolojik sartlarda SOD, CAT, GPx gibi hiicre i¢i antioksidan
enzimler ROT’ni ortadan kaldirarak hiicrelerin antioksidan savunma sisteminde
biitlinleyici bir rol oynarlar (Bukowska, 2004). SOD, siiperoksit radikalleri H,O;’e
donlistimiinii katalize ederken, CAT H,0O,’1 suya doniistiiriir. Bu antioksidan
enzimler bu ylizden ROT nin toksik etkilerini azaltabilir (Mansour ve Mossa, 2009).
GPx’mn en O6nemli gorevi, GSH’un substrati olarak kullanilmasidir. Bu sekilde
kullanilarak eriyebilir H>O5’1 ve alkil peroksitleri azaltir (Bebe ve Panemangalore,
2003). GPx ayn1 zamanda H,O;’i suya ayristirr (Tian ve ark., 1998). GPx
aktivitesindeki azalma GSH’un tiiketilmesiyle iliskilidir. Bunun sonucunda da
oksidatif stres meydana gelebilir. Demir ve ark. (2011) yaptiklar1 caligmada
klorprifos etil verilen grupta eritrosit SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde azalma
oldugunu, katesin ve kuersetin gibi flavonoid antioksidanlarin klorprifos etil
tarafindan olusturulan oksidatif stresi Onledigini saptamislardir. Benzer sekilde
Mansour ve Mossa (2009) yaptiklar1 caligmada klorprifos etil verilen grupta eritrosit
SOD ve CAT aktivitelerinde azalma oldugunu, ¢inkonun klorprifos etil tarafindan
olusturulan oksidatif stresi 6nledigini 6ne siirmiislerdir. DM un SOD, CAT, GPx gibi
antioksidan enzimlerin  aktivitelerine etkisi konusunda ¢eliskili ifadeler
bulunmaktadir. Can (2003) yaptig1 tez calismasinda eritrosit GPx ve CAT
aktivitelerinde diyabetik grupta kontrol grubuna gore degisiklik saptamazken,
eritrosit SOD enzim aktivitesinde anlamli bir azalma goézlemlediklerini bildirmistir.
Aydin (2008) ise plazma SOD ve CAT aktivitelerinin D ve D+L gruplarinda
arttigini, GPx aktivitesinin ise D grubunda azaldigini, D+L grubunda ise arttigini
tespit etmistir. Duzguner ve ark., (2008) calismada K, D ve D+L olmak iizere 3
grubu plazma SOD aktiviteleri bakimindan karsilastrmis, gruplar arasinda bir

farklilik olmadigini belirtmislerdir.
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Bu tez c¢alismasinda SOD, CAT ve GPx aktiviteleri bakimindan gruplar
karsilastirildiginda D, KP ve D+KP gruplarmin antioksidan enzim aktivitelerinin K
grubuna gore onemli oranda azaldig1 goriilmiistiir. Bu durum, DM ve klorprifos etil
toksisitesi sonucu viicutta artan siiperoksit radikallerin suya doniisiimii esnasinda
SOD enziminin, serbest radikallerin ve H,O,’in parcalanmasi islemleri esnasinda ise
CAT ve GPx enzimlerinin doygunluga ulastig1 ve zamanla aktivitelerinde azalma
oldugu seklinde yorumlanabilir. Likopen verilen D grubunda (D+L), D grubuna gore
SOD, CAT ve GPx aktiviteleri yiikselmistir. Bu durum likopenin giiglii siiperoksit
radikali temizleyicisi olmasina baglanabilir. Likopen verilen KP (L+KP) grubunda
KP grubuna gore, likopen verilen D+KP (D+L+KP) grubunda ise D+KP grubuna
gore bir yiikselme oldugu ancak bunun 6nemli olmadig1 gosterilmistir. Bu sonugcla,
likopenin klorprifos etil tarafindan bozulan antioksidan savunma sistemini

tyilestirmede yetersiz kaldig1 diistiniilmektedir.

DM ve oksidatif stres iliskisi arastirilan calismalarda, bazi antioksidan
diizeylerinde artistan bahsedilirken, baska ¢alismalarda ayni antioksidan tiirlerinin
seviyeleri Ol¢iimiinde farklt sonuclarin  elde edilebildigi  goriilmektedir.
Sankaranarayanan ve Pari (2011) DM’ta CAT, SOD, GPx, Vitamin C ve GSH
seviyelerinin distiigiinii; TBARS ve plazma hidroperoksit gibi oksidan madde
diizeylerinin arttigimi belirtmekte iken, Seghrouchni ve arkadaglar1 (2002) ise GPx,
SOD ve GSH seviyelerinin arttigini ifade etmektedirler. Oksidan ve antioksidan
seviyelerinin dl¢iimlerinde ortaya ¢ikan bu ¢eliskileri minimuma indirmek icin daha
pratik, zamandan ve arastrma maliyetlerinde tasarruf saglayan yontemler
gelistirilmistir. Bu yontemler plazma, serum veya doku Orneklerinde oksidatif stres
diizeyini 0lgmek amaciyla total oksidan ve antioksidan diizeylerini, aktivitelerini
veya kapasitelerini belirlemeye yoneliktir (Koracevic ve ark., 2001; Aycicek ve ark.,

2006).

Bununla birlikte plazmada antioksidanlar etkilesim i¢indedir. Bu etkilesimden
dolay1 bilesenlerin tek baslarina yaptiklari etkinin toplamindan daha fazla bir etki
olugsmaktadir. Bu etkilesime Ornek olarak; glutatyonun askorbati, askorbatin da

tokoferolii yeniden aktiflestirmesi verilebilir. TAK 06l¢limii, antioksidanlarin tek tek
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Olciimiinden daha degerli bilgiler verebilir. Plazma ve viicut sivilarinda bulunan
biitiin antioksidanlarin toplam etkisini antioksidan aktivite yansitir. Bu yiizden kanin
antioksidan durumunu saptamada bireysel antioksidanlar yerine bunlarin toplam
antioksidan degerini veren antioksidan aktivite 6l¢giimii yaygmlasmaktadir (Ching ve
ark., 2002; Tekkes, 2006; Tello ve Halifeoglu, 2008). TAK, serumda bulunan
antioksidan o6zellikli maddelerin toplam aktivitesini yansittig1 i¢in daha dogru bir
yaklagim saglamaktadir. Nitekim pulmoner tiiberkiilozlu hastalarda antioksidan
kapasite 6l¢iimii ile ilgili yapilan bir calismada SOD, GPx, GR artarken, antioksidan
ozellikli vitaminler azalmakta; TAK ise net etkiyi belirleyebilmektedir (Giiler ve

ark., 2004).

Gelistirilen bu metotlarla yapilan ¢alismalarda, Tip 1 ve Tip 2 DM hastalarinda
veya deney hayvanlariyla olusturulan diyabet modellerinde, plazma ve serumda
TAK’nin diisiis gosterdigi, oksidan durumun ise yiikseldigi ifade edilmektedir
(Seghrouchni ve ark., 2002; Bonnefont-Rousselot ve ark., 2003; Aslan ve ark.,
2007). Birgok calismada diyabete bagli olarak hidroperoksit, MDA, ilerlemis
glikasyon son friinleri (AGE), NO gibi oksidan molekiil diizeylerinin arttig1
(Maritim ve ark., 2003; Robertson ve ark., 2004), cogu antioksidan seviyelerinin ise
distiigii rapor edilmektedir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda antioksidan dengeyle

ilgili TAK 6l¢iimii gergeklestirilmistir.

STZ ile deneysel DM olusturulmus hayvanlarda ve diyabetli kisilerde bireysel
antioksidanlarm yikimi ve TAK diizeyinin azalmasi, DM ile oksidatif stres
arasindaki iliskiyt dogrulamaktadir (Laight ve ark., 2000). Mamdouh ve Fatma
(2009) yaptiklar1 ¢aligmada D grubunda TAK diizeyinin K grubuna goére % 75
oraninda azaldigmi, 10, 30, 60 ve 90 mg/kg dozunda 30 giin boyunca uygulanan
likopenin TAK diizeyini D grubuna gore sirasiyla % 19, % 37,5 % 81 ve % 160
oranlarinda artrdigin1 gostermislerdir. El-Banna ve ark. (2009) ise ratlarin
dekapitasyonundan 24 saat dnce oral yolla tek doz uygulanan klorpifos etil’in diisiik
doz (5,4 mg/kg) ve yiiksek doz (13,5 mg/kg) gruplarinda TAK diizeyinin K grubuna
gore onemli oranda azaldigini, bu gruplara 15 giin boyunca verilen sarimsagin ise KP

gruplarma gore TAK diizeylerini normal haline getirdigini belirtmislerdir.
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Tez ¢alismasinda da D, KP, D+KP ve D+L+KP gruplarinin TAK diizeylerinin
K gruplarina gére onemli oranda azaldigi, likopen verilen D (D+L) grubunun ise
TAK diizeylerinin K grubu seviyelerine kadar yiikseldigi belirlenmistir. Likopen
verilen KP (L+KP) grubunda KP grubuna gore; likopen verilen D+KP (D+L+KP)
grubunda ise D+KP grubuna goére TAK diizeylerinde bir artma olsa da bunun
istatistiksel bir 6nemi yoktur. Bu duruma gore, likopenin tekli oksijen ve serbest
radikalleri temizlemede gii¢lii antioksidan etkisine bagli olarak DM tarafindan
olusturulan oksidatif stresi azaltabilecegi, klorprifos etil ve her iki stres durumlarinda

ise uygulanan bu dozun etkili olamadig: diistiniilmektedir.

Nitrat ve nitrit, endojen olarak tiretilen NO’in markirlaridir. Hem antioksidan
hem de prooksidan 6zelliklere sahiptir (Taysi ve ark., 2003). NO bazi durumlarda bir
antioksidan gibi davranarak hiicreyi LPO’ndan korur. Bununla birlikte siiperoksid
diizeylerinin arttig1 durumlarda siiperoksidle reaksiyona girer ve bir prooksidan olan

peroksinitrit olusturur (Pratico, 2005).

Zhou ve ark. (2002), akut OF insektisid zehirlenmesi goriilen hastalarda
plazma NO diizeylerinin arttigin1 gostermislerdir. Benzer sekilde Gupta ve ark.
(2001), OF insektisid ve karbamat pestisidlerin sitrulin diizeylerinin artis1 ile ilgili
olarak rat beyin NO diizeylerinde 6nemli bir artisa neden oldugunu rapor etmislerdir.
Yakin zamanda yapilan bir diger calismada da klorprifos etil uygulanan ratlarin
karaciger NO diizeylerinin 6nemli oranda arttig1 gosterilmistir (Elelaimy ve ark.,
2012). Bu calismalar1 destekleyen bir diger ¢calismada ise 3 ve 14 giin 2, 5, 5 ve 25
mg/kg dozda ratlara oral yolla uygulanan klorprifos etil’in plazma NO diizeylerini

onemli derecede arttig1 bildirilmistir (Alvarez ve ark., 2008).

Diyabette goriilen endotel fonksiyon bozukluklarindan endoteldeki NO
iiretiminin azalmasi sorumlu tutulmaktadir (Xia ve ark., 2006; Fidan, 2007). Ancak
diyabette NO’in artmis oldugunu rapor eden arastiricilar da vardir (Anwar ve Meki,
2003; Abou-Seif ve Youssef, 2004; Astaneie ve ark., 2005). Aydin (2008) tez
calismasinda D grubunda artan plazma NO diizeylerinin, likopen verilen diyabetli rat

(D+L) grubunda azaldigmi hatta K grubu degerlerine ulastigmi belirtmislerdir.
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Duzguner ve ark. (2008)’nin yaptiklar1 kisa siireli diyabet ¢aligmasinda da artan NO
diizeyinin likopen verilen diyabetli rat (D+L) grubunda K grubu degerlerine

yaklastig1 belirlenmistir.

Bu tez calismasinda da yapilan c¢alismalara benzer sekilde D, KP, D+KP ve
D+L+KP gruplarinda NO diizeylerinin K grubuna gore 6nemli oranda arttig1, likopen
verilen diyabetli rat (D+L) grubunda NO diizeyinin azalarak K grubu degerlerine
yaklastig1r goriilmiistiir. Likopen verilen KP (L+KP) ise KP grubuna gore; likopen
verilen D+KP (D+L+KP) grubunda da D+KP grubuna gore NO diizeylerinde bir
azalma olsa da bunun bir 6nemi yoktur. DM ve beraberinde ortaya c¢ikan
hiperglisemi durumunda, artmis olan serbest radikaller ve NO’in reaksiyona girerek
B hiicrelerinin yikimlanmasinda rol oynayan peroksinitritlerin olusabilecegi,
likopenin ise hiperglisemi durumunu normal diizeylerine getirerek serbest radikaller

ve NO diizeyini azaltabilecegi diisiiniilmektedir.

Pankreatik B hiicrelerinin antioksidan yeterliligi diger dokulara nazaran daha
diisik oldugu i¢in STZ’inin pankreatik [ hiicreleri hasara ugratmas: imkan
dahilindedir. Bu yiizden pankreatik P hiicreleri oksidatif strese genel olarak
duyarhdir (Tiedge ve ark., 1997). Bunun sonucunda da insiilin gen transkripsiyonu
ve glikoz ile uyarilmig insiilin salimiminin baskilanmasi ve hatta apoptoz meydana
gelir (Kaneto ve ark., 2001). Bu olaylar dizisi, insiilin salinim oran1 ve plazma insiilin
konsantrasyonunda 6nemli oranda azalma ile sonuclanir ki hiperglisemi olarak
bilinen klinik durum meydana gelir. Bu tez calismasinda da STZ ile DM
olusturulmus D grubunda plazma insiilin diizeylerinde azalma ve serum glikoz
diizeylerinde artis gozlemlendi. Likopen verilen diyabetli rat (D+L) grubunda D
grubuna gore karsilastirildiginda meydana gelen insiilin diizeylerinde artis ve glikoz
diizeylerinde azalma, likopenin [ hiicrelerinde mevcut insiilin salinimi {izerine
muhtemel olumlu bir etkisinin olabilecegini bize diisiindiirmiistiir. Nitekim yapilan
bir ¢aligmada da gittikce artan dozlarda verilen likopenin dozuna bagimli olarak
pankreas dokusundaki insiilin diizeyinde de bir artis oldugu ortaya konmustur
(Mamdouh ve Fatma, 2009). Bunlara ilaveten Aydimn (2008) yaptig1 tez ¢calismasinda

DM grubu insiilin diizeylerinin K grubuna gore anlamli diizeyde diisiik tespit etmis,
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likopen verilen diyabetik ratlarda ise plazma insiilin diizeylerinin K degerlere

ulagsmamus olsa da anlamli sekilde yiikseldigini belirtmistir.

Son yillarda OF insektisidlerin insiilin salimimini engelledigine dair bir¢ok
arastirmalar yapilmistir. Yapilan bir ¢alismada diazinonun, izole edilmis rat pankreas
adaciklarinda glikoz ile uyarilmis insiilin salinimmi engelledigi bulunmustur
(Pourkhalili ve ark., 2009). Bir diger calismada Abdollahi ve ark. (2004b) elle
toplanmis pankreas adaciklarma 4 hafta boyunca 200 ve 400 ppm miktarinda
uygulanan malatiyonun glikoz ile uyarilmis insiilin salinimim % 69,6’ya kadar varan
oranda azalttigin1 gdstermislerdir. In vitro yapilan bir diger calismada da klorprifos
etil’in pankreas adaciklarinda apoptoz ve nekroza yol agarak pankreatik insiilin
iceriginde Onemli oranda azalmaya bunun sonucunda da hiperglisemiye neden
oldugu vurgulanmistir (Yan, 2010). Bu tez calismasinda da KP grubunda plazma
insiilin dlizeyinin diistiigli ve serum glikoz diizeyinin yiikseldigi goriildii. Likopen
verilen KP (L+KP) grubunun plazma insiilin diizeyinin KP grubuna gore arttigi,
serum glikoz diizeyinin ise diistiigli belirlendi. Bu sonuglara gore klorprifos etil’in
pankreasta proinsiilini insiiline doniistiiren enzimlere zararh etkileri olabilecegi (Yan,
2010), likopenin ortaya c¢ikan bu =zararli etkileri tersine g¢evirebilecegi

diistiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda da yapilan ¢aligsmalar1 destekler nitelikte D, KP, D+KP ve
D+L+KP gruplarindaki plazma insiilin diizeyinin K grubuna gore diisiik ve serum
glikoz diizeyinin ise K grubuna gore yiiksek oldugu bulundu. Likopen verilen D+KP
(D+L+KP) grubundaki plazma insiilin ve serum glikoz diizeylerinin D+KP grubuna
gore onemli oranda degismedigi goriilmiis olup, bu sonuca gore likopenin hem STZ
hem de klorprifos etil tarafindan meydana getirilen pankreas hasarmi kullanilan

dozuna bagli olarak diizeltemedigi fikrine varilmistir.

TNF-a gibi yangisal sitokinlerin oksidatif ve nitrozatif stresin yani sira
hiperglisemi durumunda da diizeylerinin arttig1 belirtilmistir (Fukuhara ve ark., 2007;
Kowluru ve Kanwar, 2007). TNF-0, Tip 1 DM’un patogenezinde 6nemli bir rol

oynayabilecegi gibi insiilin direncinin gelisiminde de katkis1 bulunabilir
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(Alexandraki ve ark., 2008). Tip 1 DM’lu inflamatuvar aktivitenin artmasina bagl
olarak TNF-a gibi sitokinlerin serum diizeylerinin yiikseldigi bunun da hiperglisemi
ve AGE olusumuna bagli olabilecegi bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir (Dandona ve

ark., 2004; Wasmuth ve ark., 2004; Azza ve ark., 2010).

Kronik hiperglisemi durumunda endojen TNF-a {iretimi mikrovaskiiler ve
noronal dokularda hizlanir. Bu da mikrovaskiiler gecirgenlik ile pihtilagsmada
anormal derecede artiga ve sinir hasarina neden olabilir. Bu olaylarin sonucunda da
mikroanjiopati, polindropati, ensefalopati gibi diyabetin karakteristik lezyonlar:
meydana gelebilir (Satoh ve ark.,2003; Brands ve ark., 2004). Diyabetli hastalarda
AGE’lerine baglanan makrofaj AGE reseptorlerinin (RAGE) sentezinin arttigi
belirtilmistir (Yokoi ve ark., 2005). RAGE’de TNF-a gibi yangisal sitokinleri
sinyalize eder. Bu sitokinde damar duvarindaki yangisal olaylarin baslamasmni ve
sirdiirilmesini  saglayan akut faz proteinlerinin sentezine araci olur
(Balasubramanyam ve ark., 2002). Sharma ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada
kontrol altina alinamamis diyabette TNF-a diizeylerinde 6nemli bir artig rapor
etmiglerdir. Likopenin TNF-a diizeylerini azalttig1 bir¢ok calismada gosterilmistir
(Riso ve ark., 2006; Li ve ark., 2007; Kuhad ve ark., 2008b). Kuhad ve ark., (2008a)
STZ ile diyabet olusturulmus ratlarda serum TNF-a diizeylerinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 8 kat1 artig gosterdigini, likopenin serum TNF-a diizeyini 6nemli
oranda azalttigin1 ve likopenin tek basina serum TNF-a diizeylerini etkilemedigini
belirtmislerdir. Bu tez c¢alismasinda da yapilan caligmalara benzer sekilde D
grubunda serum TNF-a diizeylerinin K grubuna goére 6nemli bir artis gosterdigi,
likopen verilen diyabet grubunda serum TNF-a diizeylerinin kontrol grubu
seviyelerine kadar azaldigi goriildii. Bu durum likopenin hiperglisemi durumunu

diizelterek yangisal cevaplar1 azaltabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Klorprifos etil (Gordon ve Rowsey, 1999; Rowsey ve Gordon, 1999) gibi OF
insektisidlerin siddetli bir sekilde sitokin sentezini uyardigi rapor edilmistir. Ayrica
klorprifos etil’e bagli pankreatitisin bir sonucu olarak pankreas icerisinde monosit ve
16kosit infiltrasyon diizeylerinin yilikselmesi, TNF-o gibi yangisal mediyatorlerin

artis1 bildirilmistir (Yan, 2010). Bu tez calismasinda da klorprifos etil uygulanan
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grubun serum TNF-o diizeyinin kontrol grubuna gére 6nemli bir artis gosterdigi,
likopen uygulanan klorprifos etil grubunda ise serum TNF-a diizeyinin kontrol grubu
seviyelerine kadar azaldig1 belirlendi. Bu sonugla likopenin, klorprifos etil tarafindan
olusturulan yangisal doku hasarini azaltabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlara ek olarak
D+KP grubunda K grubuna gére 6nemli oranda yiikselmis olan serum TNF-a diizeyi

iizerine likopenin kullanilan bu dozunun etkili olamadig1 diistiniilmektedir.

Asetilkolin esterazlarin engellenmesi ile OF insektisidler tarafindan olusturulan
zehirlilik belirtileri arasinda dogrudan bir iliski vardir. Diger OF insektisidler gibi
klorprifos etil de AKE enzimini doniisiimsiiz engeller. Yapilan birgok c¢alismada
(Ahmed ve Zaki, 2009; El-Banna ve ark., 2009; Mansour ve Mossa, 2009; Mansour
ve Mossa, 2010), klorprifos etil verilen ratlarin Olgiilen kan orneklerinde AkKE
diizeylerinin kontrol grubuna gére 6nemli oranda azaldigi, bu ¢alismalarda kullanilan
cesitli antioksidanlarin 1se AKE diizeylerini yiikselttigi belirlenmistir. Tez
calismasinda da yapilan calismalara benzer sekilde klorprifos etil verilen grupta
plazma AKE diizeyinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6nemli oranda azaldigi,
likopen verilen klorprifos etil grubunda ise likopenin azalmig AKE diizeyini kontrol
grubu dilizeyine kadar yiikselttigi goriildii. Bu sonugla likopenin, hiicrelerin
antioksidan yetenegini arttirmasinin  bir sonucu olarak serbest radikalleri
temizlemede direkt rolii olabilecegi ve boylece klorprifos etil’in norotoksik etkilerini
azaltabilecegi, ayrica fosforilasyonda kullanilamayan AKE enzimini olusturmada bir

etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kuhad ve ark. (2008a) yaptiklar1 ¢alismada, diyabetik rat beyin kabugu AkKE
aktivite diizeyinde kontrol grubuna gore 1,8 kati oraninda bir artis oldugunu,
hipokampiiste ise AKE aktivite diizeylerinde bir degisiklik meydana gelmedigini
rapor etmiglerdir. Bu calismada kullanilan 1, 2 ve 4 mg/kg dozundaki likopenin ise
doza bagimlhi bir sekilde diyabetik rat beyin kabugu AKE aktivite diizeylerini
azalttigi, tek basmna kullanilan likopenin ise AKE aktivite diizeyleri lizerine herhangi
bir etkisinin olmadig: belirtilmistir. Vitamin E (Tuzcu ve Baydas, 2006), kurkumin
(Kuhad ve Chopra, 2007), susam yagi1 (Kuhad ve Chopra, 2008) ve resveratrol
(Schmatz ve ark., 2009) gibi diger antioksidanlarla yapilan diyabetik rat
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calismalarinda da benzer sonuglar goriilmiistiir. Bu sonuglara karsin AKE aktivite
diizeyinin diyabetik beyin dokusunda azaldigini belirten birgok arastirmaci da vardir

(Ashokkumar ve ark., 2006; Ghareeb ve Hussen, 2008; Kamboj ve ark., 2008).

Bu tez calismasinda da diyabetli ratlarda plazma AKE diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlaml sekilde azaldigi, likopen verilen diyabet grubunda ise likopenin
azalmig AKE diizeyini kontrol grubu diizeyine kadar yiikselttigi goriildii. Bu durum,
enzim molekiilii lizerinde serbest radikallerin direkt etkileri veya lipid-protein
etkilesimi yoluyla enzim aktivitelerini degistirebilen lipid peroksidasyon artisina
bagl olarak zar yapisindaki degisikliklerin bir yansimasi seklinde yorumlanabilir
(Ashokkumar ve ark., 2006). Diyabette ortaya cikan oksidatif stres sonucu artan
hidroksil radikallerin AKE molekiilii aktif bolgesine zararl etkileri olabilecegi, bunun
sonucunda da AKE aktivite diizeyinde bir azalma meydana gelebilecegini belirtilen
calismalarda vardir (Tsakiris 2001; Ashokkumar ve ark., 2006). D+KP grubunda K
grubuna gore onemli oranda azalmis olan plazma AKE diizeyi lizerine ise likopenin

bu dozunun etkili olamadig: diisiiniilmektedir.

Aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) enzim
aktiviteleri doku hasarinin bir belirteci olarak kullanilir. STZ ile olusturulan deneysel
DM c¢aligmalarinda plazma veya serumdaki AST ve ALT miktarindaki artisin,
STZ’inin  toksik  metabolitlerinin  dokularda  olusturabilecegi  hasardan
kaynaklanabilecegi ifade edilmistir (Zwang ve Swann, 1999). Toksik metabolit
serbest radikaller sitokrom p450 araciliiyla iiretilir. Bu radikaller daha sonra oksijen
ile reaksiyona girerek triklorometil peroksil (CCI;0,") radikalleri meydana getirir.
Olusan triklorometil peroksil radikalleri, makromolekiillere kovalent bag ile
baglanarak karaciger ve bobrek dokusunun lipid membranlarinin peroksidatif

yikimina neden olur (Hussein ve Abu-Zinadah, 2010).

Karaciger organizma i¢in gerekli olan bircok maddenin sentez ve metabolize
edildigi yasamsal organdir. Karacigerdeki morfolojik degismeler organizmadaki
metabolik olaylar1 etkilemektedir. Hiicre zarmin gegirgenliginin de§ismesi veya

hiicrenin parc¢alanmasi sonucu bazi karaciger enzimlerinin kana salinmasi nedeni ile
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transaminazlar (AST, ALT), alkalen fosfataz, laktat dehidrojenaz gibi hiicresel

enzimlerin serumdaki aktiviteleri artmaktadir (Comelekoglu ve Mazmanci, 2000).

AST ve ALT gibi hiicre i¢i enzimlerin diyabette meydana gelen karaciger
hasarinda serum diizeylerinin arttig1 belirtilmistir (Rajasekaran ve ark., 2006;
Sancheti ve ark., 2013). Tez calismamizda da benzer bulgular elde edilmis olup,
diyabet grubu serum AST ve ALT diizeylerinin kontrol grubuna gére 6nemli oranda
arttig1; diyabet grubunda artmis olan serum AST ve ALT diizeylerinin likopen
verilen diyabet grubunda 6nemli derecede azaldigi goriilmiistiir. Bu sonuglara gore
likopenin diyabet ile olusmus karaciger hasar1 iizerinde koruyucu bir etkiye sahip

olabilecegi diisliniilmektedir.

Klorprifos etil tarafindan olusturulan karaciger hasarinda serum AST ve ALT
diizeylerinin arttig1 birkac calismada gosterilmistir (EI-Banna ve ark., 2009; Mansour
ve Mossa, 2010; Khalifa ve ark., 2011). Tez calismasinda da benzer bulgular elde
edilmis olup, klorprifos etil grubu serum AST ve ALT diizeylerinin kontrol grubuna
gore onemli oranda artt1g1; klorprifos etil grubunda artmis olan serum AST ve ALT
diizeylerinin likopen verilen klorprifos etil grubunda onemli derecede azaldigi
goriildii. Bu sonuglara gore likopenin, klorprifos etil ile olusmus karacier hasar1
iizerinde koruyucu bir etkiye sahip olabilecegi diistiniilmektedir. D+KP grubunda K
grubuna gore dnemli oranda artmis olan serum AST ve ALT diizeylerinin {izerine ise

likopenin bu dozunun etkili olamadig1 diistiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada elde edilen sonuclar asagida verilmistir.

Tez ¢alismasi; diyabetli ratlara klorprifos etil verilerek viicutta olusan oksidatif

stresin aragtirilmasi yoniiyle orjinal bir calisma konumundadir.

Daha Onceki subkronik (28 giin) calismalarda (Mansour ve Mossa, 2009;
Mansour ve Mossa, 2010) klorprifos etil’in ortalama 135 mg/kg olan ODsq’sinin
1/20°si (6,75 mg/kg) olan dozunun diyabetli olmayan ratlara verilerek viicutta
oksidatif stres olusturulmus ve hayvanlarda calisma siiresince higbir Gliim
gozlenmeden calisma sonlandirilmistir. Bu tez calismasinda klorprifos etil’in
ortalama 135 mg/kg olan ODs(’sinin 1/20°si olan dozunun diyabetli hayvanlarda
siddetli zehirlenme belirtilerine ve 6lime yol ac¢tigi gozlemlendi. Bu nedenle tez
calismasmin 28 giin boyunca siirdiiriilebilmesi i¢in, deney hayvanlarma klorprifos
etil’in ortalama 135 mg/kg olan ODs’sinin 1/50°si (2,7 mg/kg) olan dozu verilerek
hayvanlarda zehirlenme ve 6liim belirtileri gézlenmeden ¢alismanin tamamlanmasi
saglandi. Diyabetli hayvanlarda yapilacak pestisid c¢aligmalarinda bu bilgilerin

g6z0niine alimmasi gerekmektedir.

Diyabet (D) grubunda MDA diizeylerinin K grubuna gore arttigi; SOD, CAT,
GPx, GSH, TAK gibi viicudun enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
savunma sisteminin ise azaldigir goriilmiistiir. Likopenin D grubunda azalmis olan

antioksidan savunma sistemini diizeltebilecegi sonucuna varildi.

Klorprifos etil (KP) grubunda MDA diizeylerinin K grubuna gore arttigi; SOD,
CAT, GPx, GSH, TAK gibi viicudun enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
savunma sisteminin ise azaldigi goriilmiistiir. Likopenin kullanilan bu dozunun KP
grubunda azalmis olan antioksidan savunma sistemini diizeltse de bunun istatistiki

bir dneme sahip olmadigi sonucuna varildi.
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Klorprifos etil uygulanan diyabet (D+KP) grubunda MDA diizeylerinin K
grubuna gore arttigr; SOD, CAT, GPx, GSH, TAK gibi viicudun enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan savunma sisteminin ise azaldig1 goriilmiistiir.
Diyabetli ratlarda KP toksisitesinin onemli derecede arttigi, likopenin kullanilan bu
dozunun D+KP grubunda 6nemli oranda azalmis olan antioksidan savunma sistemini

diizeltemedigi sonucuna varildi.

Diyabet (D) ve klorprifos etil (KP) grubunda TNF-a diizeylerinin K grubuna
gore artt1g1; likopenin D ve KP grubu TNF-a diizeylerini K grubu seviyelerine kadar
azalttigi; likopenin hiperglisemi durumunu diizelterek yangisal cevaplari

azaltabilecegi sonucuna varildi.

Klorprifos etil uygulanan diyabet (D+KP) grubunda TNF-a diizeylerinin K
grubuna gore arttifi; likopenin kullanilan dozda D+KP grubunda artmis olan

yangisal cevaplar lizerinde etkili olamadig1 sonucuna varildi.

Diyabet (D) ve klorprifos etil (KP) grubunda NO diizeylerinin K grubuna gore
arttig1; likopenin D grubu NO diizeyini K grubu seviyelerine kadar azalttigi; KP
grubu NO diizeyi lizerinde ise likopenin kullanilan bu dozunun etkili olamadigi

sonucuna varildi.

Klorprifos etil uygulanan diyabet (D+KP) grubunda NO diizeylerinin K
grubuna gore arttifi; likopenin kullanilan dozda D+KP grubunda artmis olan

oksidatif ve nitrozatif stres ilizerinde etkili olamadig1 sonucuna varildi.

Diyabet (D) ve klorprifos etil (KP) grubunda AKE diizeylerinin K grubuna gore
azaldigy; likopenin D ve KP grubundaki AKE diizeylerini K grubu seviyelerine kadar
yiikselttigi; likopenin oksidatif stresi ve klorprifos etil’in norotoksik etkilerini

azaltabilecegi sonucuna varildi.

Klorprifos etil uygulanan diyabet (D+KP) grubunda AKE diizeylerinin K
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grubuna gore azaldigi; likopenin kullanilan dozda D+KP grubundaki oksidatif stres

ve klorprifos etil’in norotoksik etkileri lizerinde etkili olamadig1 sonucuna varildi.

Diyabet (D) ve KP grubunda AST ve ALT diizeylerinin K grubuna gore arttigi;
likopenin D ve KP grubu AST ve ALT diizeylerini dnemli derecede azalttigi;
likopenin diyabet ve klorprifos etil tarafindan olusturulan karaciger hasarma karsi

etkili olabilecegi sonucuna varildi.

Klorprifos etil uygulanan diyabet (D+KP) grubunda grubunda AST ve ALT
diizeylerinin K grubuna gore arttigi; likopenin kullanilan dozda D+KP grubu

karaciger hasar1 tizerinde etkili olamadig1 sonucuna varildi.

Diyabet (D) grubunda AKS ve serum glikoz diizeylerinin K grubuna gore
artt1ig1; plazma insiilin diizeylerinin ise azaldig1 goriilmiistiir. Likopenin D grubunda
azalan plazma insiilin diizeylerini artirarak AKS ve serum glikoz diizeylerini normal

seviyelerine kadar azaltabilecegi sonucuna varildi.

Klorprifos etil (KP) grubunda AKS ve serum glikoz diizeylerinin K grubuna
gore arttig1; plazma insiilin diizeylerinin ise azaldigir goriilmiistiir. Likopenin KP
grubunda azalan plazma insiilin diizeylerini artirarak AKS ve serum glikoz

diizeylerini normal seviyelerine kadar azaltabilecegi sonucuna varildi.

Klorprifos etil uygulanan diyabet (D+KP) grubunda AKS ve serum glikoz
diizeylerinin K grubuna gore arttigi; plazma insiilin diizeylerinin ise azaldigi
gorilmiistiir. Likopenin kullanilan dozda D+KP grubu plazma insiilin ve serum

glikoz diizeyleri lizerinde ise 6nemli bir etkisinin olmadig1 sonucuna varildi.

Bu bilgilerin 151¢ginda, likopenin diyabet ile klorprifos etil tarafindan
olusturulan hiperglisemi ve buna bagl olarak ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlarin

tedavisine yardimci, giivenli ve etkili bir alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir.
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Daha sonra yapilacak ¢alismalarda, diyabetli canlilarda olusabilecek pestisid
toksikasyonunda likopenin farkli dozlarda veya diger antioksidan maddelerle

kombine kullaniminin arastirilmasi 6nerilmektedir.
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OZET

Klorprifos Uygulanan Diyabetli Ratlarda Likopenin Antioksidan ve
Hipoglisemik Etkilerinin Arastirilmasi

Son yillarda yapilan ¢alismalar, artmis serbest radikallerin ve lipid peroksidasyonun,
diyabet gibi bircok hastaligin patogenezinde ve pestisidlerin toksisitesinde rol
aldigin1  gostermektedir. Insan ve hayvanlarin organik fosforlu bilesiklere
maruziyetinin yan etkilerinden birisinin de hiperglisemi oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle ¢alismada, organik fosforlu bilesiklerden Klorprifos etil’in, normal ve STZ
ile diyabet olusturulmus ratlarda olusturdugu oksidatif stres ve hiperglisemi {lizerine
likopenin olas1 antioksidan ve hipoglisemik etkisini arastirma amaglandi.

Bu amacla 56 yetiskin Wistar albino rat kullanildi. Ratlar her grupta 7 adet
olacak sekilde rastgele 8 gruba ayrild1 ve gruplar K (0,5 ml misir yag1), D, KP (2,7
mg/kg klorprifos etil), L (10 mg/kg likopen), D+KP (2,7 mg/kg klorprifos etil), D+L
(10 mg/kg likopen), L (10 mg/kg likopen) + KP (2,7 mg/kg klorprifos etil), D+L (10
mg/kg likopen) + KP (2,7 mg/kg klorprifos etil) olarak isimlendirildi. D grubuna tek
doz 50 mg/kg STZ periton i¢i yolla uygulandi. Misir yagi, KP ve L ratlara oral gavaj
ile 28 giin boyunca verildi. Calisma stiresince (4 hafta), her hafta rat agirlik artislari
ve aclik kan sekeri diizeyleri 6lciildii. Calisma sonunda tam kanda MDA ve GSH
diizeyleri, plazmada; SOD, CAT, GPx, insiilin, AKE, NO diizeyleri ve AST, ALT,
glikoz, TNF-a ve TAK diizeyleri de serumda belirlendi.

Bu calismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda STZ ve klorprifos etil
uygulamalarinin aclik kan sekeri, serum glikoz diizeylerini yiikselttigi, plazma
inslilin ~ diizeylerini ise azalttigi goriildi. Ayrica STZ ve klorprifos etil
uygulamalarmin MDA diizeylerini 6nemli oranda artirdigi, antioksidan enzim
aktiviteleri (SOD, CAT, GPx) ile birlikte GSH ve TAK diizeylerini ise 6nemli
oranda azalttig1 ortaya konuldu.

Likopen uygulamalarinm D ve KP gruplarindaki glikoz diizeylerinde bir
azalma, insiilin diizeylerinde bir artisa neden oldugu, D+KP gruplarindaki glikoz ve
insiilin diizeylerine ise bir etkisinin olmadig: goriildii. Ayrica likopenin D grubundaki
ratlarmn MDA diizeylerini azalttig1, antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT, GPx)
ile birlikte GSH ve TAK diizeylerini artirdig: tespit edildi. Bu ¢alismada kullanilan
likopen dozunun ise KP ve D+KP gruplarinda meydana gelen oksidatif stres iizerine
olumlu bir etkisinin olmadig1 belirlendi.

Sonu¢ olarak likopenin diyabet ve klorprifos etil tarafindan olusturulan
hiperglisemi ve buna bagh olarak ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlarin tedavisine
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yardimci, giivenli ve etkili bir alternatif olabilecegi Onerilebilir. Ayrica diyabetli
insan ve hayvanlarda olusabilecek pestisid toksikasyonunda likopenin daha yiiksek
dozlarda veya diger antioksidanlarla kombine kullanimmin bundan sonraki
calismalarda arastirilmasi gerektigi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, hiperglisemi, klorprifos etil, likopen, oksidatif stres
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SUMMARY

Investigation of the Hypoglycemic and Antioxidant Effects of Lycopene in
Chlorpyrifos-Treated Diabetic Rats

Recent studies indicate that increased free radicals and lipid peroxidation play a
major role in the toxicity of pesticides and pathogenesis of many diseases like
diabetes. It has been know that one of adverse effects in human and animals exposure
to organophosphorus compounds is hyperglycemia. For this reason, we aimed to
investigate the possible antioxidant and hypoglycaemic effect of lycopene on
chlorpyrifos induced oxidative stres and hyperglycemia in normal (non-diabetic) rats
and STZ-induced diabetic rats.

In this study, 56 adult Wistar albino rats were used. Rats were randomly
divided into eight groups, n=7: These groups were named as K (0,5 ml corn oil), D,
KP (2,7 mg/kg chlorpyrifos ethyl), L (10 mg/kg lycopene), D+KP (2,7 mg/kg
chlorpyrifos), D+L (10 mg/kg lycopene), L (10 mg/kg lycopene) + KP (2,7 mg/kg
chlorpyrifos ethyl), D+L (10 mg/kg lycopene) + KP (2,7 mg/kg chlorpyrifos ethyl).
D group rats received a single dose of STZ (50 mg/kg) intraperitoneally. K, KP and
L groups rats were given corn oil, chlorpyrifos and lycopene by oral gavage for 28
consecutive days. Rat weight gains and fasting blood glucose were measured every
week for 4 weeks. At the end of the study MDA and GSH were assessed in whole
blood. SOD, CAT, GPx, insulin, AKE and NO were determined in plasma. AST,
ALT, glucose, TNF-a and TAK were assessed in serum.

In this study, the treatment of rats with a single dose of STZ (50 mg/kg body
weight) and chlorpyrifos was showed that decreased in plasma insulin level while
fasting blood glucose and serum glucose increased compared to the control group.
Moreover the treatment of rats with a single dose of STZ (50 mg/kg body weight)
and chlorpyrifos was revealed significant increased in MDA while TAK and GSH
levels was decreased with a consistently significant decreased in the activity of
antioxidative enzymes (SOD, CAT, GPx).

Administration of lycopene to rats in D and KP groups was showed that cause
a decreased in glucose level, an increased of insulin concentration but had not effect
on D+KP group. Moreover administration of lycopene to rat in D group was found
that decrease in MDA while TAK and GSH levels was increased with a consistently
increased in the activity of antioxidative enzymes (SOD, CAT, GPx). Also, lycopene
dose that used present study had not a positive effect on KP and D+KP induced
oxidative stres.
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This study suggests that lycopene acts as an safe and efficient choice in helper
to treatment of diabetes and chlorpyrifos induced hyperglycemia and their
complications. Furthermore it concluded that need for further research on utilization
of lycopene at higher doses or in combination with other antioxidants in pesticide
toxication with diabetic human and animals.

Key Words: Diabetes mellitus, hyperglycemia, chlorpyrifos ethyl, lycopene,
oxidative stress
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OZGECMIS

1981 yilinda Tarsus’ta dogdu. Ilk, orta ve lise dgrenimi Tarsus’ta tamamladiktan
sonra 1999 yilinda basladigzt AKU Veteriner Fakiiltesi’nden 2004 yilinda dénem
birincisi olarak mezun oldu. Bir siire 6zel bir sirkette sorumlu miidiir olarak goérev
yaptiktan sonra 23 Eyliil 2005 tarihinde AKU Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dalinda arastrma gorevlisi olarak gorevine basladi. Subat
2007 tarihinde AKU Saglik Bilimleri Enstitiisii biinyesinde ag1lan Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalindaki doktora programma kabul edildi. 4
donem siiren doktora ders agsamasindan hemen sonra Mart 2009°da doktora yeterlilik

siavini gecti.



