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OZET

Bu calismada iilkemiz tariminda siklikla kullanilan pestisitlerden, dichlorvos ve
dinitrocresolun siganlarin karaciger dokusunda hekzokinaz ve laktat dehidrogenaz
enzim aktivitelerine olan etkileri arastirilmistir. Dinitrocresolun 2.8 mgkg ' ve
dichlorvosun 4 mgkg ' dozu sicanlara intraperitonal olarak uygulanmustir. Kontrol
grubuna ise serum fizyolojik enjekte edilmistir. Uygulamadan 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64 ve
72 saat sonra servikal dislokasyon yoluyla dldiiriilen si¢anlarin karaciger dokusunda
enzim aktiviteleri arastirilmistir.

Sonug olarak her iki cinsiyette, dichlorvosun enzim aktivitelerini arttirdigi,
dinitrocresolun ise genel olarak her iki enzim aktivitesini azalttig1 goriilmiistiir. Deney
gruplarint kontrol gruplariyla karsilagtirdigimizda, dichlorvos’un meydana getirdigi
aktivite farkliliginin, dinitrocresole grubundan daha fazla oldugu dikkati ¢ekmistir.

Arastirma sonuclar1 her iki pestisitin de karaciger dokularinda hekzokinaz ve

laktat dehidrogenaz aktivitesini etkiledigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Dichlorvos, Dinitrocresol, Hekzokinaz, Laktat Dehidrogenaz,

Sican, Karaciger, Enzim aktivitesi.



v

ABSTRACT

In this study, the effects of dichlorvos and dinitrocresol which are the common
using pesticides in agriculture of our country, on hexokinase and lactate dehydrogenase
enzymes in liver tissue were investigated. 2.8 mg.kg ™' of dinitrocresol and 4 mg.kg ' of
dichlorvos dose were applied to rats by using intraperitoneally injection. Also, serum
physiologic was injected to control group. Enzyme activities were investigated in liver
tissue of rats which killed by cervical dislocation on 0, 2, 4, 8, 16, 32 and 64 hours after
the application.

Results of this study showed that, dichlorvos increases and dinitrocresol
generally decreases both enzyme activities in both sexes. Comparing the activity
differences of experimental groups with control group, more activity differences call
attention in the dichlorvos applied group than the dinitrocresol group.

In conclusion study results expose that, both pesticides effects hexokinase and

lactate dehydrogenase activities in liver tissue.

Keywords: Dichlorvos, Dinitrocresol, Hexokinase, Lactate Dehydrogenase, Rat,

Liver, Enzyme activity.
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GIRIS

Evsel ve tarimsal pestisit kullanim1 diinyada yaygin sekilde goriilmektedir.
Pestisitlerin genis alanda ve diizensiz kullanimi, buna ek olarak temel hedeflerinden
farkli olarak, biyolojik sistemlerle de iligki halinde bulunmalari, pestisitleri hem insan
hem de hayvan sagligi acisindan tehlikeli hale getirmistir. Pestisitlerin toksik etkileri
metabolizmada, iiremede, gelisimde degisimleri, kanser olusumunu ve ndrotoksiteyi

igerir (Kupfer 1975, Hodgson ve Levi 1996, Peter ve Cherian 2000).

Pestisitlerdeki degisim yiizyillar boyunca devam etmistir. Kiikiirdiin milattan
once 1000 yillarindan itibaren boceklerin yol actifi hastaliklara karsi kullanildig:
bilinmektedir. 16. yiizyilda ise Cinliler insektisit olarak arsenik kullanimini
gelistirmiglerdir. 17. ylizyilda ilk dogal insektisit olan nikotin iiretilmistir. Bu smirh
sayidaki koruyucularin basaris1 diger kimyasal pestisitlerin arastirilma siirecini
hizlandirmistir (Horsfall 1956). 1930’larda sentetik organik pestisitlerin modern ¢agi
baslamistir. Bu gelisimi, diinya ¢apinda artan niifus karsisinda tarimda biiylime ihtiyaci
saglamistir. 1939 yilinda giiglii insektisit diklorodifeniltrikloroetan’in (DDT) basarili
tiretimi saglanmistir ve DDT diinyada en genis alanda kullanilan pestisit olmustur.
Gilintimiizde ise DDT potansiyel karsinogenetik etkisi, hedef boceklerde bagisikliliginin
artmasi ve c¢evrede yaptigr birikim nedeniyle, bircok gelismis {ilke tarafindan
yasaklanmistir. Bununla birlikte DDT hala gelismekte olan {ilkeler tarafindan
kullanilmaktadir. Bu kullanim digerlerine oranla ucuz olmasi, ¢ok etkili olmasi ve
gelismekte olan {ilkelerde yerini alabilecek uygun bir maddenin olmamasindan

kaynaklanmaktadir (Ware 1983).

Organofosfat igerikli kimyasallar 2. Diinya savasindan once kimyasal silah
olarak gelistirilmis olmalarina ragmen, giiniimiizde temel olarak insektisitlerin bir ¢esidi
olarak kullanilmaktadirlar (Akgiir ve ark. 1999). Giinlimiizde, organofosfatli pestisitler,
tiim pestisitler icinde en genis grubu olusturmaktadir. Organofosfatli pestisitlerin 6nemli

bir avantaji, uygulamadan sonra genellikle hizl1 bir sekilde zehirli olmayan maddelere



yikilmasidir. Bu nedenle ¢evrede ve besin zincirinde birikim gostermezler (Cremlyn

1991).

Organofosfat icerikli pestisitler her ne kadar ¢evrede ve besin zincirinde birikim
gostermese de zehirlenmelerde diger pestisit siniflarina gére daha sorumludurlar. Buna
ragmen kullanimlar1 gecen otuz yil iginde 10 katina ¢ikmistir (Rosenstock ve ark. 1991,
Sultatos 1994). Pek cok arastirma organofosfatli pestisitlerin, organikklorlu pestisitler
gibi karbohidrat metabolizmasini etkiledigini ve hiperglisemiye neden oldugunu ileri

stirmektedir ( Hayes ve ark. 1980, Teichert-Kuliszenwska ve ark. 1981, Seifert 2001).

Dichlorvos (2,2-dichlorovinil dimetilfosfat, DDVP) tiim diinyada genis sekilde
kullanilan bir insektisittir. Ticaretinin basladigi 1961 yilindan beri pek ¢ok iilkede genis
bir sekilde kullanilmaktadir Ciftlik hayvanlar1 ve ev hayvanlarinin i¢ veya dis
parazitlerinin kontroliinde, evlerin ve acik alanlarin bécek kontroliinde 6nemli yararlar
saglamaktadir (ATSDR 1997). DDVP’nin diinya ¢apinda yillik satis1 2003 yilinda 40
milyon amerikan dolar1 civarindadir. Tiirkiye’de 2002 y1ili tiikketimi ise 182044 kg (veya
litre) olarak belirlenmis ve bu tiiketim ile tiim insektisit tiiketiminin %38.8’ini

olusturmustur (Delen ve ark. 2005).

Uretimi ve kullanimi yapilan 18 adet farkli dinitrocresol bilesigi bulunmaktadir.
Dinitrocresoller ¢evrede dogal olarak bulunmayan kimyasallardir. Ticari olarak en
onemli dinitrocresol 4,6-dinitro-o-cresol (DNOC)’diir. DNOC sar1 renkte kokusuz bir
bilesiktir ve temel olarak tarim iiriinlerinin korunmasinda insektisit olarak kullanilir.
Antinonnin, Detal, Dinitrol gibi farkli ticari isimleri bulunmaktadir. DNOC 1930’larda
zayiflama ilaci olarak da kullanilmis fakat daha sonra yan etkileri nedeniyle bu sekilde
kullanimi yasaklanmustir. Insanlarin DNOC ile etkilenmesi hava, su ve yiyecekler yolu

ile olabilmektedir (ATSDR 1995).

Bu tez ¢alismasinda DDVP ve DNOC’un karaciger dokusunda glikolitik yolun
anahtar enzimleri olan hekzokinaz ve laktat dehidrogenaz enzimleri iizerine olan etkileri

arastirilmustir.



1. KAYNAK OZETLERI
1.1. Dichlorvos

1.1.1. Dichlorvosun genel ozellikleri

Molekiiler yapist:

CHo ©

\lF! O—CH=CC|
s - 2
CH40

Sekil 1.1. DDVP’nin molekiiler yapisi

Kimyasal formiilii: C4H;Cl,04P
Kimyasal ad1: 2,2-dichlorovinil dimetilfosfat
Fiziksel formu: Amber renginde, aromatik kokulu bir sividir
Molekiil kiitlesi: 220.98 g.mol™"*diir
Kaynama noktasi: 74 °C (1 mmHg basigta)
Erime ve donma noktasi: veri yok
Yogunluk: 1.415 g.ml™ (25 °C)
Sudaki ¢oziintirliik: 10 mg.rnl'1 (20 °C)
Yarilanma omrii: 5 saat (pH 7)
Buhar basinct: 1.2x 107 (20 °C)
Tutusma sinirt: Yanici degildir
Patlama noktasi: >79 °C
Oral LDsy (siganda): Erkek: 80 mg kg™, Disi: 56 mg kg
Dermal LDs, (siganda): Erkek 107 mg.kg™”, Disi: 75 mg.kg™
Intraperitonal LDs (siganda): 15 mg.kg™
(Worthing 1983, Latif ve ark. 1984, Merc 1989, HSDB 1996)

Bir organofosfat pestisiti olan DDVP, 1961 yilindan beri trimetil fosfitin klor ile
tepkimesiyle ticari olarak iiretilmektedir (Melnikov 1971, Hayes 1982) (Sekil 1.1).



DDVP sicakliga dayanmiklidir, fakat sulu c¢ozeltilerinde c¢oziiniirler. Sulu
cozeltilerinde bozulma orani giinde %3, yarilanma 6mrii ise yaklasik 23 giindiir. Alkali
ve yiiksek asit ortamlarda hizla parcalanmaktadir, pH=1’de oda sicakliginda tamamen
parg¢alanmas1 50 dakika slirmektedir. Buhar halinde havaya karigan DDVP, nemli
ortamlarda hizla pargalamr. Ik yikim iiriinlerinin dimetil fosforik asit ve
dikloroasetaldehit oldugu diisiiniilmektedir. Daha sonra havanin etkisiyle oksitlenerek

dikloroasetik asite doniisiir (FAO 1965, WHO 1989).

Nemli havada, toprakta ve suda biyotik ve abiyotik yollarla hizla pargalanirken
ahsap yiizeylerde uzun siire kalabilir. Temel olarak dikloroasetikasit, dimetilfosfat,
dikloroetanol, dikloroasetaldehit (DCA) ve diklorofosforik asit gibi suda ¢oziinebilen
bilesiklere yikilabilir (WHO 1989).

1.1.2. Dichlorvosun kullanim alanlari ve etkileri

Organofosfat pestisitleri diinya capinda en genis sekilde uygulanan toksik
tarimsal pestisitlerdir (Reigart ve Roberts 1999). DDVP pestisit olarak; tarimsal
tiriinlerin saklanmasinda ve yetistirilmesinde (temel olarak seralarda), evlerin, binalarin,
hava tasitlarinin ve dis ortamlarin bocek kontroliinde (s1v1 spreyler, emdirilmis seritler
ve aerosoller olarak) kullanilir. Bunun yaninda DDVP ciftlik hayvanlarinin i¢ ve dis
parazitlerinin kontrolinde (DDVP emdirilmis regine graniilleri seklinde), evcil
hayvanlarin dig parazitlerinin kontroliinde (pire tasmasi) ve 6zellikle balik ¢iftliklerinde

parazit kontroliinde kullanilmaktadir (WHO 1989).

DDVP’nin tarimsal kullanim1 sonucunda besin ya da i¢gme sulari ile DDVP’nin
etkisine maruz kalinma derecesi Onemsiz sayilabilir. Besinlerdeki DDVP atiklar
genellikle diisiik ve iiretim siiresi sirasinda yok edilmeye hazir sekildedir. ingiltere ve
Amerika’da ki toplam diyet caligmalar1 hazir besinlerde ¢ok az DDVP bulundugunu ya
da hi¢ DDVP bulunmadigini ortaya koymustur. Bununla beraber DDVP ile etkilenme
riski dermal emilim ve solunum yolu ile etkilenme sonucunda yiiksek oranda artmaktadir
(WHO 1989). DDVP hizla buharlasir ve solunum yoluyla etkisini gostererek
havalandirilmamis ya da c¢ok az havalandirilmig alanlarda insanlarda zehirlenmelere

neden olur (FAO/UNEP 1992).



DDVP ile etkilenme sonrasinda goriilen rahatsizliklar etkilenmenin ¢esidine bagl
olarak farkli sekillerde ortaya cikabilir. Hava ile DDVP’ye maruz kalindiginda goz ve
solunumda c¢esitli rahatsizliklar ortaya c¢ikabilir. Dermal absorbsiyon sonucunda
etkilenmenin oldugu bolgede, 1sinma ve absorbsiyon sonucu DDVP’nin yayildigi
bolgelerde istemsiz kas kasilmalar1 ortaya c¢ikar. Eger yogun bir sekilde etkilenme
meydana gelmisse kaslarda zayiflama, kasilma, kas segirmeleri ve belki de felg
olusabilir. Solunum kaslarinda felg¢ olusumu 6liime neden olabilir. Kalbin durmasini da
iceren atim diizensizlikleri olusabilir (Hathaway ve ark. 1991). DDVP c¢abuk
buharlagmasi nedeniyle deri, sindirim ve solunum yoluyla kolayca absorbe edilebilir
(Parmeggiani 1983). Bu pestisit karaciger tarafindan hizla inaktive edilir. DDVP’nin
toksik etkilerine maruz kalan kisiler normal kisilere gore karaciger hastaliklarina karsi

daha az toleranshdir (Gosselin 1984).

DDVP birincil toksik etkisini, asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek gosterir.
Enzim inhibisyonu sonucunda kolinerjik reseptor boélgelerinde anormal asetilkolin
birikmesi olusur (Harlin ve Dellinger 1993). Bunun sonucunda tiikiiriik salgisinda artis,
terleme ve goz yasarmasi, kas kasilmalari, g6z bebeginde daralma, kalp ritminde hasar,
kusma, ishal ve merkezi sinir sistemi hasarlari sonucunda bas donmesi, bas agrisi,

halsizlik, kivranma ve koma hali durumlari ortaya ¢ikar.

Modak ve ark. (1975) ¢alismalarinda DDVP uygulamasindan 15 dakika sonra
beyinde kolin miktarinda artis oldugunu kaydetmistir. Bununla birlikte uygulamadan 3
saat sonra kolin igeriginde azalma meydana gelmis ve 24 saat sonra kolin igerigi normal

seviyesine donmiistir.

Teichert-Kuliszenwska ve ark. (1976), DDVP’nin si¢anlarin beyin kolinerjik
degerlerine akut ve kronik etkilerini calismislardir. Arastirma sonucunda, DDVP’nin
oral LDsy dozunun si¢anlara uygulanmasindan 1 saat sonra beyin asetilkolinesteraz
aktivitesini %70 oraninda azalttigin1 goérmiislerdir. LDsy dozunun %35’inin 14 giin siire

ile uygulanmasi sonucunda ise %45°lik bir aktivite kayb1 gozlenmistir.



Boyer ve ark.(1976), insan deneklere 21 giin boyunca giinde ii¢ kere yemekle
birlikte 0.9 mg DDVP uygulamis ve kolinesteraz aktivitelerini aragtirmislardir. Plazma
asetilkolinesteraz aktivitesi haricinde diger degerlerde herhangi bir degisim
gbzlenmemistir. Plazma kolinesteraz aktivitesinde ise %64 oraninda anlamli bir azalma
meydana gelmistir. Plazma kolinesteraz aktivitesinin yerine gelme periyodunun yari

Omrii ise 13.7 giin olarak bulunmustur.

Gajewski (1980), bazi1 organofosfat bilesikleri ile tekrarlanan zehirlenmeler
sonrasinda g¢esitli karaciger hiicre fraksiyonlarinda asetilkolinesteraz aktivitesini
arastirmigtir. Yapilan caligmada ortalama 6 yasinda ve 150 gr agirligindaki disi Wistar
sicanlarina 28 giin boyunca subkutan olarak 1/10 LDsy dozunda organofosfatli bilesikler
(DFP, DDVP, Chlorfeninphos, [PO-62, IPO-63 ve Phospholine) verilmistir. 28. glinde
hayvanlar oOldiiriilmiis, karaciger homojenati ve karaciger hiicrelerinin mikrozomal,
mitokondriyal ve ¢oOzlniir boliimlerinde asetilkolinesteraz aktivitesi arasgtirilmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda asetilkolinesteraz aktivitesinde; karaciger
homojenatinda %49.7 (DFP) ve %75.6 (IPO-63), mikrozomal boliimde %33.0 (DFP) ve
%63.8 (IPO-63), mitokondriyal bdliimde %45.5 (DFP) ve %72.9 (IPO-63), ¢ziiniir
boliimde %52.8 (DFP) ve %80.5 (DDVP) oraninda aktivite kayiplar1 bulunmustur.

Rath ve Misra (1981), bir balik tiirii olan Tilapia mossambica’da beyin ve
karaciger asetilkolinesteraz aktivitesi iizerine DDVP’nin etkisini arastirmiglardir.
Calisma sonucunda DDVP uygulanan grupta asetilkolinesteraz aktivitesinin beyin ve
karacigerde anlamli sekilde azaldigi goriilmiistiir. Bununla birlikte arastiricilar bu
azalmalarin DDVP’nin dozu ve uygulama siiresi ile ters oranti gosterdigini ortaya
koymuslardir. Ayni ¢aligmada dikkat ¢eken diger 6nemli bir noktada DDVP uygulanan

baliklarin yasi kiiclildiikce uygulama sonrasi iyilesme zamanlarinin azalmasidir.

Khaan ve ark. (1988) calismalarinda, DDVP’nin in-vivo ve in-vitro da kan
kolinesteraz degerlerine etkisini aragtirmislardir. Arastiricilar doza ve zamana baglh
olarak eritrosit asetilkolinesteraz ve plazma kolinesteraz aktivitesini 6l¢miislerdir. In-
vitro ¢alismada DDVP derisiminin %50 oraninda arttirilmasi  ile enzim

aktivasyonlarinda azalma meydana gelmistir. DDVP igeren spreylerin sigirlara perkutan



olarak uygulanmasi sonucunda in-vivo olarak da plazma kolinesteraz ve eritrosit

asetilkolinesteraz aktivitelerinde azalma oldugu gézlenmistir.

Yapilan bir diger ¢alismada arastiricilar kdpeklere 52 hafta boyunca i¢inde 0, 0.1,
1.0 ve 3.0 mgkg' dozunda DDVP bulunan kapsiilleri uygulamislardir. Calisma
sonucunda 0.1 mgkg' dozu uygulanan disi ve erkek kopeklerde 2. haftada plazma
kolinesteraz aktivitesinin sirastyla %21.1 ve %27.5 oraminda diistiigii, 1.0 mg.kg" doz
uygulanan kopeklerde bu diisiisiin sirasiyla 9%39.1-59.2 ve %41-56.7 oranlarinda
oldugunu bulunmustur. 3.0 mgkg' dozunda DDVP uygulanan grupta ise plazma
kolinesteraz aktivitesinin erkek kopeklerde %65.1-74.3, disi kopeklerde ise %61.1-74.2
oraninda diistiigli gorlilmiistiir. Yine ayn1 ¢alismada beyin kolinesteraz aktivitesinin
DDVP uygulanan gruplarda erkek kopeklerde 1.0 ve 3.0 mgkg™ dozlarinda sirasiyla
%22 ve %47 oraninda azaldig1 gorilmiistiir (AMVAC Chemical Corp. 1990).

Raina ve ark. 1990a yilinda, DDVP’nin bufalolarda bazi1 serum degerlerine olan
etkisini arastirmiglardir. Caligsma sirasinda hayvanlara 28 giin boyunca DDVP’nin farkli
iki dozu uygulamistir (4 ve 8 mgkg™'). Sonugta DDVP’nin kan esterazlarmi hem
zamana hem de doza baglh olarak inaktive ettigi gézlenmistir. Plazma kolinesteraz ve
karboksilesteraz degerlerinde en fazla inhibisyon 28. giinde goriilmiistiir (Sirasiyla
%87-94, %51-67). Bunun yaninda kan glukoz ve toplam protein degerlerinde de bir
artts meydana gelmis, fakat bu degerler DDVP uygulamas: kesildikten 7 giin sonra
normal seviyelerine gerilemistir. Ayni arastiricilar yaptiklart diger (1990b) bir
calismada %1 ve %2 derisimlerinde DDVP’yi bufalolara piiskiirtme yontemiyle 28 giin
boyunca giinliik olarak uygulamislardir. %1’lik uygulamalar sonucunda 4. hafta
boyunca zehirlenmenin klinik belirtileri gortilmistiir. %2’lik uygulama sonucunda ise
hayvanlarin iicte birinde 6liim gozlenmistir. Her iki derisimde de DDVP uygulamasi
sonucunda eritrosit kolinesteraz (%15-21), plazma kolinesteraz (%17-20) ve serum
karboksilesteraz (%5-10) degerlerinde {i¢ giin icinde inaktivasyon ortaya c¢ikmistir.
Deney periyodunun sonunda giinlik olarak uygulanan DDVP sonucunda
parametrelerdeki inhibisyon en iist seviyesine ¢ikmis ve inhibisyon degerleri eritrosit
kolinesterazinda ~ %80-89, plazma  kolinesterazinda  %81-91  ve  serum

karboksilesterazinda %33-54 oraninda gergeklesmistir. Bunun yaninda her iki derigimde



uygulama sonucunda serum aspartat amino transferaz, asit fosfataz ve alkalin fosfataz
degerleri ylikselmistir. Son DDVP uygulamasindan 14 giin sonra tiim degerler normal

seviyelerine donmiistiir.

ACGIH nin (1991) bildirdigine gore goniillii insan denekleri 14 giin boyunca
solunum yoluyla giinde 10 saat/saatte 30 dakika olmak iizere 0.14-0.33 mg.m” dozunda
DDVP ile etkilenmisler, bunun sonucunda kolinesteraz aktivitesi yada gérmede
herhangi bir degisim goézlenmemistir. Bunun yaninda derisim 1 mg.m'ye cikarildigina

goniilli deneklerin kolinesteraz aktivitesinde %20-25 azalma meydana gelmistir.

Hathaway ve ark. (1991) ¢alismalarinda yilin bir bsliimiinde ortalama 0.7 mgm”
dozunda DDVP ile etkilenen 30 tarim is¢isinde alyuvar ve plazma kolinesteraz
aktivitesini arastirmiglardir. Calisma sonucunda alyuvar ve plazma kolinesteraz

aktivitesinde sirastyla %35 ve %60 oraninda diisiis meydana geldigi goriilmiistiir.

Harlin ve Dellinger (1993) kedilerde DDVP ile yaptiklart ¢alismada DDVP
uygulamasindan once alinan degerlerle karsilastirildiginda kan kolinesteraz aktivitesinin
%16.8, eritrosit kolinesteraz aktivitesinin %33 ve plazma kolinesteraz aktivitesinin %19
oraninda distiiglini bulmuglardir. Ayni1 ¢alismada beyin ve retinal kolinesteraz

aktivitesinde de ortalama %44 oraninda azalma goriilmiistiir.

Kaltner ve ark. 1993 yilindaki calismalarinda DDVP’nin japon bildircini
embriyolarinda  kolinesteraz  aktivitelerine ve embriyo gelisimine etkisini
arastirmiglardir. Calismada ilk olarak embriyolarda bu enzimin yumurta sarisi ve
embriyonik sivida bulundugu, fakat yumurta beyazi igerisinde bulunmadigi
belirlenmistir Embriyoda temel olarak asetilkolinesteraz enzimi bulunmus, bunun
yaninda yumurta sarist ve subembriyonik sivida biitirilkolinesteraz enzimi de
bulunmustur. Calisma sonuclarina bakildiginda her iki enziminde DDVP ile inhibe
oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte embriyonik enzim aktivitesi 8 saat i¢cinde normal
seviyesine geri donerken subembriyonik enzim aktivitesi 72 saat sonra

yenilenebilmistir.  Arastiricilar  enzim  inhibisyonunun, gelisimde yavaslama,



subembriyonik sivida, aminoasit ve glukoz depolanmasinda azalma ve sonucta

embriyonun 6liimiine neden olan olaylarin baglaticisi olabilecegini ileri stirmiislerdir.

McHenery ve ark. 1996 yilinda 50 pg.l' dozunda DDVP ile etkilenen istakoz
larvalarinda asetilkolinesteraz aktivitesinin hem 1 hem de 6 saatlik deney saatlerinde

azaldiginm gostermislerdir.

Hinz ve ark. (1996) calismalarinda oral DDVP uygulamasinin sican beyin ve kan
kolinesteraz aktivitelerine etkilerini aragtirmiglardir. Calismada 3 aylik siganlara 10
mg.kg" dozunda DDVP uygulanmis ve uygulamadan sonra kolinesteraz inhibisyonun
beyinde 15-45 dakika eritrosit ve plazmada ise 10-30 dakika sonra en ileri seviyeye
ulastigi gozlenmistir. Beyin ve eritrositlerde kolinesteraz aktivitesi en ileri
inhibisyondan hemen sonra hizla kendine gelmis fakat aradan 24 saat gegmesine
ragmen kontrol degerlerine ulasamamistir. Plazma kolinesteraz aktivitesi ise bunlarin

tersine DDVP uygulanmasindan 12 saat sonra kontrol degerlerine ulasmistir.

Sarin ve Gill (1997), kronik DDVP etkisi sonucunda yetiskin si¢anlarda
biyokimyasal ve davranissal bozukluklari incelemislerdir. Yapilan ¢aligmada sicanlar
sekiz hafta boyunca 6 mgkg”' dozunda DDVP ile etkilenmislerdir. Arastiricilar,
asetilkolinesteraz aktivitesinin DDVP ile etkilenmenin ardindan o6nemli derecede

azaldigini ileri stirmiislerdir.

Parveen ve Kumar 2001 yilinda gergeklestirdikleri calismalarinda DDVP’nin
sicanlari kalp kasinda histolojik etkilerini arastirmislardir. iki subletal doz olan 1 ve 3
mgkg' dozlari uygulandiginda sinu-atriyal, atrio-ventrikiiler diigiimler ve his
demetlerinde ©Onemli histopatolojik degisimler gozlenmistir. Yine bu dozda kalp
kaslarinda bulunan asetilkolinesteraz enzim aktivitesinde dnemli bir azalma meydana
gelmistir. Arastiricilar dozun artmasina paralel olarak aktivite kaybinin artigini ve

DDVP’nin kalp i¢in gii¢lii bir asetilkolinesteraz inhibitorii oldugunu vurgulamislardir.

Varo ve ark. (2003), DDVP’nin Avrupa deniz levreklerinde kolinesteraz (ChE)

aktivitesine in-vitro ve in-vivo etkilerini aragtirmislardir. Calismanin ilk agamasinda
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ChE karakterizasyonunu ve etkilenmemis baliklarda kolinesterazin normal degerlerini
bulmuslardir. Kas ve beyinde yapilan Olglimler igin asetiltiyokolin iyodidi substrat
olarak se¢mislerdir. Arastiricilar calisma sonucunda hem in-vitro hem de in-vivo
uygulamalarda DDVP’nin asetilkolinesteraz aktivitesini 6nemli derecede azalttigini

gostermislerdir.

Lucic ve ark. 2002 yilinda DDVP’nin sicanlarda butirilkolinesteraz aktivitesi
tizerine etkilerini ve bu etkilerin lipit ve lipoprotein metabolizmasi agisindan sonuglarini
arastirmuglardir. Deneylerde her iki cinsiyetten siganlara 8 mgkg' viicut agirhg
dozunda DDVP tek ve coklu dozlar seklinde verilmistir. Butirilkolinesteraz aktivitesi,
plazma, karaciger ve yag dokularinda incelenmistir. Calisma sonunda erkek ve disi
sicanlarda DDVP’nin plazma butirilkolinesteraz aktivitesini 6nemli derecede azalttig1
(%40-60) bunun yaninda trigliserit (%60-600) ve toplam kolesterol miktarlarini (%35-
70) onemli derecede arttirdig1 goriilmiistiir. Arastiricilar butirilkolinesteraz aktivitesinin

lipit ve lipoprotein metabolizmasinda rol oynayabilecegi hipotezini desteklemislerdir.

DDVP viicuda giren ksenobiyotiklerin etkisiz hale getirilmesinde dnemli bir rol
oynayan antioksidant sistemi de etkilemektedir. Bu etkinin temel nedeni ise DDVP’nin
detoksifikasyonunun antioksidant sistemde oOnemli bir enzim olan glutayon S-

transferaz’a bagimli olarak yapilmasidir (Wright ve ark. 1979).

Julka ve ark. 1992 yilindaki calismalarinda 5 mgkg”' dozunda DDVP ile
etkilenen sicanlarda merkezi sinir sisteminin farkli bolgelerinde lipit peroksidasyon ve
antioksidant savunma sisteminde ki degisimleri incelemislerdir. Calisma sonucunda
stiperoksit dismutaz ve katalaz enzimlerinin aktivitesinde artis gozlenirken, lipit
peroksidasyon aktivitesinde bir azalma meydana gelmistir. DDVP etkilenmesi ayni

zamanda glutatyon peroksidaz aktivitesinde de dnemli bir azalmaya neden olmustur.

Organofosfat igerikli bilesikler kolinesterazlari geri doniisiimsiiz olarak inhibe
etmektedir. Buna ek olarak muskuronik, nikotinik ve merkezi sinir sistemine etkileri
nedeniyle bazi organofosfatli insektisitler eritrositlerde lipit peroksidasyonu ve

stiperoksit dizmutaz ile katalaz enzim seviyelerini arttirarak oksidatif strese neden
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olabilirler. Cankayal1 ve ark. 2005 yilinda yaptiklar1 calismada bir antioksidant olan N-
asetilsistein  (NAC)’in organofosfat zehirlenmelerine etkilerini arastirmiglardir.
Calismada siganlara 70 mg.kg" dozunda DDVP intraperitonal olarak uygulanmustir.
Daha sonra siganlar iki gruba ayrilmis, birinci gruba %0,9’luk NaCl verilirken, ikinci
gruba 150 mg.kg' dozunda NAC intravendz olarak uygulanmustir. Kan 6rneklerinde
yapilan arastirma sonucunda birinci grupta siliperoksit dismutaz ve malondialdehit
seviyeleri anlamli derecede artarken, ikinci grupta anlamli bir farklilik olmadig:

goriilmiistiir.

Hai ve arkadaglar1 (1997), DDVP’nin balik dokularinda antioksidan sistemler
tizerine etkilerini arastirmislardir. Arastiricilar ¢alismalarinda sazan (Cyprinus carpio)
ve kedi baligim1 (Ictalurus nebulosus) kullanmis ve bu hayvanlarin dokularinda
siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz aktivitelerini arastirmislar ve
DDVP’nin calisilan parametrelerin oksidatif stresi olusturacak sekilde degistirdigini

ortaya koymuslardir.

Yarsan ve Cakir 2006 yilindaki ¢aligmalarinda subakut ve subkronik DDVP
uygulamalariin farelerde lipit peroksidasyonuna etkilerini arastirmiglardir. Calismada
Swiss Albino erkek farelerine igme suyu ile birlikte 10, 20 ve 40 mg.kg" olmak iizere
tic dozda DDVP uygulanmustir. Lipit peroksidasyon plazma malondialdehit, eritrosit
siiperoksit dismutaz ve katalaz aktiviteleri belirlenerek saptanmistir. Analizlerin
yapilacagi kan oOrnekleri 15 ve 45. giinde toplanmistir. Sonuglar malondialdehit
seviyesinin DDVP ile etkilenen gruplarda arttigini gdstermistir. DDVP ile etkilenen
gruplarda hem subakut hem de subkronik periyotta eritrositlerdeki katalaz aktivitesi
azalmistir. Subakut ve subkronik periyotlar birbirleri ile karsilastirildiginda siiperoksit

dismutaz ve katalaz aktivitesinin subkronik periyotta daha fazla ytikseldigi goriilmistiir.

Gromov ve ark. (1993), DDVP ve deltametrinin disi sicanlarda hafiza
mekanizmasina ve antioksidant enzimler olan siiperoksit dismutaz ile katalaz
aktivitelerine olan etkilerini ¢alismislardir. Pestisitlerin hayvanlara uygulanmasindan 3

saat sonra siiperoksit dismutaz aktivitesinin deltametrin ile %25, DDVP ile %21
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oraninda azaldigin1 bulmuslardir. Kan 6rneklerinde ise siiperoksit dismutaz ve katalaz

aktivitesinde anlamli bir degisiklik saptanmamaistir.

Tiliice ve Celik (2002), deltamethrin, pyrazophos, chlorpyrifos-metil,
dimethoat, metamidophos, DDVP, diazinon, captan ve malathion pestisitlerinin in-
vitroda insan ve sigir karbonikanhidraz enzimi iizerine etkilerini arastirmislardir.
DDVP’nin da dahil oldugu tiim kimyasallar enzim aktivitelerinde azalmaya neden
olmustur. Aktivite kayiplarina bakildiginda insan ve sigir karbonikanhidraz enzimini en
fazla inhibe eden kimyasalin deltamethrin oldugu, insanda en az inhibisyonun
metamidophos, sigirda en az inhibisyonun DDVP uygulanmasinda ortaya ¢iktigi

goriilmiistiir.

Singh ve ark. (2006), DDVP’nin da i¢inde bulundugu organofosfatli pestisitlerin
eritrosit antioksidant enzimlerine etkilerini arastirmislardir. Eritrositlerin organofosfat
pestisitlerle etkilenmesi soncunda eritrosit glikoz 6-fosfat dehidrogenaz aktivitesinin
azaldigini, bununla beraber glutatyon S-transferaz ve glutatyon rediiktaz aktivitelerinin
artigint bulmuslardir. Membrana bagimli enzimlerden asetilkolinesteraz, Na-K-ATPaz
ve Ca-ATPaz aktivitelerinde azaldigr goriilmistiir. Bu enzim aktivitelerindeki
degisimler ve glutatyon seviyesinde olusan azalma ile arastiricilar organofosfath

pestisitlerin eritrositlerde oksidatif stres yaratti§ini 6ne siirmiislerdir.

Dunier ve ark. (1991) calismalarinda DDVP’nin in-vitro kosullarda lenfosit
olusumuna ve fagositoza olan etkilerini arastirmiglardir. Sazan baliklarinin
pronefrozlarindan alinan hiicrelere trichlorfon ya da DDVP uygulanmis bunun
sonucunda da doza bagli olarak lenfosit olusumunda ve miyeloid hiicrelerin

aktivitelerinde bir azalma gozlenmistir.

Wozniak ve Grabarczyk (1992), DDVP’nin in-vitro kosullarda eritrositler
tizerine olan etkisini aragtirmiglardir. 100 puM DDVP uygulanan eritrositlerde,
uygulamanin iizerinden 24 saat gectikten sonra yapilan incelemede methemoglobin ve
denatiire hemoglobin seviyelerinde artis ile birlikte glutatyon seviyesinde onemli bir

azalma gozlemislerdir.
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Podstawka 1994 yilindaki ¢calismasinda DDVP ile in-vitro etkilenme sonucunda
insan notrofil hiicrelerinin fagositik aktivitesi ve bakterisidal fonksiyonlarindaki
degisimleri arastirmistir. 70 ve 100 uM dozlarinda DDVP, 1 ve 2 saatlik inkibasyon
stireleriyle uygulanmistir. Caligma sonunda her iki dozda ve her iki saatte de fagositik
olmayan notrofil seviyesinin kontrol grubuyla benzer olarak kaldigi goriilmiistiir.
Bakterisidal aktiviteye bakildiginda ise 1 saatlik inkibasyon siiresinde her iki derisimde
de bir degisiklik gozlenmemis 2 saatlik siire sonucunda her iki derisimde de DDVP’nin

anlamli bir azalmaya yol actig1 bulunmustur.

1.1.3. Kinetigi ve metabolizmasi

DDVP sivilarda ¢oziinebilen kiiciik bir molekiil oldugu i¢in; akciger, sindirim
kanali ya da deri yoluyla kolaylikla pasif diflizyon ile absorbe edilebilir. DDVP’nin
pulmonar absorbsiyonu ile 1ilgili olduk¢a az bilgi bulunmaktadir. DDVP o6zellikle
karaciger ve serumda bulunan doku esterazlari tarafindan hizla yikilir. Laws 1966
yilinda DDVP’nin oral alimindan sonra birincil olarak hepatik portal vene katildigin1 ve

ilk metabolizmasinin karacigerde gergeklestigini ortaya koymustur.

DDVP hizli metabolize oldugu i¢in dokulara dagilimi hakkinda bilgi sahibi
olmak oldukca giictiir (ATSDR 1997). Garcia-Repetto ve ark. (1995) oral etkilenme
sonrast DDVP’nin tokso kinetigini merkezi ve cevresel olmak {lizere iki boliime
ayirmiglardir. Merkezi kisimda kan, cevresel kisimda ise karaciger, yag ve kas
dokularindan olusmaktadir. DDVP oral alinimindan sonra karacigerde metabolize edilir.
*P-DDVP’nin oral yolla alimdan bir saat sonra karaciger, bobrekler, mide ve
bagirsaklarda maksimum radyoaktivite bulunmustur. Kemikte ise inorganik fosfatin
organizmanin fosfat havuzuna girmesine paralel olarak artis yavas sekilde olmaktadir.
Domuzlara oral yolla, '*C ile isaretlenmis DDVP verildiginde, tim dokularda
radyoaktivite gozlenir Ancak bu radyoaktivite iki giin sonunda karacigerde en yiiksek

seviyesine ulasirken beyinde en diisiik seviyededir.

DDVP temel olarak karacigerde iki metabolik yol kullanilarak metabolize

edilir. Bir tanesinin sonucunda glutatyon bagimli olarak desmetildichlorvos olusurken,
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digerinin  sonucunda  dimetilfosfat ve  dikloroasetaldehit (DCA) olusur.
Desmetildichlorvos, metiloksijen-fosfat baginin hidrolizi sonucunda olugmaktadir ve
bundan sonra monometilfosfat ve dimetilfosfata yikilmaktadir (Casida ve ark. 1962,
Hodgson ve Casida 1962, Bradway ve ark. 1977). S-metil-glutatyon, desmetildichlorvos
ile birlikte olusmaktadir ve metilmerkaptiirik asite yikilarak idrarla birlikte atilir.
DDVP’nin vinil kismiin metabolizmasi dichloroethanol glukuronid ve hippiirik asit,
iire, karbondioksit ve diger biyokimyasal molekiiller olmak iizere iki yol {izerinden
gerceklesmektedir (Sekil 1.2). Her iki yolun da insanda gergeklestigi bu metabolitlerin
idrarda bulunmasi ile gosterilmistir (Hutson ve Hoadley 1972a). Laboratuar
hayvanlarinda radyoaktivite ¢alismalari ile DDVP’nin vinil karbon atomunun dokularda
glisin, serin ve diger dogal viicut bilesenlerinin yapisina katildigi gosterilmistir. Fosfor
iceriginin viicuttan uzaklastirilmasinda temel metabolik yol idrar ile olmaktadir bu
yolda hava ile uzaklastirma daha az Onemlidir. Bununla birlikte vinil, temel olarak
havayla uzaklastirilirken idrar daha az 6neme sahiptir (Hutson ve ark. 1971, Page ve
ark. 1971, Hutson ve Hoadley 1972b, Loeffler ve ark. 1976). DDVP’nin ya da
potansiyel toksik metabolitlerinin viicutta birikmesi ile ilgili herhangi bir kanit

bulunmamaktadir.

DDVP metabolizmasinin hizi, taze karaciger dokusu kullanilarak yapilan in-
vitro ¢aligmalarda gosterilmistir. 1 mg DDVP ile 1 g karaciger dokusunun
karistirilmasindan 10 dakika sonra DDVP’nin %50’si, 123 dakika sonra ise sadece
%0.4’1 kalmistir (Majewski ve ark. 1979). Bununla birlikte DDVP sadece karacigerde
metabolize olmamaktadir. **P-DDVP ile yapilan ¢alismalarda akciger, bobrek ve dalak
dokularinda da DDVP’nin temel olarak dimetilosfata metabolize oldugu goriilmiistiir.
50 mg.l' dozunda DDVP ile etkilenen sicanlarin bobrek dokusunda DDVP’nin
yarilanma omrii 13.5 dakika olarak bulunmustur (Gallo 1991). Blair ve ark. 1975
yilinda yaptiklari ¢alismada 5 pmol.I’ DDVP’nin sigan, tavsan ve insan kaminda
yartlanma omriinii sirastyla 12-30 dakika, 2 dakika ve 10 dakika olarak bulmuslardir.
Genellikle farkli tiirlerdeki DDVP metabolizmasi benzer sekilde gerceklesmektedir ve
bulunan farkliliklar metabolitlerin cinsinden ¢ok, olusan metabolitlerin oranlar1 ile

iliskilidir.
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Sekil 1.2. DDVP’nin metabolizmasi1 (WHO 1989).

1.1.4. Cevreye yayilmasi ve yikilmasi

DDVP taginmasi ve kullanilmasi sirasinda hava, su ve topraga karigabilir. DDVP
ozellikle arazide kullanimi sirasinda dogaya karisabilmektedir. DDVP ayni zamanda
taginmast sirasinda meydana gelen kazalar sirasinda ya da kullanilmis bos siselerin
dogaya atilmasi ile de ¢evreye bulagabilir. DDVP iiretim ya da hazirlanma asamalarinda

havaya karisabilecegi gibi pestisit olarak kullanimi sirasinda da havaya karisabilir.

20 °C’de buhar basmcimin 1.2x10? mmHg olmasi nedeniyle, diisiik nem
bulunmasi durumunda binalarda yada tarim alanlarinda kullanilan DDVP’nin biiyiik bir

kismi buharlasarak havaya karigsabilmektedir (ATSDR 1997). DDVP atmosferde direkt
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olarak fotoliz ile parcalanmamaktadir (Gore ve ark. 1971). Havada ilk olarak havanin
buhartyla kirilabilir ve DDVP’nin atmosferdeki temel yikim yolu buhar fazinin
fotokimyasallar ile tepkimeye girmesiyle gerceklesebilir. Yiiksek sicaklik ve yiiksek
nemlilik ortamlarinda DDVP yiiksek bir hizla yikilir. Seralarda ve besin saklama
alanlarinda yapilan deneylerde uygulanan DDVP’nin %90’min 3-6 saat icinde
kayboldugu goriilmiistiir. DDVP’nin yikilmasiyla dimetil fosfat ve dikloroasetalehit
olarak adlandirilan iki kimyasal olugsmaktadir. Olusan bu kimyasallar DDVP’den daha
az zararhdir ve bu metabolitlerin insanda saglik acisindan etkisi oldugu
diistiniilmemektedir. DDVP’nin atmosferdeki yarilanma Omrii 2 giinden az olarak

hesaplanmistir (Howard 1991, Kelly ve ark. 1994).

DDVP havadan yagmur yoluyla da uzaklasabilir. DDVP, {iretimi sirasinda
olusan atik sularin ¢evreye birakilmasi ve gesitli sekillerde kullanimi1 sonucunda, yiizey
sularina bulasabilmektedir. DDVP’nin 6zellikle balik ¢iftliklerinde baliklarin dis
parazitlerine kars1 kullanimi da suya bulagmasini saglayan bir diger etmendir. Dokiilme
ya da diger kazasal durumlarda DDVP’nin suya karigmasimi saglayabilir (ATSDR
1997). DDVP gol ya da nehirlere karigirsa, su iginde ¢oziiniir. Céziinen DDVP’nin bir
kismi buhar yoluyla havaya karigabilirken biiyiik bir kismi suyla karistiginda temel
olarak hidroliz ile yikilmaktadir. DDVP’nin sudaki yarilanma omrii pH ve sicakliga
bagli olarak oldukca degiskenlik gosterebilir (Faust ve Suffet 1966, Lamoreaux ve
Newland 1978, Latif ve ark. 1984, Lartiges ve Garrigues 1995).

DDVP topraga baglanamaz, DDVP havaya ve suya oranla toprakta daha yavas
yikilmaktadir. Laboratuar ¢alismalarinda 200 ppm dozunda DDVP uygulanan toprakta
3 giin sonra uygulanan DDVP’nin sadece %37’sinin kaldig1 goriilmiistiir. DDVP
kontrolsiiz kullanimi, dokiilmesi ya da farkli formiillerinin atik olarak topraga
gomiilmesi ile topraga karigabilir (ATSDR 1997). DDVP kuru ve asidik topraklarda
uzun siire kalabilmektedir. Toprakta bulunan bakteriler ve diger mikroorganizmalarda
toprakta DDVP’nin yikilmasina yardimci olmaktadir. Topraga birakilan DDVP’nin
yikimmin %701 hidroliz ve diger biyolojik olmayan yollarla gerceklesmektedir
bakteriyel yikim ise %30 oraninda kalmaktadir (Lamoreaux ve Newland 1978). Menzie

1972 yilinda DDVP’nin topraktaki yarilanma émriiniin 17 giin oldugunu gostermistir.



17

1.2. Dinitrocresol

1.2.1. Dinitrocresol’un genel ozellikleri
Molekiil yapist:
OH

Hal Mg

Moo

Sekil 1.3. Dinitrocresolun kimyasal yapist (WHO 2000).

Kimyasal formiilii : CsHgN,Os5

Kimyasal ad1 : 4,6-dinitro-ortho-cresol
Fiziksel formu : Sar1 renkli kristal, kat1
Molekiil kiitlesi : 198,13 gr.mol™

Kaynama noktasi :312°C

Erime ve Donma noktasi : 88,2-89.,8 °C

Yogunluk :1.58 g.ml™ (20°C)

Sudaki ¢oziiniirlik £ 6.94 gr.lt” (20°C ve pH:7’de)
Buhar basinct : 1.6 X107 (25°C)

Tutusma sinir1 : 400 °C’nin altinda kendiliginden yanmaz.
Patlama noktasi : Bilgi yoktur.

Oral LDs (sicanda) 125 mg.kg'1

Dermal LDs (siganda) : 200 mg.kg”

Intraperitonal LDs, (siganda) :29 mg kg

(Jongerius ve Jongeneelen 1991, Hope ve ark. 1995, Howarth ve ark. 1995, Tomlin
1997).

DNOC, o-cresol’un doymus siilfiirik asitle 80-100 °C’ de tepkimeye girmesi ve
daha sonra nitrik asit- asetik asit yada nitrik asit-siilfiirik asit karigimlari ile nitritlenmesi

sonucunda olusur (Harvey 1953).
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1.2.2. Dinitrocresol’un kullanim alanlari ve etKileri

Dinitrocresol  (4,6-dinitro-ortho-cresol, DNOC) ilk sentetik organik
pestisitlerden birisidir. DNOC kullanimu ilk olarak 1890’lerde Tussock giive tirtillarinin
kontrolii i¢in gelistirilmesiyle baslamistir. 1932 yilinda ise herbisit ozellikleri
kesfedilmis ve tarimsal alanlarda genis yaprakli yabani bitkilerin kontroliinde
kullanilmaya baslanmistir. Giinlimiizde ise birgok iilkede, meyve bahgelerinde akarisit,
larvasit ve ovisit olarak zararli boceklerin uyku formlarma karst kis boyunca
kullanilmaktadir. Tarimda ayrica patates ve baklagil tohumlarinin hasattan Once
kurutulmasi iglemi i¢in de kullanilmaktadir. DNOC 1930’lu yillarda hap seklinde kilo
kaybetmek amaciyla kullanilmig fakat daha sonra bu sekilde ki kullanimi1 yasaklanmistir
(ATSDR 1995, WHO 2000, Hollingworth 2001). DNOC ayrica plastik endiistrisinde
stiren ve vinil aromatik Dbilesiklerin polimerizasyon inhibitoérii olarak da

kullanilmaktadir (Hawley 1981, US EPA 1988).

DNOC’un pestisit olarak kullanimi, zararl etkileri g6z oniine alinarak azaltilmis
hatta baz1 lilkelerde yasaklanmistir. Gelismekte olan {ilkelerde ise halen Onemli
miktarlarda DNOC stok edilmekte ve kullanilmaktadir. Zambiya’da 14 tondan fazla
DNOC depolarda bulunmaktadir (GTZ 1997). Kanada’da ise yillik DNOC tiiketimi
100-1000 ton arasindadir (Environment Canada 2001). Tiirkiye’de DNOC tiiketimine
bakildiginda 2002 yilinda 60646 kg (veya litre) oldugu saptanmistir (Delen ve ark.
2005). DNOC’un kullanimiin devam ettigi iilkelerde, tiiketiminin hemen hemen ayn

oranlarda oldugu tahmin edilmektedir (WHO 2000).

Genelde insanlar DNOC’u, DNOC bulagsmis meyvelerin yenmesi ya da sularin
icilmesi ile agiz yoluyla alirlar. Bununla beraber insanlar DNOC’un pestisit olarak
uygulanmas1 esnasinda solunum yoluyla da etkilenebilirler. Ayrica DNOC yapildig1 ya
da kullanildig1 calisma yerlerinde deri ve solunum yoluyla insanlar etkileyebilmektedir.

DNOC bulastig1 yerlere dokunulmasi sonucunda deri yoluyla da viicuda girebilmektedir

(WHO 2000).

DNOC’un etkileri, solunmasi, deri temasi ve yutulmasi sonrasinda ortaya

cikabilir. DNOC, bazal metabolizma hizini, nabiz ve kalp atisini arttirir ve asiri
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terlemeyle birlikte yiiksek ates durumunu ortaya ¢ikarir. Bu etkilerin yaninda DNOC,
solunum zorlugu, bas agrisi, uykusuzluk, bas donmesi ve kilo kaybina da neden olur.
DNOC, goz ve deride sararmalara yol acar, mide, bobrek ve karacigerde hasarlara
neden olur. Uzun dénem DNOC ile temas eden kisilerde gozde katarakt ve deride

isilikler meydana gelir (WHO 2000).

DNOC viicuda girdikten sonra birincil etkisini metabolizma {izerinde
gostermektedir. DNOC’un metabolizma hizin1 arttirmasindaki ilk  basamak
fosforilasyonu engellemesinden kaynaklanmaktadir. FElektron tasima sistemi ve
fosforilasyon birbirine ¢ok siki sekilde baglidir ve hiicrede enerji olusumu i¢in bu
baglilik dnemli bir rol oynar. DNOC, oksidasyonu, solunumun fosforilasyon zincirinden
ayirarak elektron transferini engeller. Bunun sonucunda ADP’nin ATP’ye doniisiimii
engellenmis olur. Dolayisiyla hiicreler i¢in gerekli olan ATP ihtiyac1 karsilanmamig
olur. Kalp kas1 gibi kritik organlarda ATP eksikligi nedeniyle fonksiyon kaybi goriiliir.
Bunun yaninda ATP’ye doniistiiriilemeyen enerji 1s1 seklinde agiga cikarak viicut
1s1sinin- artmasina ve bunun sonucunda hipertermiye neden olur. Metabolizmadaki
hizlanmanin diger bir sonucu da oksijen tiiketiminin artmasi seklinde goriilmektedir
(Judah 1952, Ilivicky ve Casida 1969, Moreland 1980). Solunum yoluyla akut olarak
DNOC’a maruz kalan bir tarim ig¢isinin dliimiinden yarim saat sonra viicut sicakligi 44
°C olarak 6l¢iilmiistiir (van Noort ve ark. 1960). Diger bir calismada 17 giin boyunca
DNOC tozuna maruz kalan bir ig¢ide viicut sicakliginin yiikseldigi, bazal
metabolizmasinin %80 oraninda arttig1 gdézlenmistir (Hunter 1950). 5 hafta boyunca
DNOC piiskiirtmesi yapan bir tarim is¢isinde de diger ¢alismalara benzer sekilde viicut
sicakliginda (38.9 °C) ve bazal metabolizma hizinda artis gozlenmistir (Pollard ve

Filbee 1951).

Castillo ve ark. 1997 yilinda, DNOC’un oksidatif fosforilasyona bagl
olmaksizin membran geg¢irgenligine olan etkisini aragtirmislardir. Calisma sonucunda
DNOC’un mitokondriyal solunumu arttirdigint ve membran gegirgenliginde bir azaltma

yarattigini bulmuslardir.
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DNOC’un farmakolojik etkisini incelemek iizere yapilan diger bir c¢alismada,
Gasiewicz (1991), DNOC uygulanmasi sonucunda lipogenezisin azaldigini, glikolizis

ile glikojenolizisin ise arttigini bulmustur.

Vicente ve ark. 1998 yilinda, DNOC ve kimyasal benzeri olan dinitrofenol
(DNP)’un patates yumru mitokondrisi iizerine etkilerini karsilastirmiglardir. Diisiik
derisim uygulamalarinda (<100 pM) DNOC’un mitokondride siiksinat destekli
solunumu arttirdigi ve DNP ile karsilastirildiginda mitokondri mebraninin elektrik
potansiyelini etkili bir sekilde bozdugu goriilmiistiir. Membranda meydana gelen bu
bozulmanin protonlara kars1 daha gecirgen bir hal almasi seklinde oldugu belirtilmistir.
DNOC yiiksek derisimlerde uygulandiginda ise solunumu yavaglatict bir etki

gdstermistir.

Kreczko ve ark. (1974), 30 giin boyunca haftada 8 kez olmak {izere hamsterlara
1/3 LDsp dozunda DNOC uygulamiglardir. Caligma sonucunda serum ve karacigerde
amino seker ve sialik asit seviyelerinin anlamli derecede arttigini gézlemlemislerdir.
Ayni caligmada albliminin o,-globulin bdliimiinde bulunan glikoprotein igeriginde
azalma gozlenirken, serum o,-globulin ve y-globulin béliimlerindeki glikoprotein
iceriginde bir artis goriilmiistiir. Arastiricilar bu sonuglara dayanarak DNOC’un
glikolizis hizin1 arttirarak glikoproteinlerde bulunan seker molekiillerinin biyosentezini

hizlandirdigini ileri stirmiislerdir.

Burkatskaya 1965 yilinda yaptig1 calismada solunum yoluyla 36 mg/m® DNOC
tozuna maruz kalan kedilerde kan glukoz seviyesinin %20-48 oraninda arttigini, bunun
yaninda viicut sicakliginda 0.6-1.4 °C’lik artisin gozlendigini belirtmistir. Ayni
calismada kan glukoz seviyesinin 2-3 ay boyunca 2 mg/m’ dozunda DNOC buhariyla
etkilenen kedilerde de arttig1 ve bu artiglarin ilk olarak 2. haftadan itibaren bagladigi

belirtilmistir.

Paulino ve ark.’nin (1996), DNOC’un kimyasal benzeri olan 2,4-D’nin,
sicanlarda akut, subkronik ve kronik toksisitesini, klinik, laboratuvar ve histopatolojik

metotlarla arastirdiklar1 bir baska ¢alismada ise; akut uygulamadan sonra, lokomotor
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aktivitelerde diisiis, kaslarda zayiflama, nefes darlig1 ve sakinlesme belirlenmistir. AST,
ALT, LDH, ALP ve amilaz aktiviteleri ve kreatinin seviyesinde artig saptanmistir.
glukoz ve total protein seviyelerinde diisiis, hematokrit degerlerinde artis saptanmustir.
2,4-D’nin kronik ve subkronik uygulamalarinda ise klinik belirtilerde herhangi bir

degisim saptanmamustir.

1988 yilinda Broadmeadow siganlara 6 hafta boyunca besinle birlikte 0
(kontrol), 5, 13, 32, 80 ve 200 mg DNOC vermistir. Uygulamanin 6. haftasinda
hematolojik, biyokimyasal ve {iriner degerler Olgiilerek hesaplanmigtir. Deney
periyodunun sonunda DNOC uygulanan hayvanlarda dliimle karsilagilmamistir. Viicut
agirhigr degerlerine bakildiginda, sadece disilerde en yiiksek iki dozun uygulandigi
hayvanlarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda bir kilo kayb1 goriilmiistiir. 80 ve 200
mg dozunda DNOC’la etkilenen hayvanlarda ALT aktivitesinde kii¢clik ama istatistiki
acidan anlamli bir azalma meydana gelmistir. Bunun yaninda en yiiksek iki dozun

uygulandigi disi siganlarda kan iire seviyesi anlamli olarak artmustir.

DNOC’un insanlarda hipertroidizm benzeri bir duruma yol agtig1 bildirilmis
olmasia ragmen (Dodds ve Robertson 1933), 1991 yilinda van de Berg ve ark. in-
vitroda DNOC’un bir plazma proteini olan ve vitamin A, T, gibi bazi hormonlarin
kanda tasinmasini saglayan transthyretin’in tiroksin baglanma bolgesi ile yaris i¢cinde
oldugunu gostermistir. Calisma sonucunda arastiricilar DNOC’un kan plazmasinda
tiroid hormonu seviyesini ve tiroid fonksiyonlarimi etkiledigini belirtmistir. Bu
calismalara paralel olarak Kelly 1995 yilinda 0, 1.0, 5.0 ve 10.0 mgkg' dozunda
DNOC ile etkilenen farelerde T; ve T4 seviyelerini aragtirmistir. Calisma sonucunda 5
ve 10 mgkg"' dozlarmin uygulandigi hayvanlarda T, seviyesinin carpict bir sekilde
azaldig1 goriilmiis bunun yaninda kanda T; seviyesinin ise disi farelerde diistiigi

belirtilmistir.

Den Tonkelaar (1983), yiiksek dozda DNOC uygulamasinda, yalnizca bir disi ve
bir erkek sicanda ALT aktivitesinde artis gozlemistir. Her iki cinste glukoz ve fire
seviyesinin artigini, doza bagl olarak piriivat, Ts ve T4 seviyelerinde azalma oldugunu,

kan laktat seviyesi ile organ agirliklarinda degisme olmadigin1 gézlemistir.
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Takahashi ve ark. (2003) cesitli ¢calismalarla DNOC’un iireme hiicreleri iizerine
olan etkilerini gostermislerdir. Arastirmalarinda DNOC’un sertoli-germ hiicreleri
tizerine olan etkileri lizerine ¢aligmislardir. DNOC yiiksek derisimde uygulandiginda,
esey ve sertoli hiicrelerinde morfolojik degisikliklere neden oldugu ve spermatositlerin
fagositoz ile dejenere oldugu gozlenmistir. Bu ¢alisma ile DNOC un testislerdeki toksik
etkisi in-vitro olarak gosterilmistir. Mart 2004°te sicanlarda dinitrofenolik bilesiklerin
spermato/spermiyogenezise etkilerini incelemislerdir. Siganlara DNBP (7.5 mg.kg™),
DNOC (15 mgkg') ve DNP (30 mgkg") uygulamis ve sirasiyla 1, 5 ve 0 6lim
goriilmiistiir. Bunun yani sira viicut agirliklarinda azalma kaydedilmistir. DNOC 7.5
mg.kg' dozunda uygulanmasma kadar erkek sicanlarin ireme organlarma ve
spermlerine etki etmemistir. Bununla birlikte 15 mg.kg" dozunda uygulandiginda sperm
canliliginda 6nemli oranda azalma, kuyruksuz sperm sayisinda artis ve 5-12 arasinda
erkek siganin 6ldiigl goriilmistiir. Arastiricilar 6zellikle sperm sayisinda azalma ve
olusan morfolojik bozukluklardan dolayt DNOC’un spermatotoksik etkili oldugunu ileri
stirmiislerdir. 2006 yilinda yapmis olduklari ¢alismada DNOC’un erkek sicanlarda
sperm toksisitesi iizerine olan etkisini arastirmiglardir. 5 giin boyunca oral yolla 0, 10,
15 mgkg' dozlarinda DNOC uygulamasinin ardindan sperm saymm yapilmis ve faz-
konstrat ve elektron mikroskobunda sperm morfolojileri arastirilmistir. Anormal sperm
sayisinda en yiiksek artis 15 mgkg' dozunda DNOC uygulamasiyla goriilmiistiir.
DNOC, erkek sicanlarda spermatidlerin uzamasina, kismi olarak mitokondri kininin

kaybolmasina ve kuyruksuz sperm olusumuna neden olmustur.

Deneysel c¢alismalar DNOC’un kanda diger dokulara oranla daha yiiksek
derisimlerde bulundugunu gostermektedir. 1951 yilinda Parker ve ark., kanda bulunan
DNOC’un %90’dan fazlasinin plazmada oldugunu belirlemistir. Bu nedenle DNOC kan

hiicreleri ve molekiilleri tizerinde de etkili olmaktadir.

Spencer ve ark. 1948 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada siganlara DNOC’un 1-25
mg.kg.giin” dozunda oral yolla uygulanmasi sonucunda eritrosit icerigi, hemoglobin
derisimi, toplam lokosit sayisi gibi hematolojik degerler agisindan bir etkisinin
olmadigin1 belirtmislerdir. Benzer sekilde 3 hafta boyunca 1.25-20 mg.kg”.giin™
dozunda DNOC uygulanan sicanlarda 16kosit iceriginde herhangi bir degisim
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gozlenmemistir (Vos ve ark. 1983). Diger bir yonden 1983 yilinda den Tonkelaar ve
ark. Sicanlara oral yolla, benzer dozda DNOC uygulamis ve DNOC’un hematokrit,
hemoglobin, eritrosit ve lokosit icerigi gibi degerlerin degismesine neden oldugunu
gostermisglerdir. Yapilan bir ¢alismada DNOC’un kediler tarafindan akut ya da orta
stirede solunmas1 sonucunda eritrosit miktarinda ve hemoglobin igeriginde azalmalara
yol a¢tigi, bunun yaninda eritrosit sedimentasyon hizim1 ve 16kosit ig¢erigini arttirdigi
belirtilmistir (Burkatskaya 1965). 1970 yilinda Froslie ve Karlong ve 1973 yilinda
Froslie gevis getiren hayvanlarda (sigirlarda) DNOC’un intra-ruminal uygulanmasi
sonucunda methemoglobinemiye neden oldugunu gostermislerdir. Luk'ianchuk 1983
yilinda yaptig1 ¢alismada ise DNOC’un insan serum albiimini ile etkilesimini arastirmis
ve alblimin iizerinde 2 siif baglanma bolgesi oldugunu gostermistir. Arastirici
baglanma sonucunda alblimin molekiiliiniin yapisinin tesadiifi olarak degistigini 6ne

surmustur.

Yapilan bir ¢alismada 90 giin boyunca 16 erkek 16 disi kopek oral yolla 4, 20 ve
100 mgkg"' dozlarnda DNOC’la etkilenmistir. Deney periyodunun sonunda disi
kopeklerde daha goze carpan bir sekilde kilo kaybi gozlenmistir. Calismanin 49.
glinlinde protrombin zamaninda bir azalma meydana geldigi, fakat bu azalmanin kontrol
grubundaki degisimler goz oOniine alindiginda 6nemsiz kaldigi belirtilmistir. Ayni
calismada kontrol edilen karaciger, bobrek fonksiyon testlerinde ve histopatolojik

bulgularda herhangi bir anormallik gbzlenmedigi bildirilmistir (Til 1980).

1.2.3. Kinetigi ve metabolizmasi

DNOC’un insanlarda ve hayvanlardaki toksokinetigi fizikokimyasal
ozelliklerine ve metabolizmasina baglidir. DNOC kismen nonpolar olmasindan dolay1
solunum yoluyla, oral yolla ve dermal yolla kolaylikla viicuda girebilir. DNOC viicuda

girdikten sonra akciger, kalp, karaciger, bobrek, beyin, dalak ve kaslara dagilabilir.

1993 yilinda Fabrequettes, derisi tiras edilen erkek ve disi siganlarda tek doz su
bazli ve yag bazli olmak iizere iki formiilasyonda DNOC uygulamasi yapmis ve
derideki absorbsiyonu incelemistir. Bu ¢alisma i¢in siganlarin derileri tiraglanmis ve 8

saat boyunca 18.1 mgkg' dozunda DNOC ile muamele edilmisti. Uygulama
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sonrasinda 15 dak, 30 dak, 1, 2, 4, 24, 48, 72 ve 96 saat sonra kan 6rnekleri alinmis ve
kanda DNOC seviyesi belirlenmistir. Sonuglar, disilerde 24 saat ve erkek siganlarda 48
saat sonunda plazmadaki DNOC derisiminde sadece %2.5’luk (14-17 pg.ml” kanda)
bir artis meydana getirdigini ve uygulanan DNOC’un %350’sinin kana ge¢mesi igin
gerekli zamanin erkekler i¢in 15 ve disiler i¢in 13 saat oldugunu gostermistir. Kandaki
DNOC derisiminin %50’ye diismesi i¢in gerekli zaman ise 24 saattir. 96 saat sonra
%1°den daha az miktarda kalir. Yagda hazirlanan DNOC ayni sartlarda uygulandiginda
erkeklerde 8 saat ve disilerde 24 saat sonra plazma derisiminin sirasiyla %5.0 ve %5.8
(38-45 pg.ml” kanda) oraninda oldugu gériilmiistir. Uygulanan DNOC’un %50’sinin
kana gecmesi icin gerekli zaman 2.8 saat ve kandaki DNOC derisiminin %50’ye
diismesi i¢in gerekli zaman 34 saat olarak bulunmustur. Calisma sonucunda
arastirmacilar bu degerlere dayanarak, DNOC’ un yag ile verildiginde, suyla verilmesine
oranla deriden daha cabuk absorbe oldugunu ve plazma derisiminde daha hizli

ylukseldigini ileri siirmiiglerdir.

Deneysel ¢aligmalarda DNOC’un kanda diger dokulara oranla daha yliksek
derigsimlerde bulundugu gosterilmistir. 1951 yilinda Parker ve ark., kanda bulunan
DNOC’un %90’dan fazlasinin plazmada oldugunu belirlemistir.'*C ile isaretlenmis
DNOC 0.4 mgkg' dozunda iki sigana verildiginde dokulara dagilimi su sekilde
gerceklesmistir: Ik sicanda uygulamadan 24 saat sonra DNOC’un %15°i kanda,
%6.6s1 sindirim kanalinda, %5°1 karacigerde, %0.08°1 dalakta, %0.94’ii bobreklerde ve
%28’1 ise diger viicut bolgelerinde bulunmustur. Diski radyoaktivitenin %10.1’ini
icerirken idrarda 9%28.7 olmustur. Diger sigan ise uygulamadan 72 saat sonra
aragtirtlmis ve kan ile bobrek hari¢ diger dokularda bu degerlerin yariya indigi

goriilmistiir (Leegwater ve ark. 1982).

DNOC ve diger serbest dinitrofenoller gibi indirgenme yolu ile metabolize
olurlar ve bdylece daha az toksik aminonitrofenoller olusur. Baslica metabolik yolda
DNOC; 6-amino-4-nitro-o-cresol’e (6-ANOC) indirgenir (Sekil 1.4). 6-ANOC,
DNOC’tan 20 kat daha az toksik etkili bir maddedir. Daha az miktarda 4-amino-6-nitro-
o-cresol (4-ANOC) olusur. 6-ANOC, iiriner igerikte uygulanan dozun %11-12’si kadar
bulunur. Daha kii¢lik miktarlarda diger metabolitler 4-ANOC ve oksidatif yolla olusan
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3-amino-5-nitro-salisikasit (3-ANSA) idrar ile disar1 atilir (Smith ve ark. 1963).
Sonraki yillarda yapilan caligmalarda ise bu metabolitlere ilaveten iki yeni metabolit
daha bulunmustur. Sigan ve tavsanlara tek oral doz uygulamasi yapildiginda,
idrarlarinda 4,6-diasetamido-o-cresol (DAcAOC) ve 4,6-dinitro-2-hidroksimetilfenol
(DNHMP) tespit edilmistir (Leegwater ve ark. 1982, van der Greef ve Leegwater
1983).
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Sekil 1.4. Sicanlarda ve tavsanlarda DNOC’un metabolizmasi (Leegwater 1982).

DNOC idrarda serbest DNOC, asetillenmis konjuge 6-ANOC ve konjuge 6-
asetoamid-4-nitro-o-cresol (6-AcANOC) halinde atilir (WHO 1982). Siganlara 0.4 veya
6.0 mgkg' dozlarinda '*C-DNOC oral yolla verilip metabolize olmasi beklendikten
sonra idrarda goriilen DNOC metabolitleri arastirilmistir. Calisma sonucunda idrarda;
DNOC (%3-4), 6-ANOC (%2-3), 3,5-dinitro-2-hidrobenzil alkol (%4-5), DAcAOC
(%]18), 4-asetamido-6-nitro-0-cresol (%]1-2) ve tamimlanamayan metabolitler ile
konjugatlar goriilmiistiir (ATSDR 1995). DNOC’un viicuttan uzaklagtirilmasi idrar ile
olabildigi gibi diski ile de gerceklesebildigi '*C ile yapilan calismalarla gosterilmistir
(Leegwater ve ark. 1982). Insanlarda tekrarli doz uygulamalarindan sonra kandaki

DNOC seviyesindeki artig laboratuar hayvanlarindan daha fazla gerceklesmektedir.
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Bunun nedeni DNOC’un viicuttan uzaklastirilmasinin diger hayvanlara oranla daha

uzun siirmesidir (Pollard ve Fillbe 1951; van Noort ve ark. 1960).

1.2.4. Cevreye yayllmasi ve yikilmasi

DNOC tarimsal olarak uygulanmasi sirasinda cevreye yayilabilecegi gibi,
kimyasal kullanimi sonucunda atik sular yoluyla da cevreye bulasabilir. DNOC un
uygulanmas1 ya da saklanmasi sirasinda olusabilecek sizintilar ve kazalarda DNOC’un
cevreye yayllmasma neden olur. Ozellikle tasima siselerinin  ve kullamm
malzemelerinin kullanimi bittikten sonra kontrolsiiz sekilde birakilmasi nedeniyle de

DNOC ekolojik sisteme karigabilmektedir.

DNOC, pestisit olarak hazirlanmasi ve bitkiler yada toprak iizerine uygulanmasi
sirasinda havaya karisabilmektedir (Leuenberger ve ark. 1988). ATSDR (1995)
tarafindan aktarilan bilgiye gore 1990 yilinda, tiretimi ve kullanimi sirasinda 14.9 kg
DNOC havaya karigmistir. Tollien ve 2-metilfenoliin NO ve OH radikalleri ile
tepkimeye girmesi yoluyla atmosferde ikincil olarak da olusabilmektedir ve bu tepkime
atmosferdeki DNOC kaynag1 agisindan pestisit olarak kullanilmasindan daha 6nemli
olabilir (Leuenberger ve ark. 1988, Tremp ve ark. 1986). Atmosferde degisik fazlarda
(yagmur, sis, kar) 100 pg.I"’ye kadar DNOC olabilir (Tremp ve ark. 1993). DNOC’un
havadan uzaklagtirilmasinda hidroksil ve nitrat radikalleri ile tepkimesi olmak iizere iki
yol bulunmaktadir. Bu tepkimeler i¢inde fenol ve cresoliin NOs radikalleri ile olan
tepkimesi havadaki onemli yoludur (Atkinson ve ark. 1992). DNOC’un fotolizi
havadaki yikimi i¢in diger 6nemli bir tepkime olabilmekte ve atmosferik DNOC giines
151811 absorbe ederek N grubunun bir OH grubuyla yer degistirmesi seklinde bir
tepkimeye ugrayabilmektedir. DNOC’un yapisal benzeri olan dinoseb (o-metil
grubunda sek-biitil grubu bulunur) hidroksilasyona ya da biitil grubundan hidrojen
kaybina ugrayabilir (Kaufman 1976). DNOC ayrica yagmur ve kar yagis1 esnasinda
yagisla birlikte havadan uzaklasabilmektedir (Leuenberger ve ark. 1988, Alber ve ark.
1989). 1997-2001 yillar1 arasinda Flemish Cevre Ajanst (FEA), Belgika’da yagmur
sularindaki pestisitleri incelemek amaclh baslattigi ¢alismada, a ve B-endostilfan,
endostilfan siilfat, lindan, DDVP, atrazin, diuron, DNOC, AMPA ve isoproturan gibi
pestisitlerin yiiksek oranda bulundugunu tespit etmistir (Quaghebeur ve ark. 2004).
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Dinitrocresoller  pestisit ~ve  nitrotoliien  iiretimi  sirasinda  suya
karisabilmektedirler. DNOC’un atik sularla birlikte suya birakildigi, Amerika birlesik
devletlerinde 2224 kg DNOC’un kullanim1 sirasinda buna ek olarak 9 kg DNOC’un da
attk sularla suya karigtigr bildirilmistir (ATSDR 1995). Bunun yaninda sudaki
DNOC’un az bir miktar1 da atmosfer kaynaklidir (Leuenberger ve ark. 1988, Tremp ve
ark. 1986). DNOC’un suda bulunma ise ilgili yapilan ¢alismalarda; Kaliforniya’da 5
yeralti suyu Orneginde maksimum 35 pgL”, Danimarka’da belirlenen bir alanda
golciikler, dereler ve yeralt: sularmdan alinan 37 yer alti suyu drneginde 0.05 pgL™, 9
g6l suyu Omegininde ikisi hari¢ digerlerinde 0.12-0.18 pgL™ derisimlerinde
bulunmustur (Mogensen ve Spliid 1995). DNOC’un yiizey sularinda yarilanma omrii 3-
5 hafta olarak hesaplanmistir (Vonk ve van der Hoven 1981). DNOC’un N grubunun
fotokimyasal yiikseltgenmesi suda bulunan askorbik asit ya da demir iyonlar1 tarafindan
gerceklestirilmektedir (EPA  1979). Bunun yaninda DNOC sedimentte bulunan
mikroorganizmalar  tarafindan  biyolojik  olarak da  pargalanabilmektedir.
Corynebacterium simplex (Jensen ve Gundersen 1955, Gundersen ve Jensen 1956),
Rhizobium leguminosarum (Hamdi ve Tewfik 1970), Veillonella alkalescens
(McCormick ve ark. 1976), Pseudomonas sp. (Chambers ve Kabler 1964, Tewfik ve
Evans 1966) ve Azotobacter sp. (Wallnoefer ve ark. 1978) gibi mikroorganizmalar
DNOC’u biyolojik olarak yikabilmektedir.

DNOC topraga temel olarak tarimsal kullanimi sirasinda gegmektedir.
Topraktaki DNOC’un az bir kismi1 da yagmur sulartyla topraga karisan atmosferik
DNOC’tur. 1990 yilinda yapilan arastirmaya gore Amerika Birlesik Devletlerinde 3590
kg DNOC oldugu tahmin edilmektedir (ATSDR 1995). Toprakta bulunan DNOC’un
yikilmasinda temel yol biyolojik yikimdir.

1966 yilinda Tewfik ve Evans topraktaki bir Pseudomonas tiiriiniin DNOC’u
parcalayabildigini  bildirmislerdir. DNOC ayrica Rhizobium’un 31 tiri ve
Azotobacter’in 5 tiirii tarafindan pargalanabilir. Azotobacter tiirii bakteriler DNOCu
azot ve karbon kaynagi olarak kullanmaktadirlar ve bu mikrofloranin nitrojen
fiksasyonu a¢isindan 6nemli olmaktadir. Hamdi ve Tewfik (1970) DNOC un Rhizobium

ve Azotobacter ssp. tarafindan degregasyonunu incelenmislerdir. DNOC un pargalanma
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iirtinii olarak baslica 3-amino-5-nitro-o-cresol’iin olustugunu ve DNOC un; Rhizobium

tarafindan indirgenme yoluyla parcalandigini belirtmislerdir.

Hurle ve Rademacher 1970 yilinda topraktaki DNOC’ un yarisinin par¢alanmasi
icin gegen siireyi 15 giin olarak hesaplamislardir. Benzer sekilde Kincannon ve Lin
1985 yilinda yaptiklar1 deneylerde DNOC’un topraktaki yarilanma 6mriintin 14 giin
oldugunu bulmuslardir. Cesitli arastiricilarin yaptiklari calismalarin sonuglari géz oniine
alindiginda DNOC’un topraktaki yarilanma Omrii 14 giin ile 30 giin arasinda

degismektedir (ATSDR 1995).

1995 yilinda Bieber 3 degisik standart toprak icinde DNOC’un bozunmasini
incelemistir. Arastirict 20 °C’de topraga 409 mg “C isaretli DNOC/kg (kuru agirhk)
vermis ve topragi karanlikta birakarak incelemistir. Calisma sonucunda uygulanan
radyoaktivitenin %39’unun CO, seklinde topraktan ayrildigini ve asil ugucu olmayan
metabolit olan 2-metil-4-nitrofenol’un, uygulanan radyokarbonun %40’m1 gosterdigini

belirtmistir.

1.3. Hekzokinaz (EC 2.7.1.1.)

Glukoz, bakterilerden insanlara kadar tiim organizmalarda, yasam icin temel
metabolik 6neme sahiptir. Glikolitik metabolizma, enerji (ATP) iiretiminin temel
yoludur ve glikolitik ara iirtinler diger hiicresel yapilarin biyosentezinde de kullanilir.
Hekzokinaz (HK) (ATP: D-Hekzos 6-fosfotransferaz) ATP’ye bagh olarak aldo- ve
keto- hekzoz sekerlerini hekzoz 6-fosfata doniistiiren dnemli bir enzimdir. Bu enzim
glikolizin birinci basamaginda glukozun fosforlanip, glukoz 6-fosfata (GOF)
dontstiiriilmesini saglamaktadir. HK; glukoz, fruktoz, sorbitol ve glikozamin ile de bu

tepkimeyi gerceklestirebilir (Griffin ve ark. 1991) (Sekil 1.5).

Hekzokinaz Mg
Glukoz + ATP ? Glikoz 6-fosfat + ADP + H"

Sekil 1.5. HK’ nin gorev aldigi tepkime (Kuser ve ark. 2000).
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Glukoz metabolizmas1 enerji liretiminin yaninda, pentoz fosfat yolu boyunca
NADPH+H ve anabolik yolun gerekli oOnciillerini olusturur. Glukoz, birgok
organizmada karbohidratlarin saklanmasi icin gerekli polimerik formlara da
doniistiiriilebilir. Memelilerde bu ve diger yollarin 6zel dokularda ya da dokularda ki
belli hiicre tiplerinde gerceklesmesi dnemlidir. Fakat glukoz metabolizmasi farkli yollar
ile memeli hiicrelerinin biiylik bir ¢ogunlugunda gerceklesir (Griffin ve ark. 1991)
(Sekil 1.6).

GLUKOZ

ATP
Hekzokinaz @
ADP

v

Glukoz 6-fosfat

e N

Depo v Pentoz fosfat yolu
(Glikojen, Nisasta) Glikoliz (NADPH+H)
(Enerji)

Sekil 1.6. Glukoz metabolizmasinda bulunan farkl1 yollar (Wilson 2003).

HK her zincirinde 920 aminoasit bulunan homodimer yapidadir. Enzim bir¢ok a
heliks ve B levha katlanmalarindan olusmustur. o heliks katlanmalar1 heliks dongii
heliks yapisint olustururlar, B yapilarina bakildiginda ise bunlarin agik o/f levha

seklinde diizenlendigi goriiliir.

HK iki liganda baglanabilme yetenegindedir. Bunlardan biri glukoz iken digeri
G6F’tur. Eger glikoliz meydana gelecekse glukoz HK’a baglanir, G6F ise allosterik
inhibitdr olarak HK’a baglanir. HK’1n C terminal bolgesi katalitik olarak aktiftir, bunun
yaninda N terminal bolgesi katalitik olarak aktif degildir, fakat fosfat tarafindan
gergeklestirilen inhibisyon i¢in gereklidir. Enzimin N terminal bolgesinde fosfat ve
glukoz baglanmasi i¢in tek bir bdlge bulunmaktadir. Glukoz ve fosfat N- terminal
bolgesinin kapali bir sekilde kalmasini saglar. Bunun yaninda N-terminal bolgesinde
G6F’a zayif bir sekilde bagl diger bir bolge daha bulunmaktadir Bunun aksine glukoz

C-terminal bolgesine zayif bir sekilde baglanir ve kapali seklin olusmasinda bir rol
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oynamaz. C-terminal bélgesinin kapanmasinda glukozla birlikte ATP ya da G6F
bulunmasi etkilidir (Aleshin ve ark. 1998). G6F ve glukoz, HK’a sinerjik olarak
baglanir. Fosfat normal solunum siirecinde HK’in kontroliinde kii¢iik bir rol oynar,

bunun yaninda HK’1n hiz1 glukoz miktartyla sinirlidir (McDonald 1979).

ATP, glukozu glikoz 6-fosfata fosfatladiginda serbest Gibbs enerjisi -31 KJ’den
14 KJ’e yiikselir. Hiicre dis1 glukoz derisimi yaklasik 5 mM oldugunda glikolitik yol
%100 kapasiteye ulagir. Bunun sonucunda beyindeki glukoz tastyicilart hiicre i¢i glukoz
derigimini 50 kat arttirir ve dengeleyici bir mekanizma HK aktivitesini azaltir. Bir
molekiil glukoz, enzimin C terminal bolgesine sikica baglanir. Bununla birlikte dengeli
baglanma ¢alismalarinda glukozun yiiksek bir ilgi ile N terminal bolgesine baglandigi
goriilmektedir. Bu durum N terminal bdlgesinde ki bir tuz baginin kapali durumla
karsilastirildiginda agik durumda bir kararsizlik yarattigini diisiindirmektedir. Katalitik
bolgenin ATP gibi ikinci bir baglantili molekiile ihtiya¢ duydugu ve glukozla ATP’nin
birlikte baglanmasinin, yapisal degisikligi sagladigini diisiindiirmektedir (Aleshin ve
ark. 1998).

HK ilk olarak Schulze ve ark. tarafindan 1969 yilinda mayalardan P-1 ve P-II
olarak adlandirilan iki formla izole edilmistir. Okaryotlarin genis kismmda HK enzimi
bulunmaktadir. Mayalarda HK’1in P-I, P-II ve glukokinaz olmak {izere ii¢ izoenzimi
vardir ve tim izoenzimler iki bolge igerirler. Bu izoenzimlerden P-I ve P-II hem aldo-
hem de keto-sekerleri fosforlarken glikokinaz aldo-hekzozlara 6zeldir. Maya HK’1 ile
yapilan yilizey calismalarinda ATP ve hekzoza baglanan ve ATP’nin fosfatin1 sekere
aktarilmasin1 saglayan katalitik cep detayli sekilde analiz edilmistir (Kuser ve ark.

2000).

Omurgali hayvanlar HK’1in I den IV e kadar numaralanmig dort izoenzimini
icerirler. Maya HK’1nda hem N- hem de C- terminalleri yarim sekilde hekzoz ve hekzoz
6-fosfata (H6F) bagli olmasma ragmen HK I ve HK III izoenzimlerinde sadece C-
terminal katalizde kismen gorev alir, N-terminal ise dilizenleyici bolge olarak goérev
yapar. HK II izoenziminde ise her iki bolgede katalizi destekler. HK IV ise maya

enzimine benzer sekilde sadece iki bolge icerir ve glukokinaz olarak da adlandirilir.
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Atasal HK enzimi 50 KDa olmasma karsin HK I-III izoenzimleri 100 KDa
molekiillerdir. Bu enzimler sekans tekrar1 gosterirler ve N- ile C terminal bolgeleri
arasinda biiylik sekans benzerligi vardir. HK ailesine ait diger enzimler ise 50 kDa
olarak goziikiirler (Bork ve ark. 1993, Wilson 1995, Cardenas ve ark. 1998).
Omurgalilarda bulunan izoenzimlerin katalizi, bulundugu yer ve diizenlenmesi, degisik
dokularda glukoz metabolizmasinin farkli asamalarina katildiklarindan dolay1 birbirine
benzememektedir. HK I-III birgok hekzoz sekerini fosforlar ve G6F ile inhibe olur fakat
HK IV sadece glukoza 6zeldir ve GOF ile inhibe olmaz. HK I, glikolizdeki enerji
tiretimi sirasinda HOF {ireterek katabolik bir fonksiyona sahip olabilir ve glikoliz ile
TCA dongiisliniin koordinasyonunu saglamak i¢in mitokondri zarina baglanir. Enzimin
mitokondriye baglandigi bolim N terminalde bulunan 15 aminoasitlik hidrofobik
siradir. HK II ve HK III glikojen ya da yag sentezinde kullanilmak iizere HOF iirettigi

icin anabolik bir fonksiyona sahiptir.

Wilson 1997 yilinda bu izoenzimlerin varligi konusunda ii¢ adet iyi neden 6ne
surmiistiir;
1- Izoenzimler; 6zel metabolik rollerine uygunlugu bakimindan, katalitik ve
diizenlenme y6niinden birbirinden farkli olabilirler.
2- Izoenzimlerin transkripsiyonel diizenlenmesindeki farkliliklar, bulunduklari
farkli dokularin metabolik durumlari ile olusabilir.
3- izoenzimlerin hiicre ici yerlesimlerindeki farkliliklar, glukoz metabolizmasinin

hiicrede farkli bolgelerde gergeklesmesinin bir sonucu olabilir.

HK I-III ve HK IV ayn1 tepkimede gorev alsa da farkli 6zelliklere sahiptirler.
HK I-III allosterik enzimlerdir, ortamda G6F miktarinin artmasiyla inhibe olur ve ayni
zamanda glukoza yiiksek ilgi gosterirler (Km degeri 5x 10” M). HK IV ise allosterik
ozellik gostermez. HK I'V’iin glukoza ilgisi HK I-III’e oranla daha disiiktiir (Km degeri
2 x 10% M). Glukoza kars1 bu sekilde farkli ilginin olmasi kan glukozunun dengede
kalmasimi saglar. Normal kan glukozu seviyesinde HK I-III Vmax’a yakin ¢aligir bu
sayede beyin kendisi i¢in gerekli olan glukozu kullanabilir. HK IV ise Vmax degerinin
cok altinda caligmaktadir. Eger kan glukozu 6nemli derecede yiikselirse HK I-11I
hizlanmaya baglayabilir fakat HK IV hizla ¢alismaya baslar. Bu yolla kan glukozu
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karaciger tarafindan alinir ve glikojenle yaga doniistiiriiliir. Eger kan glukozu normalin
altina inerse HK I-IIl Vmax seviyesinde ¢alismaya devam ederken, HK IV inaktive
olur. Bu sayede kan glukozu devamli belirli bir seviyede kalir ve beynin kullanimi i¢in

gerekli glukoz saglanmis olur (Woster 2000).

HK IV 40 yi1l 6nce Grossbard ve Schimke tarafindan kesfedilmistir. HK IV
karacigerde ve pankreatik beta hiicrelerinde bulunur ve insiilin (aktivasyon) ile
glukagon (inhibisyon) tarafindan kontrol edilir. Pankreatik beta hiicrelerinde HK IV
enzimi insiilin miktarin1 diizenlemek lizere glukoz belirleyicisi olarak gorev alir. HK
IV’°de olusacak mutasyonlar seker hastaligi ile birlikte goriiliir (Wilson 2003). Glukozun
B hiicrelerindeki fosforilasyonu insiilin salinimiyla siki bir iliski icindedir. HK IV’ in bu
essiz kinetiginin temelinde bu hiicrelerin plazma seker derisimindeki artis ve azalmalara
duyarli olmasi vardir. Bu nedenle Meglasson ve Matschinsky (1984) HK IV’i f
hiicrelerinin glukoz sensorii olarak adlandirmistir. HK IV deki kiigiik degisiklikler bile

glukoza bagli insiilin miktarini etkilemesinden dolay1 fizyolojik olarak 6nemli olabilir.

Son yillarda insan, hayvan modellerinde ve izole edilmis hepatositlerde yapilan
caligmalarda HK IV’iin, glukoz kullanimi ve glikojen sentezinden giiclii sekilde
etkilendigi kantlanmistir. Transgenik farelerde HK IV iiretimindeki kii¢iik degisimler
kan glukoz derisimini Slgiilebilir sekilde etkilemektedir (Ferre ve ark. 1996, Hariharan
ve ark. 1997). Buna ilaveten tamamlayici ¢alismalarda hepatositlerde HK IV’iin fazla
iiretiminin intraseliiler glikoliz ve glikojen sentezinde bir artisa neden olarak GO6F
seviyesini arttirdig1 gosterilmistir (Aiston ve ark. 1999). Karacigerde metabolizmadaki
degisikler bircok temel yolda meydana gelen degisimleri yansitmaktadir. Bu yoldaki
enzimler genis bir sekilde glukoz metabolizmasinin transkripsiyonel seviyesi ile
diizenlenmektedir (Girard 1997). Karacigerde HK IV’iin gen transkripsiyonu cAMP
aktivasyonu ile insiilinle artarken glukagonla azalir. Bu nedenle HK IV, karacigerde
glukoz metabolizmasinin diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir. Bunun yaninda
HK IV’iin kayb1 6liimciil olmamaktadir. Gergekte, bu kaybin plazma glukoz derigimine
kiiciik etkileri bulunmaktadir. Buna ilaveten glikojen derisimi, bir¢ok plazma ve
karaciger metaboliti bu hayvanlarda bazal metabolizmada normal diizeydedir. HK

IV’in kaybi sadece hiperglisemik durumlarda goriiliir hale gelmektedir. Bu durumda
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glukoz kullaniminda, glikojen sentezinde ve inslilin salinmasinda bozukluklar
goriilmektedir. Farkli arastirmacilar yaptiklar1 calismalarda hepatik ve pankreatik
HK’da olusan mutasyonlarin karaciger glukoz diizenlenmesini ve glikojen sentezini
bozdugunu bildirmislerdir (Velho ve ark. 1996, Tappy ve ark. 1997). HK IV’iin
fonksiyonunun arttirtlmast ve azaltilmasi ¢aligmalar1 bir arada ele alindiginda HK’1in

glukoz dengesinin temel belirleyicisi oldugu goriilmektedir.

1.4. Laktat Dehidrogenaz (E.C.1.1.1.27)

Laktat dehidrogenaz (LDH) laktatin piriivata ve piriivatin laktata doniigiimiinii

katalizleyen bir oksidorediiktazdir (Sekil 1.7).

LDH
PIRUVAT + NADH+H € LAKTAT + NAD"

Sekil 1.7. LDH 1n gorev aldig1 tepkime (Kuznetsov ve Gnaiger 2003).

LDH dort alt {initeden olusur ve bunlarin ikisi M (kas) diger ikisi de H (kalp)
olarak adlandirilir. Bu alt birimlerin molekiil agirliklar1 35000°dir ve tetramer yapidan
dolay1 enzimin molekiil agirligi pek ¢ok tiirde 140000 olarak bulunmustur. H ve M alt
birimleri farkli aminoasit dizilislerine sahiptirler ve her tiirde bulunurlar. Alt birimlerin
her iki tipi farkli genler tarafindan kontrol edilmektedir ve her iki alt birimde yalniz
basina katalitik olarak inaktiftir fakat aynm1 ya da farkli alt birimler birleserek aktif
tetramerik yapiy1 olusturlar (Palmer 1990).

Memeli LDH’1 5 tetramerik izomer bulundurmaktadir ve bu izomerler iki farkl
alt {initenin farkli sekillerde bir araya gelmesi ile olusmuslardir. izoenzimler katalitik,
fiziksel ve immiinolojik yapilart bakimindan farklidirlar. Piriivatin = aerobik
oksidasyonunda gorev yapan H alt birimi kalp kas1t LDH’inda baskinken, anaerobik
metabolizma ve piriivat indirgenmesinden sorumlu M alt birimi ¢izgili kaslarda
baskindir (Fritz 1965). Bu izoenzimlerin yaninda testis ve spermatozoalara 6zgii olan ve
izoenzim X olarak adlandirilan altinci bir izoenzim daha bulunmaktadir (Zinkham ve

ark. 1964; Stambaugh ve Buckley 1967). Bu izoenzim immiinolojik ve enzimatik ag¢idan
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LDH 1-5 izoenzimlerinden farklidir (Spielmann ve ark. 1973). LDH izoenzimleri ve
icerdikleri alt tiniteler soyledir;

e LDH-1 (Hs)

e LDH-2 (H;M)

e LDH-3 (H,M;)

e LDH-4 (HM3)

e LDH-5 (My)

LDH izoenzimleri elektroforeze tabi tutulduklarinda ii¢ bolgede kiimelenme
oldugu goriilmiistiir. Elektroforez sonucunda LDH-1 ve LDH-2’nin anot bdlgesinde,
LDH-4 ve LDH-5’in katot bolgesinde son olarak da LDH-3’{in orta bdlgede toplandigi

goriilmiistiir (McKenzie ve Henderson 1983).

LDH’m 3 boyutlu yapisi ilk olarak omurgasizlarda bulunan L-LDH’1n apo ve
ligand formlarinda belirlenmistir (Clarke ve ark. 1988, Holbrook ve ark. 1975).
Omurgali L-LDH’1 heterotetramer yapida bulunabilmesine ragmen eger digeri ile tam
anlamryla uyumlu ise in vivo ve in vitroda farkli izoenzimlerin alt birimleri arasinda bir
iliski kurulabilecegi gosterilmistir (Mayr ve ark. 1980). LDH alt birimleri genellikle
310-350 amino asitten meydana gelmektedir. Bu alt birimler NAD" baglanma ve
katalitik olmak iizere benzer biiyiikliikte iki béliimden olusmaktadir. NAD" baglanma
bolgesi enzimin birincil yapisinda N terminalde yer almaktadir ve NAD" bagimh
dehidrogenazlar arasinda olduk¢a korunmus bir bolgedir. Enzimin katalitik bolgesi ise
C terminalinde yer almaktadir (Eventoff ve ark. 1977). Bilinen tiim L-LDH’larin benzer
protein yapisinda olmalarina ragmen LDH’ 1n birincil yapis1 farkl tiir ve dokularda gok
cesitlidir. Omurgali izoenzimleri genellikle %70°den fazla aminoasit benzerligi
gosterirler, fakat bakteri LDH’lan tiirler arasinda birbirleriyle daha az amino asit
benzerligi tasirlar ve omurgali LDH’lar ile benzerlikleri %40°n altindadir (Griffin ve

ark. 1992, Tsoi ve Li 1994).

Viicudun tiim hiicrelerinde LDH aktivitesi bulunmakla beraber LDH hiicre
icinde sadece sitoplazmada bulunmaktadir. Fakat farkli LDH izoenzimleri sitoplazma

icinde farkli bolgelerde kiimelenebilirler. Smith ve Kissane (1963) sigan bdbrek
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hiicrelerinde farkli bolgelerde LDH’in farkli izoenzimlerini izole etmistir. Vesell ve
Bearn (1962) 6rdek eritrositlerinde LDH izoenzimlerinden bir tanesinin ¢ekirdege yakin

bolgede baskin olarak bulundugunu gdstermistir.

Beyin, bobrek, karaciger, akciger, lenf diigiimleri, iskelet kasi, dalak gibi
dokularda LDH izoenzimlerinin aktivitesi cesitli calismalarla gdsterilmistir. Serum
degerleriyle karsilastirildiginda farkli dokulardaki enzim seviyeleri ¢ok yiiksektir.
Enzim seviyeleri karaciger, kalp, bobrek, ¢izgili kas ve akcigerde sirasiyla 9000 Ug™
yas agirlik, 25000 Ug™' yas agirlik, 15000 Ug™ yas agirlik, 9000 Ug™ yas agirlik, 9500
Ug™' yas agirlik olarak bulunmustur. Bircok dokudaki bu yiiksek enzim seviyeleri farkli
izoenzim kompozisyonlari1 tarafindan olusturulmaktadir. Kalp kasinda elektroforezde
hizli ilerleyen izoenzimler olan LDH-1 ve LDH-2 baskin haldeyken, karaciger ve ¢izgili
kasta katoda daha yakin duran LDH-4 ve LDH-5 izoenzimleri baskin olarak
bulunmaktadir. Yine viicudun farkli dokularinda bu izoenzimlerin bulunma oranlar1 da
farkli olmaktadir (Drent ve ark. 1996). Ornegin akcigerlerde izoenzimlerin oranlari;
%10 LDH-1, %20 LDH-2, %30 LDH-3, %25 LDH-4 ve %15 LDH-5 olarak
hesaplanmistir (Lott ve Nemensanszky 1987). Bunun yaninda serumda bu izoenzimlerin
dagilimina bakildiginda bu oranlarin %19-30 LDH-1, %32-48 LDH-2, %12-22 LDH-3,
%5-11 LDH-4 ve %5-13 LDH-5 oldugu goriilmiistiir (Moss ve Henderson 1986).

Bakteriyel ve omurgali LDH’lar1 arasinda oOzellikle N terminal bolgesi
bakimindan onemli farklar bulunmaktadir. Omurgali LDH’inda N terminal bdlgesi
genellikle asetilenmis olarak bulunurken bakterilerde bu bolgede serbest amino grubu
bulunmaktadir. Buna ek olarak omurgali LDH’1 N terminal bolgesinde uzun bir ilave
aminoasit sirasina sahiptir (R-kolu). R-kolu (20 aminoasit) NAD" baglanma bolgesine
kadar uzamaktadir ve bu aminoasit dizisi R-aksis alt iiniteleri arasindaki iliskiden
sorumludur. Diger taraftan bakteriyel LDH genellikle R kolunun genis bir kismini ya
da tamaminmi tasimamaktadir (Iwata ve ark. 1994). L-LDH’1n tersine bir¢ok D-LDH
dimerik yapiya sahiptir fakat Haemophilus influenza tiirtindeki gibi baz1 D-LDH’larin
tetramerik yapiya sahip olmalar1 olasidir. D-LDH enzimi evrimi sirasinda L-LDH’dan

ayrlmistir.  D-LDH  sadece NAD' baglanma bélgesinde Gly-X-Gly-X-X-Gly
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(X: korunmamis aminoasit) gibi kii¢iik bir lokus haricinde L-LDH ile ¢ok kii¢iik bir

sekans benzerligi gosterir (Donicola-Seoane ve Anderson 1990).

LDH’m kinetigi diizenli bir mekanizma gosterir. Enzime ilk olarak NADH-+H
(ya da NAD") baglanir ve sonra substrat olarak piriivat (ya da L-laktat) enzimin aktif
bolgesine baglanir. LDH katalizi sirasinda His 195’in imidazol grubu esansiyel asit/baz
katalisti gibi davranir ve substrata proton aktarir. Katalitik tepkime NADm
nikotinamid halkas1 ile His195’in imidazol grubunun piriivatin 2 karbonil grubuna
dogru ortak atagi ile ger¢eklesmektedir. Piriivat indirgenmesi sonucunda hidrit ve
proton hidrojenler NADH+H’a aktarilir ve NAD" ve protonlanmamis His195 laktat
oksidasyonunda laktattan hidrit ve proton hidrojen alicisi olarak goérev yapar. Asp
168’in karboksil grubu His 195’in imidazol grubunun protonlanmis formunun stabilize
edilmesinde gorev alir (Clarke ve ark. 1988). Enzimin iki guanidino grubu enzim
katalizinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Arg 171’in guanidino grubu substratin
karboksil grubuyla giiclii bir iliski halindedir ve substratin, aktif merkezin katalitik
bolgesine yerlestirilmesini saglar (Hart ve ark. 1986). Diger guanidino grubunu
bulunduran Arg 109 ise enzimin aktif merkezinin iizerindeki loba yerlesmistir ve aktif
bolgeye substrat baglandiktan sonra lopun aktif bolge lizerine kapanmasini saglar

(Clarke ve ark. 1986).

Hidrojen transferi gibi yapisal diizenlemeler LDH 1n katalitik yolunda yavag bir
adimdir. Bacillus stearothermophilus LDH’inda, laktat oksidasyonu sirasinda hidrojen
transfer asamast hiz siirlayic1 basamagi olusturmaktadir (Clarke ve ark. 1989). LDH
aktivitesinin pH yapis1 tepkimenin ileriye (laktat > piriivat) ya da geriye (piriivat >
laktat) dogru olmasina gore farklilik gostermektedir. Bu pH degeri katalitik His
bolgelerinin pK’sina bagli olmaktadir ve bir cok LDH i¢in 7.0 olarak hesaplanmaistir.
Omurgalilarda bulunan LDH’lar yiiksek derisimdeki substrat ile inhibe olmaktadir.
Substrat inhibisyonu bos enzim-NAD -piriivat iiclii kompleksinin sonucunda
ger¢ceklesmektedir (Everse ve Kaplan 1973). Omurgali LDH’1inin Steady-State ve gegis
kinetiklerinin detayl1 bir sekilde arastirmiglardir. Omurgali LDH’1 substrat baglanmasi
tizerine belli olmayan bir sekilde yardimlagmali etkide bulunur ve enzim aktivitesi igin

0zel bir faktor gerekmemektedir (Everse ve Kaplan 1973, Holbrook ve ark. 1975).
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Diger taraftan bakteriyel LDH katalitik yapisinda biiyiik cesitlilik gosterir ve genellikle
cesitli faktorlerle allosterik olarak kontrol edilir (Garvie 1980). AMP, ADP ve ATP gibi
adenin niikleotidleri genellikle enzimin NAD' baglanma bélgesine baglanir ve
koenzimle yarigmali olarak LDH’1 inhibe eder. Diger taraftan okzamat ve okzalat
yapisal olarak piriivat ve laktat analogudur ve substrat ile yarigarak LDH tepkimesini
inhibe eder ve piriivat indirgenmesini ve laktat oksidasyonunu engeller (Winer ve
Schewert 1959, Novoa ve ark. 1961). Bunun aksine okzamat bazen LDH tepkimesine
aktive edici etki de gosterebilir. Diisiik konsantrasyonda ki okzamat, enzime
baglanabilecek substrat konsantrasyonu yeterliyse genellikle enzim tepkimesini

hizlandirir.

LDH izoenzimlerinin ¢alisma sekilleri hakkinda Kaplan ve ark. (1964) aerobik-
anaerobik hipotezi gelistirmislerdir. Bu hipoteze gore izoenzimlerden hangisinin
calisacag1 ortam sartlarmin aerobik yada anaerobik olmasina gore belirlenmektedir.
Aerobik kosullar altinda glikoliz sonucunda olusan piriivatin ¢ogu trikarboksilik asit
(TCA) dongiisiine girerek miimkiin olan en fazla ATP olusumu saglanir. Boylece sabit
ve yeterli oksijen kaynagi iceren dokularda ¢ok miktarda laktat olusumu gozlenmez.
Boyle sartlar altinda calisan bir dokuda piriivatin laktata doniistimiinii saglayan Hy
izoenziminin yogun sekilde bulunmasi gerekmez. Fakat bu dokularda baska bir dokuda
olugmus laktatin piriivata doniistiiriilmesi gerekebilir, bu durumda laktat seviyesinin
artmasi ile piriivatin enzim iizerine uyguladigi inhibisyon ortadan kalkar ve enzim

laktattan piriivat olusturma yoniinde calisir.

Anaerobik kosullarda ise TCA dongiisii ¢alisamaz ve hiicre glikolizdeki ATP
{iretimine bagimli kalir. Sabit hizda NAD" iiretimi olmazsa bu iiretimde kesintiye
ugrayacaktir. Fakat piriivatin LDH yardimiyla laktata doniismesi NAD' diizeyinin sabit
tutulmasini saglayabilir. Bu doniisiim i¢in oksijen yoksulu dokularda piriivat1 laktata
doniistiirme kapasitesi yliksek bir LDH izoenzimi (M4) gereklidir. Bu hipotez deneysel
kanitlarla tam olarak kanitlanamamistir; 6rnegin My izoenzimi her ne kadar piriivatin
laktata doniistimii icin H4’ten daha yliksek doniisiim sayisina (Kc,) sahipse de substrat

icin Hy’ten daha diisiik bir ilgiye sahip oldugu goriiliir. Yine de karacigerde baskin
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izoenzimin My (LDH-5) oldugu goriilmiistiir, fakat bunun yaninda karacigerde HM;

(LDH-4) izoenzimi de bulunmaktadir (Palmer 1990).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan deney hayvanlar:

Deneylerde kullanilan erkek ve disi beyaz siganlar (Rattus norvegicus), Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Yetistirme ve Arastirma Merkezi
(DHYAM)’nde inbreed yontemiyle (kardesler arasinda ciftlesmelerle soylarin elde
edilmesi) yetistirilmistir. Deneylerde ayni deney periyodunda esit sayida erkek ve disi
siganlar kullanilmistir. Sicanlar deney siiresi boyunca plastik kafeslerde yeterli alan

saglanarak tutulmus ve beslenmelerinde taze su ve hazir yem kullanilmistir.

Bu c¢aligmada, kontrol grubu i¢in 4, deney gruplari i¢in 16 (8 adet DDVP, 8 adet
DNOC grubu i¢in) olmak {izere toplam 160 adet si¢can deneye alinmaistir.

2.1.2. Kullamilan kimyasal maddeler

e DNOC (Acros)

e DDVP (Sigma)

e KCI (Merc)

e Triethanolamin (Merc)

e Glukoz (Merc)

e MgCl, (Merc)

e ATP (Sigma)

e NADP (Sigma)

e GO6PDH (Sigma)

e Sodyum piriivat (Sigma)
e NADH (Serva)

e Fosfat tamponu (KH,PO4, K;HPO4) (Merc)
¢ Bidistile Su
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2.2. Yontem

Deneylerimizde 250-300 gr agirliginda sicanlar kullanilmistir. Sicanlar deney
asamasindan énce DDVP, DNOC ve kontrol olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir. DNOC
grubuna 2.8 mgkg ' (sudaki ¢ozinirligi 6.94 gr It'), DDVP grubuna 4 mgkg '
(sudaki ¢oziiniirliigii 10 g 1t") dozunda intraperitonal yolla madde uygulanirken, kontrol
grubuna ise ayni yolla Iml’lik steril enjektor yardimiyla serum fizyolojik uygulanmastir.
Enjeksiyondan dnce sicanlar metabolizmalariin esitlenmesi amaciyla yemek ve sudan
kesilip, 24 saat a¢ birakilmistir. Enjeksiyondan hemen sonra kafeslerine geri konan
sicanlara su ve yemek serbest olarak verilerek, metabolizmanin harekete ge¢cmesi
saglanmistir. Enjeksiyon isleminden 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64 ve 72 saat sonra, siganlar
servikal dislokasyon yolu ile dldiiriilerek karacigerleri ¢ikarilmistir. Karaciger dokusu
alindiktan sonra 0.15 M KCI tamponunda yikanarak, homojenat elde etmek igin 1/3
agirlik/hacim olacak sekilde soguk KCI ile ayr1 ayr1 6ziitleyici tiiplerine alinmis ve
homojenize edilmistir. Daha sonra homojenatlar ultrasantrifiijde (RC-5 SuperSpeed
Refrigerated Centrifuge) 48000g’de 30 dakika ¢evrilmis, elde edilen siipernatant enzim
kaynagi olarak kullanilmistir. Oziitleme ve santrifiij islemlerinin 0-4 °C sicaklikta

yapilmasina 6zen gosterilmistir.

2.2.1. Hekzokinaz aktivitesinin belirlenmesi

Deney Karigimi

pH:7.6 10mM | Trietanolamin tamponu 1.27 ml
55 mM Glukoz soliisyonu 1.20 ml
0.1 M MgCl, soliisyonu 0.20 ml
11 mM NADP soliisyonu 0.20 ml
81 mM ATP soliisyonu 0,10 ml
140 U.mg” G6PDH soliisyonu 0.01 ml
Ornek 0.02 ml
TOPLAM 3 ml

Cizelge 2.1. Hekzokinaz aktivitesi tayini i¢in deney karigimi.
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Deney karisimi ¢izelge 2.1°deki gibi hazirlandiktan sonra kuvars tiipler alt {ist
edilerek karistirllmistir. Enzim kaynagi olarak doku homojenatlar1 kullanilmistir.

Hekzokinaz enzim aktivitesi;

Glukoz + ATp Mer2*Hekzokinaz 511k 07 6-Fosfat + ADP + H'

Glikoz-6-fosfat + NADP _S*PH_ | Glikonat-6-fosfat + NADPH+ H*

tepkimeleri sonucunda olusan NADPH+H’in artan absorbsiyonunun CECIL 5000
Spektrofotomotrede 340 nm. dalga boyunda, 25 °C’de 5 dakika izlenmesi ile tayin
edilmistir (Boehringer Mannheim 1973).

2.2.2. Laktat dehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesi

Deney Karigimi

10 mM pH: 7.0 2.83 ml
10 mM Fosfat tamponu

23 mM Sodyum piriivat soliisyonu 0.10 ml
12 mM NADH soliisyonu 0.05 ml
Ornek 0.02 ml
TOPLAM 3ml

Cizelge 2.2. Laktat dehidrogenaz aktivitesi tayini i¢in deney karigimi.

Deney karisimu ¢izelge 2.2°deki gibi hazirlandiktan sonra kuvars tiipler alt {ist

edilerek karistirllmistir. Enzim kaynagi olarak doku homojenatlari kullanilmistir. Laktat
dehidrogenaz enzim aktivitesi; Piriivat + NADH+H® «—22— Laktat+ NAD"
tepkimesi sonucunda azalan NADH+H"mn azalan absorbsiyonunun CECIL 5000

spektrofotomotrede 340 nm. dalga boyunda, 25 °C’de 5 dakika izlenmesi ile tayin
edilmistir (Boehringer Mannheim 1973).

Spektrofotometrede ilk okuma tepkimenin dengeye ulagmasi i¢in 1 dakika sonra

yapilmistir ve daha sonra, 1’er dakika araliklarla 5 dakika boyunca her dakika
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sonundaki absorbans degeri kaydedilmistir. Elde edilen verilerden her bir enzim igin

AE/At (IU) degeri bulunmustur (Hannig ve ark. 2004).

2.2.3. Dokularda protein tayini

Calismamizda karaciger dokusundaki protein tayini i¢in Bradford (1976)

yontemi kullanilmustir.

2.2.4. Spesifik aktivite tayini

Aktivite tayini i¢in en uygun 6l¢iim siiresi, enzim katalizli tepkimenin en yiiksek
diizeyde gerceklestigi ve dengelendigi ana kadar olan siiredir. Bu siire bir¢ok enzim

katalizli tepkime i¢in, genellikle 5 dakikadir.

Bir {inite enzim; 340 nm’de 1 pmol NADPyi (NAD 1) 1 dakikada NADPH’a
(NADH’a) (molar sogurma katsayisi 6.22 mM 'cm™) degistiren enzim miktar1 olarak
tanimlanirken, spesifik aktivite mg protein basina diisen internasyonal iinite olarak

tanimlanmistir.

Bradford yontemi kullanilarak elde edilen Cprowin degeri ve okumalarda elde

edilen AE/At degerleri, enzim aktivite tayini i¢in asagidaki formiilde kullanilmastir.

volim aktivite

Voliim Aktivite = . AE/At Spesifik Aktivite =
cdv Coprotein
A% : Son hacim
€ : Molar Sogurma Katsayis1 (6,22 cm” pmol™)
d : Isik yolu (cm)
\% : Kullanilan enzimin hacmi

AE/At : Birim zamanda (1 dk.) absorbsiyon farki
Chprotein : Enzimin derisimi (mg/ml)
2.2.5. Istatistiksel analiz
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Verilerin degerlendirilmesinde, SPSS paket programi (11.0 versiyonu)
kullanilarak, serum fizyolojik, DNOC ve DDVP degerlerinin karsilastirmalarinda
ANOVA (one-way) testi yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart hata (Ort = SH)
seklinde verilmistir. Analizler sonucu degerlendirmede p<0.05 olasilik degerleri

istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir.

3. ARASTIRMA SONUCLARI
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3.1. Hekzokinaz Aktivitesi

DNOC ve DDVP uygulamalarimin erkek si¢anlarin karaciger HK aktivitesi
tizerine olan etkileri sekil 3.1°de gosterilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda
calisilan biitlin saatlerde, HK aktivitesinin DDVP uygulanan erkek sicanlarda arttigi,
bunun yaninda DNOC uygulananlarda ise azaldigr goriilmiistiir. Bu iki maddenin
aktivite tlizerindeki etkileri dikkat c¢ekici olmustur. DNOC aktiviteyi ortalama 2 kat
azaltirken, DDVP 3 kat artirmigtir (Sekil 3.1).

Bu {i¢ gruptan elde edilen aktivite degerlerinin istatistiksel acidan
karsilagtirilmast ¢izelge 3.1°de gosterilmistir. Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda
0.saat hari¢ diger tiim deney saatlerinde DDVP uygulanan gruptaki aktivite degisimleri
anlamli olarak bulunmustur. DNOC uygulanan hayvanlarda ise 0. ve 8. saatler
haricinde anlamli bir aktivite kayb1 meydana gelmistir. DNOC ve DDVP uygulanan
gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ise tiim saatlerde DDVP uygulanan gruptaki
HK aktivitesinin DNOC uygulanan gruptaki aktiviteden anlamli sekilde farkli oldugu
goriilmistir (p<0.05). DDVP uygulanan grupta olusan aktivite degerleri, DNOC
grubuyla karsilastirildiginda en diisiik farkin 2. saatte, en yliksek farkin ise 32. saatte
ortaya ¢iktig1 gézlenmistir.

DDVP uygulamasinin HK aktivitesi ilizerine olan etkisinin zamana bagl olarak
degisimine bakildiginda, 2. saatte anlamli sekilde artan aktivitenin 32. saate kadar
anlamsiz degisimler gosterdigi saptanmuistir. 32. saatte ise enzim aktivitesi, anlamli
sekilde artarak deney periyodunun sonuna kadar anlamsiz degisimler gostermistir.
Erkek bireylerde en yiiksek HK aktivitesi 64. saatte DDVP uygulanan grupta
goriilmiistiir. Bu saatteki HK aktivitesi; kontrol grubunun yaklasik 2.8 kati, DNOC

grubunun ise yaklasik 9.5 kat1 olmustur.

DNOC uygulanan grupta ise 2. saatte meydana gelen anlamli azalmadan sonra
deney periyodunun sonuna kadar istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degisikligin

olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05) (Cizelge 3.1).
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Sekil 3.1. Erkek siganlarda karaciger HK aktivitesinin zamana ve maddelere
bagl olarak degisimi.

Disi sicanlarda zamana ve uygulanan maddelere bagli olarak meydana gelen
degisim sekil 3.2°de gosterilmistir. Her iki pestisitin de HK aktivitesini 8. saate kadar
benzer bir sekilde degistirdigi goriilmiistiir. 8. saatten sonra ise DNOC uygulanan grupta
aktivitenin azaldigi, bunun yaninda DDVP uygulanan grupta aktivitelerin yiiksek
degerlerde kaldigr gorilmiistir. DDVP uygulanan grup ile kontrol grubu
karsilagtirildiginda, kontrol grubundaki HK aktivitesinin 2. saat hari¢ diger tiim
saatlerde DDVP uygulananlardan diisiik oldugu goriilmiistiir. DNOC uygulanan grupta
ise aktivite 0., 2. ve 64. saatlerde kontrol grubundan daha diisiik degerlerde
bulunmustur. Disi sicanlarda HK aktivitesi en yliksek seviyesine, 8. saatte DNOC

uygulanan grupta ulasmistir.

Kontrol grubuyla DNOC grubu istatistiksel olarak karsilagtirildiginda, HK
aktivitesinin 0. ve 16. saatler haricinde diger tiim deney saatlerinde anlamli derecede
farkli oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubuyla DDVP grubu karsilastirildiginda ise 0. saat
hari¢ tiim deney saatlerinde istatistiksel a¢idan anlamli farkliliklar ortaya ¢ikmistir
(p<0.05). Iki deney grubu kendi aralarinda karsilastirildiginda 0., 4. ve 8. saatlerde
anlamsiz bulunan farkliliklar diger tiim deney saatlerinde anlamli olarak bulunmustur

(p<0.05) (Cizelge 3.2).



46

DDVP uygulanan grupta aktivitenin zamana bagli olarak degisimine
bakildiginda 2. saatten sonra anlamli bir sekilde artan aktivitenin 16. saatte yeniden ilk
iki periyottaki degerlerine yaklastig1 fakat 32. saatte tekrar yiikseldigi ve bu saatten
sonra anlamsiz degisimler gosterdigi goriilmiistiir (p>0.05). DNOC uygulanan grupta
ise 4. ve 8. saatlerdeki enzim aktivitesinin diger tiim saatlerde goézlenen enzim
aktivitelerinden anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Diger saatlerdeki
aktivite degisiklikleri ise kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamsiz kalmistir

(p>0.05) (Cizelge 3.2).
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Sekil 3.2. Disi sicanlarda karaciger HK aktivitesinin zamana ve maddelere bagl
olarak degisimi.

3.2. Laktat Dehidrogenaz Aktivitesi

Erkek bireylerde 0. saat hari¢ diger deney saatlerinde DDVP ile etkilenen
gruptaki erkek siganlarin karaciger LDH aktivitesinin kontrol grubuna oranla daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.3). Bunun yaninda DNOC ile etkilenen grupta ilk
saat haric LDH aktivitesi kontrol grubuna oranla daha diisiik kalmistir. DDVP
uygulanan siganlarda aktivitenin 16. saate kadar belirli bir seviyede kaldigi, 16. saatten
64. saate kadar ise hizli bir artig gosterdigi goriilmiistiir. Erkek bireylerde LDH
aktivitesi en yiiksek seviyesine DDVP uygulanan grupta 64. saatte ulagsmistir. 64. saatte

DDVP uygulanan gruptaki aktivite kontrol ve DNOC grubunun yaklasik 5 kati kadar
olmustur (Sekil 3.3).
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DNOC ve kontrol grubu karsilastirildiginda 0., 64. ve 72. saatler haricinde tiim
deney saatlerinde anlamli farklar oldugu goriilmiistiir. DDVP uygulanan erkek
bireylerdeki aktivite ise tiim deney saatlerinde hem DNOC hem de kontrol grubundan

istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 3.3).

DDVP uygulanan gruptaki bireylerin zamana bagl olarak aktivite degisimleri
degerlendirildiginde, 64. saatte ortaya ¢ikan aktivitenin diger tim deney saatlerinde
anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir. DNOC grubunda ise 0. saatten sonra
anlaml olarak azalan aktivite (p<0.05), 64. ve 72. saate kadar anlamli degisiklikler

gostermezken (p>0.05), bu saatlerde artis gostererek 0. saatteki degerine ulagmistir

(p<0.05) (Cizelge 3.2).
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Sekil 3.3. Erkek sicanlarda karaciger LDH aktivitesinin zamana ve maddelere
bagli olarak degisimi.

Disi bireylerde karaciger LDH aktivitesi erkek bireylere benzer sekilde bir
grafik ortaya ¢ikarmistir. DDVP uygulanan gruptaki si¢anlarda enzim aktivitesi 0. saat
hari¢ tiim deney saatlerinde DNOC ve kontrol grubundan daha yiiksek olarak
bulunmustur. LDH aktivitesi en iist noktasina DDVP grubunda 64. saatte ulagmistir. 64.
saatte DDVP grubunda bulunan aktivite DNOC ve kontrol grubunun yaklasik 5 kati
olmustur. DNOC uygulanan grupta LDH aktivitesine bakildiginda ise aktivite

degerlerinin kontrol grubuna yakin oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.3).
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Gruplar arasinda ki farkliliklar istatistiksel olarak degerlendirildiginde DDVP
uygulanan gruptaki aktivite diger gruplardan anlamli olarak farkli olmustur. DNOC
uygulanan grup ile kontrol grubu karsilagtirildiginda ise aktiviteler arasinda ki
farkliliklarin 2., 16. ve 32. saatlerde anlamli oldugu, diger deney saatlerindeki
farkliliklarin ise istatistiksel olarak Onemsiz sayilabilecegi bulunmustur (p>0.05)

(Cizelge 3.2).

DDVP uygulanan gruptaki aktiviteler zamana bagli olarak karsilastirildiginda 2.
saatte anlamli olarak artan aktivitenin 32. saate kadar anlamsiz degisimler gosterdigi
bulunmustur. 32. saatte anlamli sekilde artan aktivite deneyin sonuna kadar benzer
degerlerde kalmistir (p>0.05). DNOC uygulanan grupta ise anlamli degisimler (p<0.05)
olsa da deney saatlerinde bulunan aktivitelerin benzer seviyelerde kaldig1 goriilmiistiir

(p>0.05) (Cizelge 3.2).
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Sekil 3.4. Disi siganlarda karaciger LDH aktivitesinin zamana ve maddelere
bagli olarak degisimi.

Tiim deneysel bulgular géz 6niine alindiginda DDVP uygulanan bireylerdeki
enzim aktivitelerinin, kontrol grubuna oranla yliksek, DNOC uygulanan grupta ise

diisiik oldugu goriilmiistiir. 0. saatler haric DDVP grubunda aktivite degerleri kontrol
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grubundan dikkat c¢ekici bicimde farkli kaydedilirken, bu farkliliklar DNOC grubunda

olusan farkliliklara oranla daha yiiksek bulunmustur.
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Cizelge 3.1. Hekzokinaz enziminin spesifik aktivitesinin disi ve erkek sicanlarda uygulanan maddelere ve zamana bagli olarak degisimi.

© Saat

>

g 0. SAAT 2.SAAT 4 SAAT 8.SAAT 16.SAAT 32.SAAT 64 SAAT 72.SAAT

O Madde Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH
Kontrol 4.13 £0.12ab x 3.46 +£0.003a x 4.37 £0.32ab x 227 +0.43ax 4.04 £0.35ab x 4.29 + 0.06ab x 6.25+1.18b x 3.6+0.2lax

ko

=4 DNOC 401 £0.0lax 1.63£0.29b y 1.27+0.11by 1.41 £0.37b x 14+0.16by 1.34 £ 0.25by 1.86 +£ 0.26b y 1.71 £ 0.24by

m
DDVP 424 £0.19ax 10.42 = 1.09bc z 8.63+0.28bz 11.78 £0.7bd y 11.43+£0.29bd z 15.06 = 1.58de z 1774+ 091e z 13.5+1.74cde z
Kontrol 6.31 £0.55ax 8.6+0.11bx 7.00 + 0.87ab x 3.99+0.42c x 3.87 +0.56c x 3.34+0.81cd x 3.77+0.17c x 1.21 +£0.07d x

:é” DNOC 5.68 £ 0.5a x 3.05+0.3%y 14.89+1.38by 16.15+2.07by 4.52+0.57ax 411+0.30ay 1.71£0.22ay 453+0.53ay
DDVP 6.23 +0.04a x 5.06 +0.65a z 141+041by 12.61 £0.99b y 8.32+0.59%cy 11.1+1.03bcz 11.55+1.26bcz | 12.06+1.30bc z

Tablodaki HK degerleri U/mg protein x 10~ olarak spesifik aktiviteyi gostermektedir.

Ort: Ortalama

SH: Standart hata
Farkl1 harfler ayn1 satirdaki istatistiki agidan anlamli farkliliklar1 géstermektedir (abed) (p<<0.05).
Farkl1 harfler ayni1 cinsiyette ve ayni stitundaki istatistiki agidan anlamli farkliliklar1 géstermektedir (xyz) (p<0.05).
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Cizelge 3.2. Laktat dehidrogenaz enziminin spesifik aktivitesinin disi ve erkek sicanlarda uygulanan maddelere ve zamana bagl olarak

degisimi.
‘g Saat
@ 0. SAAT 2.SAAT 4.SAAT 8.SAAT 16.SAAT 32.SAAT 64.SAAT 72.SAAT
S | Madde Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH
Kontrol | 24.76£0.003abed x | 25.84%2.2ae x 27.59+ 2.64ae x 3587+ 1.40ex | 14.66+0.02bx | 16.83%0.86abc x | 27.35+ 0.48bce x | 29.92+ 5.04de x
$
< | DNOC 23.90+ 0.02a x 431+0.94by 4.7+ 1.17by 8.35+ 1.74b y 9.44%0.03b y 533+ 1.19by 2335+ 1.67ax | 24.02+0.7%x
jea}
DDVP 23.35+0.57a x 79.56+2.57bcz | 72.18+0.61bd z 61.052253dz | 60.89+339dz | 94.67+3.64ez | 133.90+7.42fy | 89.08%0.60ecy
Kontrol | 24.72+1.96ab x 3479+ 5.41ax | 25.71+3.86ab x 31.7240.58ac x | 10.19+0.04dx | 14.77+0.02bdx | 24.98+2.27abx | 19.3620.19bcd x
:é” DNOC 23.81+ 0.34ab x 10.93£230by | 31.083.67acx | 24.41+4.09abx | 28.46+6.00aby | 40.93+6.88cy | 26.73:2.97abx | 19.65+3.21bc x
DDVP 25.25+ 0.5a x 67.18+5.12bz | 91.74+ 11.21bcdy | 85.69+7.46bcy | 85.00+7.74bcz | 120.26+7.83dz | 133.23+7.98dy | 107.7+4.85cdy

Tablodaki LDH degerleri U/mg protein olarak spesifik aktiviteyi gostermektedir.

Ort: Ortalama

SH: Standart hata
Farkl1 harfler ayn1 satirdaki istatistiki agidan anlamli farkliliklar1 géstermektedir (abed) (p<<0.05).
Farkl1 harfler ayni1 cinsiyette ve ayni stitundaki istatistiki agidan anlamli farkliliklar1 géstermektedir (xyz) (p<0.05).
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4. TARTISMA VE SONUC

Artan niifusa paralel olarak besin ihtiyacindaki artig, diinyanin en Onemli
problemidir. Tarimsal alanlar; sehirlesme, endiistrilesme ve erozyon nedeniyle giderek
azalmaktadir. Bu nedenle birim alanda en fazla {iretimi saglayabilmek icin yiiksek
miktarda pestisit temel olarak tarim alanlar1 ve cayirlara olmak {izere ¢evreye birakilir
(Kaya ve ark. 2000). Tarimsal kullanim i¢in ¢evreye birakilan pestisitler, icme sulari
besin ve hava yoluyla biyolojik sistemlere dahil olabilmekte ve birincil hedeflerinin

yaninda diger canlilar1 da etkilemektedir.

Kimyasallarin canlilarda meydana getirdikleri etkileri, c¢esitli enzimlerde
meydana gelen aktivite degisiklikleri arastirilarak belirlenebilir. Ozellikle bu maddelerin
detoksifikasyonunun gerceklestigi karacigerde olusacak degisiklikler, bu maddelerin

organizma iizerine olan etkileri hakkinda bilgi verecektir.

Calismamizda DDVP’nin etkisi hem erkek hem de disi si¢anlarda kontrol
grubuyla karsilastirlldiginda karaciger HK aktivitesini arttirdigi gozlenmistir. Bu
sonuglar DDVP’nin karaciger hiicrelerine glukoz girisini ve kullanimini arttirdigini
diistindiirmektedir. Detoksifikasyon genel olarak yiiksek enerji gerektiren bir istir ve bu
enerji hiicresel solunumdan saglanmaktadir. DDVP uygulamasinin ¢esitli canlilarda
oksidatif strese neden oldugu pek ¢ok arastirmaci tarafindan gosterilmistir. Olusan bu
durumun ortadan  kaldirilabilmesi  i¢in  viicutta bulunan  detoksifikasyon
mekanizmalarimin  hizla c¢alismasi gerekmektedir. Bu isin yapildigi temel organ
karacigerdir ve detoksifikasyon islemleri sonucunda artacak enerji ihtiyacinin
karsilanmas1  gerekmektedir. Hiicrelerde enerji  glukozun yikimi iizerinden
saglanmaktadir ve HK enziminin glukoz metabolizmasinin birinci basamaginda oldugu
diistintildiiginde artan enerji ihtiyaci ile birlikte enzim aktivitesinde artis meydana

gelmesi beklenebilir bir sonug olmaktadir.

Romero-Navarro ve ark. (2006) DDVP’nin karaciger hiicrelerinde HK’in

izoenzimlerinden olan HK IV (Glikokinaz) aktivitesi lizerine olan etkisini arastirmiglar
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ve DDVP uygulamasina baglh olarak HK IV aktivitesinde bir azalma oldugunu
belirtmislerdir. Bu sonuca benzer sekilde Lowes ve ark. (1998) yaptiklar1 calismada
alkole bagli siroz goriilen karaciger ile kontrol karacigerini karsilastirdiklarinda, benzer
sekilde HK IV aktivitesinde %10 diizeyinde azalma meydana geldigini bulmuslardir.
Bunun yaninda aynmi ¢alismada HK’nin diger izoenzimleri de arastirilmig ve HK I
aktivitesinde 3, HK II aktivitesinde ise 7 katlik bir artis gézlenmistir. Bu sonuglar goz
Online alindiginda DDVP’nin HK [V’in aktivitesinde kayiplara neden olmasinin
yaninda, diger izoenzimlerdeki artigla toplam HK aktivitesinde bir artis olusturabilecegi
diisiiniilebilmektedir. Calismamizda arastirilan HK aktivitesi izoenzimlerin toplam
aktivitesi oldugundan buldugumuz aktivite artislar1 bu ¢alismalarla paralellik

gostermektedir.

DDVP’nin karbohidrat metabolizmas1 {izerine olan etkileri Teichert-
Kuliszenwska ve Szymczyk. (1978) tarafindan da arastirilmis ve DDVP uygulanmasi
sonucunda siganlarda hiperglisemi ve insiilin seviyesinde bir artis gozlenmistir. Bu
calismaya benzer sekilde Pournourmohammadi ve ark. 2005 yilinda organofosfat bir
pestisit olan malathion ile yaptiklar1 ¢aligmada artan dozlarda malathion uygulamasina
paralel olarak plazma insiilin seviyesinde artis gozlemislerdir. Yapilan ¢esitli
calismalarda insiilin seviyesinde meydana gelen artisin nedenleri arastirilmistir.
Caligmalar sonunda asetilkolinin hem insiilin hem de glukagon i¢in potansiyel salgi
etkileyicisi oldugu ve DDVP’nin kolinerjik etkisinin insiilin/glukagon dengesinde
bozulmalara yol agabilecegi ve bunun da glukoz metabolizmasinda degisikliklere neden
olabilecegi ileri siirlilmiistiir (Teichert-Kuliszenwska ve ark. 1981, Gilon ve Henquin
2001, Duttaroy ve ark. 2004). Plazmada insiilin seviyesinin artis1 karaciger hiicrelerine
glukoz girisini hizlandirmaktadir. Hiicrelere giren glukozun hiicrede muhafaza edilmesi
icin fosforlanmasi gerekmekte ve bu tepkime HK enzimi tarafindan katalizlenmektedir.
Dolayisiyla plazmada artan insiilin seviyesi hiicrelerde HK aktivitesinin artisinin diger
bir nedeni olabilir. Bunun yaninda HK enzimi iizerine paraquat, malathion, endosiilfan
gibi farkli pestisitlerin de aktive edici bir etki gostermesi bu ¢alismanin sonuglariyla

paralellik gostermektedir (Dere ve ark. 1995a,b, Dere ve Polat 2001).
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Pestisitlerin etkisiyle hiicrelerde meydana gelen degisimler organizmada
metabolik degisimlere neden olmaktadir. DDVP ile yapilan imminositokimyasal
calismada NK-92Cl hiicrelerinde perforin, granzim A ve granulosin seviyelerinde
onemli azalmalar gozlenmistir (Li ve ark. 2002). DDVP akciger, karaciger, bobrek, kalp
ve dalakta histopatolojik degisimlere neden olmaktadir (Luty ve ark. 1998). DDVP’nin
meydana getirdigi bu gibi degisimler hiicrede enzim aktivitelerini etkileyerek artis ve

azalmalara neden olabilir.

mRNA seviyesindeki artiglar hiicrede bulunan enzimlerin aktivasyonlarinda
degisimlere neden olabilmektedir. HK enziminin kodlandigt mRNA’larda meydana
gelebilecek degisimler enzim aktivitesindeki artisin nedeni olabilir (Niswender ve ark.
1997). Yine DDVP’nin gen diizeyinde yaptig1 etkilerde aktivite farkliliklarim
olusturabilir. Rishi ve Sunita (1995) balik bobrek hiicrelerinde kromozomlara
DDVP’nin genotoksik etkisini arastirmislardir. Calisma sonucunda kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda kromatit bosluklari, kromatitler arasi bosluklar, sentromerik
bosluklar, kromatitlerin erken ayrilmasi ve poliploidi gibi bozukluklar goriilmistiir. Bu
gibi genis kromozom bozukluklar1 hiicrede ¢esitli degisimlere ve c¢esitli enzimlerin
aktivitelerinde artis ya da azalmalara neden olabilir. Calismamizda goriilen aktivite
artis1 bu sekilde meydana gelen kromozom bozukluklarinin bir sonucu olarak da ortaya

¢ikmis olabilir.

DNOC uygulanan grupta ise hem erkek hem de disi bireylerde HK aktivitesi
genel olarak azalma goOstermistir. Bu sonuglar temel olarak karacier hiicrelerinde
solunumun DNOC uygulamasina bagl olarak yavagladigini diisiindiirmektedir. Vicente
ve ark. (1998) DNOC uygulamasinin doz farkina bagl olarak farkl: sekillerde solunumu
etkiledigini ve yiikksek dozda DNOC uygulamasinin solunumu yavaslattigini
belirtmislerdir. Bu sekilde solunumun yavaslamasi sonucunda solunumun ilk
basamaginda gdorev yapan HK enzim aktivitesinde de bir azalmanin meydana gelmesi

olas1 bir sonug olacaktir.

DNOC’un organizma {iizerine etkilerinden biri de endokrin sistem iizerine

olmaktadir. 1991 yilinda Van den Berk ve ark. DNOC’un tiroid hormonu
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fonksiyonlarini etkiledigini ileri stirmiislerdir. Arastiricilar DNOC’ un bu etkisinin kanda
hormonun taginmasini saglayan transthyretin proteinine tiroksin ile yarigmali olarak
baglanmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir. Bu ¢alismaya benzer sekilde Kelly
1995 yilinda DNOC ile etkilenen farelerde T3 ve T4 hormon seviyelerinin azaldigin
bulmustur. Yarigmali baglanma nedeniyle kanda tiroksin hormonunun taginamamasi ve
hormon seviyelerindeki diisiisler sonucunda tiroksin hormonunun fonksiyonunu tam
olarak yerine getirememesi hiicrelerde metabolizma hizinin, dolayisiyla HK

aktivitesinin azalmasina neden olabilir.

DNOC, solunumunda oksidasyonu fosforilasyondan ayirarak elektron transferini
engeller. Bunun sonucunda ADP’nin ATP’ye doniisiimii engellenmis olur. ATP’ye
doniistiiriilemeyen enerji 1s1 seklinde agiga ¢ikarak hiicrede 1sisinin artmasina ve bunun
sonucunda hipertemiye neden olur (Judah 1952, Ilivicky ve Casida 1969, Moreland
1980). Hiicrenin 1s1sal dengesinin bozulmasi ile hiicrede faaliyet gosteren bir¢ok enzim
etkilenecektir. Ortam sicakligl enzimin optimum c¢aligma sicakligindan yiiksek oldugu
durumlarda enzimlerde aktivite kayiplarinin gozlenmesi beklenebilir bir sonug olacaktir.
Bu durumda artan hiicresel sicaklik HK gibi hiicrede gorevli birgok enzimde aktivite
kayiplarina neden olabilir. HK enziminin ¢alismasina bakildiginda enzimin islevini
yerine getirebilmesi i¢in ortamdaki ATP derisiminin yeterli diizeyde olmas1 gerektigi
goriiliir. HK enzimine substrat baglanmasi i¢in enzimin katalitik bdlgesine glukozla
birlikte ATP molekiiliiniin baglanmas1 gereklidir (Aleshin ve ark. 1998). Bu nedenle

ATP iiretimindeki azalma HK enziminin aktivitesinde kayiplara yol agabilir.

DNOC kromozomlar iizerine etkili olabilmekte ve hiicrenin genetik igerigine
zarar verebilmektedir. Hrelia ve ark. (1994) DNOC’un siganlarin kemik iligi
hiicrelerinde yapisal kromozom hasarlarini arttirdigini bildirmislerdir. Bununla birlikte
DNOC DNA’da zincir kirilmalarina da neden olmaktadir (Grilli ve ark. 1991). Bunlar
gibi kromozom hasarlar1 da hiicrede bazi enzimlerin transkripsiyon diizeylerinde

azalmalara neden olarak aktivite kayiplar1 olusturabilirler.

Den Tonkelaar ve ark. (1983) DNOC uygulamasi ile yag katabolizmasinin bir

belirteci olan ketonlarin arttigini, kan protein degerlerinin ve kan piriivatinin azaldigini
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bildirmislerdir. Arastiricilar bu sonuglarin nedenlerinden birinin DNOC’un glikolizis
tizerindeki inhibitor etkisi olabilecegini 6ne siirmiislerdir. DNOC un glikolizis iizerinde
baskilayic bir etkisinin olmasi temel olarak hiicrelerde HK aktivitesinde bir azalmaya

neden olacaktir.

DDVP ve DNOC uygulanan deney gruplarinda LDH aktivitesine bakildiginda

bu maddelerin HK iizerinde olusturdugu etkiye benzer degisimler goriilmektedir.

Hiicrede meydana gelen glukoz katabolizmasi ortamdaki oksijen yogunluguna
bagl olarak iki yolla ger¢eklesmektedir. Hem oksijenli hem de oksijensiz solunumun
temelinde glikoliz yatmaktadir. Oksijenli solunumda glikolizden sonra olusan piriivat
krebs dongiisii ve elektron tasima sistemi kullanilarak enerjiye doniistiiriiliir. Oksijensiz
solunumda ise glikoliz sonrasinda olusan piriivat LDH enzimi yardimiyla laktata
dontstiirilerek  NADH+H’1in yiikseltgenmesi saglanir. Calismamizda DNOC ile
muamele edilen sicanlarda LDH aktivitelerine bakildiginda HK enzimiyle paralel
sekilde bir aktivite kaybi gozlenmistir (Sekil 3.3, 3.4). HK enziminin tiim bu
tepkimelerin en basinda bulundugu diisiiniildiigiinde HK enzimde olusacak aktivite
kayiplarinin zincirleme bir sekilde tiim enzim aktivitelerinde azalmaya neden olmasi

beklenebilir bir sonug olacaktir.

DDVP uygulanan grupta ise artan HK aktivitesin paralel olarak LDH
aktivitesinde de artis gézlenmistir. DDVP’nin solunum iizerine brons spazmi, brons
salgilarinda artis, solunum diizensizlikleri ve solunum yetmezligi gibi etkileri
bulunmaktadir (Ikeda ve ark. 1990, ATSDR 1997). Viicuda ve dolayistyla hiicrelere
yeterli oksijenin alinamamasi, hiicrelerde oksijensiz solunumun hizlanmas: neden
olacaktir. Calismamizda buldugumuz LDH enzim aktivitesindeki artis yetersiz
solunumdan dolay1 artabilecek oksijensiz solunum hizi ile agiklanabilir. HK enziminde
de meydana gelen aktivite artis1 da artan oksijensiz solunum i¢in gerekli olan substratin

kargilanmasini saglayabilir.
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