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OZET

Bu calismada, fungusit olarak kullanilan benomil’in doku ve serum sialik asitleri
tizerindeki etkileri ile, antioksidan olarak kullanilan a-lipoik asit ve kondroitin-4-siilfat’in

doku ve serum sialik asitleri tizerindeki koruyucu etkileri incelendi.

Benomil (200 mg/kg), a-lipoik asit (200 mg/kg) ve kondroitin-4-siilfat (25
mg/kg) 5 hafta boyunca haftada bir kez olmak iizere intraperitonal (IP) injeksiyon
yoluyla uygulandi.

Benomil grubuna ait hayvanlarin dalak ve testis dokularinda, sialik asit
miktarlarinin 6nemli 6l¢iide arttigr (p< 0.05), karaciger, bobrek, kalp dokularinda ise

sialik asit miktarlarinda anlamli bir degisikligin olmadig: goriildii.

Benomil+a-Lipoik asit grubundaki hayvanlarin karaciger, dalak ve testis
dokularinda sialik asit miktarinin 6nemli olarak azaldigi (p< 0.05), bobrek ve kalp

dokularinda ise sialik asit miktarinda anlamli bir degisikligin olmadig1 saptandi.

Benomil+Kondroitin-4-siilfat grubuna ait hayvanlarin bdbrek ve kalp
dokularinda sialik asit miktarinda anlamli bir degisiklik goriilmez iken; karaciger, dalak

ve testis dokularinda ise anlamli bir azalmanin oldugu tespit edildi (p<0.05).
Benomil+a-Lipoik asit+Kondroitin-4-siilfat grubunda ise karaciger, bobrek, dalak
ve testis dokularinda sialik asit miktarlarinin 6nemli olarak azaldigi (p< 0.05), kalp

dokusunda ise anlamli bir degisikligin olmadig1 saptandi.

Serum sialik asit miktarinin sadece Benomil+a-Lipoik asit grubundaki

hayvanlarda 6nemli 6l¢iide arttg1 tespit edildi (p< 0.05).

Anahtar Kelimeler: Benomil, antioksidan, sialik asit, si¢an.



II

ABSTRACT

In this study, the effects of benomyl, which is used as fungicide, on tissue and
serum sialic acids and, the protective effects of a-lipoic acid and chondroitin-4-sulphate,

which are used as antioxidants, on tissue and serum sialic acids are observed.

Benomyl (200 mg/kg), a-lipoic acid (200 mg/kg) and chondroitin-4-sulphate (25
mg/kg) are applied by intraperitoneal (IP) injection once in each week for a period of 5

weeks.

It was determined that in spleen and testis tissues of animals in the group of
Benomyl, benomyl has caused a significant increase in the amount of sialic acid
(p<0.05), altough there wasn’t any significant change in the liver, kidney and heart

tissues.

It was observed that a significant decrease (p< 0.05) in the amount of sialic acid
has been seen in liver, spleen and testis tissues of animals in the group of Benomyl+a-

Lipoic acid and that there wasn’t any significant change in the kidney and heart tissues.

While there wasn’t a significant change in the kidney and heart tissues in the
group of Benomyl+Chondroitin-4-sulphate in the liver, spleen and testis tissues the

amount of sialic acid significantly decreased (p< 0.05).
It was observed that in the liver, kidney, spleen and testis tissues of animals in
the group of Benomyl+a-Lipoic acid+Chondroitin-4-sulphate the amount of sialic acid

significantly decreased (p< 0.05), there wasn’t any significant change in the heart tissue.

It was determined that the amount of serum sialic acid significantly increased

only in the Benomyl+a-Lipoic acid group of animals (p< 0.05).

Key Words: Benomyl, antioxidant, sialic acid, rat.
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1. GIRIS

Son yillarda, hizli ve kontrolsiiz niifus artisina karsilik, tarimsal alanlarin
azalmasi, birim alandan daha fazla ve kaliteli iirlin elde edilmesi amacin1 dogurmustur.
Bu nedenle oncelikli olarak alinan Onlem tarim triinlerine zarar veren bdcek, mantar,

yabani ot gibi ¢esitli zararlilara kars1 miicadelede kimyasallarin kullanimidir.

Pestisitler tarimsal {riinlerin iiretim agamasinda ve sonrasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Pestisit  kullaniminin  getirdigi olumlu  sonuglar  yaninda
kullanimlarinin bilingsiz, sinirsiz ve hatta kontrolsiiz olmasi, oncelikle ekosistemi
etkilemekte ve insanlar iizerinde muhtemel toksik etkilere yol agmaktadir. Bu nedenle
pestisitlerin ¢evre ve canlilar lizerindeki olumsuz etkileri, bu etkilerin 6nlenmesine ve

tamir edilmesine yonelik yapilan ¢alismalar giderek 6nem kazanmstir.

Pestisitler fizikokimyasal, kimyasal 0Ozelliklerine ve kullanildiklar1 zararl
grubuna gore ¢esitli sekillerde smiflandirilabilir. Benomil, fungisidal etkiye sahip
benzimidazol tiirevi sistemik bir fungusittir. Ulkemizde meyveler, kabakgiller, lahana,
turunggiller, celtik, mercimek, giil, yerfistig1 ve sekerpancari lizerinde kullanilmaktadir

(Yiicer, 2008).

Genis spektrumlu karbamatli bir fungusit olan benomil’in toksik etkileri ile ilgili
pek c¢ok caligma yapilmistir. Bu arastirmalarda, genellikle benomil’in teratojenik
(Cummings vd., 1990), sitogenetik (Dane ve Dalgig, 2005), histopatolojik ve
biyokimyasal (Balkan ve Aktag, 2005) etkileri ile, erkek iireme sistemi {izerindeki
etkileri (Lim ve Miller, 1997; Hess ve Nakai, 2000; Sorour ve Larink, 2001)
calisilmistir. Ayrica, benomil’in hiicre membranlar ile etkilesime girdigi (Suwalsky vd.,
2000); lipid peroksidasyonuna neden oldugu (Banks ve Soliman, 1997) ve c¢esitli
antioksidanlarin sinirli da olsa bir antioksidatif korumaya neden olabilecegi (Banks ve

Soliman, 1997; Min ve Kang, 2008) bildirilmistir.



Son yillarda, ¢esitli dokularda oksidatif hasarlara karsi koruyucu etkiye sahip
antioksidanlar arasinda kondroitin-4-siilfat (C4S) ve a-lipoik asidin (ALA) 6nemi hizla
artmaktadir (Ha ve Lee, 2003; Campo vd., 2004; Pires Das Neves vd., 2004; Sung vd.,
2005; Cakatay, 2006; Gonzalez-Perez ve Gonzalez-Castaneda, 2006; Duenschede vd.,
2007; Manda vd., 2007).

Kondroitin-4-siilfat (C4S) yumusak bag dokuda ekstraselliiler matriksin temel
stilfatlanmis glikozaminoglikanidir. Bag dokuda hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanarak
muhtemelen hiicresel adezyon ve gocte dnemlidir (Worrall vd., 1994). C4S’mn Fe*" veya
Cu® gibi gecis metal iyonlariyla selat olusturarak lipid peroksidasyonunu inhibe
ettikleri ve antioksidan 6zelliklere sahip olduklar: bildirilmistir (Campo vd., 2004).

a-Lipoik asit (ALA) oktanoik asidin disiilfid tiirevidir (Sung vd., 2005). Enerji
tiretimi ile ilgili mitokondrial multienzim komplekslerinin temel kofaktoriidiir (Kofuji
vd., 2008). Ozellikle son zamanlarda oksidatif stresin neden oldugu patolojik

durumlarin tedavisi ya da korunmasinda etkili antioksidan terapdtik ajan olarak

tanimlanmaktadir (Skibska vd., 2006).

Sialik asitler, dokuz karbonlu bir seker olan ndéraminik asidin tiirevlerinden
olusan yaklagik 50 iiyeli bir monosakkarit ailesi olarak tanimlanirlar (Traving ve
Schauer, 1998; Schauer, 2004). Memelilerde tipik olarak hiicre yiizeyi glikokonjugatlar
tizerinde terminal bakiyeler olarak bulunurlar ve hiicresel kabul ve adezyon olaylarinda
onemli rol oynarlar (Hao vd., 2005). Sialik asitler, ayrica timor biyolojisinde de dnemli
rol oynarlar (Schauer, 2004) ve g¢esitli kanserlerde biyomarker olarak Onemlidirler

(Babal vd., 2006; Soria vd., 2007).

Son yillarda yapilan baz1 ¢aligmalarda sialik asitlerin membranlardaki lipid
peroksidasyonunun bir yikim {irlinii olabilecegi ve bir peroksidasyon parametresi olarak

kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir (Kart vd., 2006; 2007; Yapar vd., 2007).

Bu calisma, lipid peroksidasyonuna neden oldugu bilinen fungusit benomil’in ve

antioksidanlar C4S ve ALA’in cesitli sican dokular1 ve serum sialik asit diizeyleri



arasindaki iligkilerinin arastirilmasi ve SA’in bir peroksidasyon parametresi olarak

kullanilabilirliginin arastirilmasi i¢in planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pestisitler

Tarim {riinlerini; {iretim, hasat, tagima, depolama ve tiiketimleri sirasinda
irlinlerin besin degerini diisliren, hastalik etmeni olusturan, iirlin ve kalite kayiplarina
neden olan bdcek, yabani ot, kemirici, mantar ve ¢esitli mikroorganizmalara kars1 zirai
miicadelede koruma amaciyla kullanilan kimyasal madde ve preparatlar pestisit olarak

adlandirilir.

Pestisit olarak kullanilan ilk maddeler kiikiirt ve arseniktir. Isa'dan 6nce 1000
yillarinda Homer kiikiirt fumigasyonundan bahsetmistir, 900’lii yillarda ise bahge
bocekleriyle miicadelede arsenik kullanilmistir. Daha sonra nikotin gibi bitki kokenli
maddeler kullanilmaya baglanmistir. Bu maddeleri civa, kursun metal bilesikleri ve
siyaniir gibi zehirlerin kullanimi takip etmistir (Gililer ve Cobanoglu, 1997). Pestisit
ozelligi gosteren kimyasallarin sentezi ve formiilasyonlarinin iiretimi kimya enddistrisi
devrimi ile birlikte baslamistir (Vural, 2005). 1939 yilinda diklorodifenil trikloroetan
yani DDT’nin pestisit ozellikleri Isvigreli kimyaci Paul Mueller tarafindan
belirlenmigtir. 1942 yilinda piyasaya ¢ikan DDT hizla yaygin kullanima girmistir. II.
Diinya savasinda ve sonrasinda pestisit liretimi ve kullanimi hizla artmistir. Pestisitler
sadece profesyonel kullanicilara degil, ayn1 zamanda kiigiik paketler halinde normal
toplum bireylerinin kullanimina da sunulmaktadir. Pestisit kullanimi 1945 ile 1985
yillar1 arasinda her on yilda bir iki katina ¢ikmistir (Giiler ve Cobanoglu, 1997). Tiim
diinyada 700°den fazla ve her yil 2.2 milyar kg pestisitin kullanildig1 kaydedilmistir
(http://www.atal.tubitak.gov.tr/istanbul/HamideSenyuva.pdf).

Her zehirli madde pestisit olarak kullanilmaz ve adlandirilmaz. Zehirli 6zellik

gosteren bir maddenin pestisit olabilmesi i¢in tagimasi gereken 6zellikler:

1- Biyolojik olarak aktif olmali,
2- Etkili olmals,



3- Giivenilir olmal,

4- Yeteri kadar stabil (kararli) olmali,

5- Kullanicilar agisindan giivenilir olmali,

6- Uciincii sahislar agisindan giivenilir olmal,
7- Tiiketiciler acisindan giivenilir olmali,

8- Besi hayvanlari agisindan giivenilir olmali,
9- Yabani hayatta zararli olmamali,

10- Faydali organizmalara zararli olmamali,
11- Cevre i¢in kabul edilebilir olmali,

12- Ticarette probleme sebep olmamali,

Bir formulasyon’da bulunmasi gereken 6zellikler FAO (Birlesmis Milletler Gida
ve Tarmm Orgiitii) ve WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan belirlenerek belli esaslara
baglanmis ve bu 6zelliklerin tayin edilebilmesi i¢in de standart metotlar gelistirilmistir

(http://ekutup.dpt.gov.tr/imalatsa/kimya/oik603.pdf).

2.1.1. Pestisitlerin siniflandirilmasi

e Kullanildiklar: zararh grubuna gore;

1- Bocekleri oldiirenler (Insektisit)

2- Funguslar oldiirenler (Fungusit)

3- Funguslarin faaliyetini durduranlar (Fungustatik)
4- Yabanci otlari 6ldiirenler (Herbisit)

5- Oriimcekleri dldiirenler (Akarisit)

6- Bakterileri 6ldiirenler (Bakterisit)

7- Yaprak bitlerini oldiirenler (Afisit)

8- Kemirgenleri 6ldiirenler (Rodentisit)

9- Nematodlar 6ldiirenler (Nematosit)

10- Salyangozlari 6ldiirenler (Molluskisit)
11- Algleri dldiirenler (Algisit)

12- Kuslar1 6ldiiren veya kacgiranlar (Avenisit)

13- Kagiricilar (Repllent)



14- Cekiciler (Atrakant)
(http://ekutup.dpt.gov.tr/imalatsa/kimya/oik603.pdf)

¢ Fizikokimyasal ozelliklerine gore;

1- Toz ilaglar

2- Islanabilir ilaglar

3- Kuru tohum ilaglar

4- Suda ¢6ziinen tozlar

5- Soliisyonlar ya da sulu ¢ozeltiler

6- Emiilsiyon konsantre ilaclar

7- Yazlik kislik yaglar (beyaz ve sar1 yaglar)

8- Graniiller

9- Pelletler

10- Aerosoller

11- Zehirli yemler

12-Kapsiil sekli verilmis formiilasyonlar

13- Yag konsantreleri ve yag soliisyonlar1

14- Akic1 konsantreler

15-Cok diisiik hacimli ilaglamaya uygun ya da sulandirilmadan kullanilan
formiilasyonlar

16- Giibre karisimlari

(Dokmeci ve Dokmeci, 2005)

e Kimyasal tiplerine gore;

1- Organofosfatlar

2- N-metil karbamatlar

3- Klorlu hidrokarbonlar

4- Bisditiyokarbamatlar

5- Organotinler

6- Botanik kokenli maddeler
7- Arsenikler



8- Fenoksialifatik asitler

9- Piretroidler

10- Fenol tiirevleri
11- Mikrobiyaller
(Giiler ve Cobanoglu, 1997)

e Kalciliklarina gore;

1- Kahlic1 olmayanlar: Birkag giinden-12 haftaya kadar etkisini siirdiirenler.

2- Orta derecede kalicr: 1-18 ay arasinda dayanabilenler.

3- Kalict olanlar (persistent): Bir c¢ok klorlu hidrokarbon bu gruba

girmektedir.

DDT,

dayanabilmektedir.

aldrin,

dieldrin  gibi

4- Siirekli kalicilar (permanent): Civa, kursun, arsenik.

(Gtiler ve Cobanoglu, 1997)

e Pestisitlerin toksikolojik simflandirilmasi;

Pestisitler

toksikolojik ac¢idan cesitli

sekillerde

maddeler

20 yil kadar

siniflandirilabilmektedir.

Asagidaki ornekte insanlar ve sicakkanli hayvanlar iizerinde toksisite bakimindan dort

sinifa ayrilmastir:

SIVI ILACLAR KATI iLACLAR
Ag1z yoluyla Deri yoluyla Ag1z yoluyla Deri yoluyla
LDs, degeri LDs, degeri LDs, degeri LDs, degeri
Cok zehirli <20 mg/kg <40 mg/kg <5 mg/kg <10 mg/kg
Zehirli 20-200 mg/kg 40-400 mg/kg 5-50 mg/kg 10-100 mg/kg

Orta dereceli
zehirli

200-2000 mg/kg

400-4000 mg/kg

50-500 mg/kg

100-1000 mg/kg

Az zehirli

>2000 mg/kg

>4000 mg/kg

>500 mg/kg

>1000 mg/kg

Tabloda yer alan degerler, siganlarda akut degerleri cinsinden verilmistir.

(http://www.itkb.gov.tr/files/zirai.pdf).



Her pestisit belirli derecelerde toksisiteye sahiptir ve saglik agisindan “tam
giivenceli” bir pestisit yoktur (Vural, 2005). ABD’deki bir yasada pestisitler “ekonomik
zehirler” olarak tanimlanmaktadir. Pestisitlerin insanlar {izerindeki etkilerinin
degerlendirilmesi olduk¢a zordur. Yas, cins, irk, saghigin durumu, beslenme diizeni,
sosyoekonomik durum, etkilenim siiresinin uzunlugu ve bigimi, pestisit konsantrasyonu
gibi ¢esitli etmenler pestisitlerin etkisi altinda kalan kisilerin etkilenimlerini ve

sonuclarini oldukga degistirmektedir (Giiler ve Cobanoglu, 1997).

Bitki koruma ilaglariyla temas (kazayla karsilagsmalar disinda), imalat sirasinda,
kullanma sirasinda ve ilag artig1 bulunan {iriinlerin tiiketimi sirasinda gergeklesir. Agiz,

deri ve solunum yollari ile insan viicuduna girerler (Giirpinar, 1988).

Pestisitler akut ve kronik etkiye sahiptirler. Pestisitlerin akut etkileri
irritasyondan dermatite, sistemik emilise bagli olarak Oliime kadar degismektedir.
Kronik etkileri ise kanser, dogum kusurlari, nérotoksisite, nérodavranigsal bozukluklar,
norofizyolojik degisiklikler, iireme ve fertilite lizerindeki olumsuz etkileri olarak

siralanabilir (Giiler ve Cobanoglu, 1997).

Pestisitlerin kullanim amagclar1 genelde bitkileri ve tarim {iriinlerini zararlilardan
korumak oldugu i¢in bu bitkilerin bulundugu, insanin ve diger canlilarin yasadig1 ¢cevrede
uygulanmaktadirlar  (http://ekutup.dpt.gov.tr/imalatsa/kimya/oik603.pdf).  Pestisitler
kullanildiklar1 yerlerde topragi, havay1 ve suyu kirleterek ekolojik dengenin bozulmasina
neden olmakla beraber, ¢evrede dayanikli olanlar (biyolojik pargalanma hizlar1 yavas
olanlar) ve lipidde ¢oziinenler, biyoekosistemlerde birikerek tiim canlilar i¢in zararh

olmaktadirlar (Vural, 2005).

2.1.2. Fungusitler

Fungusitler parazit mantarlar1 ve kiifleri yok etmekte ve tohumlari, keresteleri,
sebzeleri, kagit ve deri stoklarin1 korumada kullanilirlar. Antimikozikler ya da

antikriptogamikler olarak da adlandirilirlar (D6kmeci ve Dokmeci, 2005).



Cok kullanilan fungusitlere; civali bilesikler, bakir bilesikleri, pentaklorofenol,
ditiyokarbamatlar, tetrametilthiuram disiilfiir (thiram), hekzaklorobenzen (HCB) 6rnek

gosterilebilir (Vural, 2005).

2.1.2.1. Benomil

Benomil  (Metil 1-(butilkarbamoil)-2-benzimidazolkarbamat), sentetik
benzimidazol olup, yaygin olarak kullanilan sistemik fungusittir (Igbedioh ve Akinyele,
1992; Min ve Kang, 2008). Antikolinesterazik etkisi olmayan karbamatlarin imidazol’lii
tirevidir (Dokmeci ve Dokmeci, 2005). Benzimidazol tiirevi bilesiklerin fungisidal
Ozellikleri ilk kez Klopping tarafindan 1960 yilinda bildirilmistir (Douch, 1973). Diinya
Saglik Orgiitii istatistiklerine gére 1988 yilinda 70 iiriin tipi iizerinde 50 iilkede yaklagik
1700 ton benomil kullanilmistir (Min ve Kang, 2008). EPA (Cevre Koruma Ajansi)
tarafindan teratojenik olarak siniflandirilan pestisitlerden biridir (Giiler ve Cobanoglu,
1997). Benomil’in neden oldugu fitotoksik problemlerden dolayr 2002 yilinda
Amerika’da kullanimi durdurulmustur (Ho vd., 2007).

C|:I:CNH04H9
N
M—©C—20CH
/ 3
N/1 ol
H 0
Sekil 2.1.2.1.1: Benomil’in kimyasal yapist.

(Catalgol ve Alpertunga, 2008)

Benomil’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Ticari adlar: ve sinonimleri: Benlate, Tersan, Fungicide 1991, Fundazol
Molekiiler formiilii: Ci4H;sN4O3
Molekiil agirhgi: 290.3 g/mol
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Fiziksel hali: Kristalize kati

Densite: 0.38 g/cm’

Coziinebilirlik: Sudaki ¢oziintirliigii 25 °C ve pH 5’de 3.6 mg/L
Erime derecesi: 140 °C

(Catalgdl ve Alpertunga, 2008; http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc148.htm)

Benomil ¢evrede yikim {iriinii olan karbendazime hizla indirgenir ayn1 zamanda
biyolojik sistemler de, benomil’i hizla karbendazime metabolize etmektedir (Lim ve
Miller, 1997). Karbendazim de {iirlin korunmasinda kapsamli olarak kullanilmaktadir
(Garcia-Reyes vd., 2003). Benomil ve karbendazim, deney hayvanlarinda agiz ve
solunum yolu maruziyet sonrast hizla, dermal maruziyet sonrasi ise kismen yavasca
absorbe edilmektedir (Catalgol ve Alpertunga, 2008). Benomil normalde hayvanlarda 5-
hidroksi-2-benzimidazol karbamat (5-HBC)’a kadar metabolize edilir, bu iiriin daha
sonra idrar veya diski yolu ile konjuge ve elimine edilebilmektedir (Igbedioh ve

Akinyele, 1992).

2.2. Serbest Radikaller

Normal metabolizmanin bir parcasi olarak insanlar, serbest radikal adi verilen ve
hiicresel elemanlara (6zellikle mebran lipidleri ve genetik materyallere) zarar veren
kimyasal olarak reaktif maddeler iiretirler (Trilling ve Jaber, 1996). Serbest radikaller in
vivo, normal metabolik iiriin olarak agiga ¢ikmasinin yaninda organizmanin oksitleyici
ozellik tasiyan ajanlara, iyonize edici radyasyona ve dogal durumunda serbest radikal
metabolitleri olusturabilen ksenobiyotiklere maruz kalmasiyla da olusurlar (Ozelgi-

Kavas, 1989).

Serbest radikaller, atomik ya da molekiiler orbitallerinde bir veya birden fazla
eslenmemis elektrona sahip molekiiller ya da molekiiler parcalardir. Bu eslenmemis
elektron ya da elektronlar serbest radikale oldukc¢a 6nemli derecede reaktivite kazandirir
(Valko vd., 2007). Lipid, protein ve niikleik asitler gibi énemli molekiilleri tahrip
edecek reaksiyonlar1 baglatabilirler. Bir bilesik ilave bir elektron alarak ya da bir

elektron kaybederek serbest radikal olusabilir. Ayrica homolitik bag yikimi ile de
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olusabilmektedirler. Serbest radikaller negatif veya pozitif yiiklii veya nétral olabilirler

(Delibas ve Ozcankaya, 1995).

Oksijen radikalleri gen transkripsiyonu, hiicrelerde ¢oziiniir guanilat siklaz
aktivitesinin regiilasyonu ve sinyal transdiiksiyonu gibi kritik etkiler gosterir (Fang vd.,
2002). Buna ragmen serbest radikaller proteinler, DNA, lipidler gibi hiicresel
bilesenlere zarar verirler. Oksijen radikalleri proteinlerde enzimatik aktivite kaybina ve

amino asitlerin karbonil tiirevlerine doniismesine yol agar (Cakatay vd., 2000).

Cogu dejeneratif hastalik temelini zararli serbest radikal reaksiyonlarindan
almaktadir. Bu hastaliklara ateroskleroz, iltihapla baglantili hastaliklar, kanser, demans,

diabet, astim ve dejeneratif goz hastaliklar1 6rnek gosterilebilir (Trilling ve Jaber, 1996).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) normal hiicresel

metabolizmanin triinleri olan serbest radikallerdir (Valko vd., 2007).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Aerobik organizmalar i¢in serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler
oksijendir (Ozelgi-Kavas, 1989). Oksijenden tiiretilen radikaller, canli sistemlerde
iretilen radikal tiirlerinin en 6nemli siifim1 temsil eder. Molekiiler oksijen (dioksijen)
eslenmemis elektron konfiglirasyonuna sahiptir bu nedenle kendiside bir radikaldir
(Valko vd., 2007). Molekiiler oksijen suya kadar indirgenir (Sies, 1997), suya
indirgenmesi ardisik univalan basamaklarda gergeklesir. Bundan dolay1 oksijenin bir

elektron rediiksiyonu miimkiindiir (Delibas ve Ozcankaya, 1995).

Oksijenin univalan rediiksiyonu ve oksijenin suya doniisiimii sirasinda oldukga
reaktif maddeler ve bir¢ok serbest radikal iiriinii meydana gelir (Delibas ve Ozcankaya,
1995). Dioksijen formlara bir elektron ilavesiyle siiperoksit anyon radikali (O, ) olusur
ve siiperoksit iiretimi genellikle mitokondride gerceklesir, mitokondrial elektron tasima
sistemi stiperoksit i¢in kaynak teskil eder. Siiperoksit radikalinin spontan ya da
enzimatik dismutasyon reaksiyonu ile hidrojen peroksit (H,0,) meydana gelir. Hidrojen

peroksit gercek bir radikal olmamakla birlikte, hidroksil radikali olusumuna yol
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acabildiginden dolay1 6nemli bir oksidandir. Hidrojen peroksit (H,0,)’e bir elektron ve
bir proton eklenmesiyle hidroksil radikali (OH") meydana gelir. Hidroksil radikali
(OH") olusumu metal iyon bagiml bir reaksiyondur. Serbest transisyon metalleri (Mn,
Cu, Fe) varliginda olusturulabilir. Bu reaksiyon Fenton reaksiyonu olarak adlandirilir.
Siiperoksit radikali varliginda, transisyon metalleri Haber Weiss reaksiyonu katalizorleri
olarak davranabilirler. Bu reaksiyonda da hidroksil radikalleri olusur. Hidroksil radikali
(OH") yiiksek reaktiviteye sahip olmasindan dolay1 ¢ok tehlikeli bir radikaldir, in vivo
yar1 omril ¢ok kisadir yaklasik 107 sn. (Ozelgi-Kavas, 1989; Delibas ve Ozcankaya,
1995; Fang vd., 2002; Valko vd., 2007). Reaktif oksijen tiirleri i¢in mitokondriler en
onemli hiicre i¢i kaynak ve hedeftir (Arivazhagan vd., 2001).

Singlet oksijen oksijenin yiiksek enerjili ve mutajenik formudur. Isik enerjisinin
transferi, notrofillerin solunum reaksiyonlar1 ya da lipid peroksidasyonu tarafindan

iretilir (Ames vd., 1993).

Canli sistemlerde, oksijenden tiiretilen diger reaktif radikallere, peroksil
radikalleri (ROO"), hidroperoksil ya da perhidroksil radikali (HOO") ve alkoksil radikali
(RO") 6rnek gosterilebilir (Delibas ve Ozcankaya, 1995; Valko vd., 2007). Fizyolojik
kosullarda viicut tarafindan tiiketilen oksijenin yaklasik olarak %1 ile %3’ siiperoksit

ve diger reaktif oksijen tiirlerine dontisiir (Fang vd., 2002).

Reaktif nitrojen tiirleri (RNS)

Nitrik oksit radikali (NO") yiiksek organizmalarda, L-arjinin’in terminal guanido
nitrojen atomlarinin oksidasyonu ile iiretilmektedir. Bu siire¢ nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimi ile katalizlenir. NOS enzimi L-arjinin’i, sitriillin ve NO’e ¢evirir. Nitrik oksit
sentaz (NOS)’in ndéronal NOS (nNOS), uyarilabilir NOS (iNOS) ve endotelial NOS
(eNOS) olmak iizere ii¢ izoformu vardir. Mikrogevre kosullarina bagli olarak nitrik
oksit radikali (NO®), nitroksil anyonu (NO ), peroksinitrit (ONOO ) ya da nitrosonyum
katyonu (NO") gibi diger reaktif nitrojen tiirlerine doniisebilir (Delibas ve Ozcankaya,
1995; Nordberg ve Arner, 2001; Droge, 2002).
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ROS ve RNS diisiik ve makul konsantrasyonlarda infeksiyon ajanlarma karsi
savunma, birka¢ hiicresel sinyal yolagi fonksiyonlarinda ve mitojenik cevabin

indiiksiyonu gibi hiicresel cevaplarda fizyolojik rollere sahiptirler (Valko vd., 2007).

Serbest radikallerin zararli etkilerinin neden oldugu biyolojik hasarlar oksidatif

stres ve nitrozatif stres olarak adlandirilir (Valko vd., 2007).

2.3. Antioksidanlar

Halliwell ve Gutteridge antioksidani, okside olabilir bir substratla
kiyaslandiginda, diisilk konsantrasyonlarda bulunan, anlamli olarak bu substratin
oksidasyonunu geciktiren veya durduran, herhangi bir madde olarak tanimlamislardir

(Aksoy vd., 2005).

Organizmalar ¢esitli kaynaklar yoluyla serbest radikallere maruz kalmaktadirlar.
Serbest radikaller tarafindan indiiklenen oksidatif strese karsi antioksidan savunma

sistemleri gelistirilmistir (Valko vd., 2007).

Antioksidanlar, oksijeni uzaklastirarak ya da lokal oksijen konsantrasyonunu
diisiirerek; katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirarak; hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi
anahtar reaktif oksijen tiirlerini uzaklastirarak; alkoksil, peroksil ve hidroksil tiirleri gibi
baslatic1 serbest radikalleri temizleyerek; baslatilan dizinin zincirini kirarak; singlet

oksijeni baskilayarak ya da temizleyerek etki eder (Gutteridge, 1995).

Normal kosullar altinda antioksidanlarin aktiviteleri ve intraselliiler seviyeleri
dengededir. Bu denge organizmalarin sagliklari ve hayatta kalmasi i¢in gereklidir

(Valko vd., 2007).

Antioksidan koruma hiicre i¢inde, radikal olusumunun Onlenmesi; olusan
radikalin durdurulmasi; radikaller tarafindan meydana getirilen oksidatif hasarin

onarilmasi; hasar gormiis molekiillerin eliminasyonunun arttirilmast ve mutasyon
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baslangiclarin1 en aza indirmek i¢in asir1 hasar gérmiis molekiillerin onarimlarinin

yapilmamasi gibi ¢esitli kademelerde is goriirler (Gutteridge, 1995).

Antioksidanlarin siniflandirilmasi

e Intraselliiler ve ekstraselliiler antioksidanlar

e Enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar

e Eksojen ve endojen antioksidanlar

e Lipidde c¢oziinen ve suda c¢oziinen antioksidanlar olmak iizere ¢esitli

sekillerde siniflandirilirlar (Rautalahti ve Huttunen, 1993).

Bazi1 Onemli Antioksidanlar

¢ Viicutta Sentezlenen Antioksidanlar (Endojen)

e Enzimatik Antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz
Katalaz

Glutatyon peroksidaz

e Nonenzimatik Antioksidanlar

Bilirubin

Lipoik Asit

Koenzim Q

Urik Asit

Melaninler

Albumin

Seriiloplazmin

Transferrin

«»Disaridan Diyetle Alinan (Eksojen)
Askorbik asit (Vitamin C)
a-Tokoferol (Vitamin E)
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B-Karoten
Flavonoidler

Likopen

(Rautalahti ve Huttunen, 1993; Aksoy vd., 2005)

2.3.1. Alfa lipoik asit

Alfa lipoik asit oktanoik asidin distilfid tiirevidir. Kimyasal yapis1 1,2-ditiolan-3-
valerik asit, ya da 1,2-ditiolan-3-pentanoik asit, ya da 6,8-ditiooktanoik asit, ya da DL-
tioktik asit olarak tanimlanir (Sung vd., 2005; Cakatay, 2006). Alfa lipoik asit hem
yagda hem de suda ¢Oziiniir. Erime sicakligi 59-62 °C’dir. Sicaklik ya da 1s1k altinda
kararsizdir. ALA enerji dretimi ile ilgili piruvat dehidrogenaz, ketoglutarat
dehidrogenaz gibi mitokondrial multienzim komplekslerinin temel kofaktoriidiir (Kofuji

vd., 2008; Inoue vd., 2009).

Insan diyetinde normalde yeterli miktarlarda olmasina ragmen lipoik asit sentaz
tarafindan mitokondiride de novo sentezlenir. Diyetten hizla absorbe edilen alfa lipoik
asit dokulara tasinarak hiicreler tarafindan alinir ve hizla dihidrolipoik aside (DHLA)
indirgenir. Barsaklardan absorbe edildikten sonra ¢esitli dokularda metabolik degisimler
gecirir ve viicuttan atilir. Karaciger alfa lipoik asit ve metabolitlerinin yapisinda
tutulmasi ve biriktirilmesi icin en yiiksek kapasiteye sahip organdir (Cakatay vd., 2000;
Cakatay, 2000).

A B
o CHZ SH
/s | 2
H,C |s CH,
\C/ |
H CH —SH
| |
CH2 CH2
| |
cle CH,
|
CH, CH,
| |
CH, CH,
| |
COOH COOH

Sekil 2.3.1.1: a-Lipoik asit (A) ve Dihidrolipoik asidin (B) kimyasal yapisi.

(Gonzalez-Perez ve Gonzalez-Castaneda, 2006)
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Alfa lipoik asit ¢esitli hiicresel enzimatik komplekslerin ¢cok 6nemli prostetik
grubu olmasinin yani sira oksidatif stresin neden oldugu patolojik durumlarin tedavisi
ya da korunmasinda etkili antioksidan terapotik ajan olarak tanimlanmustir (Skibska vd.,

2006).

Alfa lipoik asidin antioksidan kapasitesi oksidan radikallerle reaksiyona giren
tiyol grubunda bulunur. Ayrica koenzim Q10, glutatyon ve siiperoksit dismutaz (SOD)
gibi diger antioksidan sistemlerinin etkilerini arttirarak; vitamin C ve E gibi diger
antioksidanlarin onarimimni yaparak katki saglar (Gonzalez-Perez ve Gonzalez-

Castaneda, 2006).

ALA veya rediikklenmis formu olan DHLA, lipid ve akuatik fazda bir takim
oksijen serbest radikal tiirlerini baskilarlar, gecis metalleriyle selat olustururlar, C
vitamini ve glutatyon ile birlikte etki ederek membranlar lipid peroksidasyonuna ve
protein hasaria kars1 korurlar, ALA ayrica nonenzimatik glikasyonu engeller (Manda

vd., 2007).

2.4. Karbohidratlar

Tiim yasam bi¢imlerinde yapi, destek maddesi olarak ve enerji degisiminde is
goriirler (Karacali ve Deveci, 2007). Karbohidratlar monosakkaritler, oligosakkaritler ve
polisakkaritler olmak tizere {li¢ sinifa ayrilir. Monosakkaritler veya basit sekerler karbon
atomlarinin arasinda olusan bir glikozidik bag ile birlesirler. Birka¢ seker molekiiliiniin
birlesmesiyle olusan polimer oligosakkarit olarak adlandirilir. Yiizler veya binlerce
seker soz konusu ise olugan polimer polisakkaritler olarak adlandirilan

makromolekiillerdir.

Glukoz gibi basit sekerler hiicrelerin temel besin maddesidir, bunlarn yikilimi
hem hiicresel enerji kaynagini, hem de diger hiicre bilesenlerinin sentezi i¢in baslangi¢
materyalini saglarlar. Polisakkaritler ise sekerlerin depo formu ve hiicrelerin yapisal
bilesenini olustururlar. Polisakkaritler ile sekerlerin daha kisa polimerleri, proteinlerin

uygun intraselliiler hedeflere taginmalar1 ve hiicrelerin komsularina adezyonu gibi
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bir¢cok hiicresel tanimay1 gerektiren olaylarda “marker” belirte¢ olarak islev yaparlar

(Sakizli ve Atabey, 2006).

Karbohidratlar lipid ve proteinlerle birleserek glikokonjugat adi verilen hibrit
molekiilleri olustururlar. Glikokonjugatlar1 olusturan glikoproteinler, proteoglikanlar ve
glikolipitlerde oligosakkarit yan zincirleri siras1 ile polipeptid ve lipidlere kovalent
baglarla baglanirlar. Glikokonjugatlar oligosakkarit dizisinde monomerik birimlerin
modifikasyonlari, siralanma o6zellikleri ve glikozilasyon hizlarindaki farkliliklar ile
mikrogesitlilik olusturarak biyolojik c¢esitlilikten asil sorumlu molekiiller olarak is

gortirler.

Molekiiller ve hiicreler arast tanima olaylarinda gorev alirlar. Lizozomal
enzimlerin veya salglt proteinlerinin yonlendirilmesiyle molekiiller ve hiicreler
arasindaki tanima olaylarinda; embriyonik, otoimmiin-alloimmiin iligkiler ve metastazda
hiicre-hlicre tanimasinda, hiicre-matriks tanimasinda, zararhilarin (virlis, bakteri,
protozoa) enfeksiyon iligkilerinde, hiicre gogiinde, proteinlerin hiicre i¢i ve hiicreler
arasi trafiginde gorevlidirler. Baz1 metabolitlerin belli yerlerde depolanmasinda, hiicre
bliylimesinin kontroliinde, sinyal iletiminde rol alirlar (Karagali, 2003; Karacali ve

Deveci, 2007).

2.5. Sialik Asitler

Sialik asitler dokuz karbonlu seker ndraminik asidin (5-amino-3,5-dideoxy-D-
glycero-D-galacto-non-2-ulopyranosonic acid) yaklasik 50 iiyelik tlirevlerini igeren
monosakkarit ailesi olarak tanimlanirlar (Traving ve Schauer, 1998; Schauer, 2004).
Blix tarafindan 1936’da sigir submaksillar bez musininden izole edilmistir (Iijima vd.,
2004). En yaygin formlar1 N-asetilndraminik asit (NeuNAc), 2-keto-3-deoksi-n-glisero-
p-galakto-nonulosonik asit (KDN) ve N-glikolilnéraminik asittir (NeuNGc) (Hao vd.,
2005; Buschiazzo ve Alzari, 2008). Sialik asidin 5. karbonunda amino grubu ve 1.
karbonunda karboksil grubu bulunmasi fizyolojik kosullar altinda molekiile negatif yiik

kazandirir ve kuvvetli organik asit olarak karakterize edilir (Traving ve Schauer, 1998).
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Sekil 2.5.1: N-asetilnoraminik asidin kimyasal yapisi.

(Di Marco vd., 2006)

HO OH . HO on HO  on

9 3 CO2H COzH CO2H

HOW\_—¢_ 2 HO: HO»

AcHN— L3/ ~OH GeHN— L/ TOH HO— [/ ~OH
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NeubAc () Neu5Ge (c) KDN (o)

Sekil 2.5.2: Sialik asit formlari.
(Buschiazzo ve Alzari, 2008)

Sialik asitler dogada her yerde bulunmaz c¢ogunlukla omurgalilarda ve birkag
patojen bakteride bulunurlar. Memelilerde tipik olarak hiicre yiizeyi glikokonjugatlari
tizerinde terminal bakiyeler olarak bulunurlar, bundan dolay1 hiicresel tanima ve adhezif
siirecte onemli rol oynarlar. Sialik asit memelilerde her tip dokuda mevcuttur fakat
merkezi sinir siteminde, ndral hiicre adezyon molekiilleri (NCAM) lizerinde ve polisialik

asit polimerleri formunda en yiiksek konsantrasyona sahiptir (Hao vd., 2005).

Noraminik asitlerin ¢ogu, glikoprotein ve glikosfingolipidlerin N- ve O- bagh
oligosakkaritlerinin en dig kisminda bulunurlar. Glikokonjugatlarin fonksiyonlarim
yerine getirmesinde 6nemli rol oynarlar (Matsuno ve Suzuki, 2008). Sialik asitler diger
sekerlere a-2,3 ve a-2,6 baglar1 ve diger sialik asit molekiillerine a-2,8 bagi ile baglanir
(Crocker, 2002). Sialik asitin % 85’1 glikokonjugatlarin protein kismina, yaklasik % 15’1
lipide bagl ve ¢ok kiigiik miktar1 da serbest halde bulunur (Merhan ve Ozcan, 2004).
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Sialik asitler bir takim onemli biyolojik etkilere sahiptir. Biyolojik etkilerdeki
cesitlilik muhtemelen oligosakkarit zincirlerindeki sialik asitlerin konumlari, bag

(baglanma) tipleri ve kimyasal yapilari ile iliskilidir (Karagal1 vd., 1997).

Sialik asitler negatif yiiklerinden dolay1 pozitif yiiklii molekiillere baglanarak
transportlarini saglarlar. Hiicreler ve molekiiller arasinda ¢ekme ve itme etkisine sahiptir

(Traving ve Schauer, 1998).

Hiicresel farklilagsma sirasinda hiicre yiizeyleri tizerinde sialik asit yogunlugunda
degisiklikler meydana gelir. Sialik asitler oligosakkarit zincirlerin terminal birimleri
olarak reseptorlerin taninmasini onlerler ve onlarin yikima karsi korunmalarini saglarlar

(anti-recognation) (Karagali vd., 1997).

Sialik asitlerin molekiiller {lizerinde ve hiicrelerde aciga c¢ikan konumlar1 ve
negatif yiiklii olmalarinin bir sonucu olarak sialik asitler tanima alanlarin1 maskeleyerek
ya da hiicre taninmasina ve adezyon siirecine aracilik ederek sinir sistemi embriyogenezi,
ya da inflamatuar ve immiin cevap yolaklarinda 6nemli rol oynarlar (Buschiazzo ve

Alzari, 2008).

Sialik asitler, hiicresel etkilesimler, membran transportu, glomeriiler bazal
membran gecirgenliginin diizenlenmesi i¢in hiicresel membranlarin stabilizasyonunu

saglarlar (Kart vd., 2006).

Sialik asit, bakteriyel ve wviral infeksiyonlar1 engellemek amaciyla mukus
viskozitesini arttirir. Bir takim in vitro ve hayvan ¢alismalarinda sialillenmis
oligosakkaritlerin influenza A ve B viriislerinin suslarim1 inhibe etmekte antiviral
ajanlardan daha etkili olduklar1 gdsterilmistir. Ayrica kan koagiilasyonunu ve kolesterol

diizeylerini etkilerler (Matsuno ve Suzuki, 2008).

Eritrositlerin viriisler tarafindan hemaglutinasyonunun inhibisyonunda etkilidir

(Merhan ve Ozcan, 2004).
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2.6. Glikozaminoglikanlar (GAG)

Ekstraselliiler matriksin makromolekiilleridir. Glikozaminoglikanlar tekrarlayan
disakkarit birimlerinin dallanmamis zincirlerini i¢eren polisakkaritlerdir. Sekerlerden biri
bir amino sekerdir (N-asetilgalaktozamin veya N-asetilglukozamin), digeri ise bir uronik
asittir. Karbonil ve siilfat grubundan dolay1 ¢ok fazla negatif yiiklidiirler. Hiicrelerdeki
en anyonik molekiillerdir (Worall vd., 1994; http://www.ctf.edu.tr/anabilimdallari/
pdf/390/Ekstraseluler Matriks.pdf).

Kondroitin, dermatan, keratan, heperan ve hiyaluronan omurgali dokularinda
genis dagilim gosterirler. Hiyaluronan hari¢ diger biitiin GAG’lar siilfat grubu tasirlar ve
proteoglikanlar1 olusturmak icin cekirdek proteinlerine noétral trisakkaridler yolu ile
kovalent olarak baglanirlar (Worall vd., 1994). Proteoglikanlar hiicre dis1 matris bileseni
olmalarinin yanmi sira, bazi proteoglikanlar hiicrelerin adezyonunda ve integrinlerle
birlikte sinyal iletiminde rol alirlar. Kollajenler ve diger matris proteinleriyle etkileserek,

jelimsi aglar olusturlar (Sakizli ve Atabey, 2006).

2.6.1. Kondroitin-4-siilfat

Tekrarlayan iinite B-glukuronik asit ve N-asetilgalaktozamindir. Siilfat kokiiniin
4. veya 6. karbonlara baglanmasina gore kondroitin-4-siilfat ve kondroitin-6-siilfat olmak
tizere iki formu vardir. Kondroitin siilfat kikirdak dokusunun en 6nemli ara maddesidir
(http://www.mustafaaltinisik.org.uk/M057a.ppt), kikirdak, kornea, kemik, kalp ve arterde
bulunur (http://www.ctf.edu.tr/anabilimdallari/pdf/390/ Ekstraseluler Matriks.pdf).

CS artikiiler kikirdak proteoglikan elemanmidir ve artikiiler kikirdagin elastikiyet

fonksiyonlarinda 6nemli rol oynar (Ha ve Lee, 2003).
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- KOROROITIM-4-SLILFAT
HOCH,

HN—CD—CH3

- B Glukuronik asit M-Asetilgalaktozamin silfat 4,

Sekil 2.6.1.1: Kondroitin-4-siilfatin kimyasal yapist.
(http://www.mustafaaltinisik.org.uk/M057a.ppt)

Kondroitin-4-siilfat (C4S) yumusak bag dokuda ekstraselliiler matriksin temel
siilfatlanmis  glikozaminoglikanidir. Kondroitin-4-siilfat, dermatan siilfat (DS) ve
kondroitin-6-siilfat predominant formlardir; dogal olarak meydana gelen siilfatlanmamis
ve fazla-siilfatlanmis formlar1 bilinir. Kondroitin siilfat ve hiyaluronan doku
biitiinliglinii korumak i¢in fibroz ag bosluklarint doldururlar. CS ayrica bag dokuda
hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanarak muhtemelen hiicresel adezyon ve gogte
onemlidir. C4S,DS ve C6S sinirli ve karakteristik doku dagilimi gosterir. C4S ve DS
kollajendz interstisyel matrikste, lenfosit adezyonunda etkili olmasindan dolayr veniil
endotellerinde bulunur (Worrall vd., 1994). C4S plateletlerde bulunur, bununla birlikte
platelet aktivasyonu sirasinda serbest kalir (Donato vd., 1996). CS artikiiler kikirdak
ekstraselliiler matriksinin temel bilesenidir. C4S, malarya ile infekte olmus alyuvarlarin

adezyonunda rol alir (Lauder vd., 2000).

Kikirdaktaki proteoglikanlarin biiyiikk bir bolimiinii olusturan agrekan, bir
protein ¢ekirdege kovalent baglarla baglanmis olan kondroitin-4-siilfat, kondroitin-6-
stilfat ve keratan siilfat molekiilerini igerir (Turhanoglu ve Erdogan, 2001). Hiyaluronik
asit ve C4S’in, Fe*" veya Cu”" gibi gecis metal iyonlariyla selat olusturarak lipid
peroksidasyonunu inhibe ettikleri ve GAG’larin antioksidan 6zelliklere sahip olduklari

bildirilmistir (Campo vd., 2004).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Bu ¢alisma Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 18.02.2008 tarih ve 2008/02.01 sayili karar ile
onaylanmistir. Bu calismada, ergin Wistar albino (200-350 gr.) erkek sicanlar
kullamildi. Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Biriminden temin edilen
hayvanlar, deney icin her biri on hayvan igeren bes gruba ayrildi. Bakim ve
beslenmeleri T.U. Deney Hayvanlari Biriminde yapilan hayvanlar, deney siiresi
boyunca igilebilir gesme suyu ve standart pellet yem ile beslendi, 21°C sicaklikta ve 12

saat glindiiz 12 saat gece 151k periyodunda barindirildi.

Deney gruplar1 asagida belirtildigi gibi hazirlandi:

1. Grup: Kontrol Grubu

2. Grup: Benomil Grubu: Bes hafta siireyle haftada bir kez olmak tizere
intraperitonal (IP) injeksiyon yoluyla, benomil (Cornell) 200 mg/kg’lik
dozda (Banks ve Soliman, 1997) misir yagi (1.5 ml/kg) igerisinde (Lim ve
Miller, 1997) ¢oziilerek hayvanlara uygulandi.

3. Grup: Benomil + a-Lipoik asit (ALA) Grubu: Bes hafta siireyle haftada
bir kez olmak iizere intraperitonal (IP) injeksiyon yoluyla a-Lipoik asit
(Fluka) 200 mg/kg’lik dozda (Manda vd., 2007) serum fizyolojik (1.0
ml/kg) icerisinde (Campo vd., 2004) coziilerek hayvanlara uygulandi.
Uygulamadan 30 dk. sonra (Rybak vd., 1999), benomil (Cornell) 200
mg/kg’lik dozda (Banks ve Soliman, 1997) musir yagt (1.5 ml/kg)
icerisinde (Lim ve Miller, 1997) ¢oziilerek uygulandi.

4. Grup: Benomil + Kondroitin-4-Siilfat (C4S) Grubu: Bes hafta siireyle
haftada bir kez olmak iizere intraperitonal (IP) injeksiyon yoluyla
Kondroitin-4-siilfat (Fluka) 25 mg/kg’lik dozda serum fizyolojik (1.0
ml/kg) icerisinde (Campo vd., 2004) ¢oziilerek hayvanlara uygulandi.
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Uygulamadan 30 dk. sonra (Rybak vd., 1999), benomil (Cornell) 200
mg/kg’lik dozda (Banks ve Soliman, 1997) misir yagit (1.5 ml/kg)
icerisinde (Lim ve Miller, 1997) ¢oziilerek uygulandi.

5. Grup: Benomil + ALA + C4S Grubu: Bes hafta siireyle haftada bir kez
olmak iizere intraperitonal (IP) injeksiyon yoluyla a-Lipoik asit (Fluka)
200 mg/kg’lik dozda (Manda vd., 2007) serum fizyolojik (1.0 ml/kg)
icerisinde ¢oziilerek hayvanlara uygulandi. Daha sonra kondroitin-4-Siilfat
(Fluka) 25 mg/kg’lik dozda serum fizyolojik (1.0 ml/kg) icerisinde
(Campo vd., 2004) ¢oziilerek uygulandi. ALA ve C4S uygulamasindan 30
dk. sonra (Rybak vd., 1999), benomil (Cornell) 200 mg/kg’lik dozda
(Banks ve Soliman, 1997) misir yagi (1.5 ml/kg) icerisinde (Lim ve
Miller, 1997) ¢oziilerek uygulandi.

5 haftalik deney siiresi sonunda, Rompun (5mg/kg) ve Ketasol %10 (1 ml/kg)
kullanilarak anestezi altina alinan hayvanlarin kalp kan1 alindi, karaciger, dalak, bobrek,
testis ve kalp dokular1 ¢ikarildi. Kan 6rnekleri 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi
(Balkan ve Aktag, 2005). Kan serumu ve serum fizyolojik igerisine alinan dokular

analizleri yapilana kadar -80 °C’ de saklandi.

3.2. Metod

3.2.1. Sialik asit standart grafiklerinin hazirlanisi

Fosfat tamponu (pH 7.4, 0.1 M) kullanilarak 0,3 mg/10 ml N-asetil néraminik
asit ¢Ozeltisi  hazirlanmis, hazirlanan bu stok c¢ozelti seyreltilerek  belli
konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlanarak doku ve serum sialik asit standart

grafikleri elde edilmistir.
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Cizelge 3.2.1.2. Doku Sialik Asit Standart Grafigi.

3.2.2. Serum sialik asit tayini

YV V V ¥V V V

Serumdan alinan 0.2 ml 6rnek {izerine 1.5 ml %5°1ik perklorik asit eklendi.

100 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.

Sogutulduktan sonra 2500x g’de 4 dakika santrifiij edildi.

Alinan 1 ml siipernatant {izerine 0.2 ml Ehrlich’s reaktifi eklendi.

100 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.

Sogutulduktan sonra 525 nm’de spektrofotometrik (Shimadzu UV-VIS)

Olctimleri yapildi.
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» Serum sialik asit miktarlar1 hazirlanan standart grafiklere gore degerlendirildi

(Sydow, 1985; Karagal1 vd., 1995).

3.2.3. Doku sialik asit tayini

» Doku ornekleri, fosfat tamponu (pH 7.4, 0.1 M) igerisinde Glas-Col marka cam-
cam homojenizatdrde 500 rpm’de 5 dk. homojenize edildi.

Homojenattan alinan 0.2 ml 6rnek tizerine 1.5 ml %5°lik perklorik asit eklendi.
100 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.

Sogutulduktan sonra 2500x g’de 4 dakika santrifiij edildi.

Alman 1 ml siipernatant {izerine 0.2 ml Ehrlich’s reaktifi eklendi.

100 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.

Sogutulduktan sonra 525 nm’de spektrofotometrik (Shimadzu UV-VIS)

V V. V V V VY

Olctimleri yapildi.
» Doku sialik asit miktarlar1 hazirlanan standart grafiklere gore degerlendirildi

(Sydow, 1985; Karagal1 vd., 1995).

3.2.4. istatistiksel analizler

[statistiksel ~degerlendirme, SN: AXAS507C775506FAN3 seri numarali
STATISTICA AXA 7.1 istatistik programu kullanilarak yapildi. Olgiilebilen verilerin
normal dagilima uygunluklar1 tek 6rnek Kolmogorov Smirnov ve Shapiro Wilk
normallik testleri ile bakildiktan sonra normal dagilim gostermedigi i¢in gruplar arasi
kiyaslamalarda Kruskal-Wallis varyans analizi ve Mann Whitney U testi kullanildi.
Tanimlayici istatistikler olarak Median (Min-Max) degerleri verildi. Tiim istatistikler

icim anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak se¢ildi.

3.2.5. Kullanilan ¢ozeltiler

Serum Fizyolojik (%0.9 NaCl) : 9 gr NaCl bir miktar distile suda ¢oziildii son

hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

%75°1ik Perklorik Asit : 8.3 ml Perklorik asit alind1 son hacim distile su ile

100 mI’ye tamamlandi.

Ehrlich Reaktifi : 2 gr p-dimetilaminobenzaldehit, %20’lik HCI
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4. BULGULAR

4.1. Doku Total Sialik Asit Sonuclari

Karaciger, bobrek, dalak, kalp ve testis dokularina ait sialik asit sonuglar1 Cizelge
4.1. ve 4.2.°de belirtilmistir. Benomil grubuna ait hayvanlarin dokularindan dalak ve
testislerde kontrol grubuna gore anlamli bir artis gozlenmistir. Digerlerinde anlaml
olmasa da hafif bir artis gorlilmektedir. Benomil+ALA; Benomil+C4S ve
Benomil+C4S+ALA gruplarinda ise, sialik asit miktar1 kontrol ve benomil gruplarina
gore karacigerde azalmistir (p<0,05). Bobrekte, Benomil+ALA+C4S grubunda anlamli
bir azalma goriilmiistir (p<0,05). Kalpte tiim gruplarda anlamli olmayan bir azalma
goriilmiistiir. Dalak ve testislerde ise, benomil grubundaki artigla kiyaslandiginda, tiim

gruplarda sialik asit miktar1 azalmistir (p<0,05).

4.2. Serum Total Sialik Asit Sonuglari

Serum TSA miktarlarinda Benomil+ALA grubunda kontrole oranla anlamli bir
yiikselme gozlenirken, Kontrol-Benomil; Kontrol-Benomil+C4S; Kontrol-
Benomil+C4S+ALA gruplarinda anlamli olmasa da bir yiikselme gozlenmistir (Cizelge
4.1.ve 4.3.).



Deney Karaciger sialik Bobrek sialik asit Dalak sialik asit Kalp sialik asit Testis sialik asit Serum sialik asit
gruplari asit miktar: (ug) miktar1 (ug) miktar1 (ug) miktar1 (ug) miktar1 (ug) miktari (mg)
Kontrol 0.27460+0.076324 0.4081+0.04546 0.62060+0.050036 0.16800+0.029314 0.13540+0.040195 5.5840+0.39669

grubu 0.23700(0.225-0.416)| 0.4000(0.35-0.48) 0.63300(0.508-0.683) | 0.15800(0.141-0.233) | 0.12900(0.091-0.241) | 5.5750(4.89-6.20)
Benomil 0.28550+0.051857 0.4281+0.06876 0.65210+0.048832* 0.17890+0.039003 0.17220+0.021684* | 6.1520+1.05826

grubu 0.29550(0.200-0.366)| 0.4330(0.34-0.53) | 0.66650(0.533-0.691) | 0.18300(0.125-0.241) | 0.17050(0.150-0.216) | 5.9950(4.53-8.26)
Benomil+ | 0.214144+0.051181%* 0.3730+£0.10160 0.61157+0.020895* 0.143714+0.021430 0.14143+0.028171* | 7.1014%1.16159*
ALA grubu [0.18300(0.175-0.300)| 0.3705(0.18-0.60) | 0.60000(0.591-0.641) | 0.14100(0.116-0.183) |0.12500(0.116-0.183) | 7.1400(5.57-9.21)
Benomil+ | 0.23088+0.039977* 0.3777+0.02828 0.61025+0.022569* 0.15475+0.016628 0.14025+0.011511* 5.6713+0.38632
C4S Grubu |0.23700(0.166-0.300)[ 0.3705(0.34-0.43) | 0.60400(0.583-0.658) | 0.15400(0.133-0.183) |0.14100(0.116-0.150) | 5.7700(4.93-6.11)
Benomil+
ALA+C4S | 0.18800+0.017000* | 0.3180+0.02375* 0.56800+0.019079* 0.17480+0.020413 0.15320+0.004382* 6.0000+0.44637
grubu 0.18300(0.175-0.216)| 0.3160(0.30-0.36) | 0.56600(0.550-0.600) | 0.18300(0.150-0.200) [0.15000(0.150-0.158) | 6.1900(5.26-6.40)

Cizelge 4.1. Benomil, Benomil+ALA, Benomil+C4S, Benomill+ALA+C4S’1n dokular ve serumdaki sialik asit miktarlari.

* (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli, tablo degerleri aritmetik ortalama + SS(Std. Deviation) ve Median (Min-Max) olarak verilmistir.

LT
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Cizelge 4.2. Doku sialik asit miktarlari.
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Cizelge 4.3. Serum sialik asit miktarlar.
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5. TARTISMA

Insanoglu tarim alanlarinda daha fazla ve kaliteli iiriin elde etmek icin, iiriine
zarar verebilecek canlilardan korumak amaciyla pestisitleri kullanmaktadir. Ancak
pestisitler iirlin icin yarar saglarken besin zinciri yoluyla diger canlilar ve insanlar
tarafindan da alinabilmektedir. Bu nedenle, son yillarda pestisitlerin toksik etkilerinin
arastirlldigt caligmalarla birlikte, bu maddelere karsi korunma mekanizmalarinin

arastirildig1 calismalar da onem kazanmustir.

Cesitli yollarla organizmaya giren kimyasal maddelerin (ksenobiyotikler)
organizmada olusturabilecegi toksik etkiler ¢esitli yollarla arastirilabilir. Bu yollardan

birisi de bu maddelerin hiicrelerde olusturabilecegi oksidatif stresin arastirilmasidir.

Oksidatif strese bagli olarak serbest radikal olusumunun artmasi lipid
peroksidasyonuna neden olur ki bunun sonucu da hiicresel membranlarin yikimidir.
Membran fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri serbest radikallerin
temel hedefidir ve bunlarin saldirisi ile, sonugta lipid peroksidasyonuna giden zincir
reaksiyonlar baglar. Lipid peroksidasyonunun yikim {rlinlerinden biri MDA
(Malondialdehid)’dir (De Zwart vd., 1999; Kart vd., 2007; Yapar vd., 2007). MDA’ya
ilave olarak, hiicre membran glikolipitlerinin terminal bakiyelerinde yer alan sialik
asitlerin salgilanmasinin da hiicre membran yikiminin ve/veya lipid peroksidasyonunun
bir sonucu olabilecegi Yapar ve arkadaslari tarafindan ileri siiriilmektedir (Yapar vd.,
2007). Bu arastiricilara gore, salgilanan SA plazmaya gecer ve plazma SA
konsantrasyonunda yiikselmeye neden olur ve bu yiikselme hiicresel membranlardaki
glikolipitlerin yapisal biitiinliigiindeki degisikligi yansitabilir. Bugiine kadar yapilan pek
cok arastirmada, ¢esitli hastaliklarda serum SA diizeylerinin arttifi gosterilmistir

(Sillanaukee vd., 1999; Babal vd., 2006).

Serbest radikallerin zararhi etkilerini yok etmek ve oksidan maddelerin hasarini
azaltmak i¢in pek ¢ok antioksidan madde arastirilmistir. Bunlar arasinda kondroitin-4-
stilfat (Ha ve Lee, 2003; Campo vd., 2004) ve a-lipoik asit (Skibska vd., 2006; Manda

vd., 2007) son yillarda 6nem kazanmustir.
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Bu ¢alismada, lipid peroksidasyonuna neden oldugu bilinen (Suwalsky vd., 2000)
fungusit benomil’e karsi oa-lipoik asit ve C4S’in tek baslarina ve birlikte
uygulandiklarinda olusabilecek koruyucu etkileri, muhtemel lipid peroksidasyon {iriinii
olan SA’in (Kart vd., 2007; Yapar vd., 2007) doku ve serum miktarlar1 Slgiilerek

aragtirildi.

Yapar ve ark., yag asit metabolizmasinda énemli bir kofaktor olan ve antioksidan
ozellige sahip L-karnitin’in farelerde ii¢ farklt dozunun (100, 250 ve 500 g/kg) serum
TSA miktarlarinda doza bagli bir azalmaya neden oldugunu gostermislerdir (Yapar vd.,
2007). Yine, bir bagka calismada (Kart vd., 2007), kardiotoksik etkili bir antibiyotik olan
tilmicosin’e kars1 L-karnitin’in ¢esitli fare dokularinda TSA diizeyinde azalmaya neden

oldugu ve antioksidatif 6zellige sahip oldugu gosterilmistir.

Bu c¢alismada da, benzer sonuglar elde edilmistir. a-Lipoik asit ve C4S’in
benomil’le birlikte tek tek ve birlikte uygulanmalarinda karaciger, dalak ve testis TSA

miktarlarinda 6nemli bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.

ALA ve C4S’ 1 birlikte uygulanmasi halinde TSA’daki azalma bazi1 dokularda
daha fazladir. Bu caligmada elde edilen serum TSA miktar1 sonuglar1 da, Yapar ve
ark.’nin sonuglarini1 destekler niteliktedir. Serum TSA miktar1 ¢ok anlamli olmasa da,
kontrole oranla artis gostermistir. Bu artig, arastiricilarin ifade ettigi gibi, dokularda
benomil’e bagli lipid peroksidasyonu sonucunda serbest kalan SA’in plazmaya gectigi ve

serum TSA miktarinda artisa neden oldugu seklinde yorumlanabilir.

Sonu¢ olarak, sialik asitlerin lipid peroksidasyonunun bir yikim {iriini
olabilecegi; lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde bir parametre olabilecegi; ALA ve
C4S’1n her birinin antioksidatif 6zellige sahip olduklar1 ve ikisinin birlikte uygulanmasi
durumunda korunmanin daha kuvvetli olabilecegi sdylenebilir. Bu sonuglarin, konuyla
ilgili yapilacak daha ayrintili arastirmalar i¢in bir 6n calisma olarak katki saglayacagi

kuskusuzdur.
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