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OZET

TARIMDA KULLANILAN BAZI PESTISITLERIN CYPRINUS CARPIO
CARPIO’DAKI ANTIOKSiDAN ENZIMLERE ETKISININ
DEGERLENDIRILMESI
YUKSEK LISANS TEZI
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BiYOLOJIi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF.DR.SERAP DOGAN)
BALIKESIR, AGUSTOS - 2013

Giiniimiizde gelisen sanayi ile birlikte tarimda, sentetik giibre uygulamas: ve
zararlilarla miicadele i¢in bilingsizce pestisit kullanimi akuatik faunay1 olumsuz
etkilemektedir. Pestisitler, su kaynaklarimin kirlenmesine, igme ve sulama
suyunun kalitesinindiismesine neden olmaktadir. Dogal sucul ¢evrenin degisimleri
tatlh su faunasini, Ozellikle de baliklarn etkiler. Baliklar, c¢evresel kirlilikte
bioindikatér olarak akuatik sistemlerin  kalitesini degerlendirmek igin
kullantlmaktadir. Bir balifin antioksidan kapasitesi akuatik kirlilikte faydali
biomarkerlar olarak gosterilmektedir.

Bu calismada tatli su baligi olan Cyprinus carpio carpio’dan alinan kan
orneklerinde bazi pestisitlerin(deltametrin, sipermetrin, fenpropatrin, lamda
kloatrin, 2,4-D amin tuzu) antioksidan enzim aktiviteleri[siiperoksit
dismutaz(SOD), katalaz(CAT), glutatyon-s-transferaz(GST), glutatyon
rediiktaz(GR),  glutatyon  peroksidaz(GSH-Px) ve  glukoz  6-fosfat
dehidrogenaz(G6PD)] iizerine etkisi arastirilmigtir. Pestisitlerin antioksidan
enzimler iizerindeki inhibisyon etkisi belirlenmistir. Isy degerleri sirastyla her bir
enzim igin SOD;1,1x10°6, 5,510, 4,1x10° ve 3,5x10°; CAT; 2,4x10°, 3,9x10°,
8,1x 10°%, 6x10ve 4x10°°M ; GST; 2,2x10°%, 9,9x107%, 2,7x107, 3x10” ve 1,9x10°
M ; GR; 1,7x107, 8,7x10™, 1x107, 8,3x107ve 4,6x10"M ; GSH-Px; 1,2x10°%,
2,05x107, 1,3x107?, 3,1x10™ve 4,7x10™*M; G6PD; 7,1x107, 6,1x10° ve 6,6x10°
"M olarak bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER:antioksidan enzimler, pestisitler, oksidatif stress,
Cyprinus carpio carpio



ABSTRACT

THE EVALUATION EFFECTS OF SOME PESTICIDES USING IN
AGRICULTUREL TO ANTIOXIDANT ENZYMES IN CYPRINUS CARPIO
CARPIO
MSC THESIS
OMER FARUK KARASAKAL
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR:PROF.DR.SERAP DOGAN)

BALIKESIR, AUGUST 2013
In agriculture together with improved industry, unconscious pesticide used for

application of synthetic fertilizer and pest control negatively effects to aquatic
fauna. Pesticides give rise to contamination of water sources and reduced quality
of drinking and irrigation water. Changing of natural aquatic environment effects
freshwater fauna, also especially fish. Fish is used to evaluate quality of aquatic
system as bioindicator in environment pollution. Antioxidant capacity of a fish is
shown as a beneficial biomarker in aquatic pollution.

In this study, effects of some pesticides(delthamethrin, cypermethrin,
fenpropathrin, lambda-cyhalothrin, 2,4-D amine salt)on antioxidant enzymes
[superoxide dismutase(SOD), catalase(CAT), glutathione-s-transferase(GST),
glutathione reductase(GR), glutathione peroxidase(GSH-Px) ve glucose 6-
phosphate dehydrogenase(G6PD)] activities are investigated in blood samples

obtain from Cyprinus carpio carpio that is fish of fresh water. Inhibition effect of

these pesticides on antioxidant enzymes were determined. Iso values for each of
enzymes are found SOD;1.1x10°, 5.5x10, 4.1x10°° and 3.5x107;CAT; 2.4x10°,
3.9x10°, 8.1x10%, 6x10%and 4x10°M;GST;2.2x10°, 9.9x107, 2.7x107, 2.9x10’
| Sand 1.9x10*M;GR; 1.7x107, 8.7x10™, 1x10?, 8.3x107 and 4.6x10*M;GSH-
Px;1.2x107, 2.1x107%, 1.3x1073, 3.11x10™* and 4.7x10*M;G6PD; 7.1x107, 6.1x10°°
|

|

and 6.6x107°M, respectively.

KEYWORDS:antioxidan enzymes, pesticides, oxidative stress, Cyprinus carpio
carpio
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ONSOZ

Yiiksek Lisans Tez c¢alismalarim siiresince her zaman bilgisinden,
tecriibesinden yararlandigim, benden yardimlarini hi¢ esirgemeyen ve her zaman
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Ayrica calismalarim sirasinda bana yardimer olan Dr. Umran Alan ve
Uzm. Mehmet Emin Diken’e; ¢alismam siiresince gerek fiziksel gerekse manevi

yardimlarini esirgemeyen ¢ok degerli laboratuvar arkadaglarima tesekkiir ederim.

Egitim hayatim boyunca sabir ve destegini benden esirgemeyen, her tiirli
durumda yambasimda olup, beni hi¢ yalmiz birakmayan canim annem Nigar
KARASAKAL ile camim babam Mehmet KARASAKAL’a hayatim boyunca

minnettarim, onlara goniilden tesekkiirlerimi arz ediyorum.



1. GIRIS

Gegtigimiz ylizyillda sanayilesme hizinin artmasi, teknolojideki ilerlemeler,
diinya niifusunun hizli bir sekilde artmasi, gevre kirlenmesini de beraberinde
getirmistir. Meydana gelen kirliligin boyutlarinin hizla artmasi diinyadaki dengeleri
bozarken, ¢evreye bagimli olan canlilarin da bu durumdan olumsuz etkilenmelerine
neden olmusgtur. Su kirliligi, ¢cevre kirliliginin énemli bir par¢asim olugturmaktadir.
Su kirliliginin en Onemli nedenleri arasinda hizli sanayilesme ile beraber gelen
endiistriyel atiklar, hizli niifus artis1 ile birlikte gelen evsel atiklar, plansiz kentlegme
ve bununla beraber yetersiz alt yapi ve pestisitler verilebilir. Sularin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olarak kirlenmesi nedeniyle suyun kalitesinde ve 6zelliklerinde
degisimler meydana gelmektedir. Bu degisimler suda yagayan canlilari
etkilemektedir. Bu nedenle su kirlenmesi sucul ekosistemlerin zarar gérmesine ve
sularin sahip oldugu kendi kendini temizleme kapasitesinin yok olmasina neden
olmaktadir [1].

Organizmalarin fizyolojik fonksiyonlarimi ve ekosistemin biitlinliigiinii
etkileyen, ¢ok cesitli organik ve inorganik kirleticilerle akuatik sistemlerin
kontamine edilmesi herkes tarafindan bilinmektedir. Sucul sistemlere atilan bu
zararli maddeler biyotik komuniteler i¢in bir stres kaynagi olarak diisiiniilmektedir.
Birgok cevresel atik, baliklar1 da igine alan akuatik hayvanlarda oksidatif stresi
tetikleme kabiliyetine sahiptir [2]. Ozellikle son zamanlarda reaktif oksijen
tlirlerinin(ROT) tretimi ile ortaya ¢ikan oksidatif stres, ekotoksikoloji alaninda
fazlaca aragtumalara sebep olmustur. Cesitli akuatik organizmalardaki
biotransformasyon enzimleri {izerinde yapilan c¢alismalar hizli bir sekilde
artmaktadir. Bunun en énemli sebeplerinden birisi de bu oksidatif stres enzimlerinin
kimyasal kirliligin 6nemli isaretlerinden birisi olarak kabul edilmesidir. Ciinkii
organizmalarin antioksidan igeriklerinin kontaminasyona maruz kaldiklarinda
degisebilecegi belirtilmektedir. Canlilar i¢ ve dis ¢evrede siiregelen olumsuz etkileri
biinyelerinde bulundurduklar: antioksidan enzimler ve non-enzimatik molekiillerle en
aza indirgemeye calisirlar. Aerobik organizmalarda bulunan stiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon s-transferaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidazve glukoz-6-

fosfat dehidrogenaz gibi oksidatif stres enzimlerinin ¢alisilmas: 6zellikle ekolojik,
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toksikolojik ve evoliisyonal agilardan oldukga 6nemlidir[3]. Son yillarda iiretimi
arttirmak tizere tarimda yogun ve biligsiz pestisit kullaniminin sonucunda gidalarda,
toprak, su ve havada kullamlan pestisitin kendisi ya da doniisiim (iiriinleri
kalabilmektedir. Baliklar solungaglari vasitasiyla su ortamindan bunlar1 absorbe
ederek ya da bulasik materyalleri besin olarak tiiketimi sonucu pestisitle bulagabilir
ya da zehirlenebilir.

Kirlilikte organizmalarda meydana gelen ROT'un lipid peroksidasyonuna,
farelerde DNA zararlarina, baliklarda peroksizomal degisimlere yol agtig1 literatiirde
belirtilmektedir. Hiicre membranlarim1 olusturan doymamuis yag asitleri baliklarin
gelisimi ve optimal bilylimeleri icin esastir. Oksijen radikallerinin sebep oldugu lipid
peroksidasyonu, membranlara zarar vermekle kalmaz, bunun yaninda baliklarda
sarilik, beslenme yetersizlifi ve hemoliz gibi hastaliklarin baglica sebebini
olusturmaktadir.Bunun yamnda bazi hastaliklar oksidatif stresle ilgilidir[3].Cesitli
klinik, epidemiyolojik ve deneysel calismalar reaktif oksijen tiirleri, lipid
peroksidasyonu ve peroksidasyon liriinleri ile karsinogenez arasinda iligki oldugunu
gostermektedir.Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle DNA ve kromozomlarda

kirilma ve onkogenlerde aktivasyon meydana gelmektedir [4].

Baliklar insanlar i¢in ¢ok degerli canli protein kaynagini olusturmaktadirlar.
Tiirkiye tatli sularinda yasayan baliklarin oksidatif stres enzimleri {izerine yapilan
calismalar oldukg¢a smirhdir. Bu c¢alismada bir tath su balign olan Cyprinus carpio
carpio’nun kanindan elde edilensiiperoksit dismutaz(SOD), katalaz(CAT), glutatyon
s-transferaz(GST), glutatyon peroksidaz(GSH-Px), glutatyon rediiktaz(GR) ve
glukoz 6-fosfat dehidrogenaz(G6PD) antioksidan enzimlerinin aktiviteleri
belirlenmis vedeltametrin, sipermetrin, fenpropathrin, lamda kloatrin ve amin

tuzupestisitlerinin bu enzim aktiviteleri izerine inhibisyon etkisi aragtirilmigtir.

1.1 Pestisitler

Tarimsal firiinlerin verim ve kalitesini artirmak i¢in modern tarim
tekniklerinin ve girdilerinin kullanilmas1 gerekmektedir. Bitki koruma iiriinleri
icerisinde yer alan pestisit kullanimi da bu girdilerden biridir ve modern tarimin
tamamlayici bir bilesenidir. Pestisit kullanimi, tarimsal {irinti hastalik, zararli ve

yabanciotlara karsi koruyabilmek, kaliteli {iretimi giivence altina alabilmek ig¢in
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kullanilan bir tarimsal miicadeledir. Ancak, pestisitlerin kullanimi insan saglifi ve
¢evreye olumsuz etkileri gibi birgok sorunu da beraberinde getirmektedir. Yogun ve
bilingsiz pestisit kullanimi sonucunda gidalarda, toprak, su ve havada pestisitin
kendisi ya da doniistim {irlinleri kalabilmektedir [5]. Bu kalintilar ekolojik dengenin
bozulmasina neden olarak ticari ©6nemi bulunan baliklar ve bircok hedef
disiorganizmaya zararvermektedir [6].Tarimsal sistemin ayrilmaz bir pargasi olan
pestisit kullanimi, firtinlerdeki kalinti riski ve c¢evrede biraktifi olumsuz

etkileryoniiyle lizerinde durulmasi gereken bir konudur [5].

1.1.1 Pestisitlerin Simiflandirilmasi

Pestisitler, goriiniis, fiziksel yapi, formiilasyon, etkiledikleri zararlilar ve
hastalik grubu ile bunlarin biyolojik donemine, igerdikleri aktif maddenin cins ve
grubuna, zehirlilik derecesine ve kullanim teknigine gore degisik sekillerde
siniflandirilirlar.  Bunlardan en ¢ok kullamilan simiflandirma  sekilleri  ise
kullanildiklar1 zararli gruplarina ve yapisindaki aktif madde grubuna gére yapilan
smiflandirmalardir. Kullanildiklar1 zararli gruplarina ya da hedef alinan organizmaya
goére yapilan simflandirmada; en 6nemli ti¢ bilyiik pestisit grubu, insektisit, fungisit
ve herbisitlerdir. Tablo 1.1°de pestisitlerin hedef alinan organizmalara
goresiniflandirilmas: gematize edilmigtir. Pestisitlerin kimyasal yapilarina gore
siniflandirilmalarinda  en onemlileri, organik klorlu pestisitler, fosforlular,
karbamatlar, dogal ve sentetik pretroidlerdir [5,7,8]. Ayrica pestisitler, g¢evrede
kaliciliklarina gore de genel olarakorganafosforlu(OP) ve organoklorlu(OC) olarak
iki grupta incelenirler. Giiniimiizde ¢evreye uygulanan pestisitlerin biiyiik ¢cogunlugu
OPpestisitlerdir [9]. OC pestisitlerin ¢evredeki kaliciliklar1 uzun olmasina karsilik,
OP ve piretroitler, su ve glinesisiginin etkisiyle kolayca degradasyona ugradiklari
icin ¢evredeki kaliciliklart oldukga kisadir. Biyoakiimiilasyonlari(canlilardaki
birikim) diigiiktiir ve viicutta kisa siire igerisinde metabolize edilerek ekskresyona
(bosaltim) ugratilirlar [10,11]. Ozellikle tarim sektoriinde ¢alisanlar igin 6nemli bir
saglik tehlikesi olusturan pestisitler kullanim amaglanina gére Tablo 1.1°de baz

gruplara ayrilirlar:



Tablo 1.1:Pestisitlerin tipleri ve kullanim alanlari

Pestisit Tipleri

Kullanim Alanlar:

Algisitler (Algicides)

Goller, kanallar, ylizme havuzlari, su tanklarigibi

alanlarda yosunlarla miicadele iginkullanilir.

Kirlenme Onleyici Ajanlar (Antifouling Agents)

Su altt  yilizeylere  yapisan  midye ve

havuzyosunlarina karsi etkilidir.

Antimikrobiyaller (Antimicrobials)

Viriis ve bakteri gibi mikroorganizmalart yok

ederler.

Tuzaklar (Attractants)

Sahip olduklar1 gekici unsurlarla hasereleri tuzaga

¢ekerler (6rn. Fare kapanlari).

Biyopestisitler (Biopesticides )

Dogada bulunan hayvanlar, bitkiler,bakterilerden ve

minerallerden elde edilin pestisitlerdir.

Biyositler (Biocides)

Mikroorganizmalar yok etmede kullamlirlar.

Herbisitler (Herbicides)

Yabani otlar ve diger istenmeyen bitkilerle

miicadelede kullanilirlar.

Insektisitler (Insecticides)

Bocekler ve diger eklembacaklilar {izerinde

etkilidirler.

Mitisitler (Miticides)

Alkarlar1 yok etmede etkilidirler.

Mikrobiyal pestisitler (Microbial Pesticides)

Hasereleri 6ldiiren ya da ¢ogalmalarmi engelleyen

mikroorganizmalar ya da bdceklerdir.

Mollusitler (Molluscides)

Stimiiklii bocekleri yok etmede kullanilirlar.

Nematisitler (Nematicides)

Nematodlar1 yok ederler.

Ovisitler (Ovicides)

Bocek ve akarlarm yumurtalarini oldiiriirler,

Feromonlar (Pheromones)

Boceklerin tireme sistemlerini etkileyerek etki

gosteren biyokimyasallardir.

Uzaklastiricilar (Repellents)

Hagereleri erismek istedikleri noktadan uzak
tutmakta  faydalhdirlar  (6rn.  Sivrisinekleri

uzaklastiran spreyler).

Rodentisidler (Rodenticides)

Fareler ve diger kemirgenlerle miicadelede

kullanilirlar.

Bu gruplar arasinda en ¢ok kullanilanlar insektisitler olup en yaygin bilinen
ornek organik fosforlu bilesiklerdir. Asir1 giibre ve tarim ilaci kullanimi nedeniyle
tarim da major kirletici sektorler arasina katilmigtir. Bu yolla sadece ylizey ve yeralti

sular1 kirlenmekle kalmamakla birlikte, besinler de kirlilik tasiyicisi olmaktadir (bkz

Sekil 1.1)[12].
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1.1.2 Cahsmada Kullanilan Pestisitler

1.1.2.1 Deltametrin

Deltametrin yaygin olarak kullanilan piretroit sinifinda yer alan bir pestisittir.
Kimyasal olarak stabil bir yapiya ve diigitk buharlagma basincina sahiptir. Lipofilik
yapida olmast nedeniyle organik coziiciilerde kolaylikla ¢dziiniir, suda ise hemen
hemen hi¢ ¢6ziinmediginden ticari
hazirlanmaktadir [13]. Deltametrin diger piretroitler gibi, oral ve dermal yolla
kolaylikla absorbe edilir [14]. Kanatlilarda zehirliligi diisiik, baliklar icin ise yiiksek
oldugu rapor edilmistir. Gokkusagi alabaliklarinda LDs, degeri (96 saat) 0.91
pg/L’dir. Cevrede uzun siire kalmamakla birlikte toprakta 1-2 hafta iginde

parcalandig bildirilmigtir [15,16].
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Sekil 1.1:Pestisitlerin Kontaminasyon Yollar
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Sekil 1.2:Deltametrinin Kimyasal Yapisi

1.1.2.2 Sipermetrin

Sipermetrin sentetik piretroit grubunda yer alir. Sentetik piretroitler, kontakt
ve mide zehiri etkisi gostermektedirler. Insektisit etkileri yiiksek, sicak kanlilara
etkileri ise dugiiktiir. Sipermetrinin etkili maddesi sarims1 kahverengi renkte ve sivi
haldedir. EPA(Environmental Protection Agency, Cevre Koruma Ajansi),
sipermetrini insanlarda kansere yol agabilecek maddeler sinifina dahil etmistir.
Baliklar i¢in zehirli, kuslar i¢in ise zehirsiz oldugu rapor edilmistir. Zehirlilik sinifi 3
olup LDso( %50’sini 6ldiiren doz) agizdan 25 mg/kg, deriden 1600 mg/kg, giinliik
alinabilir zararsiz miktar(ADI) 0.05 mg/kg olarak bildirilmistir. Sipermetrin igeren
cogu iriin, sipermetrinin baliklara olan toksisitesi nedeniyle A.B.D’de EPA

tarafindan sinirh kullanilan pestisitler sinifina dahil edilmigtir [7,17].
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Sekil 1.3:Sipermetrin Kimyasal Yapisi

1.1.2.3 Fenpropatrin

Fenpropatrinin organofosfatli sentetik piretroitlerden oldugu ve tarim
zararlarinin kontroliinde yaygin bir sekilde kullanildigibilinmektedir [18]. Genellikle
pamuk, sera iriinleri, ¢ay ve gesitli sebzelere zarar veren beyaz sinek ve kirmizi
ortimeceklerin  kontroliinde kullanilmaktadir [19]. Fenpropatrin toprakta kalici

olmamasina ragmen, baliklara, akuatik tiirlere ve bal arilarina karsi olduke¢a toksik
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etki gostermektedir [19,20]. Ozellikle sebze ve meyvelerde birikim gosterdiginde
insan sagligi iizerine olumsuz etkiler ortaya c¢ikarabilmektedir [21].Fenpropatrin
rezidiileri, hedef disi organizmalarda, tekrarlayan noronal bosaltima ve kanalin
gorevinde degisiklikler olusmasina neden olarak sodyum potasyum kanalin1 bloke
etmede kuvvetli etki gostermektedir [22]. Sudaki ¢oziiniirltigii 14.1 mg/L (25°C) olan
fenpropatrinin LDsq degeri erkek ratlar i¢in 70,6 mg/kg, disi ratlar i¢in 66,7 mg/kg,
aybalig1 i¢in 1,95mg/L oldugu belirtilmistir [23].
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Sekil 1.4:Fenpropatrinin Kimyasal Yapisi

1.1.2.4 Lamda kloatrin

Lamda kloatrinpiretroit sinifina ait pestisitler arasinda yer almaktadir. Lamda
kloatrin sar1 renkli, oda sicakliginda kati, diisiik buhar basincina sahip ve kolay
buharlagsmayan bir bilesiktir. LDspdegeri 56mg/kg olan lamda kloatrin oldukga
lipofilik bir bilesiktir. Su igerisindeki kile ve askida bulunan kati maddeye(organik
madde igeren) adsorbe olma egilimindedir [24]. Is1 ve 1518a kars: stabil olmasinin
yanisira alkali kosullarda hizla hidrolize olurken asidik vendtral ortamlarda hidrolize
olmamaktadir. Lamda kloatringibi bilesikler biyolojik membranlan gegerek dokulara
kolaycaabsorbe olabilir ve canlilarda birikme egilimi gésterirler. Lamda kloatrinin su
toprak organik karbon dagilim katsayisi(Koc) yiiksek oldugu i¢in organik maddelere
kolay baglanir. Ayrica yer alti sularina stiziilme riski diisiik oldugu belirtilmistir.
[25,26]. Lamda kloatrin diger piretroitler gibi memelilerde genetik materyali

etkileyerek toksik etki olusturmaktadir [27].
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Sekil 1.5:Lamda kloatrinin Kimyasal Yapisi

1.1.2.5 2,4-D Amin Tuzu

Toprakta ve sucul uygulama alanlarinda kullanilan bir gesit herbisit tirtiniiniin
aktif bilegenidir. Bitki igerisinde aktif bolgelere taginan segici bitkisel hormon tipinde
bir tirlindiir ve oksin ya da diger bitki gelisim diizenleyiciler gibi etki géstermektedir.
Cevrede bu herbisitinbirgok formiilasyonu, suda g¢o6ziinebilen ve yiiksek hareket
potansiyeline sahip anyonik formlara indirgenmektedir. Ester formiilasyonlari, sucul
omurgasizlara ve baliklara toksiktir fakat tuz formiilasyonlar: sucul zararli otlarina
karst kullamilmaktadir. Siganlarda akut oral LDsy degeri > 639-764 mg/kg olarak
bildirilmigtir. Cevredeki yarn mrii ortalama, toprakta 10 giin suda ise daha azdir,
fakat soguk ve kuru topraklarda daha uzundur [28]. Amin tuzunun dogrudan
uygulanmasinda akint1 ya da iglenmis bolgelerde birikimi nedeniyle yiizey sularina
karigabildigi tespit edilmistir. Bu herbisit, suda biyolojik aginmayave yiizeye yakin
kisimlarda ise fotolitik olarak asinmaya ugramaktadir. Parcalanmasi sonucunda

olusan iiriin ise 2,4 Diklorofenol’diir [29-30].
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Sekil 1.6: Amin tuzunu Kimyasal Yapisi




Tablo 1.2:Kullandigimiz Pestisitlerin Ozellikleri

Adi IUPAC Adi Kapah Molekiil Sekli
Formiilii Agirhg:
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1.2 Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden
atom veya molekiillerdir [31]. Yasam siireleri ¢ok kisa ve oldukga reaktifyapiya
sahip olan serbest radikaller, pozitif ya da negatif yiiklii, elektriksel olarak nétral,
organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler [32,33]. Diger serbest
radikallerde oldugu gibi ortaklanmamis elektronlarin varligindan dolay:r serbest
oksijen radikalleri de yiiksek bir indirgenme potansiyeline sahiptir. Bu molekiiller
giiclii oksidanlardir ve kolaylikla baska radikallerle reaksiyona girebilir. Oksijendeki
iki tane ¢iftlenmemis elektronun paralel spinlerine sahip olmalarindan dolayi,
oksijenin aktivasyonu igin enerjiye ihtiya¢ vardir. Molekiiler oksijenin bazi
degisimlere ugramasi sonucunda serbest oksijen radikalleri olugsmaktadir. Molekiiler
oksijenin elektron konfigiirasyonunda bir spin degistiginde singlet oksijen('O2),
oksijene bir elektron ilavesiyle siiperoksit (O;’), iki elektron ilavesiyle hidrojen
peroksit(H,0,) ve ii¢ elektron ilavesiyle de hidroksil radikalleri (OH') olusmaktadir.
Bu reaktif oksijen tiirlerinin en belirli etkileri in vivo makromolekiillerde kalici hasar
olugturmalaridir. Normal kosullarda ROT’larin iiretimi ve uzaklastirilmas: arasinda
denge vardir. Ancak, olumsuz cevre kosullarinda bu denge bozulur ve ROT
miktarinin artmas1 sonucu oksidatif stres meydana gelir [34]. Ayrica, ultraviyole
1smlar, gevresel kirlilikler, sigara dumani, stres, pestisitler, toksinler gibi fiziksel ve
kimyasal ajanlar da oksidatif stres olusturarak dokularda hasara sebep olmaktadirlar
[31].Serbest radikaller, genelde i¢ ve dig etkenlere bagli olarak arttiginda basta
membran fosfolipitleri olmak lizere hiicresel bilesiklerin tiimiine (karbonhidrat, lipit,
protein, DNA) zarar vermekte, membranlar depolarize olmakta, parcalayici
enzimlerin aktivitesi artmakta, hiicre zarinin permeabilitesi ve elektrik yiik dengesi
degismektedir [35,36,37].

Biyolojik sistemlerde oksidatif stres sonucu olugsan ROT’in meydana getirdigi
hasar1 6nlemek igin, viicutta birgok savunma sistemi gelismistir. Bunlar “antioksidan
savunma sistemleri’’veya kisaca ‘‘antioksidanlar’’ olarak bilinirler. Antioksidanlar,
belirli diizeyi agmis oksidan molekiillere dogrudan etki ederek onlar1 etkisiz hale
getiren molekiillerdir. Antioksidan terimi, serbest radikal olusumunu geciktiren veya

ortadan kaldiran tiim iglemleri kapsar [32,38].
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1.3 Antioksidanlar

Aerobik organizmalar degisik tipte antioksidan savunma sistemlerigelistirerek
kendilerini oksijenin toksik etkilerinden korumaktadirlar. Antioksidan bir madde,
hedef molekiildeki oksidatif hasarierteleyen veya inhibe eden maddedir [39].
Antioksidan koruma sistemi, serbest radikallerin reaksiyonlarinin azaltilmasi ve
olumsuz etkilerinin ortadan kaldirilmasinda etki gostermektedir. Antioksidanlar dort
farki yolla serbest radikallerin etkilerini ortadan kaldirirlar. 1)Toplayici etki: Serbest
oksijen radikallerini tutma veya onlar1 daha zayif yenimolekiile ¢evirme. 2)Bastiric
Etki:  Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir  hidrojen
aktararakaktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme. 3)Zincir Kirict Etki:
Serbest oksijen radikallerini kendine baglayarak reaksiyon zincirini durdurulmasi
4)Onaric1 Etki: Serbest radikallerin olusturduklar: hasarin onarilmasi onarici etkidir
[401].

Antioksidan savunmasistemleri, antioksidan enzimler ve non-enzimatik
molekiiller olarak ikiye ayrilmaktadir, Non-enzimatik antioksidan molekiiller
glutatyon, E vitamini, C vitamini, A vitamini, flavonoidler, iirik asit, albtimin,
haptoglobiilin, sistein, seruloplazmin, transferrin ve laktoferrin, ferritin, bilirubin,
ubikinon gibi maddelerdir. Enzimatik olanlar ise SOD, CAT, GST, GR, GSH-Px,
G6PD’dir [39,41,42].

1.3.1 Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemi

Aerobik organizmalarda, aerobik solunum ve substrat oksidasyonu sonucu
olusan ROT, antioksidan enzim sistemleri ile detoksifiye edilirler. Hidroksi
radikalleri (HO’), siiperoksit anyonlar1 (O;”) ve hidrojen peroksit (H,0;)’in dahil
oldugu ROT un kii¢iik miktarlar1 aerobik organizmalarda i¢ ve dis stimuluslara karsi
sabit olarak iretilirler. Diisiik konsantrasyonlarda ROT, hiicre farklilagmasinda rol
oynayan hiicre i¢i sinyal iletimi, hiicre biiylimesinin durmasi, apoptozis, bagisiklik
sistemi ve mikroorganizmalara karsi antibakteriyel etkiler gibi birgok biyokimyasal
islemde rol oynamasina ragmen, yiiksek konsantrasyonlarda ya da yetersiz
detoksifikasyonlarinda ciddi metabolik fonksiyon bozukluguna ve biyolojik

makromolekiillerin hasarina yol agan oksidatif strese neden olur [43].
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1.3.1.1 Siiperoksit dismutaz (SOD)

Oksijeni metabolize eden biitiin  hiicrelerde  bulunan  siiperoksit
dismutaz[(SOD) superoksit oksidorediiktaz, EC 1.15.1.1],stiperoksidin hidrojen
perokside dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir[43]. Hidrojen peroksit
daha sonra glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimi aracilifn ile etkisiz hale

getirilmektedir [44].

20, +2H = Hy0,+0; (1.1)

Insanda siiperoksit dismutazin iki izomer tipi bulunmaktadir. Cu-Zn SOD,
sitozolde bulunur; Cu ve Zn igerir; dimerik yapidadir ve siyanidle inhibe edilir. Mn
SOD, mitokondride bulunur; Mn igerir, tetramerik yapidadir ve siyanidle inhibe
olmaz. Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD'dir.
SOD'1n fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikalinin (O 7) lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi korumaktir. SOD,
fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynar. SOD
aktivitesi, yliksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO, artigiyla
artar [43].

1.3.1.2 Katalaz (CAT)

Katalaz (EC 1.11.1.6) bitki, hayvan ve aerobik bakterilerde bulunan ve
hidrojen peroksitin (H20;), su ve molekiiler oksijene déniisiimiinii katalizleyen bir
enzimdir[43]. Katalaz, her biri yaklasik 60 kDa agirhigindaki dort alt iinitenin
tetrahedraldiizenlenmesiyle olusan, tetramerik bir enzimdir. Dolayisiyla, dért
protoporfirin grubu igeren enzimin molekiiler agirligi, 240 kDa civarindadir [11].
CAT, H20;’nin higbir konsantrasyonu ile doygunluga ulastirilamayan tek enzimdir
ve yapisinda 4 adet hem molekiilti bulunan bir hemoproteindir [45]. Her alt iinite

aynt zamanda bir molekiil NADPH igerir ki, bu molekiil enzimi stabilize etmektedir
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[46]. Hiicrelerde, HyO, tliretiminden sorumlu oksidazlarin birgogu peroksizomlara

yerlestigi i¢in; CAT’in biiyikk bir kismisitozol ve mitokondriye oranla
peroksizomlarda bulunur [47]. Katalaz daha ¢ok peroksizomlarda, glutatyon
peroksidaz ise sitozol ve mitokondride lokalize olarak birbirlerini tamamlayici etki
gostermektedirler. Boylece hiicre i¢indeki H;O,’inkonsantrasyonu kontrol altina
alinmaktadir [40].

Katalaz, hayvanlarin tiim viicut organlarinda bulunur. Ancak &zellikle
karaciger ve eritrositlerde aktivitesi yiiksektir. Beyin, kalp ve iskelet kasinda az
miktarda bulunmaktadir [46]. Katalaz, hiicreyi respiratuvar patlamalarina kars
koruyucu olarak hizmet eder. Katalazin indirgeyici aktivitesi, hidrojen peroksitin
yam sira metil-etil-hidroksiperoksitler gibi kiigtik molekiillii lipit hidroperoksitlerini

de igine almaktadir [43,48].

2H,0,-2H,0+0, (1.2)

1.3.1.3 Glutatyon s-Transferazlar (GST)

Glutatyon s-transferazlar(GST), EC 2.5.1.18 kodlu ve her biri iki alt birimden
olusmus bir enzim ailesidir. GST, glutatyon ile endojen ve ekzojen hidrofobik
elektrofillerin konjugasyonunu katalizleyerek homeostasisi saglayan ¢ok fonksiyonlu
bir enzimdir.

GST, basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak {izere lipid
peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek bir antioksidan
savunma mekanizmasi olugtururlar. Katalitik olarak; ksenobiyotikleri glutatyon
(GSH)’daki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik boélgelerini
notralize ederler ve tirtiniin daha fazla suda ¢6ziintir hale gelmesini saglar. Olusan bu
GSH konjugatlar1 béylece organizmadan atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar
[49].Ayrica, GST lar katalitik ve katalitik olmayan gok rsaylda fonksiyona sahiptirler.
Bu enzimler, hem detoksifikasyondagorev alirlar hem de hiicre i¢i baglayict ve
tastyici rollerinin oldugu bilinmektedir, GST'lar, karacigerde sitokrom P450 enzim
sistemi tarafindan reaktif ara Urlinlere doniistiiriilen yabanci maddelerin daha az
reaktif konjugatlara doniistimiinii de katalizlemektedirler. GST’nin reaksiyon

basamagi asagida gosterilmektedir [43].
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ROOH +2 GSH —%X» GSSG +ROH +H,0 (1.3)

1.3.1.4 Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz(E.C. 1.6.4.2), GSH-Px wvasitasiyla hidroperoksitlerin
indirgenmesisonucu olugan okside glutatyonun(GSSG) tekrar indirgenmisglutatyona
(GSH) dontigtimiinti katalize eder [43]. Glutatyon peroksidaz ile benzer doku
dagilimi gosterir. Glutatyonrediiktaz, flavin adenin diniikleotid(FAD) igerir;
NADPH’tan bir elektronunGSSG’nin disiilfiid baglarina aktarilmasim katalizler.
Normal hiicrelerde GSH/GSSG oranison derece yiksektir ve bu durumda
GSSG’ninyeniden GSH’a indirgenmesi gerekir. Enzimin katalizledigi reaksiyon
sirasindaFAD, NADPH tarafindan indirgenirken a¢ifa c¢ikan elektronlar, aktif
merkezdekidisiilfid bagina tasmir ve bu sekilde GSSG, iki GSH molekiiliine
indirgenmisolur[50].Serbest radikal hasarina kars: gerekliolan NADPH pentoz fosfat
yolunda iiretilerekokside glutatyonun(GSSG) indirgenmesi sirasinda kullanilir

[11,43].

GSSG + NADPH + H* —%>2GSH + NADP (1.4)

1.3.1.5 Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidazin, selenyum (Se)-bagimli (GSH-Px, EC 1.11.1.19) ve
Se-bagimsiz (glutatyon-S-transferaz, GST, EC 2.5.1.18) olmak iizere iki izoformu
vardir. Bu iki enzimin alt iinite sayilart ve katalitk mekanizmalar1 farklidir.
Glutatyon mekanizmast ¢ok onemli antioksidatif savunma mekanizmalarindan
biridir. GSH-Px karacigerde yiiksek; kalp, akciger ve beyinde orta; kasta ise diisiik
diizeyde aktivite gosterir. Asir1 diizeylerde HpO, varliginda rediikte glutatyonun
(GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfid) déniistimiinii katalize eder. Bu
arada H»O; (hidrojen peroksit) de suya doniistiiriilerek detoksifiye olur.GSH-Px’in
reaksiyon basamaklari asagida gosterilmektedir [43,48,51].

(ROOH) H,05+ 2GSH — GSSG + 2H,0 (ROH) (1.5)
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(ROOH) +2GSH — GSSG + ROH + H,0 (1.6)

1.3.1.6 Gukoz 6-fosfat Dehidrogenaz(G6PD)

Glukoz  6-fosfat  dehidrogenaz(D-glucose  6-phosphate: =~ NADP+
oxidoreductase, EC 1.1.1.49; G6PD), heksoz mono fosfat yolunun ilk basamagini
katalizleyen kilit bir enzimdir. G6PD’nin iki alt monomeri olup, her biri 515
aminoasit igerir. Her bir monomerin molekiil agirhigi yaklasik olarak 59 000
daltondur. Aktif enzim, dimer seklinde olup NADP’ye sikica baglidir. NADP ye
bagl tetramer veya hekzamer yapilarin da oldugu ve tetramer yapidakilerin de
enzimatik olarak aktif oldugu goériilmiistiir.

Normal eritrositte, siirekli olarak glukozun %90°1 aerobik glikolizle
yikilirken, %10’u heksoz monofosfat (HMP) yolu ile metabolize edilir ve NADPH
elde edilmigolur. HMP yolunun aktivitesi oksidatif stres durumunda belirgin bir
sekilde artmaktadir. Eritrositlerde NADPH olusumu igin tek kaynak heksoz
monofosfat metabolik yolu olup, G6PD eksikliginde NADPH {iretimi énemli 6lgtide
azalir. NADPH’ nin eritrositlerdeki en Gnemli rolii oksitlenmis glutatyonu(GSSG)
indirgenmisglutatyon(GSH) haline doniigtiirmektir. Bu reaksiyon glutatyon rediiktaz
tarafindan katalizlenir. GSH, serbest tiol grubu iceren bir tripeptittir (y-glutamil
sisteinil glisin) ve serbest tiol grubu, hemoglobin ve eritrosit proteinlerini
indirgenmighalde tutarak siilfhidril tamponu gérevi goriir. Ayni zamanda H;O, ve
organik peroksitlerle reaksiyona girerek detoksifikasyon olaylarinda rol alir [43,52].

G6PD enziminin reaksiyonu asagida gosterilmektedir.

Glukoz 6-fosfat _ MAPFNADFIME 6 fiysfoglukuno-8-lakton (1.7)

1.4  Literatiir Ozeti

Pektas yapmis oldugu caligmada, bitki gelisim diizenleyiciler olan mepiquat
kloriir, (-naftalooksiasetik asit ve giberellik asitin, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz,

glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon s-transferaz, katalaz ve
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siiperoksit dismutaz aktiviteleri iizerine etkilerini incelemistir. Bitki gelisim
maddelerin antioksidan enzimler i¢in inhibitoér olarak is gordiigii ve her birinin
inhibisyon giiciiniin enzimler {izerinde farklilik gdsterdigini tespit etmistir [43].
Sevgiler ve arkadaslart Cyprinus carpio L.’nin kas dokusunda N-asetilsistein,lipoik
asit,tausin ve kurkuminin, kadmiyuma maruz kaldigindaki antioksidatif etkilerini
incelemisler ve sonucunda kadmiyumun sadece oksidatif etkiye degil ayn1 zamanda
doku igeriginin azalmasina da sebep oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir[53].0rugve
arkadaslari, Cyprinus carpio’un farkli dokularindaki diazinonun oksidatif strese
yanitim1  ve norotoksik potansiyelinin  degerlendirilmesini  incelemigler ve
calismalarminsonucunda farkli dokularin tiimiinde asetilkolin esteraz ve Na' K'
ATPaz  aktivitesini azalthigim, o6zellikle SOD’un aktivitesinin  arttifin
gozlemlemiglerdir [54]. Hu ve arkadaglari gen¢ Cyprinus carpio var. Jian'da
antioksidatif parametreler tizerinde pridoksinin etkilerini incelemislerdir ve bu
¢alismaninsonucunda pridoksinin baliklarda lipid peroksidasyonu ve protein
oksidasyonunu azalttigini ve bunlardan dolay: kismen antioksidan enzim aktiviteleri
ve GSH seviyesinin iyilestirildiginirapor etmiglerdir [55]. Suvetha ve arkadaslar1 tatli
su baliklarindan Cyprinus carpio’da cypermetrin toksisitesinin iyonik diizenleme ve
sodyum potasyum aktivitesi iizerine etkilerini incelemislerdir. Aragtirmanin
sonucunda Na'K ATPaz’mn bronsiyal iyon tagintminda, osmotik ve iyonik dengede
onemli rol oynadigini, yapilan 6lgiimlerde cypermetrinin Na'K'ATPaz aktivitesini
diigiirdiigiinii tespit etmiglerdir [56]. Yilmaz ve arkadaslar1 Karakaya Baraj Golii'nde
(Malatya) meydana gelen kirliligin, ekonomik 6neme sahipCyprinus carpio’nun
karaciger katalaz (CAT), stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-
Px)aktivitelerine etkisi incelemislerdir [57]. Toni ve arkadaglar1 Cyprinus carpio’nun
farkli konsantrasyonlarda tebuconazol fungusitine maruz kalmasini, piring tarlasi ve
laboratuvar kosullarinda test etmigler ve sonucunda tarla ve laboratuvar kosullarinda
baligin dogrudan zarar gordiigiinii, oksidatif stresin meydana geldigini
belirlemiglerdir [58]. Dongyun ve arkadaglari, balikta(Cyprinus carpio)
organofosfor(OP)pestisitlerinin, kantitatif yap1 ve toksik iligkilerini incelemislerdir
ve ¢alismanin sonucunda kimyasal ve yapisal parametreler kullamlarak baliklarda
farkli seviyelerde toksisite ile iligkili OP bilesiklerinin homolog serisi icinde
kimyasal reaktivite modelleyerek 6nemli mekanizmalara agiklik getirebilecegini
onermiglerdir [59]. Yonar ve arkadaslar1 Cyprinus carpio’nun pyrethroid

deltamethrine maruz kaldigi esnada, likopeninin antioksidan durumda iyilestirilebilir
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etkisini incelemislerdir ve aragtirmanin sonucunda licopeninin, deltametrinin etkisini
azaltabilecegini tespit etmislerdir [60]. Moraes ve arkadaslar: ticari olarak kullanilan
imazetapyr ve imazapici kapsayan bitki dldiiriiciilere maruz kaldiktan sonra Cyprinus
carpio nun toksik yanitlarini incelemislerdir ve ¢aligmanin sonucunda uzun dénemde
balik metabolizmasinda herbisitlerin toksik etki yarattigini belirlemiglerdir [61].
Franco ve arkadaslari, glutatyon reduktazi hedef alan ve ¢inkoya maruz kalan geng
Cyprinus carpio’larin biyokimyasal degisikliklerini incelemiglerdir. Calismada
Cyprinus carpio’dan elde edilen glutatyon rediiktazin engellendigini ve ¢inko
toksisitesinin onemli bir mekanizmaya sahip oldufunurapor etmislerdir [62].
Tramboo ve arkadaglari tatli su baliklarindan Cyprinus carpio 'da butaklorun meydan
getirdigi oksidatif stresi incelemislerdir ve c¢aligmanin sonucunda butaklorun
antioksidan savunma sistemini zayiflattigini ve oksidatif strese sebep oldugunu tespit
etmisglerdir [63]. Sevgiler ve arkadaslar fenthiona maruz kalan Cyprinus carpio’nun
karacigerinde, oksidatif yamtlar tizerinde N-asetilsisteinin etkilerini aragtirmiglardir.
Bir organofosfat olan fenthionun kullaniminin toksik etki yarattigi, aynm1 zamanda
diisiik dozda N-asetil sistein kullanimi, yiiksek dozda fenthionun toksik etkisini
onledigini rapor etmislerdir [64]. Mikula ve arkadaglar1 Cyprinus carpio’da genel
karaciger biyomarkirlar1 ve biyometrik parametreler iizerine, Lasso Mtx herbisidinin
etkilerini incelemiglerdir. Herbisite maruz kalma sonucunda biyometrik
parametrelerin  etkilenmedigini, GST  aktivitesinin karaciger = dokusunda
degismedigini, buna karsin yine karacier dokusunda sitokrom P450,
ethoxyresorufin-O-deethylase(EROD)  aktivitesi ve  glutatyon seviyesinin
yikseldigini belirtmislerdir [65].Sentiirk ve arkadaslari, Oncorhynchus mykiss’de
baz1 pesitisitlerin glukoz 6-fosfat dehidrogenaz aktivitesi {izerine olan etkisiniin vivo
ve in vitrosartlarda incelemigler ve sonucunda in vitro olarak cypermethrin ve
propoxurun, glukoz 6-fosfat dehidrogenaz aktivitesini inhibe ettigini, deltametrinin
ise in vivo ve in vitro sartlarda bu enzimi inhibe ettigini tespit etmiglerdir [66]. Li ve
arkadaglari, fungusit propiconazole tarafindan baliklarda kronik olarak islem g6rmiis
antioksidan savunma sisteminin glutatyonla ilgili zamana baghl degisimini
incelemiglerdir ve kronik olarak propiconazole maruz kalan baliklarin
solungaglarinda, duyarli dokularinda ve ¢esitli organlarinda farkli yanitlar oldugunu
rapor etmislerdir [67]. Oru¢ ve arkadaslar1 2,4-D ve azinfosfometile maruz kalan
Cyprinus carpio’nun spesifik dokularmin oksidatif strese yanitlarini aragtirmiglar ve

oksidatif stresin 2,4-D ve azinfosfometil ile iligkili olabilecegini, ayn1 zamanda
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Cyprinus carpio’nun pestisitlere duyarl dokulara sahip oldugunu, SOD aktivitesinin
solungaclarinda, GST aktivitesinin ise bobreklerde kirlilik biyomarkirlar1 olarak
izlendigini belirtmislerdir [68]. Alzbeta Stara ve arkadaslari, Cyprinus carpioL.’nin
kronik simazine maruz kaldiginda oksidatif stres ve antioksidan yanit {izerine etkisini
aragtirmiglardir. Caligmanin sonucunda uzun siire simazine maruz kalindiginda asiri
ROT iretimine ve ardindan lipidler ve proteinler igin oksidatif zarara bunlarin
yaninda da Cyprinus carpio L. dokularinda antioksidan kapasiteyi inhibe ettigini
tespit etmislerdir [69]. Gling6rdii ve arkadaglarinin ¢alismasinda, Meri¢ Deltasi igin
Cyprinus carpio L.’de ki biomarker yanitlarinda mekansal ve gecici degisikliklerin
degerlendirilmesini aragtirmiglardir. Arastirmanin sonucunda, Merig-Ergene birlesme
bélgesinden alinan baliklarda GST aktivitelerinde artis, Enez bolgesinden alinan
baliklarin GST aktivitesinde ise dislis oldugunu goézlemlemiglerdir. Ayrica bu
¢aligmanin GST ve CaE(karboksilesteraz) biomarkerlarinin mekansal ve gegici
degisikliklerinin Meri¢ Deltasinda ki ¢evre kirliligini degerlendirmek icin faydali
biomarkerlar olabilecegini bildirmislerdir [70]. Xing ve arkadaslar1 chlorpyrifos ve
atrazine 40 giin maruz kalan yaygin sazan baliklarinin bdbrek ve beyininde,
histopatolojik ve oksidatif stres etkilerini aragtirmiglardir. Aragtirmanin sonuglarinda
sub-kronik maruziyet olan baliklarda histopatolojik ve oksidatif stresi olumsuz yénde
etkiledigini ve elde edilen bulgularin ATR, CPF ve ATR/CPF bilesiminin baliklar
iizerinde oksidatif stresi indiikkleme mekanizmasim anlamamiza yardimer olacagini

rapor etmiglerdir [71].
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1.5 Amag ve Kapsam

Son yilarda pestisitlerin,tarimda yogun bir sekilde kullanilmalari nedeniyle
cevredeki kimyasal kirlilik hizli bir sekilde artmaktadir. Dogal sucul ¢evrenin
kompozisyonundaki degismeler tatli su faunasim G&zellikle de baliklar
etkilemektedir. Bircok pestisit ve pestisit tiirevlerinin oksidatif stres enzimleri
tizerinde toksik etkiye sahip olduklar: tespit edilmistir. Baliklar ¢evresel kirlenme
icin bioindikatorler olarak akuatik sistemlerin kalitesini degerlendirmek iizere genis
bir sekilde kullamilmaktadir. Bir baligin antioksidan kapasitesi akuatik kirlenmeye
maruz kalan ekosistemlerde faydali biomarkerlar olarak gosterilmektedir. Birgok
pestisit baliklar1 da igine alan akuatik hayvanlarda oksidatif stresi tetikleme
kabiliyetine sahiptir. Ozellikle son zamanlarda reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ile
ortaya ¢ikan oksidatif stres, ekotoksikoloji alaninda fazlaca arastirmalara sebep
olmustur. Cesitli akuatik organizmalardaki biotransformasyon enzimleri lizerinde
yapilan ¢aligmalar hizli bir sekilde artmaktadir. Bunun en énemli sebeplerinden birisi
de bu oksidatif stres enzimlerinin kimyasal kirliligin énemli isaretlerinden birisi
olarak kabul edilmesidir. Ciinkii organizmalarin antioksidan igeriklerinin
kontaminasyona maruz kaldiklarinda degisebilecegi belirtilmektedir. Aerobik
organizmalarda bulunan stiperoksit dizmutaz, katalaz, glutatyon s-transferaz
glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve glukoz 6-fosfat dehidrogenaz gibi
oksidatif stres enzimlerinin ¢aligilmas1 6zellikle ekolojik, toksikolojik ve evolusyonal

agilardan oldukga 6nemlidir.

Tiirkiye sularinda yasayan baliklarin oksidatif stres enzimleri {izerine yapilan
caligmalar oldukga sinirhidir. Bu galismada,Cyprinus carpio carpio'dan elde edilen
kan 6rneklerinde antioksidan enzimlerin aktiviteleri belirlenmis ve in vitro sartlarda
pestisit uygulamasi yapilan kan 6rneklerindeki antioksidan enzim aktiviteleri detespit
edilmistir. Boylece, pestisitlerin antioksidan enzimler tizerindeki inhibisyon etkisi ve

inhibitdr glicii ortaya konulmugtur.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Potasyum dihidrojen fosfat (KH;PO4)

2. Hidrojen peroksit (H2,02)

3. Deltamethrin

4, Cypermethrin

5. Fenpropathrin

6. Lambda-cyhalothrin

7.2,4-D, dimethylamine salt(amin tuzu)

8. Ksantin

9. Ksantin oksidaz

10. Tris base

11. Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA)

12. INT (2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenil |-5-feniltetrazolyum kloriir)
13. Okside glutatyon (GSSG)

14. Rediikte glutatyon (GSH)

15. Nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (NADPH)
16. Nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (NADP™)
17. Glukoz-6 fosfat

18. Magnezyum kloriir (MgCly)

19. Glutatyon rediiktaz

20. t- biitil hidroperoksit

21. 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
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Cahsmada Kullanilan Cihazlar

. Lamda 35 UV-Visible : Perkin Elmer
. pH-metre : Orian 920A
. Otomatik pipetler : Eppendorf

Terazi : Denver

Etiiv : Memmert

. Sogutmal1 santrifiij : Sigma 3K 30
. Manyetik karistiric : Heildolp

Calismada Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislan

0,05 M fosfat tamponu (pH:7.0): 3,549 gr potasyum dihidrojen fosfat
(KH,PO4) alinarak bir miktar saf suda ¢oziiliir ve pH 7’ye ayarlandiktan
sonra toplam hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlanir.

0,019 M H;0;: 0,1 mL hidrojen peroksit (HO;) alinir bir miktar saf
suda ¢oziiliir ve toplam hacim 50 mL’ye tamamlanir.

1.10-4 M ksantin stok ¢ozeltisi: 0,0015 gr ksantin bir miktar saf
sudagtziildiikten sonra toplam hacim 100 mL’ye tamamlanir.

Ksantin oksidaz: 10 mg ksantin oksidaz 10 mL fosfat tamponunda
coziiliir.

1.10-4 INT: 0,0025 gr INT almur, bir miktar saf suda ¢oziildiikten
sonratoplam hacim 50 mL’ye tamamlanir.

1 M Tris-EDTA/5mM EDTA (pH:8): 6,05 gr Tris ve 0,073 gr EDTA bir
miktar saf suda ¢oziindiikten sonra pH 8’¢ ayarlanir ve daha sonra
toplam hacim 50 mL’ye tamamlanir.

0,033 M okside glutatyon (GSSG): 0,2 gr GSSG alinir, bir miktar saf
suda ¢oziindiikten sonra toplam hacim 10 mL’ye tamamlanir.

2 mM NADPH (nikotinamid adenin diniikleotidfosfat, indirgenmis hal):
0,167 gr NADPH alinir, bir miktar saf suda ¢éziindiikten sonra toplam

hacim 10 mL’ye tamamlanur.
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2 mM NADP (nikodinamid adenin diniikleotidfosfat, yiikseltgenmis
hal):0,0513 gr NADP+ alinir, bir miktar saf suda ¢oziindiikten sonra

toplam hacim10 mL’ye tamamlanur.

6 mM G6P (glukoz-6-fosfat): 0,055 gr G6P alinir, bir miktar saf
sudag¢6ziindiikten sonra toplam hacim 30 mL’ye tamamlanir.

0,1 M MgCI2 (magnezyum kloriir): 0,285 gr MgCI2 alinir, bir miktar saf
suda ¢oziindiikten sonra toplam hacim 30 mL’ye tamamlanir.

0,1 M rediikte glutatyon (GSH): 0,155 gr GSH alinir, bir miktar saf suda
¢oOziindiikten sonra toplam hacim 5 mL’ye tamamlanir.

0,01 M glutatyon rediiktaz: 0,1 gr glutatyon rediiktaz alinir, bir miktar
Tris- EDTA igerisinde ¢oziilip sonra toplam hacim 10 mL’ye
tamamlanir.

7 mM t-biitil hidroperoksit: 1 mL t-biittil hidroperoksit aliir ve 1143
mL saf su ile karistirilir.

30 mM CDNB: 0,03 gr CDNB (1-kloro-2,4- dinitrobenzen) tartildiktan
sonra 5 mL saf etanolde ¢oziliir.

Deltametrin ¢ézeltisi; 0,49 M’lik deltametrin stok ¢6zeltisinden 1:5-1:10
arasinda seyreltme yapilarak hazirlanmistir.

Sipermetrin ¢ozeltisi; 6,005 M’lik sipermetrin stok ¢ozeltisinden 1:5-
1:10 arasinda seyreltme yapilarak hazirlanmstir.

Fenpropatrin ¢dzeltisi; 5,309 M’lik fenpropatrin stok ¢ozeltisinden 1:5-
1:10 arasinda seyreltme yapilarak hazirlanmisgtir.

Lamda kloatrin ¢ozeltisi; 1,11 M’lik lamda kloatrin stok ¢ozeltisinden
1:5-1:10 arasinda seyreltme yapilarak hazirlanmistir.

Amin tuzu ¢ozeltisi; 1,87 M’lik amin tuzu stok g¢ézeltisinden 1:5-1:10

arasinda seyreltme yapilarak hazirlanmisgtir.

22



ST AR L T

2.4  Materyallerin Toplanmasi

Bu ¢alismada, Selimiye Baraj Golii’'ndeki (Balikesir/Tiirkiye)Cyprinus carpio
carpio balik tiiriinden elde edilen kan numuneleri sitrathi tiiplere her deney 6ncesi
taze olarak alinmigtir. Kan ornekleri, anestezi uygulanmadan kalpten punksiyonla
alinmistir. Bu amagla sol taraf tizerine yatirilan baligin solungag kapagi kaldirildiktan
sonra kleitrum kemiginin olusturdugu pektoral kemerin hemen &niinden alt ligte bir
mesafeden 5 mL’lik steril ve tek kullanimlik enjektorler ile 40-45"1ik bir aci

yapacak sekilde kalbe girilerek kan ¢ekilmisgtir.

2.5 Hemolizat Hazirlanisi

Alinan kan &rnekleri eppendorf tilplere aktarildiktan sonra +4° C’de 15 dk
2500 rpm’de santrifiij edilmistir. Ardindan st kisimda kalan plazma atilip
eritrositlerde 0,16 M’lik KCl ile +4°C’de 5dk 2500 rpm’de 3 kez yikandiktan sonra
soguk saf su ile 1/5 oraninda seyreltilerek +4°C’de 10000 rpm’de 30 dk santrifiij

edilerek eritrositler pargalanmigtir [72].

2.6 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Antioksidan enzim aktiviteleri UV-Visible spektrofotometre kullanilarak
belirlenmistir.

2.6.1 Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Stiperoksit dismutaz enzimi, oksidatif enerji tiretimi sirasinda olusan toksik
stiperoksit radikallerinin, hidrojen peroksit (HO,) ve molekiiler oksijene (O,)
dismutasyonunu hizlandirir. Yontemde ksantin ve ksantin oksidaz (XOD)
kullanilarak 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum kloriir (INT) ile
tepkimeye giren ve kirmizi renkli formazon boyasi olusturan siiperoksit radikalleri

iretilmektedir. Enzim aktivitesi 6l¢iimii ise reaksiyonun 505 nm’de ortamda bulunan
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SOD enzimi ile inhibisyonuna dayanir. SOD aktivitesi Tablo 2.1” de verilen igerik
kullanilarak 6l¢tilmiistiir [43,73].

Tablo 2.1:SOD aktivite 6l¢iimii i¢in kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet icerigi Numune (pL) Kor (pL)
Fosfat tamponu 1525 1650
Ksantin oksidaz 250 250

Ksantin 500 500
INT 600 600
Hemolizat 125 e

2.6.1 Katalaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Katalaz, H,O,’nin su ve molekiiler oksijene yikiminmi katalizler. H,O;'nin
15151 absorbe etmesinden yararlanilarak 240 nm’de enzimin yikim hiz
spektrofotometrik olarak olgiiliir. Katalaz aktivitesi Tablo 2.2°de verilen igerik

kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Tablo 2.2:CAT aktivite 6l¢imii i¢in kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet icerigi Numune (pL) Kor (pL)
Fosfat tamponu 2400 2500
H,0, 500 500
Hemolizat 100 - ' I

Koére ve numune kiivetine yukaridaki kimyasallar eklendikten sonra 240
nm’de 5 dk boyunca kore karsi aktivite 6l¢iilmiigve absorbanstaki diisiigbirer dakika

araliklarla kaydedilmistir. [43,74,75]
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2.6.2 Glutatyon S-Transferaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Glutatyon s-transferaz, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile glutatyonun —
SH grubu arasindaki tepkimeyi katalizler. Enzim aktivitesi 340 nm’de 37 °C’de GSH
ve CDNB kullanilarak dakikada olusan S-2,4-dinitrofenilglutatyonun 1 mikro
moliinii katalizleyen enzim miktarinin 6lgiilmesiyle belirlenir. Glutatyon s-transferaz

aktivitesi Tablo 2.3’ deverilen igerik kullanilarak &lg¢iilmistiir [43,76,77].

Tablo 2.3:GST aktivite 6l¢iimii i¢in kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet icerigi Numune (pL) Kor (pL)
Fosfat tamponu 2650 2800
CDNB 60 60
GSH 150 150
Hemolizat 150 -

2.6.3 Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Olgiimii

Glutatyon rediiktaz, GSSG’nin NADPH tarafindan GSH’a indirgenmesini
katalize eder. Enzim aktivitesi, tepkime sirasinda yiikseltgenen NAD(P)H’ nin 37
°C’de 340 nm dalga boyunda absorbans farki 6l¢iilerek belirlenir. Glutatyon rediiktaz
aktivitesi Tablo 2.4’ de verilen igerik kullamlarak ol¢tilmiistiir [43,76].

Tablo 2.4:GR aktivite 6l¢timii i¢in kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet icerigi Numune (uL) Kir (uL)
Distile su 2370 2400
Tris—EDTA 150 150
NADPH 150 150
GSSG 300 300
Hemolizat 30 e
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2.6.4 Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Ol¢iimii

GSH-Px ile t-biitil hidroperoksit varliginda GSH’nin GSSG’ye oksidasyonu
gerceklegir. Yontem, bu oksidasyon sonucu olusan GSSG’nin glutatyon rediiktaz
enzimi ile tekrar GSH’ye indirgenmesi tepkimesinde NADP’ye oksitlenen
NADPH’nin 340 nm dalga boyundaki absorbans degeri farkinin zamana karsi
okunmasi prensibine dayanir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi Tablo 2.5’de verilen
icerik kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Kore ve kiivete yukaridaki kimyasallar eklendikten sonra 37° C’de 10 dakika
inkiibasyona birakilmigtir. Ardindan numune kiivetine t-biitilhidroperoksit ilave
edilmigve kore kars1 aktivite 6l¢tilmiistiir [43,76].

Tablo 2.5:GSH-Px aktivite 6l¢limii igin kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet icerigi Numune (pL) Kor (pL)
Tris—EDTA 300 300
GSH 60 60
Glutatyon rediiktaz 300 300
NADPH 300 300
Hemolizat )
Distile su 1980 2010
t-butilhidroperoksit 30 30

2.6.5 Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 340
nm dalga boyunda reaksiyon sonunda olusan NADPH’1n absorbsiyon artisi sonucu
Olgiilmiistiir, G6P hari¢ yukaridaki kimyasallar kiivete konduktan sonra 37° C’de 10
dk inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra numune ve kore 300 pl. G6P ilave
edilmigve ardindan 340 nm’de 2 dk siireyle absorbans kaydedilmistir. Glukoz 6-
fosfat dehidrogenaz aktivitesi Tablo 2.6'da verilen igerik kullanilarak oSlgiilmiistiir
[43,76].
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Tablo 2.6:G6PD aktivite 6lgiimii i¢in kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet igerigi Numune (pL) Kér (uL)
Distile su 1650 1800
Tris—EDTA 300 300
MgCI2 300 300
NADP+ 300 300
Hemolizat o e
G6P 300 300

2.7  Protein Tayini

Bu yontem; fosforik asitli ortamda proteinlerin coomassie brillant-blue G-250
reaktifi ile kompleks olusturmasi, olusan kompleksin 595 nm’de maksimum
absorbans gostermesi esasina dayanir. Yontemin diger protein tayin yontemlerinden
Uistlin tarafi, ¢ok kisa siirede uygulanmasi, bozucu faktérlerin pek s6z konusu
olmamasi, protein-boya kompleksinin ¢ézeltilerde uzun siire kalmasidir [78,79].

Olgiim su sekilde gergeklestirilmistir; 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul
alinmustir. Albumin cézeltisi bulunan tiiplerin hacimleri 5 mM pH’s1 6,5 olan fosfat
tamponuyla 0,1 mL’ye tamamlanmistir.5 mL coomassie brillant blue G-250 reaktifi
tiiplere ilave edilmis ve vortex mikser ile karistirilmistir. 30 dakika karanlik ortamda
beklemeye birakilan ¢6zeltinin absorbansi 595 nm’de belirlenmistir. K6r olarak
hazirlanan tiip 0,1 mL fosfat tamponu ve 5 mlL Coomassie Brillant-Bule G-250
reaktifini icermektedir.Hazirlanan enzim ekstraktindan 3 ayr tipe 0,2°ser mL
alinarak tizerine 5’er mL. Coomassie Brillant- Blue G-250 reaktifi eklenip vortekste
karistirildiktan sonra 595 nm’de absorbans degerleri 6lgiilmiistir. Ug 6lgiimiin
ortalamasi alindiktan sonra absorbans degerlerine karsilik gelen protein miktar:

standart grafik yardimiyla hesaplanmigtir [80,81,82].
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3. BULGULAR

Calismamizda Cyprinus carpio carpio’ dan elde edilen kan
orneklerindesiiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon-s transferaz, glutatyon rediiktaz,
glutatyon peroksidaz ve glukoz 6 fosfat dehidrogenaz antioksidan enzimleri iizerine
tarimda kullanilan deltametrin, sipermetrin, fenpropatrin, lamda kloatrin, 2-4 D amin
tuzu pestisitlerinin etkisi incelenmistir. Deneylerden sonra elde edilen veriler

agagidaki Tablo 3.1-3.30 ve Sekil 3.1-3.30’da gosterilmektedir.

3.1.1 SOD Aktivitesi Uzerine Pestisitlerin Etkileri

Caligmada kullanilan pestisitlerin SOD aktivitesi iizerine etki diizeyleri
arastirtlmigtir. Balik kanminda farkli pestisitlerin antioksidan enzimlere etkilerini
kiyasladigimiz bu ¢alismada; deltametrin, sipermetrin, fenpropatrin, lamda-kloatrin
ve amin tuzunun SOD {izerine etkileri belirlenmeye ¢alistlmigtir. Tablo 3.1-3.5 ve

Sekil 3.1-3.5 *de SOD aktivitesi iizerine pestisitlerin etkisi gosterilmektedir.
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Sekil 3.2:SODaktivitesi lizerine sipermetrinin etkisi
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Sekil 3.3:SOD aktivitesi iizerine fenpropatrinin etkisi
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Sekil 3.4:SOD aktivitesi {izerine lamda kloatrinin etkisi
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Sekil 3.5:SOD aktivitesi iizerine amin tuzunun etkisi

3.1.2 CAT Aktivitesi Uzerine Pestisitlerin Etkileri

Deltametrin, sipermetrin, fenpropatrin, lamda kloatrin ve amin tuzunun
katalaz aktivitesi tizerine etkileri spektrofotometrik olarak &l¢iilmiis ve elde edilen
deneysel veriler Tablo 3.6-3.10 ve Sekil 3.6-3.10” da gosterilmektedir. Sekillerden
goriildiigii gibi pestisitlerin konsantrasyonlarinin arttirilmasi ile enzim aktivitelerinin

azaldig1 bulunmusgtur.
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Sekil 3.6:CAT aktivitesi {izerine deltametrinin etkisi
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Sekil 3.7:CAT aktivitesi {izerine sipermetrinin etkisi
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Sekil 3.10:CAT aktivitesi tizerine amin tuzunun etkisi

‘ 3.1.3 GST Aktivitesi Uzerine Pestisitlerin Etkileri

Deltametrin, sipermetrin, fenpropatrin, lamda kloatrin ve amin tuzunun
glutatyon s-transferaz aktivitesi lizerine etkileri spektrofotometrik olarak &l¢lilmiis ve
elde edilen deneysel veriler Tablo 3.11-3.15 ve Sekil 3.11-3.15° de gosterilmektedir.

Sekillerden goriildiigii tizere pestisitlerin konsantrasyonlariin arttirilmasi ile enzim
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Sekil 3.15:GST aktivitesi lizerine amin tuzunun etkisi

3.1.4 GR Aktivitesi Uzerine Pestisitlerin Etkileri

Deltametrin, sipermetrin, fenpropatrin, lamda kloatrin ve amin tuzunun
glutatyon rediiktaz aktivitesi iizerine etkileri spektrofotometrik olarak dl¢iilmiis ve
elde edilen deneysel veriler Tablo 3.16-3.20 ve Sekil 3.16-3.20°de gosterilmektedir.

Sekillerden goriildiigii gibi pestisitlerin konsantrasyonlarinin arttirilmasi ile enzim

aktivitelerinin azaldig1 bulunmustur.
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Sekil 3.20:GR aktivitesi tizerine amin tuzunun etkisi

3.1.5 GSH-Px Aktivitesi Uzerine Pestisitlerin Etkileri

Deltametrin, sipermetrin, fenpropatrin, lamda-cyhalothrin ve amin tuzunun
glutatyon rediiktaz aktivitesi iizerine etkileri spektrofotometrik olarak olciilmiis ve
elde edilen deneysel veriler Tablo 3.21-3.25 ve Sekil 3.21-3.25de verilmistir.

Sekillerden goriildiigii {izere pestisitlerin konsantrasyonlarinin arttirilmasi ile enzim

aktivitelerinin azaldig1 bulunmustur.
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Sekil 3.25: GSH-Px aktivitesi lizerine amin tuzunun etkisi

3.1.6 G6PD Aktivitesi Uzerine Pestisitlerin Etkileri

Deltametrin, sipermetrin, fenpropatrin, lamda kloatrin ve amin tuzunun
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesi iizerine etkileri spektrofotometrik olarak
Olgiilmiiy ve elde edilen deneysel veriler Tablo 3.26-3.30 ve S$ekil 3.26-3.30°da
gosterilmistir. Fenpropatrin, lamda kloatrin ve amin tuzunun enzimi inhibe ettigi,

fakat deltametrin ve sipermetrinin ise aktive ettigi g6zlemlenmistir.
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Sekil 3.28:G6PD aktivitesi iizerine fenpropatrinin etkisi
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Sekil 3.29:G6PD aktivitesi tizerine lamda kloatrinin etkisi

62

0,0008



8L 9TIV'TY yOTT°0 (1} 051 0191 00€ 00€ 00€ 00€ L
19°S 69L99°S €TrL0 0€ 081 0291 00€ 00€ 00€ 00€ 9
L9y YLY68'LS LOST0 ST 0sT STyl 00€ 00€ 00€ 00€ g
rL'E ISL8Y'LL L10Z°0 0T 051 0£91 00€ 00€ 00€ 00€ 14
L8°T 6819€°98 8¥TT0 01 0ST 0791 00€ 00€ 00€ 00€ € e
60 T8ESE'EH £vT0 S 0s1 S¥91 00g 00€ 00€ 00€ (4

0 001 £092°0 0 0 0081 00€ 00€ 00€ 00€ I

NAINY (1) (1) (1) () (1)
- 0Tx[quy] % SueqI0Sqy 1001qIyu] JeZI[OWaH () ng (1) d9D TIOSIN davN VI1aa-suL ou Asua(g
(A 9=[d9D]

N Z=[davN] ‘I 1=[vVIaa-suL] A 1°0=[ZID3] ‘W L8 T=[Uuy])Io]LIoA [9sKoUSD 1B SUISD{}O NZN) UIWIE JULIY

Z1L ISS)IAIE (Jd9D:0¢°¢ OIqEL




120
y=-75759x + 100
100 1 R2=0,965

80

60

% Aktivite

40 -

0 T T T T - -
0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006 0,00007 0,00008

[inh] [M]

Sekil 3.30: G6PD aktivitesi lizerine amin tuzunun etkisi

3.2  Protein Tayini Hesaplanmasi

Sekil 3.31°de egri kullanilarak drneklerin 595 nm’de dansiteleri okunmustur.
Protein tayinleri hem tam kanda hem de serumda bakilmistir. Orneklerin her birinden
30 uL alinarak dalga boylar: 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar standart egriye karg
hesaplanmustir. Sonuglar agagidaki Tablo 3.31°de gdsterilmistir.

Tablo 3.31: Protein tayini sonuglari

Ornek Sonuc (pg /mL)
Tam Kan 50
Serum 12
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4. SONUC TARTISMA

Bu ¢aligmada, tarimda kullanilan bazi pestisitlerin in vifro sartlarda Cyprinus
carpio carpio eritrosit antioksidan enzim aktiviteleri iizerine olan etkisi
aragtirlmugtir.

Deltametrin oral ve dermal yolla kolaylikla absorbe olabilen ve ayn1 zamanda
bagirsaklarda kolaylikla emilebilen bir insektisittir [14].Canlilara kolayca enjekte
olmasinin yanisira baliklarda oksidatif stresi indiikleyici potansiyel bir ajan oldugu
bilinen deltametrinin siiperoksit dismutaz katalaz, glutatyon-s-transferaz, glutatyon
rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimleri {izerine
etkileri belirlenmigtir [83]. Elde edilen sonuglara gore deltamethrin SOD, CAT, GST,
GR ve GSH-Px enzim aktivitelerinde inhibisyon etkisi gdostermistir. Tablo 3.1-3.6-
3.11-3.16-3.21 ve Sekil 3.1-3.6-3.11-3.16-3.21°de goruldiigti gibi deltametrin
konsantrasyonunun artigina paralel olarak antioksidan enzim aktivitelerinin azaldig:
goze carpmaktadir. Ancak, Tablo 3.26 ve Sekil 3.26’da goriildiigli gibideltamethrin,
G6PD aktivitesinde artisa neden olmustur. Kontrol aktivitesi ile kiyaslandigmda
deltametrin, G6PD aktivitesini 4, 8,1, 204, 73,5 ve §81,6M ([inh]x10+5)
konsantrasyonlar1 i¢in sirasiyla %129, %137, %144, %172 ve %198 oraninda
arttirmustir. 1997 yilinda Lodovici ve arkadaslari, klorprifos ve deltamethrini de
igeren 15 pestisitkarisiminin ratlarda oksidatif hasar, karaciger DNA’sinda8-OH-
2DG diizeylerini ve benzo (a) pirenhidroksilaz, N-demetilaz, GSH-Px, GR, GST ve
tiol transferaz tizerine etkisini arastirmislardir. 0,75, 1, 2,5, 5, 10 mg/kg’lik dozlarda,
karaciferde benzo(a) pirenhidroksilaz, N-demetilaz, GST, GR, GSH-Px,ve tiol
trensferaz aktivitelerinde dozabagimli olarak azalma oldugunu bildirmiglerdir.
Calismanin sonucunda pestisit karigimlarinin diigiik dozlarinin oksidatif DNA
hasarini olusturdugunu, daha yiiksek dozlarin ise oksidatif hasarin ileri ekspresyonu
inhibe  ettigini ve  hiicresel = metabolizma  depresyonu  olusturdugunu
belirtmislerdir[84]. 2003 yilinda Sayeed ve arkadaslari, yesil yilanbas (Channa
punctatus) baliklanile yaptiklar1 c¢alismalarinda 48 saat boyunca 0,75 pg/L
konsantrasyonlu deltametrin uygulamasinin ardindan karacifer ve bdébrek
dokularindaki antioksidan enzim aktivitelerini arastirmiglardir. Deltametrinin her iki

dokuda da CAT aktivitesini artirdigini, LPO’nu indiikledigini bildirmiglerdir [85].
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Rehman ve arkadaglar1 2006 yilinda fareler {izerinde yaptiklari ¢alismada deltametrin
etkisiyle fare karaciger, bobrek dokularinda CAT, GST ve GSH-Px aktivitesi ve
GSH seviyesinde énemli bir diigiis oldugunu tespit etmislerdir. Glutamik asit, sistein
ve glisinden olusan glutatyon (GSH); memelihiicrelerinde multipl metabolik
fonksiyonlari olan bir tripeptittir [32]. Intraselliiler GSH, selenyum igeren glutatyon
peroksidaz tarafindan GSSH'a déntstiiriilir. GSH-Px,glutatyon ile HyO, veya lipid
peroksidlerin indirgenmesinde, GR ise glutatyonda olusan disiilfid baginin tekrar
siilfidril yapisina indirgenmesinde gorev yapmaktadir [32,86]. Literatiirdeki
bulgulara dayanarak GSH seviyesindeki diigme miktar1 ile GSH bagimli enzimler
olan GST, GR ve GSH-Px aktivitelerinde de azalmaya sebep olabilecegi
diistiniilebilir. Yine aym sekilde Rehmanlarin yaptif1 calismada 5,6 ve 18mg/kg
deltametrin konsantrasyonun her ikisinde de LPO’yu anlamli bir sekilde arttirdigs
bildirilmistir [83]. Yarsan ve arkadaslari fareler ilizerinde yaptiklari caligmada
deltametrin etkisiyle plazmada LPO’nun indiiklendigini, eritrosit GSH-Px ve Cu-Zn-
SOD’un aktivitelerinde azalma oldugunu rapor etmislerdir [87]. Gokkusag:
alabaliklar1 tizerinde yapilan bir galismada balik eritrositlerinden saflagtirilan G6PD
enzim aktivitesi lizerine deltametrinin etkisi arastirilmistir. Arastirmanin sonucunda
deltametrinin G6PD  aktivitesinde inhibisyona sebep oldugu bildirilmistir.
Deltamertininin G6PD i¢in Iso degeri 0,63 mM olarak tespit edilmistir. Buna karsin
literatiirde insan eritrosit G6PD aktivitesini deltamethrin 0,152 mM konsantrasyon
ile %56’ya dustirdiigli, gokkusagi alabalifinin G6PD enziminin aktivitesi ise
deltamethrin 0,63mM’la %50’ye indirdigi rapor edilmistir [88]. Bu calismanin

sonuglari bizim sonuglarimizdan biraz farklilik gostermektedir.

Sipermetrin, siyonofenoksibenzil piretroit tiirli bir insektisittir ve baliklar i¢in
yiiksek toksisite gosterdiginden dolayr EPA tarafindan kullamimi siirli insektisit
gruplar1 arasinda yer almaktadir [89].Caligmamizda sipermetrinin Cyprinus carpio
carpio eritrosit antioksidan enzim aktiviteleri tizerine etkisi incelenmigtir. Tablo 3.2-
3.7-3.12-3.17-3.22 ve Sekil 3.2-3.7-3.12-3.17-3.22°de SOD, CAT, GST, GR, GSH-
Px ve G6PD iizerine sipermetrinin etkisi goriilmektedir. Sipermetrinin SOD, CAT,
GST, GR, GSH-Px aktivitelerinde inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Ancak
Tablo 3.27 ve Sekil 3.27°den de gorildiigii gibi sipermetrin G6PD {izerine aktivator
olarak rol almaktir. Kontrol aktivitesi ile kiyaslandifinda sipermetrin G6PD
aktivitesini 10, 30, 50, 70 ve 90 M ([inh]x10™) konsantrasyonlan igin sirasiyla %
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115, % 118, % 123, % 143 ve % 166 oraninda arttirmigtir. Tablo ve Sekiller
incelendiginde sipermetrinin her bir antioksidan enzim {izerine inhibisyon etkisinin
farkli oldugu goriilmektedir.Uner ve arkadaglari2001 yilinda yaptiklar: ¢alismada C.
carpio ve Oreochromis niloticus’un bdbrek dokularindan elde ettikleri SOD ve GSH-
Px lizerine sipermethrinin etkisini arastirmiglardir. Calismada sipermetrin etkisine
bagli olarak SOD ve GSH-Px aktivitelerinde ©nemli derecede artis oldugu
bildirilmistir [90]. Ancak bizim g¢alismamizda ise sipermetrin SOD ve GSH-Px
aktivitelerinde inhibitér olarak rol oynamug, fakat G6PD aktivitesinde aktivator
ozelligi gostermistir. Gowland ve arkadaslar1 Som balig: kiiltiirlerinde sentetik bir
pretroit insektisit olan sipermetrinin Carcinus maenas’dan elde edilen GST aktivitesi
{izerine olan etkisini aragtirmiglardir.Sipermetrin etkisi ile GST aktivitisinde artis
oldugu ve GST indiiksiyonunun sipermetrin kontaminasyonu i¢in olasibir biyomarkir
oldugu bildirilmistir [91]. Onceki yillarda yapilan bir galismanin sonuglarina gore
sipermetrin etkisiyle Bombina variegata ve Rana arvalis iribaslarinda sitozolik ve
mikrozomal GST aktivitesinin siireye ve derisime bagl olarak arttigi belirlenmistir
[26,92]. Kale ve arkadaslarimin ratlara oral olarak uygulanan sentetik piretroit
insektisitlerden olan sipermetrin ve fenvaleratenin etkileri aragtirlmistir. Uygulanan
insektisitlerin etkisi ile rat eritrositlerde lipid peroksidasyonu, SOD, CAT aktivitesi
ile GSH miktarinin arttign belirlenmistir. Sipermetrin ve fenvaleratenin oksidatif

strese neden olarak antioksidan sistemi etkiledigi bildirilmistir [26,93].

Aragtirmamizda fenpropatrinin antioksidan enzim aktivitelerine {izerine
etkilerine ait deneysel veriler Tablo 3.3-3.8-3.13-3.18-3.23-3.28 ve Sekil 3.3-3.8-
3.13-3.18-3.23-3.28°de goriilmektedir. Tablo ve Sekillerden gorildiigi gibi
fenpropatrinin SOD, CAT, GST, GR, GSH-Px ve G6PD {izerine inhibitér olarak etki
gosterdigi tespit edilmistir. SOD, CAT, GST, GR, GSH-Px ve G6PD’a ait Iso
degerleri Tablo 4.1-4.6’da verilmistir. Iso degerlerinden goriildiigii gibi fenpropatrin
tim antioksidan enzimler i¢in giiclii bir inhibitér olarak bulunmustur. Yapilan
literatiir arastirmasinda pretroit sinifindan bir insektisit olan fenpropatrine ait bir
calismaya rastlanmamistir. Ancak fenpropatrinin organofosfat grubuna ait sentetik
bir piretroit oldugu bilinmektedir. Organofosfat insektisitleri antioksidan sistemde
degisimlere ve ROT iiretimine neden olan oksidatif stresi indiikleyebilen
bilesiklerdir. Patel ve Bhatt 2013 yilinda civeiv embriyolart tizerinde yaptiklari

calismada organofosfat grubu insektisitlerinden olan chlorpyrifosun embriyo
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kalp,beyin ve karaciger SOD, CAT ve GSH-Px tzerine etkisini incelemislerdir.
Calismanin sonucunda embriyo karaciger agirliginda azalmanin yani sira kontrol
grubuna gore CAT ve GSH-Px aktivitesinin arttifimi rapor etmiglerdir. SOD
aktivitesinin ise beyin ve karaciger dokularinda azaldifini tespit etmislerdir [94].
1999 yilinda Bagchi ve arkadaglari yaptiklari ¢alismada, organofosfatlarin in vivo ve
in vitro sartlarda; SOD ve GSH-Px aktivitelerinde azalmaya ancak MDA seviyesinde
artisa yol agtifini vehepatositlerde oksidatif hasar olusturdugunu bildirmiglerdir[84].
2008 yilinda yapilan bir baska ¢alismada Yu ve arkadaglari, organofosfatgrubunda
yer alan chlorpyrifosun gavaj(burundan mideye) yoluyla farelere uygulandigi zaman
fare retinasinda apoptozis, lipid peroksidasyonu ve DNA hasar1 artis1 SOD, CAT,
GSH-Px aktivitelerinde azalma oldugunu tespit etmislerdir [26,95]. Altuntag ve
arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismadabir organofosfat insektisit olan fosalonunin
vitrosartlarda lipid peroksidasyonu (LPO) ve eritrosit SOD, CAT ve GSH-Px
aktiviteleri {izerine olan etkisini aragtirmiglardir. Fosalonun doz artisiyla
malondialdehid (MDA) diizeyinde artis, SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde ise
azalma oldugunu belirlemigslerdir [31,96]. Pena-Llopis ve arkadaslarinin yaptiklar
caligmada organofosfat grubunda olan dichlorvos etkisiyle 4. anguilla'min karaciger
dokusunda kaspaz-3 ve GST enzim aktivitelerinin 96 saatlik etki siiresi sonunda
azaldigitespit edilmistir [26,97]. Literatiirde sozli edilen ¢alismalarin bulgulan ile
caligmamizda elde edilen fenpropatrinin antioksidan enzimler {izerine gosterdigi etki

son derece benzerlik gostermektedir.

Yapilan literatiir arastirmasinda, lamda kloatrinin baliklarda ve memelilerde
lipit peroksidasyonunu ve antioksidan sistemi etkileyerek oksidatif strese neden
oldugu  belirtilmektedir  [26,83,98,99,100]. Calismamizin bu  béliimiinde
kullandigimiz lamda-kloatrin antioksidan enzimler olan SOD, CAT, GST, GR, GSH-
Px ve GO6PD aktivitesi lizerine inhibitér etki gosterdigi belirlenmistir. Lamda
kloatrinin antioksidan enzimler iizerine olan etkisi Tablo 3.4-3.9-3.14-3.19-3.24-3.29
ve Sekil 3.4-3.9-3.14-3.19-3.24-3.29’da  gdsterilmigtir. Tablolar ve Sekiller
incelendiginde lamda-kloatrinin her bir enzim igin farkli oranlarda inhibisyon
etkisine sahip oldugu goriilmektedir. El-Demerdash ve arkadaglar1 2007 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada lamda kloatrinin bes farkli derigiminin tavsan eritrositlerinde
LPO ve SOD, CAT GST lizerine olan etkisini aragtirmiglardir. Lamda kloatrin
etkisiyle LPO’nun arttigini, siilfidril gruplarmin ve SOD, CAT, GST enzim
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aktivitelerinin onemli diizeyde azaldigini, antioksidan sistemin etkilenerek oksidatif

stresin meydana geldigini rapor etmislerdir [99]. Fetoui ve arkadaslar1 2008 yilinda
yaptiklariaragtirmada si¢anlara oral yolla uygulanan lambda kloatrin etkisinde
beyinde GSH miktarinin ve SOD, GST, GR, GSH-Px aktivitelerinin azaldigini, LPO
seviyesinin ve CAT enzim aktivitesinin arttifini = tespit etmislerdir. Ayrica
eritrositlerde GSH seviyesi ve SOD, GST, GR, GSH-Px aktivitelerinin azaldigini,
LPO’nun artt1g1 rapor etmiglerdir [100]. Ayrica yapilan ¢alismalarda O. niloticus’un
karaciger dokusunda lamda kloatrinin oksidatif strese neden oldugu lipid
peroksidasyonundaki artigla gosterilmistir [26]. Yapilan literatiir ¢alismasindan da
acikca goriilmektedir ki lambda-kloatrinin ozellikle eritrosit antioksidan enzim
aktiviteleri {izerine olan etkisi ile bizim c¢aligmamizin bulgulari benzerlik

tagimaktadir.

Yabanci otlara karsi tarim bélgelerinde kullanilan bir herbisit olan 2,4-D’nin
amin tuzu ve ester seklinde formiilasyonlar1 bulunmaktadir [101]. Ester
formiilasyonlari, sucul omurgasizlara ve baliklara toksiktir, fakat tuz formiilasyonlari
sucul zararli otlarina karsi kullanilmaktadir [102]. Bu ¢alismada, amin tuzunun
antioksidan enzimler {izerine farkli konsantrasyonlardaki etkisiarastirilmigtir.
Tablo3.10-3.15-3.20-3.25-3.30 ve Sekil 3.10-3.15-3.20-3.25-3.30°da goriildigii gibi
CAT, GST, GR, GSH-Px ve G6PD aktivitelerinde azalma oldugu tespit edilmistir.
Ancak,Tablo 3.5 ve Sekil 3.5 incelendiginde amin tuzunun SOD {izerine aktivat6r
olarak etki gosterdigi belirlenmistir ve kontrol aktivitesi ile kiyaslandiginda amin
tuzu SOD aktivitesini 12,4, 18,7, 21,8, 31,1, 37,4 ve 43,6 M ([inh]x10™)
konsantrasyonlari i¢in sirasiyla % 152, % 162, % 190, % 217, % 297 ve % 332
oraninda arttirmistir. 1998 yilinda Orug, Tilapia nilotica balik tiirinii 24, 48, 72, 96
saat siireyle 27 ppm 2,4-diamin ve 0,03 ppm azinfosmetil kimyasallarina maruz
birakmis ve antioksidan enzim aktivite degisimlerini incelemistir. Calisma sonunda
2,4-diamin etkisi ile SOD, CAT ve GST aktivitelerinde 6nemli bir degisme meydana
gelmedigini, buna karsilik G6PD ve GR enzim aktivitelerinde sadece 24. saatte,
GSH-Px aktivitesinde ise 96. saatte artis olusturdugunu belirlemistir. Azinfosmetil
uygulanan grupta ise CAT ve GST aktivitelerinde kontrol grubuna nazaran énemli
degisiklikler olmazken, G6PD ve SOD aktivitelerinde 96.saatte, GR aktivitesinde. ise
24., 72. ve 96. saatte onemli artiglar oldugunu tespit etmistir[76,103]. Orug ve
arkadaslar1 2000 yilinda, O. Niloticus ile yaptiklar ¢alismada, 27 ppm 2,4-D+ 0,003
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ppm azinphos metilinin LPO, hepatik G6PD ve GR tizerine etkisini aragtirmiglardir.

Caligmada kullamilan kimyasallar1 24, 48, 72 ve 96 saatlik peryotlarla uygulayarak
G6PD ve GR aktivitelerinin kontrol grubuna nazaran daha yiiksek oldugunu, MDA
seviyesinin ise degismedigini bildirmiglerdir [104]. Yine Orug ve arkadaslari 2004
yilinda tatlisu ¢ipurasinda (Oreochromis niloticus) ve sazanlarla (Cyprinuscarpio)
yaptiklari ¢aligmada her iki balik tiiriine 96 saat boyunca 2,4-D ve azinphosmethyl
uygulayarak farkli dokulardaki enzim aktivitelerini arastirmiglardir. Sazanlarin
solungaclarinda SOD aktivitesinin, b&brek dokularinda ise CAT ve GSH-Px
aktivitelerinin artis gdsterdigini bildirmislerdir. Tatlisu ¢ipurasinda ise beyin
dokularinda CAT aktivitesinin defismedigini fakat GSH-Px aktivitesinde artis
oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica GST aktivitesinin ¢ipura ve sazan baliklarmin her
ikisinde detiim dokularda arttigini, molondialdehit(MDA) seviyelerinde degisim
olmadigim tespit etmislerdir [105]. Orug¢ ve arkadaglarinin 2004 yilinda yaptiklari
caligmada SOD aktivitesinde goriilen arti ile bizim ¢alismamizda Cyprinus carpio
carpio eritrosit SOD aktivitesinin artis1 oldukca benzerlik gostermektedir. Bukowska
ve arkadaglari insan eritrositlerine, 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve 2.4-
diklorofenoliin (2,4-DCP) farkli konsantrasyonlarinin etkisini in vitro kosullarda
incelemislerdir. SOD ile GSH-Px aktivitesini ve indirgenmis glutatyonun (GSH)
diizeyini belirlemiglerdir. Kullanilan 2,4-D ve 2,4-DCP derisiminin artmasi ile
eritrosit SOD aktivitesinde azalma oldugu, buna kargin GSH-Px aktivitesinin arttif
tespit edilmistir. 500 ppm 2,4-D’nin eritrositlerdeki GSH seviyesini % 18 azalttigin
ve 250 ppm 2,4-DCP’nin ise GSH seviyesini % 32 azalttigim belirtmislerdir
[31,106].

4.1  I50 Degerleri

Is0, bir enzimin aktivitesini yariya diistirmek veya % 50 azaltmak igin ortama
ilave edilmesi gereken inhibitér konsantrasyonu olarak tanimlanir. Bu deger enzimin
tiiriine ve inhibitdrlere bagli olarak farklhiliklar gdsterir [43]. Bir inhibit6riin inhibe
etme giicii degerlendirilirken Isg degerinden yaralanilmaktadir ¢tinkii bilindigi gibi Isg
degeri kii¢iik olan inhibitdriin inhibisyon etkisi daha ytiksektir [107]. Bu ¢alismada
kullanilan enzimler {izerine bazi pestisitlerin etkisi igin hesaplanmis Iso degerleri

asagida tablolarda gdsterilmektedir.
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4.1.1 SOD Inhibisyonu I¢in Hesaplanmig Isp Degerleri

Caligmada kullandigimiz pestisitlerden deltametrin, sipermetrin, fenpropatrin,
lamda kloatrin ve amin tuzunun SOD aktivitesi inhibisyonu igin hesaplanmis Isg
degerleri Tablo 4.1° de gosterilmektedir. Caligmamizda en etkili inhibitér 6zellik
gosteren pestisitin deltametrin ve ardindan fenpropatrin oldugutespit edilmisgtir.
Tablo 4.1°de gosterilen Isy degerleri incelendiginde her bir maddenin farkls

inhibisyon giiciine sahip oldugu agik¢a goriilmektedir.

Tablo 4.1:SOD inhibisyonuna ait Iso degerleri

Inhibitérler Iso (M) Kaynak

Deltametrin 1.1x10® Calismada
Sipermetrin 5.5x10™ Caligmada
Fenpropatrin 4.1x10°® Caligsmada
Lamda Kloatrin 3.5x107 Calismada

4.1.2 CAT inhibisyonu I¢in Hesaplanmis Iso Degerleri

Deltametrin, sipermetrin, fenpropatrin, lamda kloatrin ve amin tuzu
pestisitleri CAT iizerine inhibisyon etkisi gostermektedir. Bu pestisitlerin
hesaplanmus inhibisyon degerleri Tablo 4.2°de verilmektedir. Tablodan goriildigii
gibi incelenen pestisitler arasinda en yiiksek inhibisyon giiciine sahip pestisitin

deltametrin oldugu sonucuna varilmaktadir.
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Tablo 4.2:CAT inhibisyonuna ait Iso degerleri

Inhibitérler Iso (M) Kaynak

Deltametrin 2.4x10° Calismada
Sipermetrin 3.9x10°® Calismada
Fenpropatrin 8.1x10° Calismada
Lamda kloatrin 6x10° Caligmada
Amin tuzu 4x10° Caligmada

4.1.3 GST Inhibisyonu I¢in Hesaplanmis Iso Degerleri

GST aktivitesi tizerine deltametrin, sipermetrin, fenpropatrin, lamda kloatrin
ve amin tuzunun inhibisyonu igin hesaplanmis Isp degerleri Tablo 4.3’de
verilmektedir. Tabloda belirtildigi gibi bu calismadaki pestisitler igeresinde GST
aktivetisi {izerine en giiclii inhibitériin deltametrin oldugu agik¢a goriilmektedir.
Literatilir taramas1 sonucu GST aktivitesi iizerinde inhibitor etkisi gésteren maddeler
icin hesaplanmig bazi Isp degerleri de Tablo 4.3’ de verilmektedir. Bu degerler

icerisinde de giiglil inhibitdriin deltametrin oldugu ve ardindan sipermetrinin geldigi

gorilmektedir.
Tablo 4.3:GST inhibisyonuna ait Iso degerleri
Inhibitérler Iso (M) Kaynak
Deltametrin 2.2x10° Calismada
Sipermetrin 9.9x107 Calismada
Fenpropatrin 2.7%107 Caligmada
Lamda kloatrin 3x107 Caligmada
Amin tuzu 1.9x10™ Calismada
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4.1.4 GR Inhibisyonu i¢in Hesaplanmis Iso Degerleri

Tablo 4.4'de GR aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren deltametrin,
sipermetrin, fenpropatrin, lamda kloatrin ve amin tuzu pestisitlerine ait Iso degerleri
gosterilmektedir. Tablo incelediginde farkli maddelerin GR aktivitesi {izerindeki
inhibisyon giiclerinin farkli oldugu goriilmektedir. Calismamizda kullanilan

pestisitlerin inhibisyon giigleri kiyaslandiginda, GR aktivitesi iizerine en yliksek

inhibitér 6zelligi gosteren pestisitin deltametrin oldugu bulunmustur.

Tablo 4.4:GR inhibisyonuna ait Isy degerleri

Inhibitérler Iso (M) Kaynak

Deltametrin 1.7x107 Caligmada
Sipermetrin 8.7x10™ Caligmada
Fenpropatrin . 1x107 Caligsmada
Lamda kloatrin 8.3x107 Caligmada
Amin tuzu 4.6x10™ Calismada

4.1.5 GSH-Px inhibisyonu ig:in Hesaplanms Isp Degerleri

Tablo 4.5’de goriildiigii gibi ¢alismamizda kullanilan pestisitlerin yani sira
literatiirde GSH-Px aktivitesi iizerine organik ve inorganik bilesiklerin etkisi i¢in Isg

tespit edilmis simirli sayida galisma bulunmaktadir. Literatiir taramalar1 sonucunda

| } elde edilen Iso degeriyle galismamizda tespit edilen Isy degerleri kargilastirildiginda

GSH-Px aktivitesi i¢in en etkili inhibitériin deltametrin oldugu tespit edilmistir.

|
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|
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Tablo 4.5:GSH-Px inhibisyonuna ait Iso degerleri

Inhibitérler Iso (M) Kaynak

Deltametrin 1.2x107 Calismada
Sipermetrin 2.05x107 Calismada
Fenpropatrin 1.3x107 Caligmada
Lamda kloatrin 3.1x10™ Calismada
Amintuzu 4.7x10™ Calismada

4.1.6 G6PD inhibisyonu I¢in Hesaplanmis Iso begerleri

Inhibisyon galismalarinda inhibitériin inhibe edici giiciiniin yiiksek olabilmesi
icin ¢ok diislik konsantrasyonlarda enzim aktivitesi izerinde nemli degisimler
meydana getirmesi gereklidir. Tablo 4.6’da ifade edilen Isy degerlerine bakildiginda
calismada kullanilan pestisitler arasinda en diisiik Iso degeri lamda kloatrine ait
oldugu tespit edilmistir. Lamda kloatrinin, G6PD aktivitesini en fazla inhibe ettigini,
bunu takiben amin tuzu ve fenpropatrin oldugu goriilmektedir. Deltametrin ve
sipermetrin ise diger pesitisitlerin aksine aktivitor olarak etki gostermektedir.
Literatiirde G6PD {izerine bazi pestisitlerin etkisi incelenmis ve bu pestisitlerin
G6PD aktivitesini inhibe ettigi rapor edilmistir. Literatiire ait veriler ve calismamizda
kullanilan pestisitlerde dahil olmak tizere(RS)-5-etil-2-(4-izopropil-4-metil-5-okzo-
2-(N-(imidazolin-2-yl) nikotinik asit) G6PD aktivitesini en fazla inhibe eden madde

olarak olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.6:G6PD inhibisyonuna ait Isg degerleri

Inhibitérler Iso (M) Kaynak
Fenpropatrin 7.1x107 Caligmada
Lamda kloatrin 6.1x10° Caligsmada
Amin tuzu 6.6x107 Calismada
(Propil3-(dimetilamino) propilkarbomat 4.9x 10 [107]
Hidroklorit)

(RS)-5-etil-2-(4-izopropil-4-metil-5-okzo-2-(N- 4.5x 107 [107]
(imidazolin-2-y1) nikotinik asit)

Fosfonometil) glisin) 2.8x 10° [107]
(2,4-Diklorofenoksiasetik asit dimetilamin) 1.8x 10° [107]
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5. SONUC VE ONERILER

Hizli niifus artis1 ve buna paralel olarak tarimda ulagilmak istenen maksimum
tirtin eldesi igin yogun ve bilingsiz pestisit kullanimi yaygin hale gelmistir. Bunun
sonucunda gidalarda, toprak, su ve havada kullanilan pestisitin kendisi ya da
doniisiim {irlinleri kalabilmektedir.Baliklar gevresel kirlenme i¢in bioindikatorler
olarak akuatik sistemlerin kalitesini degerlendirmek iizere genis bir sekilde
kullanilmaktadir.Bu c¢alisma ile tatli su baliklarimin in vifro antioksidan enzim
aktiviteleri degerlendirilmis ve tarimda kullanilan pestisitlerin bu enzimler

tizerindeki etkisi arastirilmistir. Boylece;

1.Pestisit kullaniminin biraktign olumsuz etkiler Cyprinus carpio carpio eritrosit

antioksidan enzim aktiviteleri lizerinde aragtirilmustir.

2.Calismada kullanilan pestisitlerden SOD igin; deltamethrin, sipermetrin,
fenpropathrin, lamda kloatrin inhibitér oldugu bulunmustur. Fakat, amin tuzunun
SOD {izerine aktivator olarak etki gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol aktivitesi ile
kiyaslandiginda amin tuzu SOD aktivitesini 12,4, 18,7, 21,8, 31,1, 37,4 ve 43,6 M
([inh]xlOﬂ) konsantrasyonlari i¢in sirastyla % 152, % 162, % 190, % 217, % 297 ve
% 332 oraninda arttumustir. CAT, GST, GR, GSH-Px icin; kullanilan tiim
pestisitlerin inhibitdr etkisi gosterdigi tespit edilmistir. G6PD igin ise fenpropatrin,
lamda kloatrin ve amin tuzu inhibitér oldugu belirlenmistir. Ancak, deltametrin G6PD
aktivitesinde artisa neden olmugtur. Kontrol aktivitesi ile kiyaslandiinda
deltametrin, G6PD aktivitesini 4, 8,1, 20,4, 73,5 ve 81,6 M ([inh]x10+5)
konsantrasyonlar1 i¢in sirasiyla %129, %137, %144, %172 ve %198 oranminda
arttirmugtir. Sipermetrininde G6PD tizerine aktivator oldugu tespit edilmistir. Kontrol
aktivitesi ile kiyaslandiginda sipermetrin G6PD aktivitesini 10, 30, 50, 70 ve 90 M
([inh]x10"*) konsantrasyonlar: igin sirasiyla % 115, % 118, % 123, % 143 ve % 166

oraninda arttirmigtir.

3.Inhibisyon etkisi gosteren pestisit tiirevleri igin bulunan Isy degerleri sirasiyla her
bir enzim i¢in SOD; 1,1x10, 5,5x107, 4,1x10° ve 3,5x107; CAT; 2,4x10°, 3,9x10"
6,8,1x 10%, 6x10° ve 4x10°M ; GST; 2,210, 9,9x107, 2,7x107%, 3x10°° ve 1,9x10°
M ; GR; 1,7x107, 8,7x10™, 1x102, 8,3x107° ve 4,6x10*M ; GSH-Px; 1,2x107,
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2,05x107, 1,3x1073, 3,1x10™ ve 4,7x10"*M: G6PD;, 7,1x107, 6,1x10°° ve 6,6x10°M

oldugu belirlenmistir.

4. Iso degeri belirlenen pestisitlerin, Iso degerleri kiyaslanarak en gok zarar gisteren
pestisitin hangisi oldugu ortaya konulmustur. Iso degerleri kiyaslandiginda SOD,
CAT, GST, GR ve GSH-Px i¢in en gii¢lii inhibitériin deltamethrin, G6PD i¢in ise

lamda kloatrinin, en gii¢lii inhibit6ér oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak tarimda yaygin olarak kullanilan pestisitlerden deltametrin,
sipermetrin, fenpropatrin, lamda kloatrin ve amin tuzu gibi maddeler ilaglamanin
yapildigi bolgede yasayan ya da toprakta birikim gdstermesinden ve aquatik
ortamlara karigmasindan dolayr buralarda yasayan canlilarin stiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon S-transferaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz gibi antioksidan enzim akfiviteleri tizerinde olumsuz etkiler
gostermektedir. Tarimda ve seracilikta yaygin bir sekilde kullanilan bu pestisitler
cesitli yollarla sucul ortamlara gectiginde baliklarda kalintilara neden olmaktadir.
Onemli bir besin kaynagi olan baliklar insanlar tarafindan tiiketildiginde pestisit
kalintilar1 insan dokularina da ge¢mektedir. Bu veya benzer sekillerde viicuda alinan
pestisitler, vicutta farkli yollarla olusan serbest radikallere karsi antioksidan
savunmanin azalmasina neden olmaktadir. Canlilarda meydana gelen olumsuz
etkileri ortadan kaldirabilmek i¢in pestisitlerin kullaniminda bilingli olarak hareket
edilmelidir. Ekolojik dengenin devamim saglayan, kirlilik olusturmayan ve bitkisel
kokenli olan ilaglar tercih edilmelidir. Pestisit bilesiklerinin L.LDsg dozu bilinmeli ve
bu doza gore kullanimi gerceklestirilmelidir. Olanaklar 6lgiisiinde genis spektrumlu
olmayan, toprak ve suda ¢abuk parcalanan pestisitler secilmeli ve ruhsati bulunan

pestisitler risk guruplarina gore ayrilmali, segici tarimsal ilaglar kullanilmalidir.
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