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Bu calismada, organofosfatli insektisit malathionun Cyprinus carpio’da
kortizol, estradiol ve testosteron salimmlari, lipit peroksidasyonu ve glutatyon
miktarlarina etkileri incelenmistir. 1, 15, 30 guin stre ile 0.01 ppm, 0.05 ppm ve 0.1
ppm subletal malathion derisimlerinin etkisinde ve 15 gin pestisit bulunmayan
ortamda bekletildikten sonra baliklarin beyin dokularinda nérotoksisite gostergesi
olarak asetilkolinesteraz spesifik aktivitesi, oksidatif stresi belirlemek Uzere
glutatyon ve malondialdehit miktarlar1 spektrofotometrik yontemlerle, endokrin
bozucu etkisini belirlemek Uzere serumda kortizol, estradiol ve testosteron miktarlari
elektrokemiliminesans yontemle belirlenmistir.

Asetilkolinesteraz aktivitesi denenen tim deneme sirelerinde derisime bagli
olarak azalmistir. Glutatyon miktar1 dusik malathion derisimlerinde artarken
malathionun yiksek derisimlerinin etkisinde azalmistir. Malondialdehit ve estradiol
miktarlarinda dalgalanmalar meydana gelirken 15 giin pestisit bulunmayan ortamda
bekletildikten sonra malondialdehit ve estradiol miktarlar: artmistir. Kortizol miktar:
ilk gin denenen tim derisimlerde artmus, 15. ve 30. gunlerde yUksek derisim
etkisinde azalmistir. Malathionun denenen derisimleri testoseron miktarlar
etkilemezken 15 gin pestisit bulunmayan ortamda bekletildikten sonra testosteron
miktar: azal mstir.

Malathion etkisinde C. carpio’da hormon dizeylerinde bulunan azalmanin
oksidatif stres kaynakli olabilecegi ilk kez bu ¢calismada gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Pestisit, balik, oksidatif stres, lipit peroksidasyonu, endokrin
bozunma
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In this study, the effects of malathion, organophosphate insecticide, on
cortisol, estradiol and testosterone secretions, lipid peroxidation and glutathione
levels were investigated in Cyprinus carpio. Fish were exposed to 0.01 ppm, 0.05
ppm and 0.1 ppm sublethal concentrations of malathion for 1, 15, 30 days and then
recovery periods for 15 days were allowed. Acetylcholinesterase spesific activity was
evaluated as a biomarker of neurotoxicity, glutathione and malondialdehyde levels
were evaluated to determine oxidative stress by using spectrofotometric methods.
Cortisol, estradiol and testosterone levels were measured to determine the endocrine
disruption effects of malathion by using electrochemileminesans method.

The activity of acetylcholinesterase decreased dose dependently at all
exposure periods. Glutathione levels increased at the effects of low malathion
concentrations while it decreased following exposure to high concentrations of
malathion. Fluctuations were observed at malondialdehyde and estradiol levels, but,
they increased after 15 days depuration period. Cortisol levels increased after all
exposure concentrations for first day and decreased at 0.05 ppm and 0.1 ppm
malathion concentrations for 15 and 30 days. Malathion didn’t affect the testosterone
levels in the serum of C. carpio but, testosterone levels decreased after 15 days
depuration period.

This is the first study to evaluate both oxidative stress and bioindicators of
reproduction in C. carpio exposed to malathion. It could be concluded that malathion
has an oxidative stress-mediated endocrine disruption effect.

Keywords. Pesticide, fish, oxidative stress, lipid peroxidation, endocrine disruption
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1. GIRIS Deniz OZTURK

1.GIRIS

Pestisitler, insan ve hayvan vicudu ile bitkiler Gzerinde veya cevresinde
yasayan, besin kaynaklarimin Uretim, depolanma ve tiketimi sirasinda besin
degerlerini azaltan ya da zarara ugratan bocek, kemirici, yabani ot, mantar gibi canli
formlarinin yikici etkilerini azaltmak igin kullamlan kimyasal maddelerdir. Bu
amagla, dunyada onlarca degisik kimyasal formulasyona sahip madde, her vyil
yaklasik 1,5 milyon ton kadar Uretilmekte ve yiksek ticari hacim olusturmaktadir
(Meister, 1999, Mckenzie, 2001). Bununla beraber, hedef olmayan organizmalar
Uzerindeki toksik etkilerinden dolay:1 ekosisitemde ciddi zararli etkilere neden
olmaktadirlar.

Canlilarin norolojik ve davramssal hareketleri cevre kirliligine karsi ¢ok
duyarhidir (Bretaud ve ark., 2000). Pestisitlerin baliklara etkileri farkli sekillerde
gordllr. Balik populasyonlarinda letaliteye neden olmakla birlikte yumurta koyma ve
tremeyi durdurarak etkili olabilmektedirler. Ayrica dokularda meydana getirdikleri
hasarlar ile baliklarda duyarliliga yol acarak baliklarin mevsimlik 1st degisimlerinden
ve gegici acliktan gereginden fazla etkilenmesine neden olurlar (Toros ve Maden,
1991).

Pestisitler; etki ettikleri canli grubuna goére insektisitler, fungisitler,
herbisitler, mollusitler, rodentisitler, akarisitler, nematostler olarak, kimyasal
tiplerine gore organofosfatlar, karbamatlar, organoklorlular, sentetik piretroidler,
fenoller, morfolinler, organometalikler, kloroalkiltiyoller, azoller, anilinler,
kloronitriller, Ureler, bipyridium bilesenler olarak simiflandirilabilirler (Mars,
Ballantyne).

Organofosfatlarin akuatik faunay: etkileyebilecek derisimleri su ortamina
ulasmada direnclilik gosterir. Organofosfatlar omurgali ve omurgasiz canlilara diistk
derisimlerde (ng-pg/mL) bile aym derecede toksiktirler, 6zellikle baliklarda
toksisiteye neden olurlar (Hai ve ark., 1997).

Organofosfatlarin temel etkisi omurgali ve omurgasiz organizmalarda sinir
impulslarinda iletimi sonlandirmaktan sorumlu asetilkolinesteraz (AChE) enziminin
inhibisyonu yoluyla toksik etki gosterirler. Organofosfatlar merkezi, periferal,
ndronal sinapslardaki ndrotransmitter asetilkolinin (ACh) hidrolizini bloke ederek
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ACh'nin agir1 birikimine ve ACh reseptdrlerinin aktivasyonuna neden olur (Pena-
Llopis, 2003). Asetilkolin vicutta en yaygin bulunan nérotransmitterlerden biridir.
Merkezi sinir sisteminin c¢esitli bolgelerinden, somatik sinir sisteminin motor
noronlarindan, otonomik sinir sisteminde pre-post ganglionik parasempatik néronlar
ile preganglionik sempatik noronlardan salinmaktadir (Ganong, 2003). Noronal
singpslardan salinan ACh eritrositlerde, sinir uglarinda, kaslarda, akcigerde, dalakta
ve beynin tim bdlumlerinde bulunan gergek, spesifik AChE enzimi tarafindan
fizyolojik  kosullarda hidrolize ugrar  (Gokugras, 2003, Patocka.2004).
Organofosfatlar da ACh gibi AChE molekilintin aktif bolgesinde bulunan serin
amino asidine baglanirlar ve fosforillenmis aktif yeri olan bilesik olusur.
Organofosfat ve AChE arasindaki reaksiyonda, 6nce geri dontsimli enzim-inhibitor
kompleksi olusur. Kompleks olusum hizi, organofosfat bilesiginin yapisina,
biydklugine, Ry ve Ry gibi akil gruplarin yapisina baghdir (Bajgar, 2004).
Baslangictaki baglanma asamasindan bir siire sonra kovalent fosfor-enzim bagi asiri
stabil hale gelir ve boylece enzim molekulinin fosforilasyonu ve inaktivasyonu
olusur. Burada, organofosfatli bilesikteki bir alkil grubu kopar, enzimdeki serin
aminoasidinin hidroksil grubu hidrojenini kaybederek fosfor atomuna baglanir ve
fosforillenme olusur. inaktif hale gelen AChE enzimi sinaptik aralikta ACh
molekulini pargalayamaz. Bu durumda fizyolojik miktarda Uretilen ve sinaptik
araliga salinan ACh'nin postsinaptik bolgede yikilamayarak birikimi, kolinerjik
uyarilarin sirekli gergceklesmesine ve dolayisiyla ug-efektdr organlarin asir1 aktivite
gostermesine neden olur (Treatment of Chemical Agent Casualties and Conventional
Military Chemical Injuries, 1995, Textbook of Military Medicine, 1997).

Enzim ile kompleks yapan sinir ajanmnin bir sire sonra oksijen-fosfor
baglarindan biri daha kirilir ve bilesik ikinci alkil grubunu kaybeder. Bu durum
fosfor-enzim baginin daha da gticlenmesine neden olur. Bu basamak zamana bagimli
bir reaksiyon olup, enzim ile organofostatlar birbirlerinden ayrilamayacak ve enzim
reaktive edilemeyecek sekilde modifikasyona ugramaktadir. Bu basamakta
gerceklesen reaksiyona “aging” (eskime) adh verilmektedir (Bajgar, 1992, Vale,
1998).
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Malathion, baliklarda yiksek derecede toksisiteye sahip organofosforlu bir
insektisittir. Yari dmrintn ¢ok kisa olmasi sebebiyle akuatik organizmalarda birikim
fazla gorulmemektedir (extoxnet.orst.edu). Petrol yaglarinda sinirli  olarak
¢cOzulmekle beraber bir cok organik ¢cozictide ¢ozinenebilir. Ayrica, sivrisineklerin,
sineklerin, ev haserelerinin, hayvan dis parazitlerinin ve insan bitinin kontroliinde
kullanmlmaktadir.

Malathion toksisitesi, malathionun hidrolitik degregasyonunu katalizleyen
veya malaoxon inhibisyonu igin rekabetc¢i hedef olarak davranan spesifik olmayan
serin karboksilesteraz tarafindan ve salgir konjugantlarinin olusumlarim katalizleyen
glutatyon S-transferaz (GST) tarafindan indirgenebilir (Pathiratne ve George, 1998).
Malathion anti-kolinesteraz malaoxonu aktive etmek icin mono-oksojenaz tarafindan
aktive edilmektedir. Malathion ve malaoxon karboksilesteraz tarafindan detoksifiye
edilir (Caldwell, 1983, Sekil 1.1.).

Kimyasal Adr: S-1,2-di(ethoxycarbonyl) ethyl 0,0-dimethyl
phosphorodithioate

Kimyasal Formtil: C10H1906PS;

Kimyasal Y apr:

HAG
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Molekller Agirlik: 330.36

Ozgiil Agirhik: 1.23

Kaynama Noktasi: 156 °C

Erime Noktasi: 2.85°C

Buhar Basinci: 20 °C’de 5.5x10° mmHg
Suda Cozunurlik: 130 mg/L
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Sekil 1.1. Malathion biotransformasyonu (Buratti ve Testai, 2005)

1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller pestisitlerin toksisitesinde onemli rol oynamaktadirlar.
Pestisitler oksidatif stresi indikleyebilir, serbest radikallerin Uretilmesine ve
antioksidan enzim sistemi veya serbest oksijen radikal yakalayicilar: iceren enzim
sisteminin degisimine neden olabilir (Banerjee ve ark., 1999).

Bir serbest radikal ¢ yolla ortaya gikabilir (Halliwell ve Gutteridge, 2001):

1. Kovalent bag tastyan normal bir molekilin homolitik yikimi sonucu
olusurlar. Homolitik bolinmede her bir pargada ortak elektronlardan biri kalir.

XY X +Y
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2. Normal bir molekilden tek bir elektronun kayb: ya da bir molekilin
heterolitik olarak bolunmesi ile olusurlar. Heterolitik bolinmede kovalent bagi
olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalir.

XY X +Y*

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

A+ A0
Serbest radikaller pozitif yuklt, negatif yukli ya da notral olabilirler. Biyolojik
sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar (Akkus, 1995).

1.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Aerobik organizmalarin normal oksijeni kullanmalari sonucunda cesitli
reaktif oksijen turler Gretilir ve olusan hidroksil (HO), stiperoksit (O2") gibi reaktif
oksijen tdrleri biyolojik makromolekiillerle reaksiyona girerek enzim inaktivasyonu,
lipit peroksidasyonu ve DNA hasar1 yoluyla oksidatif stres induklenebilir. Reaktif
oksjen tdrlerin zararli etkilerinin  yamnda yararli etkilerinin de oldugunun
distntlmesine yol acan olay fagositozdur. Fagositozun baslangicunda makrofgjlarin
oksijen alimlar1 10-20 kat1 artmakta ve mitokondrial solunumda kullaniimayan fazla
miktardaki oksijen solunum patlamasina yol agmaktadir. Aym zamanda pentoz fosfat
aktivitesinin artisina bagli olarak hiicreye alinan glukoz miktar1 da artmaktadir. Bu
sekilde ortamdaki oksijeni alan nétrofiller anaerob bakterilerin 6lmesine neden
olmaktadir. Ayrica norofiller yapilarindaki NADPH oksidaz ile oksijenden
stiperoksit radikali olusturmaktadir.

NADPH + 20, —> NADP'+ H" + 20,~

Baz1 bakteriler icin oldirtct olabilen siiperoksit radikali fagositik vakuolde
stiperoksit radikalinden hidrojen peroksit (H2O5) olusturabilmektedir.

H' +20,” ——— H,0,+ 0O,

Asidik pH olusmasina bagli olarak hidrolitik enzim aktiviteleri artmakta ve
membran kolayca gecen H,O, bakteriye toksik etki yapmakta veya HO radikaline
donismektedir (S6zmen, 2002).
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1.2.1. Superoksit (O2") Radikali ve Hidrojen Peroksit (H202)

Molekuler oksijenin (O,) bir elektron alarak indirgenmesiyle kararsiz bir yapi
olan stiperoksit radikali olusur.

O, +¢ — O
O7'un dogrudan indirgenmesiyle veya stiperoksit anyonuna bir elektron eklenmesiyle
(stiperoksit dismutasyonu) hidrojen peroksit olusur (Desideri ve Falconi, 2003).

20,7+ 2H" — > O+ HO;
1.2.2. Hidroksl (HO") Radikali, Haber-Weiss Reaksiyonu

Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksit, O," ile reaksiyona girerek
hidroksil radikalini olusturur (Liochev ve Fridovich 2002).
O, + Hy,0p + H — O, + H,O0 + HO
Suyun yiksek enerjili iyonize radyasyon etkisinde kalmasiyla da HO" olusur.
X veyay
isinlar
H,O +H — HO
H20O,'nin UV 15181 etkisinde kalmasi ile HO olusabilir.
uv

H,0, —— 2HO
1.2.3. Singlet Oksijen (-Oy)

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi nedeniyle serbest radikal
olmadigi halde reaktif oksijen turlerin gurubunda yer alir. Elektronca zengin
molekuller ile reaksiyona girer. -O, serbest radikal reaksiyonlarin baslamasina neden
olmasi agisindan 6nem tasimaktadir.
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1.3. Oksidatif Stresve Lipit Peroksidasyonu

Oksidatif stres, pro-oksidan gjanlar ve antioksidantlar arasindaki dengenin
pro-oksidant lehine kaymasi olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stres baglica 3 faktor
nedeniyle meydana gel mektedir.

1. Resktif oksijen Uretiminde artma,

2. Antioksidant savunma sisteminde bozulma,

3. Oksidatif zarar1 onarmadaki yetersizlik.

Resaktif oksijen tdrlerinin  bashca zararlarr membran lipitleri  (lipit
peroksidasyon), DNA ve protein gibi hicresel makromolekillerin degismesiyle
sonuclanir (Dorval ve Hontela, 2003).

Lipit peroksidasyonu hidroksi radikallerinin hicre membramindaki yag
asitleriyle reaksiyonu sonucu lipit peroksidasyonu olusur (Allen ve Venkatrgj, 1992).
Lipit peroksidasyonu hiicre membraninin fonksiyonlar: ve yapisal organizasyonunda
Oonemli degisikliklere neden olur (Borochov ve ark., 1979).

Resktif oksijen turleri hicre hasari meydana getirirken lipitlerden farkl
radikaller ve lipit peroksitler de olusmaktadir. Lipit peroksidasyonunda zincirleme
reaksiyonun baslatilmast icin tetikleyici faktor gereklidir. Bu faktérin HO' radikali
oldugu kabul edilmektedir. Lipit peroksidasyonu, poliansatire yag asitlerinin
zincirleme bir radikal reaksiyonudur ve i¢ asamadan olusur (Pinchuk ve ark., 1998,
Mamett 1999, Nyska ve Kohen 2002). Bunlar;

Baslatma safhasi: Hem membran lipitleri hem de besinsel yaglar icin gegerli
olan reaksiyonda HO' radikali, bir yag asitinin (LH) metilen molekuliinden bir
hidrojen atomu (H") kopararak bir lipit radikali (L") olusturur.

HO +LH — > HO+L’

Ilerleme ve yikim safhast: Zincirleme reaksiyona ugrayan lipit radikaline O,
eklenir ve lipit peroksil radikali (LOQ) ile lipit peroksit olusur.

L'+ O, - ,LOO

LOO+LH ——» LOOH + L’
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Tek elektron Uzerinden yeniden yapilanma lipitin pargalanmasi ile sonuglanir. Lipit
peroksidasyon uUrunlerinden biri de malondialdehittir (MDA). Aciga cikan diger
drdinler ise, 4-hidroksinonenal ve 4-hidroksi-2,3-transnonenaldir.

Sonlanma safhast: Antioksidantlar ile zincir reaksiyonu son bulur ve stabil
son Urdin olusur.

LOO +L +2H" — » LOOH +LH

1.4. Antioksdant Savunma M ekanizmalari

Antioksidant savunma mekanizmalar1 canlilarda normal metabolik isleyis
sirasinda surekli olusan serbest radikalleri yok eden veya zararli etkilerini azaltan
sistemlerdir.

Hucresel oksidant savunmalar askorbik asit, vitamin E ve tiyoller gibi
antioksidant bilesikler ile katalaz (CAT), siperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidant enzimler olarak
siniflandirilmaktadir (Chiou ve Tzeng, 2000).

Bir tripeptid olan GSH y-glutamil, sisteinil ve glisinden (Sekil 1.2.)
olusmaktadir. H,O, ve organik peroksitlerin GPx etkisi ile indirgenmesinde ve
ksenobiyotiklerin merkaptirat yolu ile detoksifikasyonunda yer almaktadir. Ayrica,
GSH serbest stilfidril grubu araciligiyla H,O,, O,, HO  ve alkoksil radikalleri (ROY)
ile etkilesime girebilmekte, boylece hiicreyi oksidanlarin, elektrofilik maddelerin,
serbest radikallerin hasarina karsi1 korumada 6nemli bir rol Gstlenmektedir (Meister
ve Anderson, 1983, Sies, 1999). Ayrica doku icin GSH derisiminin dustigu
durumlarda glikolitik enzim olan gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz aktivitesinin ve
doku ATP iceriginin azaldhgr gosterilmis ve GSH'in hiicresel enerji durumunu
etkileyebilecegi ileri surulmustar (Pullar ve ark., 1999).

Glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonla GSH H,O-
veya lipit peroksitlerle reaksiyona girerek bu molektillerin detoksifikasyonunda rol
alirken kendisi baska bir glutatyon molekilyle distlfit koprisi olusturarak okside
glutatyon (GSSG) formuna dondsur. Hicre icerisinde serbest radikallerin
detoksifikasyonunun sirdirtlmesi igin okside glutatyonun redikte formuna geri

donustardalmesi gerekir. NADPH' min kullamildigi bir reaksiyonla okside glutatyon
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glutatyon rediktaz enzimi ile tekrar redikte glutatyon formuna cevrilir (Akkus,

1995, Sozmen, 2002).

SH
i
0 CH;
11 1
VANV
CH, N C CH,
1 1 1 1
CH; H O CcCOO-
1
H—C—NH3+
1
COO

v glutamil, sisteinil glisin

Sekil 1.2. Glutatyon yapisi (Kang, 1997)

1. R-X+GSH_____, RSG+HX

2. R=R'+ GSH

R'+ GSH

-l

R
\
O

4. RCH,; OOH + GSH » RCH>OH +HO

SG
|

5. RCH; OH + GSH RCH, OH + GSSG
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6. GSSG+NADPH +H'—___, 2GSH + NADP'
7. GSH+R——» RH+GS
8. GS + GS— > GSSG

Birden bese kadar olan reaksiyonlar 6nemli bir enzim ailesi olan GST
tarafindan katalizlenmektedir. Halojen veya nitro gruplart (-X) GS nin yerini alan
elektrofilik atoma baglanir (reaksiyon 1). Eger bir atom elektrofilik ise GSH ¢ift baga
katilabilir (reaksiyon 2). Epoksit koprisi acilabilir (reaksiyon 3). Peroksi grubu iki
basamakta rediiklenebilir (reaksiyon 4 ve 5). Serbest radikaller iki basamakta elimine
edilebilir (reaksiyon 7 ve 8). Reaksiyon 4 ve 5 GPx, reaksiyon 6 glutatyon rediktaz
tarafindan katalizlenir.

Redikte glutatyon (GSH) 6lclimii oksidatif stresin ve antioksidant savunma
sisteminin durumu hakkinda bize 6nemli bilgiler saglar (Beutler ve ark.,1963).

1.5. Baliklarda Endokrin Sistem

Organik kirletici bilesenlerinin akuatik cevrede Ostrojenik etki gostermesi
yaygindir. Bu tUr bilesenler ksenodstrojenler, dstrojenik etki edenler, hormon gibi
davrananlar ve endokrin bozucu kimyasallar olarak tanimlanirlar. Bu bilesenlerin
gercek potansiyelleri 17p-estradiol gibi endojen hormonlar ile az benzerdir fakat
cevresel derisimleri zararli biyolojik etki yapabilmeleri icin yeterince yuksektir
(Ratchell ve Ostrander, 2003).

Normal endokrin fonksiyonlarini bozan bilesikler reproduktif fonksiyonlarin
regulasyonundan sorumlu hormonal yollart bozma yetenegindedir. Baliklarin
reproduktif endokrinolojisi hipotalamik-hipofiz-gonadal ekseni diizenleyen bir dizi
kimyasal reaksiyon icerir. Bu eksen bir feedback sistem tarafindan kontrol edilir ve
o0grojen gibi hormonlarin feedback sistemine hassastir. Mevsimsel veya lokal
isaretler sonucunda beyinde olusan sinyaller hormon sekresyonundaki degisimler
olarak hipotalamik-hipofiz sistem tarafindan duzenlenir Hipotaamustan salinan
hormonlar (gonadotropin salan hormon; GnRH, kortikotropin salan hormon; CRH,
tirotropin salan hormon; TRH) hipofiz bezindeki salgi hiicrelerinden hormonlarin

salinmasina neden olur. Hipofiz bezinin bir kismi olan pars distalisten gonadotropin
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(GtH), adrenokortikotropin (ACTH) ve tirotropin (TSH) salimir. Bunlar kendi
hormonlarimin salgilanmasim stimule etmek icin  gonad, adrenal ve tiroid bezlerine
etki eden peptid hormonlardir. GtH-1 vitelojenez veya spermatojenezde etkinken
GtH-11 induklenen steroid olgunlasmasimn sentezini stimile edebildigi sirada son
gamet olgunlasmasinda etkindir. Gonadotropinin ana roli gonadlar1 ve gonadlarin
steroid salgilamasint stimile etmektir. Bunlar sirasiyla eger varsa ikinci seksiel
karakterlerde, davranislarda, kur yapma hareketlerinde, gamet olusumunda, gamet
olgunlasmasinda ve en sonunda yumurtlamada degisiklikler baslatir. Ostrojen,
hipotalamus, hipofiz ve gonadlar Uzerinde hem pozitif hem negatif etki yapabilir
(Maxwell ve Dutta, 2005).

Endokrin bozucularin ters etki gostermeleri birkag yolla olabilir:

1. Ostrojen reseptoriine baglanarak  bloke edebilir veya hormon gibi
davranabilirler,

2. Hormonu tasiyici proteinden ayiwrabilir ve proteini hedef hicreler igin
kullanilamaz hale getirehbilirler,

3. Hormon sentezini etkileyebilirler,

4. Hicre membram Uzerindeki androjen reseptorler gibi diger hormon
reseptorlerini etkileyebilirler (Ratchell ve Ostrander, 2003).

Bir kortikosteroid hormon olan kortizol, metabolizma ve immun fonksiyonlar
Uzerindeki etkileri nedeniyle tim omurgalilarda homeostazisin dnemli fizyolojik
efektorudir. Baliklarda kortizolin antigonadal etkisi vardir ve osmoregilasyonda
onemli bir rol oynamaktadir (Bisson ve Hontela, 2002).

Vitelojen ovipar omurgalilarda yumurta sarisinin Gretiminde kompleks énct
proteindir (Ischibashi ve ark., 2005). Baliklarda vitelojen, yumurtalik ostrojenlerin
stimulasyonundan sonra karacigerde sentezlenir (Yamaguchi ve ark., 2005), kan
dolasim ile yumurtaliga geger ve oositlerle birlesir (Sekil 1.3.). Vitelojen normal
olarak olgun disilerin kamnda bulunmaktadir, erkek ve ergin olmayan baliklarda ise
disuktor. Hepatik vitelojen sentezinin dogal baglaticisi 17p-estradioldur (Ischibashi
ve ark., 2005). 17p-edradiol spesifik Ostrojen reseptorine baglanarak Ostrojene

uyumlu genleri regile eder. Daha sonra 6strojen-6strojen reseptor kompleksi hedef

11
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Onci genlerin ostrojene uyumlu elementleriyle transkripsiyonel aktivitelerini module

etmek icin etkilesime girmektedir (Y amaguchi ve ark., 2005).

- hipofiz
gonadotropin-I
geri donusim
estradiol
testosteron 5 inhibinleri
. 1 et teka hiicresi
17p-esraiol " "7 grenulosahicreleri
el 1= oost g

o7 Ui germinal vezikul
karaciger  reseptor . x - ‘
T T R =1 )

- 5. yumurta sansi granilleri

oy

vitdojen | T L
| e s T

gonadotropin-I

Sekil 1.3. Baliklarda vitelojenez (Kime, 2001).

Baliklardaki temel cinsiyet seroidleri estradiol ve testesterondur.
Olgunlasmamus disi baliklarda cinsiyet steroid dizeyleri dusuktir, fakat sekslel
olgunlasmada bu dizeyler yikselir ve ortaya ¢ikan ana sirkilasyon sex steroid
hormonu estradioldur, estradiolu testosteron takip eder. Disi baliklardaki ana hormon
estradiol gelismis oosit folikilinde Uretilir. Bu folikil gonadotropin etkisindeki
testosteronu Ureten dis kapsiil tabakasi ve testosteronu estradiole donistiren oosite
bitisik i¢c granulosa tabakasi olmak Uzere iki kissmdan olusmaktadir. Estradiol
vitelojeni Uretmek igin karacigeri stimule etmektedir (Kime, 2001).

12
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2. ONCEKI CALISMALAR

Y ogun ve bilingsiz pestisit kullaniminin hedef dis1 organizmalara olan zararl
etkilerini  belirlemek Uzere dinyada pek c¢ok sayida arastirma yapilmaktadir.
Malathionun Cukurova bolgesinde 2007 yilinda kiraz sinegine (Rhagoletis ceras
L.) karsi 708.5 kg, Akdeniz meyve sinegine (Ceratitis capitata) karst 5 kg
kullanildig: bilinmektedir (Tarim ve Kdyisleri Bakanligi, 2007).

Tilapia mossambica’da 2 ppm malathion etkisinde beyin, kas, solungag ve
karaciger dokusunda AChE aktivitesinde 60 saat slrede 6nemli derecede azalma
meydana gelmistir. Maksimum inhibisyon 36. ve 48. saatlerde olmustur. Inhibisyon
en fazla beyin, en az karaciger dokusunda olmustur (Sahib ve ark., 1980).

Clarias batrachus'da 40 giin sire ile 0.5 ppm malathion etkisinde kanda
serbest amino asit ve glukoz miktarinin arttigi, glikojen miktarimin ise azaldigi
bildirilmistir (Mukhopadhvay ve Dehadrai, 1980).

Heteropneustes fossilis'te malathionun 24, 48, 72 ve 96 saat LCso degerleri
sirast ile 9.50, 9.25, 8.62, 8.50 olarak bulunmustur. Aym ¢alismada 2, 6, 12, 48 ve 96
saat sire ile 7.60 ppm malathion etkisinde kas ve karaciger dokusunda glikojen
miktarimin azaldigi, hematokrit degerinin ve hemoglobin miktarimin dnemli derecede
azaldhg1 bulunmustur (Mishrave Srivastava, 1983).

H. fossilis'te 8 ppm malathion etkisinde 4 ve 8 giin sonunda kas ve karaciger
dokusunda glikojen miktar: azalirken, plazma glukoz miktarinin arttigi, serbest yag
asidi miktarimin ise degismedigi; 16 gin sonunda glukoz ve glikojen miktarinin
degismedigi, serbest yag asidi miktarinin ise arttigi1 saptanmistir (Lal ve ark., 1986).

Cyprinus carpio’da 2 ppm malathion etkisinde beyin dokusunda 7. ve 15.
gunde protein degerlerinin azaldigi, amino asit miktar: ve proteaz aktivitesinin arttigi
saptanmistir (Mohideen ve Reddy, 1987).

Channa punctatus'ta 120 gun sire ile 0.56, 0.28, ve 0.19 ppm malathion
etkisinde beyin dokusunda AChE aktivitesinin doza bagli olarak azaldigi, oysa 0.72,
0.36, 0.24 ppb endosiilfan etkisinde AChE aktivitesinde dnemli bir degisim olmadig:
bildirilmistir (Inbaraj ve Haider, 1988).

13
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Ictalurus punctatus'ta 4.5 mg/mL malathion etkisinde 48, 72 ve 96 saat
sonunda eritrosit miktar1 artarken 10kosit miktart azalmistir. Hematokrit ve
hemoglobin miktar1 72 ve 96 saat sonunda 6nemli diizeyde artmustir. Ayni galismada
bal1iklarda omurga deformasyonu gorulmustir (Areechon ve Plumb, 1990).

Malathion ve y-BHC uygulamasi H. fossiliste yillik Greme dongusinin
yumurtlama sonrasi fazi digindaki evrelerde estradiol miktarini azaltirken testosteron
miktarint Ureme dongusinin tim evrelerinde azaltmistir. y-BHC nin malathion’a
gore daha toksik etkili oldugu bildirilmistir (Singh ve Singh, 1992).

Brachidanio rerio’da 24, 72, 144 ve 288 saat sireile 0.26, 0.52, 1.04 ve 2.08
ppm diazinon etkisinde beyin dokusunda AChE aktivitesinin zamana bagli olarak
inhibe oldugu bildirilmistir (Ansari ve ark., 1987).

C. carpio’da 2 ppm methidathion etkisinde 24 saat siire sonunda karaciger ve
beyin dokusunda AChE aktivitesinde %80 — 90 oraminda azalma oldugu bildirilmistir
(Nemscok ve ark., 1990).

C. carpio’da 5 gun sire ile 2 ppm methidathion etkisinde AChE aktivitesinin
beyin, kalp dokusu ve kanda %90 — 92, karaciger dokusu ve iskelet kasinda ise
%70 — 75 oranminda azaldig:1 bildirilmistir (Balint ve ark., 1995).

Anguilla anguilla’da beyin dokusunda 0.02 ve 0.04 ppm fenithrothion
etkisinde AChE aktivitesinin doz arttikga azaldigi bildirilmistir (Sancho ve ark.,
1997).

Balaton Goli'nin (Macaristan) iki farkli kiyisindan toplanan A. anguilla’ da
AChE aktivitesinin %50 inhibe oldugu saptanmustir (Balint ve ark., 1997).

A. anguilla’da 96 saat siire ile 0.22 ppm thiobencarb etkisinde g6z dokusunda
gpesifik AChE aktivitesinin %75 oraninda azaldigi, maksimum azalmanin 12. saatte
meydana geldigi saptanmistir (Sancho ve ark., 2000).

A. anguillada 96 saat sire ile 0.22 ppm thiobencarb etkisinde beyin
dokusunda AChE aktivitesinin 2. saatten itibaren azaldigi, toplamda %20 inhibisyon
meydana geldigi bildirilmistir. Depurasyon siiresince AChE aktivitesinde inhibisyon
gbzlenmemis tam aksine enzim aktivitesinde artma meydana gelmistir (Fernandez-
Vegave ark., 2002).

14
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Labeo rohita’da 15, 30 ve 45 gun sire ile cypermethrin uygulamasinin beyin
dokusunda AChE aktivitesini 45. gunde o6nemli derecede azalttigi saptanmustir
(Das ve Mukherjee, 2003).

Lepomis macrochirus'ta beyin dokusunda 1.0 pg/L endosilfan etkisinde
AChE aktivitesinin dnemli derecede azaldig1 gosterilmistir (Dutta ve Arends, 2003).

O. niloticusta 1, 7 ve 15 gun siireile 0.27, 0.54, 0.81 ve 1.35 ppm etoxazole
uygulamasinin karaciger dokusunda, AChE aktivitesi ile MDA miktarina etkileri
arastirilmistir. AChE aktivitesinde inhibisyon goézlenmistir. MDA miktarinda 1. ve
15. gunlerde degisim olmazken 7. ginde artis meydana gelmistir (Orug ve ark.,
2004).

Chlorpyrifos ve carbosulfan etkisinde O. niloticus'ta karaciger dokusunda
kolinesteraz aktivitesinin beyin dokusuna oranla daha yiksek oldugu ve
chlorpyrifos un dahatoksik oldugu bildirmistir (Chandrasekera ve Pathiratne, 2005).

|. punctatusta s, s, s-tri-n-butyl phoshorothionate ve metaboliti n—butyl
mercaptan etkisinde MDA ve GSH miktarinda dnemli diizeyde degisim olmadig:
bildirilmistir  (Mather—Mihaich ve Di Guilo, 1986).

Dichlorvos etkisinde C. carpio’da karaciger, bobrek, solungag, kalp, kas ve
beyin dokularinda lipit peroksidasyonunun arttigi, en ¢cok beyinde artis oldugu ve en
yuksek GSH miktarimin da beyinde oldugu bildirilmistir (Hai ve ark., 1997).

Tilapia zllii, C. carpio ve O. niloticus'ta 24, 48, 72 ve 96 saat sire ile 0.03 ve
0.05 ppm azinphosmethyl etkisinde MDA miktarindaki degisimlerin arastirildig:
calismada T. zllii’de MDA miktar1 artarken C. carpio ve O. niloticus'ta degisim
olmadhig: bildirilmistir (Orug ve ark., 2002).

C. auratus'ta 15 gun stireile 0.2, 0.4 ve 0.8 ppm 3,4 dichloroaniline etkisinde
karaciger dokusunda MDA miktarimin arttigi, GSH miktarimin ise azaldigi
bildirilmistir (Li ve ark., 2003).

C. auratus'ta karaciger dokusunda 0.1 ppm 2,4-dichlorophenol etkisinde
GSH miktarinin azaldigi bulunmustur (Zhang ve ark., 2005).

Carassus auratus gibelioda 2 hafta sure ile 50, 200pg/mL
hexachlorobenzene ve 200pg/mL hexachlorobenzene+50ug/mL
B-hexachlorocyclohexane etkisinde serum 17p-estradiol miktarinin doza bagli olarak
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arttigi, 11-ketotestesteron miktarimin disuk dizeyde azaldig: bildirilmistir (Zhan ve
ark., 2000).

Pimephales promelas'ta 21 giin siire ile methoxychlor ve methyltestosterone
uygulamasinin plazma testosteron ve estradiol miktarlarina etkileri arastirilmistur.
Methoxychlor erkek baliklarda testosteron miktarint 6nemli derecede azaltirken,
estradiol miktarimi degistirmemistir, disi baliklarda estradiol miktarim azaltirken
testosteron miktarim degistirmemistir. Methyltestosterone etkisinde erkek baliklarda
testosteron miktar1 azalirken, estradiol miktar: degismemistir. Disi baliklarda ise hem
testosteron hem de estradiol miktar1 azalmistir (Ankley ve ark., 2001).

Disi H. fossliste 10, 1, 0.1 ppm vy-hexachlorocyclohexane etkisinde
testosteron ve 17p-estradiol miktar1 tim dozlarda azalirken, erkek H. fossiliste
testosteron miktari 1 ve 10 ppm dozlarinda azaldigi, 0.1 ppm’ de bir degisim olmadig:
bildirilmistir (Singh ve Canario, 2003).

L. macrochirus'ta 24, 48, 72, 96 saat ve 1, 2 hafta siire ile 60 pg/L diazinon
uygulamasinin - estradiol miktarina etkileri arastiriimistir. 24 saat ve 2 hafta siire
sonunda estradiol miktar1 belirlenememistir. 48, 72 ve 96 saat sonunda estradiol
miktarinda azalma gozlenirken 1 hafta sonunda 96. saatteki estradiol miktarina
oranla artis gozlenmistir (Dutta ve Maxwell, 2005).

Rhamdia quelen’de 3.6 ppm glyphosate etkisinde kortizol miktarimn 40.
gunde 6nemli derecede arttig1, estradiol miktarinin azaldigi, testosteron miktarinin
degismedigi bildirilmistir (Soso ve ark., 2006).

Malathionun C. carpio’'da oksidatif stres araciligiyla endokrin bozucu etkisi
olup olmadigi bugtine kadar arastirilmamstir. Bu nedenle bu calismada, beyin
dokusunda malathion toksisitesinin gostergesi olarak AChE inhibisyonu ile oksidatif
stresi belirlemek icin GSH ve MDA miktarlart 6lcilmuUstir. Serumda kortizol,
estradiol ve testosteron miktarlarindaki degisimler belirlenerek  malathionun
C. carpio’da endokrin bozucu etkisi arastirilmistir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Kimyasal M addeler

Asetik Asit (Merck):CH3;COOH

Asetilkolin Iyodur (Sigma)

Bovine Albumin (Sigma)

Etilendiamintetraasetik asit (Sigma): CioH14N2NaxOs
Etopropazin (Sigma): CigH24N2S.HCI
Folin-Ciocalteu Fenol Ayiraci (Sigma)

Glasiyal Metafosforik Asit (Sigma-Aldrich):

Piridin (Riedel-de Haén)

Potasyum Dihidrojen Fosfat (Merck): KH,PO4
Sodyum Dihidrojen Fosfat (Merck): NaH,PO4.2H,0
Sodyum Dodesil Silfat (SDS, Sigma-Aldrich):
Sodyum Hidroksit (Merck): NaOH

Sodyum Karbonat (Sigma): Na,COs

Sodyum Klorid (Sigma-Aldrich):

Sodyum Potasyum Tartarat (Sigma)

Sodyum Sitrat (Sigma-Aldrich):

Sikroz (Sigma): O12H22011

1-Butanol (Merck):CH3(CH2)sOH

1, 1, 1, 3 Tetrametoksipropan (Aldrich): C;H1604

2-Tiyobarbitirik Asit (TBA, Sigma-Aldrich): C4H4N20,S

5-5'-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit) (DTNB, Sigma): C14HsN20sS,

3.1.2. Kullamlan Aletler

Analitik terazi (Sartorius)
Benmari (Memmert)
Buz makinesi (Ugur Sogutma Makinalari Buzal 60)
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Digtile su cihaz1 (Kotterman 1034)

Homojenizator (Janke& Kunkel Ultra-Turrax T 25)
Manyetik karistirici (Janke& Kunkel IKAMAG RH)
Oksijen metre

Otomatik pipet (Gilson)

pH metre (WTW Multi 350i)

Santrifllj (Hettich EBA 8S)

Santriflij (Heraus Labofuge 400)

Sogutmal1 santriflij (Sigma 2-16K)

Terazi ( CECIL)

UV spektrofotometre (Shimadzu UV mini 1240)
UV spektrofotometre (Varian Carry 50 Bio UV- Visible Spectrophotometer)
Vorteks (Janke& Kunkel KA VF2)

3.1.3. Deney M ateryali

Ergin olmayan C. carpio (76.80+2.45 g agirlikta ve 17.12+0.19 cm boyda)
ornekleri Devlet Su isleri yetistirme havuzlarindan alinarak laboratuvar kosullarina
adaptasyonlar1  saglanmustir.  Laboratuvarda 12 saat aydinlanma  periyodu
uygulanmistir.  Suyun fiziko-kimyasal Ozellikleri, sicaklik 17.3+0.05 °C, pH
7,98+0.03, ¢oztinmus oksijen 9.42+0.11, alkalinite 204.7 ppm CaCOs ve sertlik 262
ppm CaCOs; olarak belirlenmistir. Baliklar agirliklarinin %3G kadar hazir yem ile
gunde iki kez beslenmislerdir. Kontrollii denemelerde pestisit olarak malathion [S-
1,2-his (ethoxycarbonyl) ethyl 0,0-dimethyl phosphorodithioate, 650 g/L Safa Tarim]
uygulanmustir.

3.2. Metod

Denemeler 120 L dinlendirilmis musluk suyu iceren ve icerisinde 16 adet
balik bulunan 4 adet akvaryum ile yarGtalmusttr. Akvaryumlardan birisi kontrol
akvaryumu olarak secilmis, diger akvaryumlara sirasiyla 0.01 ppm, 0.05 ppm, 0.1
ppm dozlar 1, 15 ve 30 gun sirelerle uygulanmustir. Pestisit uygulama stirelerinden
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sonra baliklar 15 gun pestisit bulunmayan ortamda bekletilmistir. Su-pestisit
derisiminde olusabilecek degisimleri engellemek amaciyla akvaryum sular1 24 saat
araliklarla degistirilmistir. Deneme slreleri sonunda her akvaryumdan 4 balik
alinarak kuyruklar: kesilmis ve kan ornekleri santriflij tlplerine konduktan sonra
baliklar disekte edilerek beyin dokulart ainmistir. Dokular soguk fizyolojik tuz
cozeltisi (%0.59 NaCl) ile yikandiktan sonra andlizlere kadar -70 °C'de
saklanmuglardir.

Beyin dokusu 1/5 olacak sekilde 0.25M pH 7.4 siikroz tamponda, cam-teflon
homojenizator (Janke& Kunkel Ultra-Turrax T 25) ile 10000 rpm’'de 1.5 dakika
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatlar +4 °C’de 9000 rpm’'de 30 dakika
santrif(j edilerek supernatant AChE aktivites ile GSH, MDA ve protein
miktarlarinin spektrofotometrik yontemlerle belirlenmesinde kullanilmistur.

3.2.1. Norotoksisitenin Belirlenmes

Organofosfatli insektisitler AChE inhibisyonu yolu ile toksk etkilerini
gogerirler. Kolinesterazlar, asetilkolinin  tiyokolin ve asetata pargalanma
reaksiyonunu katalizler. Uriin olarak agiga c¢ikan tiyokolin oram ile DTNB’nin
reaksiyonu sonucu sari renk veren 5-tiyo-nitrobenzoik asit olusur. Olusan rengin
siddeti 412 nm dalga boyunda dl¢ulir (Ellman ve ark., 1961).

Kolinesteraz
Asstilkolin iyodur , Tiyokolin
Tiyokolin+ DTNB —— 3 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit

Ayiraglar

1. 0.1 M NaK Fosfat Tamponu (pH8.0)

2. 0.1 M NaK Fosfat Tamponu (pH 7.0)

3.0.01 M DTNB

4. 8.52 x 10°® M Etopropazin (BChE inhibitorii, giinkiik olarak hazirlanir)
5. 0.0015 M Assetilkoliniyodur (gunlik olarak hazirlanir)
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Y ontem
Asetilkolinesteraz  enzim aktivitesini  belirlemek (zere Cizelge 3.1.’de
gogerilen islemler uygulanir.

Cizelge 3.1. Asetilkolinesteraz Y dntemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Fosfat Tamponu 2700 2550
Ornek 200 200
DTNB 100 100
Etopropazin - 50
Calkalanir ve 5 dakika 30°C’ de inkibe edilir.
Asstilkoliniyodur - 100

Ornek ve kor kuvetlerinin 412 nm dalga boyunda 0. ve 5. dakikadaki
absorbanslar: 6lgulr.

Hesaplama

ODs-OD, Vt 1
AChE aktivitesi (U/mL) = x x
t V6 136

ODs: 5. dakikadaki absorbans,
OD;: 1. dakikadaki absorbans,
Vt: Toplam hacim,

V6. Ornek hacmi.

3.2.2. Oksidatif Stresin Belirlenmesi

3.2.2.1. Malondialdehit Y ontemi

Lipit peroksidasyonu oksidatif stresin gostergesidir. Malondialdehit lipit
peroksidasyonunun sekonder Urdnid  olup, lipitlere ait peroksidasyonun
belirlenmesinde kullanilan 6nemli  bir gostergedir. Malondialdehit, aerobik
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kosullarda pH 3.4'te TBA ile 95°C’ de 30 dakika inkiibasyon sonucu pembe renkli bir
kompleks olusturur. Bu kompleks spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda ol¢ultr
(Ohkawa ve ark., 1979).

Ayiraglar

1. % 8.1 Sodyum dodesil slilfat (SDS)

2. % 20 Asetik asit (HAC) (pH 3.5)

3. % 0.8 Tiyobarbitirik asit (TBA) (pH 3.5)

4. n-Butanol-Piridin (nBu-Piri) ¢ozeltisi (15/1)

5. Stok standart: 1, 1, 3, 3 tetrametoksipropan (yogunluk: 0.99 g/mL)

Standart Egri Calismas

Gunlik standart: Stok standarttan 6.6 pL alimp 100 mL’'ye saf su ile
tamamlanir . 400 nmol/mL’lik gunlik standart hazirlanmis olur. Daha sonra 10, 20,
40, 60, 80 ve 100 nmol/mL’lik gcaligma standartlar1 hazirlanir ve standart egri gizimi
icin Cizelge 3.2." de gosterilen islemler uygulanr.

Cizelge 3.2. Malondialdehit Standart Egri Cizimi

Cozeltiler Kor 10 20 40 60 80 100

(mL) nmol nmol nmol nmol nmol  nmol

Standart 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
%81SDS 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
% 20 HAC 15 15 15 15 15 15 15
%0.8TBA 15 15 15 15 15 15 15
Saf su 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7

95 °C’ de benmaride 30 dakika inkiibe edildikten sonra sogutulur.

Saf su 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
nBu/Piri 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

Kuvvetli sekilde calkalanir ve 4000 rpm’ de 10 dakika santrifijj edilir. Ustteki
organik kisim alinip 532 nm’ de absorbans: okunur.
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Y ontem
Malondialdehit miktarim belirlemek tzere Cizelge 3.3."te gogterilen islemler
uygulanir.

Cizelge 3.3. Maondialdehit Y ontemi

Cozeltiler (mL) Kor Standart Ornek
Standart - 0.1 -
(20 nmol/mL)
Ornek - - 0.1
% 8.1 SDS 0.2 0.2 0.2
% 20 HAC 15 15 15
% 0.8 TBA 15 15 15
Saf su 0.8 0.7 0.7
95 °C’ de benmaride 30 dakika inkibe edildikten sonra sogutulur.
Saf su 1.0 1.0 1.0
nBU/Piri 5.0 5.0 5.0

Kuvvetli sekilde calkalanir ve 4000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilir. Ustteki
organik kisim alinip 532 nm dalga boyunda verdigi absorbanslar kaydedilir. Elde
edilen sonuclar standart egriden degerlendirilir.

3.2.2.2. Glutatyon Y 6ntemi

Indirgenmis GSH glutamat, sistein ve glisinden olusan bir tripeptittir;
hlicresel oksidatif stresin dnlenmesinde, elektrofillerin detoksifikasyonunda ve hiicre
ici tiol dengesinin korunmasinda dnemlidir. Olusan kompleksin siddeti 412 nm
dalga boyunda 6lculir (Beutler, 1975).

Ayiraglar
1. Cokturtch ¢ozelti: 1.67 g glasiyal metafosforik asit, 0.2 g disodyum
EDTA, 30 g sodyum klorid 100 mL saf suda ¢ozduralir.
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2. 0.3 M NaHPO,
3. DTNB cozeltisi

Y ontem
ImL Ornek Gzerine 1.5 mL ¢Okturiict ¢ozelti eklenerek 5 dakika beklenir ve
slizge¢ kagidindan stizilir. Stpernatant alinarak GSH miktarim belirlemek Gzere

cizelge 3.4.'te verilen islemler uygulanr.

Cizelge 3.4. Glutatyon Y dntemi

Cozeltiler (mL) Kor Ornek

Stipernatant - 0.5

Cokturuch cozelti 0.3 -

Fosfat tamponu 2 2

Saf su 0.2 -
412 nm’'de OD; okunur

DTNB 0.25 0.25

412 nm’ de OD, okunur

Hesaplama;

d Aop/13600%5/2
GSH miktar1 (U/mg protein)= =
1000 Protein (mg/mL)

AOD: ODz— OD1
d: Derisim

3.2.3. Protein Miktarinin Belirlenmes

Proteinler bir ¢cogu tirozin, triptofan veya her iki aminoasiti de icerirler. Bu
aminoasitler serbest ya da katlanmamis bir polipeptid zincirinde mavi renk
olusturmak Uzere fosfotungustik asit-molibdik asit ayiracini (Folin-Ciocalteu)
indirgerler. Bu yontemde proteinler ilk olarak bakir-peptid bagi-protein kompleksini
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olusturmak Uzere alkali cozeltide Cu*® ile reaksiyona girerler. Ortama Folin-
Ciocalteu aywraci eklendiginde, indirgeme sireci icerisinde bakir-protein
kompleksleri ile tirozin, triptofan kalintilar1 birlesirler. Renklendirilmis ¢ozeltinin
absorbansi 750 nm dalga boyunda 6l¢ultr (Lowry ve ark., 1951).

Ayiraglar

1. Alkali NaxCOs3 ¢ozeltisi (%2 NaxCO3)

2. CuS04.5H,0 - NaK tartarat cozeltisi

a) %1 CuS0,4.5H,0

b) %2 NaK tartarat

3. Alkali ¢ozelti (gunlik olarak hazirlanir): 50 mL akali NaCOsz; ve 2
numaral1 ¢ozelti ile karistirilarak hazirlanir.

4. Folin-Ciocalteu Ayrract: 1 mL Folin-Ciocalteu, 1.5 mL saf su ile
karstirilarak istenilen hacimde hazirlanir.

Standart Egri Calismas

Sigir albumini kullanilarak 1000 pg/mL derisimde stok protein c¢ozeltisi
hazirlanir. Calisma icin ¢ozeltiden 100, 200, 300, 400 ve 500 pg/mL derisimlerde
standartlar hazirlamir. Standart egri cizimi igin Cizelge 3.4.'te gogterilen islemler

uygulanir.

Cizelge 3.5. Protein Standart Egri Calismasi

Cozeltiler Kor 100 200 300 400 500

(mL) (hg/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)

Standart - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Saf su 0.3 - - - - -

Alkali Cozelti 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
15 dakika oda isisinda bekletilir.

FolinCiocateu 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
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Oda 1sisinda 30 dakika bekletildikten sonra 750 nm dalga boyunda verdikleri
absorbanslar kaydedilir. Elde edilen degerler standart egri ¢iziminde kullanilir.

Y ontem
Protein miktarint belirlemek Uzere Cizelde 3.5.te gosterilen islemler

uygulanir.

Cizelge 3.6. Protein Y Ontemi

Cozeltiler (mL) Kor Standart Ornek

Saf su 0.3 - -

Standart (50pg/mL) - 0.3 -

Ornek - - 0.3

Alkali Cozelti 3.0 3.0 3.0
15 dakika oda isisinda bekletilir.

Folin-Ciocalteu 0.3 0.3 0.3

Oda 1sisinda 30 dakika bekletildikten sonra 750 nm dalga boyunda absorbans
degerleri kaydedilir. Elde edilen degerler standart egriden degerlendirilir.

3.2.4. Steroid Hormon Diizeylerinin Belirlenmes

Kan ornekleri Cukurova Universitess Balcali Hastanesi’nde 3000 rpm'de
(Labofuge 400, Heraus) 5 dakika santriflj edilerek serumlart ayrilmstir.
Elektrokemiliminesans yontemiyle (E-170 Moduler Sistem, Roche Diagnostik)
kortizol (Katalog no: 11875116), estradiol (Katalog no: 03000079) ve testosteron
(Katalog no: 11776061) miktarlar: belirlenmistir.

3.2.1.5. istatiksel Analiz

Veriler aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir. Kontrol ve deney
gruplart arasindaki fark OneWay ANOV A, gruplar arasindaki farkin derecesi SNK

25



3. MATERYAL VE METOT Deniz OZTURK

testi  kullamlarak belirlenmistir. Analizlerde SPSS 16.0 Paket Programi

kullanl mstur.
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4. BULGULAR

Malathionun farkli subletal derisimlerinin etkisinde C. carpio’da kanda
kortizol, estradiol ve testosteron, beyin dokusunda AChE aktivitesi ile GSH, MDA

ve protein miktarlar belirlenerek cizelge ve sekiller halinde sunulmustur.
4.1. Beyin Dokusu
4.1.1. Asetilkolinesteraz Aktivitesine Etkis

Malathionun 0.01 ppm, 0.05 ppm ve 0.1 ppm derisimleri beyin AChE
aktivitesini kontrole gore sirastyla 1. giinde %17.64, %35.29, %70.58; 15. ginde
%22.22, %38.88, %44.44; 30. ginde %41.17, %58.82, %64.70 oramnda azaltmistir.
Pestisit bulunmayan ortamda bekletilen baliklarda enzim inhibisyonunun %31.25,
%43.75, %56.25 oraminda devam ettigi yenilenmenin meydana gelmedigi
gorilmistur (p<0.05, Cizelge 4.1, Sekil 4.1)

Cizelge 4.1. C. carpio’da subletal malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30
gunlerde ve 15 guin yenilenme stiresinden sonra beyin dokusunda AChE
(U/mg protein) aktivitesindeki degisimler.

SURE
1 glin 15 gin 30 glin Y enilenme

DERISIM

Kontrol ~ 0,0017+0,00 abx 0,0018+0,00 bx 0,0017+0,00 abx 0,0016+0,00 ax
0,01 ppm 0,0014+0,00ay 0,0014+0,00 ay 0,0010+0,00 by  0,0011+0,00 cy
0,05 ppm 0,0011+0,00az 0,0011+0,00az 0,0007+0,00bz  0,0009+0,00 cz
0,10 ppm 0,0005+0,00a  0,0010+0,00 bt 0,0006+0,00 at 0,0007+0,00 ct
Degerler aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir. a, b ve c harfleri sireler;
X, Y, z vet harfleri derisimler arasindaki ayrimi gostermektedir. p<0.05 énemli kabul
edilmistir.
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m 0,01 ppm = 0,05 ppm @ 0,1 ppm

AChE aktivitesinin kontrole gbre % degisimi

_80 ,
1. Gin 15. GlUn 30. Gln Yenilenme

Sekil 4.1. C. carpio’da malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30. gunlerde ve 15
gun yenilenme siiresinden sonra beyin dokusunda AChE (U/mg protein)
aktivitesinin kontrole gore % degisimi.

4.1.2. Malondialdehit Miktarina Etkis

Malathionun 0.01 ppm derisimi 1. ginde MDA miktarim %24.79 oramnda
arttirirken 0.05 ppm ve 0.1 ppm derisimleri MDA miktarini istatistik olarak énemli
derecede degistirmemistir. 0.01 ppm, 0.05 ppm ve 0.1 ppm derisimleri 15. ginde
MDA miktarim sirasiyla %46.28, %41.02, %22.17 oranminda arttirmigstir. 30. gunde
ise en dustk derisim MDA miktarim %49.93 oraninda arttirirken, 0.05 ppm ve 0.1
ppm derisimleri MDA miktarini sirasiyla %20.70 ve %11.90 oraninda azaltmustir.
Malathion etkisinde birakildiktan sonra pestisit bulunmayan ortamda 15 guin sire ile
bekletilen baliklarda ise MDA miktar1 kontrole gore artmistir (p<0.05, Cizelge 4.2,
Sekil 4.2).
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Cizelge 4.2. C. carpio’da subletal malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30
gunlerde ve 15 gun yenilenme sliresinden sonra beyin dokusunda MDA
(nmol/mg protein) miktarindaki degisimler.

SURE
1gun 15 gun 30 glin Y enilenme

DERISIiM

Kontrol  08,47+0,17 ax 07,80+0,16 abx ~ 07,39+x0,17bx  07,45+0,30 bx

0,01 ppm 10,57+0,33 ay 11,41+0,05 ay 11,08+0,02ay  13,66+0,27 by

0,05 ppm 07,62+0,28 ax 11,00£0,05 by 05,86+0,03cz  11,85+0,43 bz

0,10 ppm 08,03+0,31 ax 09,53+0,27 bz 06,51+0,18 ct 12,41+0,12 dz

Degerler aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir. a, b ve c harfleri siireler;
X, Y, z vet harfleri derisimler arasindaki ayrimi gostermektedir. p<0.05 6nemli kabul
edilmistir.

m 0,01 ppm =@ 0,05 ppm = 0,1 ppm

100 ~

80

MDA miktarinin kontrole gére % degisimi

1. Gin 15. Gln 30. Giln Yenilenme

Sekil 4.2. C. carpio’da malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30. gunlerde ve 15
gun yenilenme siiresinden sonra beyin dokusunda MDA (nmol/mg protein)
miktarinin kontrole gore % degisimi.
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4.1.3. Glutatyon Miktarina Etkis

Malathionun 0.01 ppm ve 0.05 ppm derisimleri 1. ve 30. glinlerde glutatyon
miktarin istatistik olarak 6nemli derecede degistirmezken 15. glinde sirasiyla %7.27,
%1.81 oraminda artma bulunmustur. Malathionun 0.1 ppm derisimi 1. ve 15.
gunlerde glutatyon miktarim sirasiyla %18.51 ve %24.07 oraninda azaltirken 30.
gunde glutatyon miktar1 kontrol dizeyinde bulunmustur. Malathion etkisinde
birakildiktan sonra pestisit bulunmayan ortamda 15 giin sire ile bekletilen baliklarda
ise glutatyon miktarinda bir yenilenme oldugu belirlenmistir (p<0.05, Cizelge 4.3,
Sekil 4.3).

Cizelge 4.3. C. carpio’da subletal malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30
gunlerde ve 15 giin yenilenme siiresinden sonra beyin dokusunda GSH
(U/mg protein) miktarindaki degisimler.

SURE
1 glin 15 gin 30 glin Y enilenme
DERIiSIM
Kontrol ~ 0,0054+0,00 ax  0,0054+0,00 ax 0,0055+0,00 ax 0,0055+0,00 ax
0,01 ppm 0,0051+0,00 ax 0,0058+0,00 by 0,0051+0,00 ax 0,0059+0,00 bx
0,05 ppm 0,0056+0,00 ax 0,0057+0,00 ay 0,0054+0,00 ax 0,0074+0,00 by
0,10 ppm 0,0044+0,00 &y 0,0041+0,00 az 0,0053+0,00 bx 0,0070+0,00 cy

Degerler aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir. a, b ve c harfleri sireler;
X, Yy ve z harfleri derisimler arasindaki ayrimi géstermektedir. p<0.05 énemli kabul

edilmistir.
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m 0,01 ppm = 0,05 ppm @ 0,1 ppm

40

GSH miktarinin kontrole gore % degigimi

1. Gin 15. GlUn 30. Gln Yenilenme

Sekil 4.3. C. carpio’da malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30. gunlerde ve 15
gun yenilenme siresinden sonra beyin dokusunda GSH (U/mg protein)
miktarinin kontrole gore % degisimi.

4.1.4. Protein Miktarina Etkis

Bir gun sure ile 0.01 ppm ve 0.1 ppm malathion etkisinde birakilan C. carpio
orneklerinde protein miktar1 degismezken 0.05 ppm derisimde protein miktar:
%10.43 oraminda artmistir. 15 guin stire ile 0.05 ppm ve 0.1 ppm derisimde protein
miktar: sirasiyla %6.84, %8.36 oraminda azalmistir. 0.01 ppm ve 0.1 ppm malathion
derisimi 30. guinde protein miktarin sirasiyla %3.14, %3.93 oraninda azaltirken 0.05
ppm derisim protein miktarim % 3.93 oramnda arttirmistir. 15 gunluk yenilenme
siresinden sonra, malathion derisimlerinin etkisinin uzaklastirilamadigi ve tim
deneme gruplarinda protein miktarinin kontrolden istatistik olarak dnemli derecede
az oldugu belirlenmistir (p<0.05, Cizelge 4.4, Sekil 4.4).
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Cizelge 4.4. C. carpio’da subletal malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30
gunlerde ve 15 gin yenilenme siresinden sonra beyin dokusunda
protein (mg/mL) miktarindaki degisimler.

SURE

1 giin 15 gun 30 gun Y enilenme

DERISIM

Kontrol  2,30£0,006ax  2,63t0,060bx  2,54+0,020bx  2,54+0,058 bx
00lppm 2,29+0,060ax  2,54+0,006bxy  2,46+0,006cy  2,41+0,006 cy
005ppm 2,54+0,020aby  2,45+0,050ay  2,64+0,020bz  2,02+0,039 cz
010ppm 2,34+0,020ax  2,41#0,023by  2,44+0,020cy 2,050,000 cz

Degerler aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir. a, b ve c harfleri siireler;
X, y ve z harfleri derisimler arasindaki ayrim gostermektedir. p<0.05 6nemli kabul
edilmistir.

m 0,01 ppm = 0,05 ppm & 0,1 ppm

15 4

10

-15

Protein miktarinin kontrole gore % degisimi

-20 4

_25 ,
1. Gin 15. Glin 30. Giln Yenilenme

Sekil 4.4. C. carpio’da malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30. gunlerde ve 15
gun yenilenme sirresinden sonra beyin dokusunda protein (mg/mL)
miktarinin kontrole gore % degisimi.
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4.2. Kan Dokusu
4.2.1. Serum Kortizol Miktarina Etkileri

Bir guin stireyle 0.01 ppm, 0.05 ppm ve 0.1 ppm malathion etkisinde birakilan
C. carpio’da serum kortizol miktar1 kontrole gore sirasiyla %56.02, %155.49,
%49.37 oraminda artmustir. 15. ve 30. ginlerde 0.01 ppm derisim etkisinde kortizol
miktarimin kontrol dizeyinde kaldigi, 15. glinde 0.05 ppm ve 0.1 ppm derisimlerin
etkisinde kortizol miktarinin sirasiyla %21.50, %30.6 oraminda, 30. giinde %27.02,
%29.95 oramnda azaldigi bulunmustur. Pestisit bulunmayan ortamda 15 gin
bekletilen baliklarda disuk derisim etkisinde kortizol miktari1 kontrolden daha az
bulunurken diger derisimler etkisinde kortizol miktarimin kontrol diizeyine ulastigi
bulunmustur (p<0.05, Cizelge 4.5, Sekil 4.5) .

Cizelge 4.5. C. carpio’da malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30. ginlerde ve
15 gun yenilenme stiresinden sonra serum kortizol (ug/dL) miktarindaki
degisimler.

SURE

1 glin 15 gun 30 gun Y enilenme

DERISIiM

Kontrol 24,83+0,96 ax  20,65+1,15bx  36,26+0,07 cx 63,01+0,43 dx
0,01 ppm 38,74+0,60ay 22,39+0,66bx  35,55+0,56 cx 25,50+0,50 dy
0,05 ppm 63,44+0,00az 16,21+0,39by  26,46+0,33 cy 63,44+0,00 ax
0,0 ppm 37,09+1,71ay 14,33t0,45by 25,40+0,80 by 63,44+0,00 dx

Degerler aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir. a, b, ¢ ve d harfleri
sireler; x, y ve z harfleri derisimler arasi ayrimi gostermektedir. p<0.05 6nemli kabul
edilmistir.
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Sekil 4.5. C. carpio’da malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30. gunlerde ve 15
gun yenilenme stresinden sonra serum kortizol (ug/dL) miktarinin kontrole
gore % degisimi.

4.2.2. Serum Estradiol Miktarina Etkileri

Malathionun en distk derisiminin etkisinde serum estradiol miktar: 1. giinin
sonunda kontolle ayni diizeyde kalirken 15. giinde kontrole gére %321.9 oraninda bir
artma, 30. giinde kontrole gdre %29.91 oraninda bir azalma saptanmugtir. 0.05 ppm
ve 0.1 ppm malathion derisimleri 1. ginde serum estradiol miktarim sirasiyla
%110.93 ve %88.67 oramnda arttrmustir. 15. ginde kontrol dizeyine ulasan
estradiol miktar1 30. ginde sirasiyla %77.31 ve % 56.14 oraninda azalmistir. 15
gunluk yenilenme stiresinden sonra, malathion etkisinin uzaklastirilamadigi ve serum
estradiol miktarimin kontrolden istatistik olarak ©nemli derecede farkli oldugu
belirlenmistir (p<0.05, Cizelge 4.6, Sekil 4.6).
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Cizelge 4.6. C. carpio’da malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30. ginlerde ve
15 gin vyenilenme siresinden sonra serum estradiol (pg/mL)
miktarindaki degisimler.

SURE
1 giin 15 gun 30 gun Y enilenme
DERISIM
Kontrol 12,98+0,77 ax ~ 05,25+0,25 bx 32,36+0,01 cx 139,00+1,40 dx
0,01 ppm 15,18+0,70ax  22,15+0,70 by 22,68+1,46 by 041,64+0,35 cy
0,05 ppm 27,38+0,05ay  05,00+0,00 bx 07,34+0,95 bz 193,55+1,25 cz
0,10 ppm 24,49+1,31ay  05,00+0,00 bx 14,19+0,58 ct 076,13+2,57 dt

Degerler aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir. a, b, ¢ ve d harfleri
sireler; x, y, z ve t harfleri derisimler arasindaki ayrimi gostermektedir. p<0.05

Onemli kabul edilmistir.

350 +
300 -
250
200 -

150 +

% degisimi

100 -

50 -

Serum estradiol miktarinin kontrole gore

-100 -
1. Gun

m 0,01 ppm @ 0,05 ppm & 0,1 ppm

15. GlUn 30. Glin

Yenilenme

Sekil 4.6. C. carpio’da malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30. gunlerde ve 15
gun yenilenme siresinden sonra serum estradiol (pg/mL) miktarinin
kontrole gbre % degisimi.
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4.2.3. Serum Testosteron Miktarina Etkileri

Farkli malathion derisimleri 1, 15 ve 30 gin deneme siirelerinde testosteron

miktarim etkilememistir. Ancak 15 gunlik yenilenme siiresinden sonra testosteron

miktar1 kontrole gore sirasiyla %92.85, %71.42 ve %57.14 oraninda artmustir

(p<0.05, Cizelge 4.7, Sekil 4.7).

Cizelge 4.7. C. carpio’da malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30 glnlerde ve
15 gin yenilenme siresinden sonra serum testosteron (ng/mL)
miktarindaki degisimler.

SURE
1 glin 15 gun 30 glin Y enilenme
DERISIM
Kontrol 0,02+0,000 ax 0,02£0,000 ax ~ 0,02+0,000 ax  0,14+0,004 bx
0,01 ppm  0,02+0,000 ax 0,02+0,000 ax 0,02£0,000 ax 0,270,020 by
0,05 ppm  0,02+0,000 ax 0,02+0,000 ax 0,02£0,000 ax ~ 0,24+0,006 by
0,10 ppm  0,02+0,000 ax 0,02+0,000 ax 0,020,000 ax ~ 0,22+0,017 by

Degerler aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir. ave b harfleri sireler; x
ve y harfleri derisimler arasindaki ayrim gostermektedir. p<0.05 6nemli kabul

edilmistir.
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Sekil 4.7. C. carpio’da malathion derisimlerinin etkisinde 1., 15., 30. gunlerde ve 15
gun yenilenme sliresinden sonra serum testosteron (ng/mL) miktarimn kontrole

gore % degisimi.
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5. TARTISMA

Organofosfatli  insektisit  kirliliginin  belirlenmesinde AChE  aktivitesi
inhibisyonu biobelirteg olarak siklikla kullamlmaktadr.

C. carpio’'da denenen malathion derisimleri AChE aktivitesinde 6nemli
derecede bir azalmaya neden olmustur. AChE aktivitesindeki bu azalma
organofosfatli pestisit etkisinde kalmanin bir gostergesidir, ayrica AChE nin
yenilenmesi icin 15 gunlik strenin yeterli olmadigi gosterilmistir. Malathionun 2
ppm derisiminin 60 saat etkisinde Tilapia mossambica’da beyin, kas, solungag ve
karaciger dokusunda AChE aktivitesinde 6nemli derecede azalma belirlenmistir
(Sahib ve ark., 1980). Channa punctatus'ta 120 gin sire ile 0.56, 0.28, ve 0.19 ppm
malathion etkisinde beyin dokusunda AChE aktivitesi doza bagli olarak azalmstir.
0.72, 0.36, 0.24 ppb endosiiifan etkisinde AChE aktivitesinde 6nemli bir degisim
olmadig1 belirtilmektedir (Inbaraj ve Haider, 1988). Chlorpyrifosun 26 ppb
derisiminin 96 saat etkisinde Oreochromis mossambicusta beyin ve solungag
dokularinda AChE aktivitesi %88 azalmistir (Rao ve ark., 2003). Fenithrothionun
0.004 ppm etkisinde Salmo salar’da beyin dokusunda AChE aktivitesinin kontrol
diizeyine gelmesi icin 1 haftadan daha kisa siirede pestisit bulunmayan ortamda
bekletilmesinin yeterli oldugu, fakat 0.08 ppm’ den yiiksek derisimler icin bu siirenin
minimum 6 haftaya ¢iktigi belirtiimektedir (Morgan ve ark., 1990). Organofosforiu
pestisit etkisiyle azalan AChE aktivitesinin pestisit bulunmayan ortamda tutulan
baliklarda kontrol diizeyine gelebilmesi icin uzun sire gerektigi bildirilmektedir
(Ferrari ve ark., 2004, Sancho ve ark., 1998). Phosphorothioate fenithrothionun 96
saat 0.02 ppm etkisinde A. anguilla’da AChE aktivitesinin %51 azaldigi ve 92 saat
depurasyon siresi sonunda aym kaldig: belirtilmektedir (Sancho ve ark., 1998).

Lipit peroksidasyonu baslica biyolojik zarlara zarar vermektedir.
Peroksidasyona kars1 hiicrenin duyarliliginin azalmas: hticresel membranlardaki lipit
kompozisyonunun degismesi Ozellikle de poliansatire yag asitlerinin belirgin
derecede azalmasi, membramin yapisal Ozelliklerinin degismesiyle agiklanmistir
(Masotti ve ark., 1988). Reaktif oksijen turlerin agik hedefleri olmalar1 ve hicre

membraninda yogun bulunmalart nedeniyle, poliansatire yag asitlerinin
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peroksidasyonlar: oksidatif stresin 6nemli bir gostergesidir (Li ve ark., 2003). GSH
miktarinin ve diger antioksidant savunmanin disik olmasi ve yiksek poliansatiire
yag asiti icerigi nedeniyle beyin dokusu lipit peroksidasyonuna oldukca agik bir
sistemdir (Pena-Llopis ve ark., 2001).

MDA, lipit peroksidasyonu sonucu olusan Urtnlerden biridir ve oksidatif
hasar1 gostermede yaygin olarak kullanilan bir parametredir (Kamal ve ark., 1989).
Bu calismada malathion etkisinde MDA miktarinin yiuksek bulunmas: lipit
peroksidasyonuna isaret etmektedir. Lipit peroksidasyonu meydana gelmemesi veya
dustk diizeylerde olmasi oksidatif enzimlerin koruyucu etkilerinin gostergesidir.
H. fossliste dichlorvos etkisinde MDA miktarimin doza bagli olarak arttigi
belirtilmektedir (Vadhva ve Hasan, 1986). C. auratus'ta 15 gun sire ile 0.2, 0.4 ve
0.8 ppm 3,4 dichloroaniline etkisinde karaciger dokusunda MDA miktarinin arttigt,
GSH miktarinin ise azaldigi bildirilmistir (Li ve ark., 2003).

GSH, icerdigi tiyol grubu aracilig: ile hiicre icinde redoks potansiyeli yiksek
bir ortam saglayarak hiicreyi oksidatif hasara karsi korur. Glutatyon redoks
dongustindeki degisimler nedeniyle oksidatif stres olusabilir. Bu nedenle de GSH
kirlilik boyutunun belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir (Pena-Llopis
ve ark., 2003a).

Malathionun yiUksek derisimlerinin etkisinde kaldiktan sonra pestisit
bulunmayan ortamda 15 gin tutulan baliklarda dusik derisim disinda glutatyon
miktarinda bir yenilenme oldugu belirlenmistir. Buna gore 15 gunlik sirenin
malathionun pro-oksidant etkilerin giderilmesi icin yeterli oldugu dustnulebilir.
Dringen (2000) GSH miktarindaki azalmanin, kan yoluyla beyne iletilmesi gereken
GSH veya yapitaslarimin karacigerde henlz yeterli dizeyde sentezlenmemis
olmasina bagl1 olabilecegini belirtmektedir.

Organofosforlu dichlorvos etkisinde C. carpio’da beyin dokusunda lipit
peroksidasyonunda meydana gelen azalmanin GSH miktarindaki artisa bagli
olabilecegi bildirilmektedir (Hai ve ark., 1997). A. anguilla’da herbisit molinata
kars1 direnclilik glutatyon metabolizmasi ile agiklanmistir. Molinat etkisindeki
baliklarin hepatik GSH miktarlarimin arttigi, fakat muskular GSH miktarlarinin
azaldig1 belirtilmistir. Molinata direngli A. anguilla’da en yiuksek GSH miktar:
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karaciger dokusunda bulunurken hassas olanlarda ise tam tersi bulgular gbzlenmistir
(Pena-Llopis ve ark., 2001). Thiobencarb etkisindeki A. anguilla’da hepatik GSH
miktarlarinin kontrole goére arttig1 belirtiimektedir (Pena ve ark., 2000). Buthionine
sulfoximinenin etkisinde 48 saat sonunda I. punctatus'ta hepatik GSH dizeyleri
Onemli derecede degismezken 72. saat sonunda GSH dizeylerinde %21 oraminda
azalma belirlenmistir. Diethylmaleate etkisinde 2. ve 6. saatlerde hepatik GSH
miktarimn %27 ve %15 azaldigi belirtilmektedir (Gallagher ve ark., 1992). Pandey
ve ark. (2003) kirlenmis Panipat bolgesinde Wallago attu’'da hepatik GSH
diizeylerinin yiksek oldugunu ve bu durumun kimyasal kontaminantlarla kirlenmede
oksidatif strese karst GSH’ 1n koruyucu 6zelliginden kaynaklandigini belirtmislerdir.

T. mossambica’ da malathion etkisinde protein miktarimin arttigi, bu artisin
toksik stresten kaynaklanabilecegi ve baliklarin protein kayiplarim karsilamak igin
protein sentezini arttirdiklart belirtilmektedir. Protein miktarindaki azalmanin
hidrolitik aktivitenin artmasina ya da protein sentezinin bozulmasina bagl: oldugu
ileri strdlmustdr (Reddy ve ark., 1991).

Pestisit etkisinde baliklarin karaciger dokusunda lipit ve protein dizeyindeki
azalma, bunlarin sentezlerindeki rediklenmeye veya yiksek mobilizasyona isaret
etmektedir (Saxena ve ark., 1989). Malathionun subletal dozlari1 etkisine birakilan
Cyprinus carpio’da, 7. ve 15. guin siireyle total protein, yapisal protein ve ¢ozuinebilir
proteinlerde bir artis belirtilmektedir. Uygulamanin 30. giiniinde bu degerler normale
yakin olarak ortaya gikmaktadir (Westernhagen, 1988). H. fossilis'te, 14 giin 10 ppm
dimethoate etkisinde, bobrek ve karaciger dokularinda protein miktarlarr azalmistir.
Karaciger dokusunda 35 gunlik strede protein miktarimin asamali olarak arttigi
belirlenmistir (Awashi ve ark., 1984). C. batrachus'ta 40 gin 0.5 ppm malathion
etkisinde karaciger dokusunda protein miktarlarinda énemli degisimler olmadig:
belirtilmektedir (Mukhopadhyay ve Dehadrai, 1980).

Cevresel endokrin bozucular olarak adlandirilan hormon benzeri aktiviteye
sahip baz1 sentetik kimyasal bilesiklerin uzun siireli etkisinde kalan organizmalarda
akut ve kronik sorunlarin ortaya gikabilecegi bildirilmektedir (Nimrod ve Benson,
1996). Endokrin bozucu kimyasallar; homeostasis ve gelisim islevlerinden sorumlu

hormonlarin Uretimi, salimm, tasimimi, eliminasyonu ile regulasyonu dolayisiyla
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metabolizmay1 olumsuz etkilemektedirler (Ferguson ve ark., 2000). Karaciger steroid
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir, metabolizmadaki dusls yiksek
plazma diizeylerinin olusmasina ve gonadotropin hipofiz sekresyonunun azalmasina
neden olmaktadir (Kime, 2001). Bazi kimyasal bozucularin doz-yanit egrilerinin
lineer olmamasinin sebebi yiksek ve dusik dozlarin farkli etkilerinden dolayi
olabilmektedir (Matthiessen ve Johnson, 2007).

Elverissiz cevre kosullar1 sonucu olusan stres teleost baliklarda hipotalamus-
hipofiz-interrrenal hiicreler ekseninin son ana Urdnud olan plazma Kkortizolin
Olctlmesiyle degerlendirilir. Estradiol sentezinin veya salimminin kortizol tarafindan
baskilanabildigi fakat reprodiksiyon esnasinda olusan streste kortizolin baskilayici
etkisine dair kanitlarin olmadig: da belirtilmektedir.

Malathion uygulamasi nedeniyle baslangicta kortizol miktar1 artarken
ilerleyen sirelerde yuksek derisimlerde kortizol miktarinda gortlen azalmalar
baliklarda pestisit etkisinde stres olustugunu gostermektedir. Rhamdia quelen’de
3.6 ppm glyphosate uygulamasinin kortizol miktarim 40. giinde 6nemli derecede
arttirdigi, estradiol miktarim azalttigi, testesteron miktarim ise deney boyunca
degistirmedigi belirtilmektedir. Baliklarin deney boyunca insan, hayvan ve makine
sesleri gibi dis etkilere maruz kaldiklarinda, kortizol miktarindaki artisin beklenen
bir olay oldugu ve stres altinda olmayan baliklarda kortizol miktarinin 1 ng/mL’den
dustik olmast gerektigi belirtiimektedir. Estradiol miktarinin 40. giinde kontrole gore
oldukga duisuk, kortizol miktarimin ise yiiksek olmasi estradiol Uretimi veya salinmast
Uzerinde kortizolun etkisinin oldugunu gostermektedir (Soso ve ark., 2006).

Malathionun yiksek derisimleri ilk giin, distk derisimi ise 15. giinden sonra
serum estradiol miktarina etki etmistir. Pestisit bulunmayan ortamda 15 gin
bekletilen baliklarda malathion etkisinin uzaklastirilamadigi ve serum estradiol
miktarimin kontrolden farkli oldugu bulunmustur. Malathion etkisinde C. carpio’da
serumda testoseron miktar1 kontrole gore énemli derecede degismemistir. Pestisit
etkisi uzaklastirildiktan sonra testosteron miktarinda kontrole gére meydana gelen
artisgin karacigerde steroid metabolizmasinin azalmast yolu ile yiksek plazma
duzeylerinin olusmasindan kaynaklanabilecegi dustunulmektedir (Kime, 2001). L.
macrochirus'ta 24, 48, 72, 96 saat ve 1, 2 hafta sire ile 60 pg/L diazinon
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uygulamasinin  estradiol miktarina etkileri arastirilmistir (Dutta ve Maxwell, 2005).
24 saat ve 2 hafta stire sonunda estradiol miktar: belirlenememistir. 48, 72 ve 96 saat
etkisinde kalma sireleri sonunda azalma gozlenirken 1 hafta sonunda 96. saatteki
estradiol  miktarina oranla artis  gbzlenmistir.  Disi  H. fossliste
y-hexachlorocyclohexanenin 10 ppm, 1 ppm, 0.1 ppm derisimleri etkisinde
testosteron ve 17B-estradiol miktari tim dozlarda azalirken erkek H. fossiliste
tesosteron miktarinin 1 ppm ve 10 ppm dozlarinda azaldigi, 0.1 ppm’de ise bir
degisim olmadig1 belirtilmistir (Singh ve Canario, 2003). Fenarimol etkisinde disi
Pimephales promelas'ta plazma estradiol miktar: artarken plazma testosteron miktari
Onemli derecede degismemistir. Prochloraz etkisinde plazma estradiol miktar:
derisime bagli olarak azalmis, testoseron miktart degismemistir. Erkek
Pimephales promelas'ta fenarimol ve prochloraz etkisinde plazma estradiol miktar:
degismemistir. Testosteron miktart yiksek prochloraz derisiminde azalirken
fenarimol etkisinde degismemistir (Ankley ve ark., 2005).

Tokskantlarin subletal dizeylerinin steroidogenez ve reprodiksiyonda
onemli roli olan enzim aktivitelerini degistirdigi gorulmektedir. Plasma cinsiyet
steroidlerinin azalmasi gonadin biosentetik kapasitesinin ya dogrudan 0Ostrojen
sentezinden sorumlu aromatizasyon aktivitesinin inhibisyonu yolu ile ya da dolayl
olarak steroidogenezi stimule etmekten sorumlu gonadotropin sekresyonunun
baskilanmasi yolu ile degismesine isaret etmektedir (Singh ve Singh, 1992).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Asetilkolinesteraz aktivitesinin derisime bagli olarak azaldigi ve malathionun
denenen dusik derisimlerinin etkisinde bile C. carpio’da beyin dokusunda
norotoksisite olustugu belirlenmistir.

Denemelerde MDA miktarinda gortlen degisimler antioksidant savunma
sisteminin aktif oldugunu, ancak 15 gunlik yenilenme siresinin oksidatif stresin
uzaklastirilmasi igin yeterli olmadigim gostermektedir.

Malathion etkisinde kortizol miktarindaki degisimler baliklarda fizyolojik
stres olustugunu bildirmektedir.

Pestisit etkisinde 30 gin sireyle estradiol ve MDA miktarindaki
dalgalanmalar dikkat cekicidir. Pestisit etkisi uzaklastirildiktan sonra yapilan
analizlerde MDA miktarindaki artigla birlikte estradiol miktarinin da artmis oldugu
belirlenmistir.

30 gun siireyle malathion etkisine birakilan C. carpio’ da testosteron miktari
degismemistir. Ancak akvaryumlardan uzaklastirilmus olmakla birlikte, pestisitin
baliktaki birikimi nedeniyle 15 gunlik yenilenme slresinden sonra testosteron

miktarimin azaldigi disuinilmektedir.
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