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SIPERMETRIN iLE AKUT TOKSISIiTE OLUSTURULAN GOKKUSAGI
ALABALIKLARI (ONCORHYNCHUS MYKISS)’NDA KRISININ KORUYUCU
ETKILERININ ARASTIRILMASI
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OZET

Sipermetrin (SP), paraziter miicadelede cok yaygin bir kullamim alani olan, sentetik
piretroit yapisinda bir insektisittir. Diger yandan, baliklara ve akuatik omurgasizlara cok
toksiktir. Krisin (KR), bir¢cok bitkiden dogal olarak elde edilen, ayn1 zamanda propolis
ve bazi mantar tiirlerinde de olan bir flavonoiddir. KR antikarsinojenik, antioksidan,
antiinflamatuar ve antiviral 6zelliklere sahiptir. Bu calismanin amaci, SP ile deneysel
olarak akut toksikasyon olusturulan baliklarda, KR’nin olas1 yararli etkilerini
belirlemektir. Caligmada, baliklar her grupta 10 hayvan olacak sekilde 6 gruba ayrilarak,
60 balik kullanilmis ve yem ile KR ve sudan da SP 10 giin boyunca alacak sekilde
dizayn edilmistir. Grup 1: Kontrol; Grup 2: 0.4 ug/l SP; Grup 3: 0.4 pug/l SP+1.25 g/kg
yem krisin (KR1); Grup 4: 0.4 pg/l SP+KR 2.5 g/kg yem (KR2); Grup 5: KR 1.25 g/kg
yem; Grup 6: KR 2.5 g/kg almistir. Uygulamadan sonra kan ve doku Ornekleri
toplanmistir. Serumda sitokinler (IL-18, IL-6, IL-10 and TNF-a), ALT, AST ve
dokularda (karaciger ve bobrek) MDA, SOD, GSH-Px ve CAT aktiviteleri
belirlenmistir. Mevcut c¢alismada, kontrol grubu ile SP alan toksikasyon grubu
mukayese edildiginde, SP grubunda serum AST, ALT, IL-1B, TNF-a, IL-6 diizeylerinde
onemli bir yiikselis, IL-10 diizeyinde ise diisiis belirlenmistir. Doku Orneklerinde ise
MDA diizeyinde artig; SOD, GSH-Px ve CAT diizeylerinde azalmalar izlenmistir. Diger
yandan, SP gruplar1 ile KR+SP gruplar: karsilastirildiginda ise, KR+SP gruplarinda IL-
1B, IL-6 ve TNF-a, ALT, AST ve MDA seviyelerinde azalmalar; GSH-Px, SOD ve
CAT seviyelerinde doza bagh olarak artislar gbzlemlenmistir. Sonug olarak, baliklarda
SP ile olusturulan akut toksikasyonda, KR antiinflamatuar ve antioksidatif etkiler

yoluyla oksidasyonu etkileyerek doku hasarini1 6nledigi kanaatine varilmastir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, balik, krisin, sipermetrin, sitokin.
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THE EFFECTS OF CHRYSINE ON CYPERMETHRIN-INDUCED
ACUTE TOXICATION IN RAINBOW TROUT (ONCORHYNCHUS
MYKISS)
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Supervisor: Prof. Dr. Feride KOC

ABSTRACT

Cypermethrine (CP) is an insecticide with a structure of synthetic pyrethroid and it has a
wide usage in combat parasites. On the other hand, it is extremely toxic to fishes and
aquatic invertebrates. Chrysin (CR) is a flavonoid which can be obtained naturally from
many plants and is also present in propolis and some mushroom types. The CR has got
anticarcinogenic, antioxidant, antiinflammatory and antiviral properties. The aim of this
study is to determine the possible positive effects of CR in fishes that created acute
toxicity by CP. In the study, the trouts are divided to 6 groups with 10 fishes on each
and designed to be fed CR on their food and CP on their water for 10 days. Group 1:
Control; Group 2: 0.4 pg/l CP; Group 3: 0.4 ng/l CP+ CR 1.25 g/kg diet (CR1); Group
4: 0.4 pg/l CP+ CR 2.5 g/kg diet (CR2); Group 5: CR 1.25 g/kg diet and Group 6 has
been fed CR 2.5 g/kg. Blood and tissue samples have been collected after the study. The
serum ALT, AST, cytokines (IL-18, IL-6, IL-10 and TNF-a) and MDA, SOD, GSH-Px
and CAT levels were determined in tissues (liver and kidney). In the present study,
when CP group was compared to control group, an important increase was observed in
levels/activities of AST, ALT, IL-18, TNF- o and IL-6, otherwise, there was a decrease
in level of IL-10 in CP group. Additionally, an increase of MDA levels and a decrease
of SOD, GSH-Px and CAT levels were observed in tissues of CP group. On the other
hand, when the CP group was compared to the CR groups, there were a decrease in IL-
1B, IL-6 and TNF-a, ALT, AST and MDA levels and there were an increase depend on
dosage in GSH-Px, SOD and CAT levels of CR groups. In conclusion, CR can prevent
tissue damage, affecting the oxidation via antiinflammatory and antioxidative effects in

acute toxicity by CP-induced in fishes.

Keywords: Antioxidant, fish, chrysin, cypermethrin, cytokine.
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1. GIRIS VE AMAC

Pestisitlerin, tarmmsal tiretimde, hayvanlarda paraziter miicadelede kullanimi her gecen
giin yaygin hale gelmektedir. Bu maddelerin kullanim alanlar1 sinirh olsa dahi, yagmur,
riizgar ve seller yardimiyla daha biiyiik su kiitlelerine tasinarak burada suyun fiziko-
kimyasal o©zelliklerini degistirirler (1). Pestisitler, su topluluklarina ulastiklarinda
icerisindeki balik ve diger canlilara ya da su iiriinlerine zarar vererek besin zincirine de
girmis olurlar ve pestisitlerin onemli bir kismini1 olusturan piretroitler ya da sentetik
tirevleri gidalarda kalinti problemlerine sebep olurlar. Sularda pestisitlerin agir
kontaminasyonlar1 oksijen azalmasina, dolayisiyla da zehirlenmelere onciiliik eder ve en
sonunda da baliklarm kitlesel dliimlerine yol acarlar (2-5). Bu sebepledir ki, sentetik
piretroitlerin yaygin kullanilmasiyla birlikte ¢evre ve su kaynaklari kirletilmekte bu
durum direkt olarak akuatik hayati, indirekt olarak da insan ve hayvan saghgini
etkilemektedir (6, 7). Sentetik piretroitler arasinda yaygin olarak kullanilanlardan biri
ise sarimst kahverengi renkte ve sivi halde bulunan sipermetrin olup, baliklara ve
akuatik omurgasizlara da yiiksek derecede toksiktir (8). LC50 (96 saat) degeri
gokkusag1 alabaliginda 0,82 ppb’dir. Baliklarda sipermetrinin metabolizmas1 ve
atilmasi, memeli ve kuslarla mukayese edildiginde ¢ok daha yavas olmaktadir. Cesitli
piretroitlerin viicuttan atilmalar1 kuslarda ve memelilerde 6-12 saat arasinda iken,
alabaliklarda bu siire 48 saattir. Bu durum bu bilesigin diger organizmalara nazaran
baliklara daha fazla toksik oldugunu aciklamaktadir. Sipermetrinin gokkusagi
alabaliginda  biyokonsantrasyon faktorii, baligin icinde bulundugu suyun
konsantrasyonundan 1200 kat fazla olmas1 akuatik organizmalarda birikme potansiyeli
oldugunu gostermektedir (9, 10). Sipermetrin, zirai miicadele disinda veteriner
hekimlikte de sigir, koyun, kiimes hayvanlar: ile Atlantik som balig1 yetistiriciliginde
ektoparaziter miicadelede de kullanilmaktadir (11-14). Sipermetrin gibi toksik kimyasal



kirleticilere maruz kalindiginda organizmada serbest radikal iiretimi artmaktadir. Ancak
normal fizyolojik kosullarda hem baliklarda hem de diger omurgalilarda olusan serbest

radikaller antioksidan enzimler tarafindan hizli bir sekilde elimine edilmektedir (15).

Giinlimiizde iizerine bircok arastirma yapilan maddelerden biri olan KR, yiiksek oranda
flavonoid icermektedir (16, 17). KR yaygin olarak tiiketilen besinlerden, kekik,
maydanoz, kereviz, biber, bal, mantar ve propoliste de yiiksek oranda bulunmaktadir
(18). KR ile ilgili yapilan caligmalar sonucunda, bu maddenin antikarsinojenik (19, 20),
antioksidan (21, 22), antiinflamatuar (23) ve antiviral (24) Ozellikleri oldugu
belirtilmektedir. KR’nin serbest radikal diizeyini azaltarak ve kanserojen maddeleri
etkisiz hale getirerek toksik etki ve kanser olusumunu engellemeye katkida

bulunabilecegi bildirilmistir (20).

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar incelendiginde, KR’nin SP ile toksikasyon olusturulan
gokkusag1 alabaliginda koruyucu etkilerine yonelik bir ¢alismaya rastlanmamaistir.
Yapilan bu calismada SP ile akut toksisite olusturulan baliklarda KR’nin koruyucu
etkileri belirlenmistir. Calisma, KR nin hayvan tiirii olarak gokkusagi alabaliginda ilk
defa uygulanmasi ve sitokin seviyelerinin de degerlendirilmesi agisindan oOnceki
arastirmalardan farklilik arz etmektedir. Bu maddenin daha Onceki arastirmalarda baska
hayvan tiirlerinde (rat, fare vb.) antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklerinin oldugu
belirtildiginden, subletal dozda sipermetrinle akut toksikasyon olusturulan gokkusagi

alabaliklarinda koruyucu etkilerinin olabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. PESTISITLER

Pestisitler, pest (zararl) ve cide (6ldiiriicii) kelimelerinden olusan, tarimsal miicadelede
daha fazla ve Kkaliteli iiriin elde etmek, tarim iriinlerini patojen ve zararl
organizmalardan korumak amaciyla kullanilan madde veya bilesiklerdir (25-27).
Bilin¢gli ve kontrolli kullanildiginda iiriinleri toksin salgilayan organizmalardan
koruyabildigi gibi ekonomik olmasi da insanlar tarafindan pestisit kullanimini
artrmustir (27). Ozellikle zirai miicadele alaninda hastaliklarin kontrol altinda tutulmasi
amaciyla kimyasal maddelerin gerektigi zamanda dogru miktarda kullanilmamasi
sonucu ¢evre ve insan sagligini olumsuz yonde etkileyecek sonuclara yol agmaktadir
(28). Bu olumsuzluklarm basinda kalint1 sorunu gelmektedir (29). Coziiniirliik degerleri
farkli olan pestisitlerin, sudaki coziiniirliiklerine pH, sicaklik, sudaki tuz ve organik
madde derisimi gibi parametreler de etkilidir (30). Su ekosistemi i¢in pestisitler tehlikeli
olup, uygulanma sonrasinda organizmalar uzun siire pestisitlere maruz kalacaklarindan
balik ve diger sucul organizmalarda kalinti ve birikme riski bulunmaktadir (31).
Pestisitlerin suda yasayan canlilara ve baliklara etkileri direkt olarak 6liime yol agma
olabilecegi gibi liremeye etki, doku hasar1 ve yavru baliklar iizerinde de olumsuz etkileri
vardir. Pestisitler, su ortamina ulastiktan sonra tasinma 6zelligi ile sudaki canlilara zarar

vermekte, yagmur ve sulama sulari, yiizey akislari ile uzak alanlara da ulasabilmektedir.

Pestisitler etki sekillerine gore, mide ve temas zehirleri, fumigantlar, sistemik zehirler
ve kacirtict kovucular olarak smiflandirilirlar. Mide zehirleri; hayvanlarin agizdan
aldiktan sonra mideden emilerek tiim viicuda yayilmalarit ile olusturulur. Temas
zehirleri; uygulandiklar1 yerden hayvanin derisiyle viicuda girerek sinirsel diizeyde
etkisini gosterirler. Fumigantlar, ¢ok ince toz halinde piiskiirtillerek hayvanlarin
solunum sistemi vasitasityla viicutlarinda etkisini gosterirler. Diger yandan sistemik
zehirler hayvanlarm herhangi bir yolla viicuduna girerek etkisini gosterirken, kacirtic

kovucular ise uygulandiklar1 bdlgeden zararhlarin uzaklastirilmasmna yol acarlar.



Pestisitler, hedef canlilarin yani sira etrafindaki insan vb. diger canlilar i¢inde zehirlidir
ve akut zehirlilik yoniinden 4 gruba ayrilarak (simf Ia, simif Ib, sif II, sinif III)
smiflandirilirlar. Simif Ia ¢ok zehirli, simif Ib zehirli, sinif 1II orta derecede zehirli ve
smf III ise az zehirlidir. Etki sekillerine gore Tip I ve Tip II bilesikler olarak ikiye
ayrilirlar. Tip I bilesiklerin etki sekli DDT’ye benzerdir ve duyusal sinirde ard arda
uyariya yol acarlar ve huzursuzluk, denge bozukluklar1 ve felce yol agabilirler. Tip II
bilesikler ise piretrinler ve piretroitler (sipermetrin gibi), gecici olarak fel¢ yapici
Ozelligi olan, ¢irpinmalara ve denge bozukluklarina sebep olan pestisitlerdir. Tiim
pestisitler, insanlar ve hayvanlar i¢in; akut, subakut ve kronik nitelikli zehirlenmeler ile
mutajenik, karsinojenikve teratojenik etki tehlikesi tasirlar ve bunun sonucunda da ¢evre

ve besin kirlenmesine sebep olurlar (32).

Piretroitler ve sentetik tiirevleri tarimsal miicadelede yaygimn sekilde kullanilan bir
pestisit grubudur ve grubun en bilinen iiyesi, 2. siif zehirli bir pestisit olan, toprak ve
sularda birikme egilimi gosteren sipermetrindir (8). Bu maddenin metabolizasyonu
ozellikle baliklarda, diger canl tiirleri (memeli ve kus gibi)’ne gore cok daha yavas
oldugundan daha toksiktir. Son yillarda tarim ve hayvancilikta bilingsiz bir sekilde
kullanilmakta olan sipermetrin, iiretilen gidalarda da kalintiya yol agmakta ve insan

sagligmi ciddi bir sekilde tehdit etmektedir (29).
2.2. SIPERMETRIN

Sentetik bir piretroit olan sipermetrin (Sekil 1); berrak, acik saridan koyu sariya degisen
renkte, toksik bir maddedir. Yaygin bir kullamim alanina sahip olan sipermetrin,
tarimsal miicadelede, hayvan barinaklarinda bit ve pire kontroliinde, halk sagliginda ve
hayvanlarda ektoparazit kontroliinde kullanilir (33). Sipermetrin, ektoparazitlerle
miicadelede lokal olarak uygulanan ve etkisini, parazitlerin sinirlerindeki sodyum
kanallarmin giris kinetigini degistirmek suretiyle gosterir. Bunun sonucunda, ya siirekli
sodyum kaybi veya membran depolarizasyonu sonucu parazitte oliim sekillenir (34).
Temas ve mide zehiri etkili olan bu madde, baliklara ve akuatik omurgasizlara son
derece toksik olup, baliklarda metabolizmasi ve atilmasi, memeli ve kuslara oranla son
derece yavastir (9). Sipermetrin ayrica veteriner hekimlikte sigir, koyun, kiimes
hayvanlar1 yetistiriciliginde paraziter miicadelede kullanilmaktadir. Kimyasal giivenlik
formlarma gore bulagsma seklinin inhalasyon, goz, deri ve sindirim yoluyla oldugu

bildirilmistir (35). Sipermetrin cok diisiik diizeylerde bile emilerek deriden viicuda



dagilabilir ve tek dozla uygulanan ilacin 2-6 giinde, yalnmizca %?2’sinin idrarla, %5’in
altinda oranda da digkiyla atildig1 belirtilmistir (34). Bu tarz toksik maddelere maruz
kalindiginda organizmada serbest radikal iiretimi artmakta ve bunlar antioksidan

enzimler tarafindan hizla elimine edilmektedir (15).

Sekil 1: Sipermetrinin kimyasal formiilii (36).
2.3. SIPERMETRIN TOKSISITESI

Sipermetrinin canlilardaki toksisitesi kullanilan farmasotik sekline ve uygulama yoluna
bagl olarak degisir. Etki siiresi normal sartlar altinda 10 giin iken, uygulandiklar:
yerlere gore bu siire bazen 12-16 hafta siirebilir. Memeliler i¢in orta derecede toksik bir
maddedir. Zehirlenmenin ilk belirtilerini atlatarak 2-3 giin hayatta kalan hayvanlarin
iyilesebilecegi belirtilmistir (32, 37). Sipermetrinin, kdpeklere 1500 mg/kg dozda 90
giin diyete katilarak yapilan bir ¢alismada toksikasyonun belirgin bulgular1 olarak;
anoreksi, ishal, ataksi, tremorlar, inkordinasyon ve hiperestezi gézlenmis ise de 6liim
goriilmedigi belirtilmistir (38). Rapor edilen bir klinik vakada, Kangal irk1 bir kopege
yara kurtlanmasini (miyazis) tedavi etmek amaciyla %25 sipermetrin uygulanmis ve
salya artisi, kusma ve ishal, istahsizlik, durgunluk olusturdugu belirtilmistir (33).
Memelilerin piretroitlere kars1 direng mekanizmasmin bdceklerden daha yiiksek
olmasmin sebebi, karaciger metabolizmalarinin daha hizli olmasi ve idrarla aktif
olmayan metabolitlerin organizmadan atilmasidir (39). Das ve Parajuli (40) tarafindan,
sipermetrin toksikasyonu goriilen bir insanda karaciger ve bobrek fonksiyon testleri ile
glikoz diizeylerinin istatistiki olarak 6nemli degisiklikler olmadig: bildirilmistir. Luty ve
ark (33) ise 4-28 giin boyunca 250 mg/kg dozda giinde 4 saat ratlara dermal uygulanan
sipermetrinin karaciger, bobrek, akciger ve beyinde hafif histopatolojik degisikliklere



neden oldugunu bildirmistir. Viicutta sipermetrin en ¢ok yag dokuda, karaciger ve
bobrekte birikir. Memelilerde sipermetrin toksisitesi bu sekildeyken, suda yasayan
organizmalar (eklem bacaklilar ve baliklar) i¢in de bir¢cok caligma yapilmis ve toksik
oldugu bildirilmistir (41, 42). Kurbaga (Rana arvalis) larvalar ile yapilan bir caligmada,
larvalarin farkli asamalardaki alfa-sipermetrine maruz birakilmasinin, iireme basarisinin
azalmasi ve metamorfoz siiresinin gecikmesi gibi olumsuz vakalara yol actigi
bildirilmistir (43). SP’nin zehirlilik smifi 2 olup LD50 agizdan sicanlarda 250 mg/kg
(musir yagida) ya da 4123 mg/kg (suda)’dir (44). Giinliikk alinabilir zararsiz miktari
0.05 mg/kg’dir (45). Sipermetrin, baliklara ve akuatik omurgasizlara yiiksek derecede
toksiktir. LC50 (96 saat) degeri Gokkusagi alabaliginda 0.82 ppb, Daphnia magna’da
ise 0.2 ppb’dir. Baliklarda sipermetrinin metabolizmasi ve atilmasi, digerlerine kiyasla
cok daha yavas oldugundan bu bilesigin diger organizmalara nazaran baliklarda daha

toksik ve birikme egiliminde oldugunu gostermektedir (9, 44).
2.4. FLAVONOIDLER

Flavonoidler, 15 C atomlu, iki fenil halkasmin propan zincirinden olusan, C6-C3-C6
yapisinda polifenollerdir (46). Ge¢misten giiniimiize kadar arastirilan ancak son yillarda
adindan sik¢a soz ettiren flavonoidler, bitkisel besinlerde bolca bulunan yararh
biyokimyasal ve antioksidan etkileri olan bilesiklerdir. Ozellikle meyve-sebzelerin ve
bitkisel ¢aylarin dogal yapilarinda bulunan flavonoidler, icerdikleri fenolik bilesiklerin
antioksidatif ve antimikrobiyal etkilerinden dolayr saglik acisindan olumlu etkileriyle
dikkat cekmektedir (47). Fenoliklere, beslenme fizyolojisi agisindan olumlu etkilerinden
dolayr "biyoflavonoid" de denmektedir (48, 49). Yaklasik 6500 farkl c¢esitte bulunan
flavonoidlerin, antioksidan etkileri sinnamik asit tiirevleri ve kumarinler gibi
bilesiklerden olusmaktadir (50). Flavonoidler; flavonlar, flavanonlar, isoflavonlar,
flavonollar, flavanol ve antosiyanin bilesikleri olarak alt gruplara ayrilirlar (51). Biiyiik
oranda bitkilerde bulundugu ve insanlar tarafindan sentezlenemedikleri tespit edilen (52,
53) flavonoidler, antiallerjen, antiinflamatuar, antiviral, antitrombotik ve antibiyotik
Ozellikte olmalari, enzim aktivitelerini diizenleyici, hiicre ¢ogalmasini inhibe edici,
tilser, ishal ve iltihab1 Onleyici ilag gibi gérev almalarindan dolay1 6nem tasimaktadirlar.
Flavonoidlerin antiviral etkisi, viral proteinlere baglanma ile ilgili iken, antiinflamatuar
etkisi ise mast hiicre ve histamin salimimini etkileyerek gerceklesmektedir.

Antitrombotik etki mekanizmasi ise platelet cAMP konsantrasyonunu artirip, platelet



agregasyonunu Onleyerek, tromboksan sentezini inhibe edip reseptorlerini bloke ederek
gerceklesmektedir. Antiallerjik etkisi ise mast hiicre ve histamin salmimini inhibe
ederek gerceklesmektedir (46, 54-58). Flavonoidler sebze (domates, brokoli vb), meyve
(cilek, ahududu, bogiirtlen, tiziim, greyfurt, portakal, elma suyu), baklagiller ve yesil cay
gibi bir¢cok gida da bulunmakta olup sayilar1 olduk¢a fazladir (54-56). Flavonoidlerin
dikkat ¢ekmesindeki bir diger Ozellik ise kalp rahatsizliklar1 ve kanser gibi birgok
hastaligin 6nlenmesinde etkili olmalaridir (52, 59, 60). Son zamanlarda karaciger
hasarina kars1 da kullanilan koruyucu maddeler arasinda yer alan krisin, ilizerinde ¢ok
sayida arastirma yapilan flavonoidlerden biri olup bitkisel gidalarda yiiksek oranda

bulunan yararh biyokimyasal ve antioksidan etkileri olan bir bilesiktir (21, 22, 61, 62).
2.5. KRISIN

KR, bir ¢ok bitkiden dogal olarak elde edilen, ayn1 zamanda propolis ve bazi mantar
tirlerinde de olan, carkifelek veya mavi tutku cicegi olarak bilinen, Passiflora
caerulea’da bulunan bir flavonoiddir (61, 62). Krisinin serbest radikal diizeyini
azaltarak ve kanserojen maddeleri etkisiz hale getirerek toksik etki ve kanser
olusumunu engellemeye katki sagladigi belirtilmektedir (63). Yapilan arastirma
sonuclarma gore KR’nin anksiyolitik (64), mide, kolon ve rektum kanseri (19), meme
kanseri (65), tiroid kanseri (66) ve prostat tiimoriine (20) karst olumlu etkiler
gosterdigi belirlerlenmistir. Genellikle in vivo yapilan bu calismalar sonucunda;
KR’nin, antioksidan (21, 22, 67), antikarsinojenik (19, 20, 68), antiinflamatuar (23) ve
antiviral (24) oldugu belirtilmektedir. Ratlarda subkronik formaldehit zehirlenmesinde
karacigerde olusan hasara karsi kullanilan KR’nin etkili oldugu belirtilmektedir (69).
Gokkusagr alabaliklarinda yapilan Onceki calismalarda ise, SP’ye karsi propolisin
hematolojik, biyokimyasal, —mikrobiyolojik parametreleri iizerindeki etkileri
arastirilmis, propolisin toksik etkileri notralize ettigi belirtilmistir (70, 71). Yapilan
tiim arastirmalar neticesinde, bu ¢ok yonlii biyolojik aktiviteleri nedeniyle KR nin, SP
toksikasyonunda yararli etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir. Krisinin kimyasal

formiilii Sekil 2’de gosterilmistir (72).



HO

O

OH O

Sekil 2: Krisinin kimyasal formiili (72).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. CIHAZ, MALZEME VE KIMYASALLAR

3.1.1.Cihaz ve Malzemeler

Y e N kW D=

| N N NS I NS T NG R N R T T T S S o S = S
AW N = O 0O 0 NN N N R WNND = O

IL-1P Fish ELISA kit (Yehua, YHBOO49FI, 96 test kit)

IL-6 Fish ELISA kit (Yehua YHBOO43FI, 96 test kit)

IL-10 Fish ELISA kit (Yehua YHBOOSOFI, 96 test kit)

TNF-a Fish ELISA kit (Yehua YHBOO38FI, 96 test kit)

Tricaine-S (MS 222, TMS, tricaine methanesulfonate, Western, Washington ABD)
SOD, ELISA kit (Yehua YHBOO18FI, 96 test kit)

CAT, ELISA kit (Yehua YHBOOFI, 96 test kit)

GSH-Px, ELISA kit (Yehua YHBOO32FI, 96 test kit)

MDA Colormetric Kit (TBARS, FR40, Oxford Biomed)

. Enjektor (21G)

. Vakumlu kan alma tiipii (5 ml jelli)

. Ependorf tiip (mikrosanrifiij, 1,5 ve 2 ml)

. Vorteks (Heidolp)

. Santrifiij (Sigma 3K30)

. Deiyonize su cihazi (Millipore Milli-DI)

. Derin dondurucu (Sanyo Ultra-MDF-U3086S -80 °C)
. Buz makinesi (Kale Buzzbar)

. Buz dolabi (Profilo BD 2663TM)

. Otomatik pipet ve uclar1 (Finnpipette 10-100 pl, 100-1000 pl, 1-10 ml)
. Hassas terazi (Santorius BP121S)

. Plate ¢alkalayict (Heidolph Rotomax 120)

. ELISA microplate reader (Biotek synergy H1 reader)
. ELISA Plate Yikayici (Bio-Tek ELx 50)

. Sogutmal1 Santrifiij cihazi (Hettich 38 R)
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25. Homojenizator (MRC-HOG 24)

26. Inkiibator (Memmert WB-100 wnb-14)

27. pH metre (Mettler Toledo)

28. Folin fenol (Merck 109001)

29. Bakir klorit dihidrat (CuCl,2 H,O) (Merck 102733)
30. Bakur siilfat (CuSO4) (Merck 102791)

31. Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Merck 108180)

32. Tiroklorasetik asit (TCAA) (Merck 100810)

33. Sigir albumini (Sigma A4503)

3.1.2. Kimyasallar

1. Sipermetrin (Cypermethrin, Blotic %7 EC 500 ml, Topkim, Istanbul)
2. Krisin (% 97°1ik, Sigma-Aldrich, C2237)
3. Tricaine-S (MS 222, TMS, tricaine methanesulfonate, Western, Washington
ABD).
3.2. YONTEM

3.2.1. Hayvan Deneyleri

Calismada, 60 adet yaklasik 180-220 g agirhigindaki gokkusagi alabaligir kullanildi.
Baliklar 6zel bir alabalik isletmesinden (Uzun Yayla, Pmarbasi, Kayseri) temin edildi.
Baliklar, deneyden bir hafta once isletmeden getirilerek ERU, Veteriner Fakiiltesi, Su
Uriinleri ve Hastahiklar1 Ana Bilim Dali Kapali Devre Arastirma Sistemleri Deneysel
Enfeksiyon Unitesi’nde, 16°C’de yasam sartlarina uygun olarak adapte edildi ve deney
ayn1 birimde gerceklestirildi. Hayvanlarinin bakimi ve tiim deneysel girisimler (ilag
verme, anestezi, kan alma, dokularin alinmasi) ayni iinitede yapildi. Hayvan deneyleri,
Erciyes Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu kararlarina (Etik Rapor No:16/084)
uygun olarak gerceklestirildi. Calismada baliklar her grupta 10 hayvan olacak sekilde 6
gruba ayrilarak dizayn edildi. Calismaya baslamadan once pelet yeme KR piiskiirtme
yontemiyle uygulanarak kurutuldu. Birinci gruptaki (kontrol grubu) baliklar, yalnizca
yem (KR’siz yem) alarak beslenmis olup herhangi bir ila¢ uygulanmanustir. Ikinci
grup; 0.4 pg/l SP 10 giin boyunca baliklara akvaryumdaki suya eklenmek suretiyle
uyguland1. Uciincii grup; 0.4 pg/l SP suya katilarak + KR 1.25 g/kg yem 10 giin
boyunca uygulandi. Dordiincii grup; 0.4 ug/l SP suya katilarak ve KR 2.5 g/kg yem 10
giin boyunca verildi. Besinci grup; sadece KR 1.25 g/kg yem 10 giin boyunca yeme
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katilarak uygulandi. Altinci gruba ise yalnizca KR 2.5 g/kg yem 10 giin siireyle verildi.
Bu uygulamalar tamamladiktan sonra baliklardan hafif aneztezi altinda (Tricaine-S, MS
222) 30 mg/l kaudal venden kan ornekleri alindi ve jelli tiiplere konuldu ve sonra
baliklar 6tenazi edilerek karaciger ve bobrek dokular1 ¢ikarildi. Kanlar 4000 rpm’de 10
dakika +4°C’de santrifiij edilerek serumlar1 toplandi ve deney boyunca hem dokular
hem de serumlar -80°C’de saklandi. Bir kistm serumlar ise ALT ve AST aktivitesi

belirlenmek iizere +4°C’de muhafaza edildi.
3.2.2. Karaciger ve Bobrek Dokularinin Lipid Peroksidasyon Analizleri
3.2.2.1. Doku protein analizi

Karaciger ve beyin dokularinin protein miktar1 Lowry (73)’nin tanimladig1 ve Miller
(74) tarafindan modifiye edilmis spektrofotometrik bir tayin yontemi ile saptanmustir.
Bu yontem, proteinin tirozin ve triptofan artiklar1 ile alkali bakir ve fenol reaktifinin
verdigi mavi renkli kompleksin renk siddetinin 540 nm’de Olciilmesi esasina

dayanmaktadir. Standart olarak Sigir Serum Albumini (BSA) kullanilmistir
3.2.2.2.Spektrofotometrik Olarak Protein Tayin Yonteminin Uygulanisi

1) 1 ml %10’luk doku homojenati, mikropipet ile alinarak iizerine 1 ml bakir reaktifi

eklenir ve tiipler 30 saniye vortekslenir

2) 10 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibasyona birakilir

3) 3 ml diliie folin fenol reaktifi (1:10) eklenerek tiipler 30 saniye vortekslenir
4) Karisim 50 °C’ye ayarlanan su banyosunda 10 dakika inkiibasyona birakilir

5) Olusan mavi renkli kompleksin absorbanst 540 nm’de kore karst okunur ve
belirlenen absorbanslar albiimin kullanilarak hazirlanan standart egrisi ile

karsilastirilarak mg-protein/ml siipernatant olarak hesaplandi.
3.2.2.3. MDA (TBARS) Analizi

MDA analizi i¢in Yoshioka ve ark (75)’nin gelistirdigi yontem kullanildi. Deneyi
gerceklestirmek icin yaklasik 250 mg doku alindi ve 250 ul PBS (7.2 pH) eklenerek
yikama islemi gerceklestirildi. Buz lizerinde homojenizator ile dokular parcalandi. 1.5
ml’lik etiketlenmis vidali cam tiiplere 250 pl siipernatant konuldu. Her 250 pl 6rnek icin
2.5 ml triklorasetik asit (TCAA) soliisyonu ve 1 ml tiyobarbitiirik asit (TBA) soliisyonu
sirastyla eklendi. Daha sonra 30 dk 100°C’de inkiibe edildi. Ardindan oda sicakligina
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getirilerek 4 ml butanol eklendi. 30 sn boyunca vorteks yapilarak 3000 rpm de 10 dk
santrifiij edildi ve 1.5 ml’lik ependorflara siipernatant aktarildi. 535 nm’de absorbanslar
okundu. 1.1.3.3. tetraetoksipropan kullamilarak hazirlanmis grafikten yararlanilarak
okunan absorbansa karsilik gelen MDA degerleri tespit edildi ve doku proteini (mg/l)

hesaplanarak, sonug¢lar nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Kullanilan Reaktifler

1. Su banyosu ya da isiticti blogu 100°C’ye ayarlanarak tiim bilesenleri oda
sicakligma getirildi.

2. Triklorasetik asit (%20): 200 g trikloasetik asit tridistile suda ¢oziilerek hacim 1

L’ye tamamland1.

3. Tiyobarbitiirik asit (%0.67): 1.675 g tiyobarbitiirik asit tridistile suda ¢oziilerek
hacim 250 ml’ye tamamland:1 ve +4°C de sakland1.

4. N-Butanol
5. 1.1.3.3. tetraetoksipropan standarti1 (C1,H»4,04): 1.1.3.3.

tetratetractoksipropandan 0.494 ml alinarak etanol ile 100 ml’ye tamamlandi.
Uygun diliisyonlarda ¢aligilarak grafik ¢izildi.

Kullanilan Malzeme Kor tiipi  Numune tiip
Plazma _ 0.5 ml
TCAA c¢ozeltisi 3.0ml 2.5 ml
TBA cozeltisi 1.0 ml 1.0 ml

30 dk su banyosu ve inkiibasyon
N-Butanol 4.0 ml 4.0 ml
3.2.2.4. SOD Analizi

Deney ELISA kit prosediirlerine uygun olarak gerceklestirildi. Calismaya baslamadan
yarim saat Once Kkitler ¢ikarilarak oda sicakliginda bekletildi. Doku Ornekleri PBS
solisyonu (pH 7.0-7.4 ve 0.01 mol/l) ile 1:9 oraminda (lg dokuya 9 ml PBS)
kullanilarak buz iizerinde homojenizator ile mekanik olarak parcalandi. 5000 rpmde 15
dk santrifiij edildi ve 40 pl siipernatantlar ependorflara alindi. Bunun i¢in, 5 adet
ependorf tiip S1, S2, S3, S4, S5 olarak isimlendirerek hazirlandi ve 5 tiipe de 120 pul
standart dilusyon eklendi. Daha sonra S5’e standart soliisyondan 120 pl eklendi. Bu
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karisimdan 120 pl alinarak S4’e aktarildi. S4’de olusan bu karistmdan 120 pl alinarak
S3’e ilave edildi. S3’de olusan bu karigimdan yine 120 pl alinarak S2’ye aktarildi. Ayni
islem S2’den 120 pl alinarak S1’e de aktarildi. Konsantrasyonlar asagidaki sekilde
seyreltildi.

e Standard 5: 64 ng/ml
e Standard 4: 32 ng/ml

e Standard 3: 16 ng/ml

e Standard 2: 8 ng/ml

e Standard 1: 4 ng/ml
Calismada 5 farkli konsantrasyondaki standartlar ikili tekrar (S1, S2, S3, S4, S5, S5, S4,
S3, S2, S1) olacak sekilde 50 ul ve en sonunda da 2 adet blank (kor) 100 pl kuyucuklara
uygulandi. Standartlar disindaki 6rnek kuyucuklarina siipernatantlar 40 ul konuldu ve
tizerine 10 pl antibody soliisyon eklendi. Toplam 50 pl olan drneklerin 2 blank harig¢
hepsine 50 pul HRP (konjuge streptavidin) soliisyon eklendi. Hafif sallayarak 37°C’de
60 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarda mavi renkler
gozlemlendi. Daha O©nceden hazirlanan yikama soliisyonu (5 ml wash buffer
soliisyonu+145 ml distile su) ile 5 kere yikama islemi gerceklestirildi. Ardindan 50 pl
kromojen A soliisyonu blanklerde dahil olmak iizere hepsine eklendi. Hafif sallama
isleminden sonra kromojen B soliisyonu 50 pl tiim tiiplere eklendi. Pleyt, hafif
salladiktan sonra 10 dk boyunca 37°C’de karanlikta inkiibe edildi. Son olarak stop
soliisyonu 50 ul eklendi ve 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda okundu. Sonuglar
doku protein diizeyine (mg/l) gore hesaplanarak SOD miktar1 ng/mg protein olarak
ifade edildi.

3.2.2.5. GSH-Px Analizi

GSH-Px analizi, ELISA kit prosediirlerine uygun olarak yine SOD analizi gibi

gergeklestirildi. Bu deneyde standartlar asagidaki konsantrasyonlarda hazirlandi.
e Standard 5: 320 pg/ml
e Standard 4: 160 pg/ml

e Standard 3: 80 pg/ml
e Standard 2: 40 pg/ml
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e Standard 1: 20 pg/ml
Enzim sonuclari, doku protein diizeyine (mg/l) gore hesaplanarak, pg/mg protein olarak

ifade edildi.
3.2.2.6. CAT Analizi

Deney ELISA kit prosediirlerine uygun olarak gerceklestirildi. Calisma prosediirii SOD
ve GSH-Px’e benzer sekilde gerceklestrildi. 5 farkli konsantrasyonda hazirlanan

standartlarin yogunluklar1 asagidaki gibidir.
e Standard 5: 64 ng/ml
e Standard 4: 32 ng/ml

e Standard 3: 16 ng/ml

¢ Standard 2: 8 ng/ml

e Standard 1: 4 ng/ml
Sonuglar, doku protein diizeyine (mg/l) gore hesaplanarak ng/mg protein olarak ifade
edildi.
3.2.3. Serum Sitokin Diizeylerinin Belirlenmesi

Analizler baliklara spesifik ELISA kit prosediirlerine uygun olarak asagidaki gibi
gercgeklestirildi.

3.2.3.1. IL-1p Analizi

Fish IL-1pB kaph olan stripler +4°C de muhafaza edildi. Ilk olarak standart diliisyonu
hazirlandi. Standartlar i¢in 5 adet ependorf tiip S1, S2, S3, S4, S5 olarak isimlendirerek
hazirland1 ve 5 tiipe de 120 pl standart dilusyon eklendi. Daha sonra S5’e standart
soliisyon 120 pl ilave edildi. Bu karisimdan 120 pl alinarak S4’e aktarildi. S4’de olusan
bu karistmdan 120 pl alinarak S3’e ilave edildi. S3’°de olusan bu karisimdan yine 120 pl
almarak S2’ye aktarildi. Ayni islem S2’den 120 pl alinarak S1°e de aktarildi. Calisma
ikili tekrarla gerceklestirildi. ik 10 kuyucuga sirasiyla farkli konsantrasyonlardaki 5
standart ikili olarak 50 ul hacimde standartlar eklendi (S1, S2, S3, S4, S5, S5, S4, S3,
S2, S1). Son iki kuyucuga iki kez blank 100’er pl konuldu.

e Standard 5: 400 pg/l
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e Standard 4: 200 pg/l

e Standard 3: 100 pg/l

e Standard 2: 50 pg/l

e Standard 1: 25 pg/l

o Kor
Standartlar ve blank disindaki 6rnek kuyucuklarma numune serumlardan 40 pl konuldu
ve lizerine 10 ul antibody soliisyon eklendi. Toplam 50 pl olan 6rneklerin 2 blank harig
hepsine 50 pul HRP soliisyon eklendi. Hafif sallayarak 37°C’de 60 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklarda mavi renk izlendi. Sonrasinda,
hazirlanan yikama soliisyonu (5 ml wash buffer soliisyonu+145 ml distile su) ile 5 kere
yikama yapildi. Sonra 50 pl kromojen A soliisyonu blanklerde dahil olmak iizere
hepsine eklendi. Hafif sallama isleminden sonra kromojen B soliisyonu da 50 pl olarak
tiim kuyucuklara eklendi. Pleyt hafif salladiktan sonra 10 dk boyunca 37°C’de karanlik
ortamda inkiibe edildi. Son asamada stop soliisyon 50 pl hacimde eklendi ve sariya
donen rengin absorbansi 450 nm dalga boyunda ELISA’da okundu. Sonuclar pg/l olarak
ifade edildi.

3.2.3.2. IL-6 Analizi

Tiire (balik) spesifik IL-6 ELISA Kkitleri kullanildi ve deney yukaridaki IL-183
prosediiriine benzerdi. Ancak sadece standart konsantrasyonlar asagidaki gibi

hazirland.
e Standard 1: 6400 ng/ml
e Standard 2: 3200 ng/ml

e Standard 3: 1600 ng/ml
e Standard 4: 800 ng/ml
e Standard 5: 400 ng/ml
e Kor

Serumdaki IL-6 miktar1 ng/ml olarak ifade edildi.
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3.2.3.3. IL-10 Analizi

Spesifik balik IL-10 ELISA kitleri kullanildi ve deney yukaridaki IL-1B ve IL-6
prosediiriine benzerdi. Ancak sadece standart konsantrasyonlar asagidaki gibi farkli

konsantrasyonlarda hazirlandi.
e Standard 5: 480 pg/ml
e Standard 4: 240 pg/ml

e Standard 3: 120 pg/ml

e Standard 2: 60 pg/ml

e Standard 1: 30 pg/ml

e Kor
IL-10 diizeyi pg/ml olarak hesapland:.
3.2.3.4. TNF-0 Analizi

Serumda TNF-a analizi i¢in balik tiiriine spesifik ELISA kitleri kullanild1 ve deney
yukaridaki IL-10, IL-1B ve IL-6 prosediirlerine benzer sekilde gerceklestirildi. Ancak

sadece standart konsantrasyonlar asagidaki gibi hazirlandi.
e Standard 5: 160 ng/l
e Standard 4: 80 ng/l

e Standard 3: 40 ng/l
e Standard 2: 20 ng/1
e Standard 1: 10 ng/l
e Kor

Analiz sonuglar1 ng/l olarak verildi.
3.2.4. Serum ALT ve AST Diizeylerinin Belirlenmesi

Serumda ALT ve AST diizeyleri Roche/Hitachi Cobas C sistemleri iizerinde
gercgeklestirildi. IFCC’nin tavsiye ettigi test prensibine gore yapildi. ALT ve AST birimi
U/l olarak ifade edildi.

3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Analiz sonucglar1 aritmetik ortalamatstandart sapma seklinde verildi. Verilerin

istatistiksel analizleri tek yoOnlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile gruplar
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arasindaki farklarin belirlenmesi ise Tukey testi ile yapildi. Tiim istatistiksel analizlerde
SPSS programi (SPSS, version 21.0, IBM Corp.) kullanild1. Onemlilik diizeyi olarak
p<0.05 degeri alind1.



4. BULGULAR

Calisma gruplar1 arasindaki serum sitokin diizeyleri (IL-1B, IL-6, IL-10 ve TNF-a),
dokulardaki (karaciger ve bobrek) antioksidan seviyeleri (MDA, SOD, GSH-Px ve
CAT), ve serum enzim (ALT ve AST) diizeyleri asagida grafikler halinde gosterildi.

SP ve KR uygulanan baliklardaki serum ALT seviyeleri Sekil 3’de gosterilmistir.

ALT (U/1)

: 5
- @ @@ -
a a
I I I mALT (U/1)
0 '!__ B — —h—— — T — ]

Kontrol sp SP+KR1  SP+KR2 KR1 KR2

Sekil 3: SP ve KR uygulanan baliklardaki serum ALT diizeyleri.
SP: Sipermetrin 0.4 mg/l su, KR1: Krisin 1.25 g/kg yem, KR2: Krisin 2.5 g/kg yem

SP ve KR wuygulanan baliklarda serum ALT diizeyleri gruplar arasinda
kargilastirildiginda, SP alan toksikasyon grubundan elde edilen sonuclar, kontrol dahil
diger gruplardan istatistiki olarak anlamh sekilde yiiksekti (p<0.05). SP ile birlikte 1.25
ve 2.5 g/kg yem olarak iki farkli dozda KR alan gruplardaki enzim diizeyleri hem
kontrol hem de sadece KR alan gruplardaki ALT seviyeleri benzerdi. KR’nin doz
artisina bagli olarak bu enzim diizeyinde hafif azalmalar olmasina ragmen dozun etkisi

istatistiki olarak anlamli bulunmadi.
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Kontrol SP SP+KR1 SP+KR2 KR1 KR2

Sekil 4: SP ve KR uygulanan baliklardaki serum AST diizeyleri.

SP ve KR verilen baliklarda serum AST diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildiginda,
SP alan toksikasyon grubundan elde edilen sonuglar, kontrol dahil diger gruplardan
istatistiki olarak anlamli sekilde yiiksekti (p<0.05). SP ile birlikte 1.25 g/kg yem KR
alan gruplardaki sonuclar ise SP grubundan diisiik ama kontrol ve KR alan diger
gruplardan 6nemli bir diizeyde yiiksekti (p<0.05) ve SP ile birlikte 2.5 g/kg yem KR
alan grubun sonuclari ise kontrol grubunun sonuclari ile benzerdi. Toksikasyon gruplari
(SP+KR1 ve SP+KR2)'nda KR etkisi doz artisgina bagli olarak AST seviyesini
istatistiksel olarak anlamli olarak azaltt1 (p<0.05). Sadece KR alan gruplar (KR1 ve
KR2)’da ise iki farkli dozda da enzim diizeyi degismedi ve bu enzim diizeyi tiim

gruplardan diisiiktii (p<0.05) (Sekil 4).
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IL-1 B (pg/1)
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Kontrol SP SP+KR1 SP+KR2 KR1

Sekil 5: SP ve KR uygulanan baliklardaki serum IL-1f diizeyleri.

Calisma sonuglarina gore, IL-1 diizeyi kontrole gore SP alan grupta istatistiksel olarak
anlamh bir sekilde artti (p<0.05). SP ile birlikte yiiksek dozda KR alan (SP+KR?2)
grubun sonuglar1 kontrol grubun sonuglarina yaklastigi anlasildi ve etki doza baglh artig
gosterdi. Sadece KR alan gruplar (K1 ve K2)’da ise IL-1p diizeyi bakimindan 6nemli
bir fark yoktu, doza bagl degildi ve bu gruplarda (5 ve 6. gruplar) IL-1P diizeyi tiim
gruplardan istatistiki olarak anlamli bir sekilde diisiiktii (p<0.05) (Sekil 5).

IL-6 (ng/ml)

300

250

200

. m IL-6 (ng/ml)
100 -

50

0 -

Kontrol SP SP+KR1 SP+KR2

Sekil 6: SP ve KR uygulanan baliklardaki serum IL-6 diizeyleri.
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Elde edilen sonuglarma gore, IL-6 diizeyi, SP alan grupta kontrol grubuna gore anlamli
bir sekilde artt1 (p<0.05). SP ile birlikte KR alan gruplar (SP+KR1 ve SP+KR2)’da
sonuclar doza bagh olarak farkliydi (p<0.05). iki farkli dozda sadece KR alan gruplar
(K1 ve K2)’daki degerler ise kontrol grubu sonug¢laria yaklagma egilimi gosterdi (Sekil
6).

IL-10 (pg/ml)
120 -
b b
100 T 5 b
4

80 -

i ' = IL-10 (pg/ml)
40 - -

20 4= — | e— = = —

0 1 T T T T !

Kontrol ~ SP  SP+KR1 SP+KR2  KR1 KR2

Sekil 7: SP ve KR verilen baliklardaki serum IL-10 diizeyleri.

Mevcut sonuglara gore, IL-10 diizeyi, SP alan balik grubunda diger tiim balik gruplarina
gore istatistiki olarak 6nemli diizeyde azaldi (p<0.05). Ancak iki farkli dozda sadece
KR alan (KR1 ve KR2) gruplar ve SP ile birlikte yiiksek dozda KR alan grup
(SP+KR2)’un IL-10 diizeyleri kontrol ile benzerdi. Sonug olarak KR, toksikasyon grubu
baliklarda doza bagh etkiler gosterdi (Sekil 7).
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Kontrol SP SP+KR1 SP+KR2 KR2

Sekil 8: SP ve KR uygulanan baliklardaki serum TNF-a diizeyleri.

Yapilan bu calisma sonuclarma gore, TNF-a diizeyi, SP alan grupta kontrole gore
anlamh sekilde artt1 (p<0.05). SP ile birlikte yiiksek dozda KR alan grup (SP+KR2)’da
ve sadece diisik dozda KR (KRI1) alan gruplardaki sonuglar kontrol grubunun
degerlerinden farkl degildi ve KR’nin serum TNF-o diizeyine etkileri hem tek bagina hem
de SP ile birlikte verilen gruplarda doza bagl olarak istatistiksel olarak onemli bir sekilde
farkliyd1 (p<0.05). Sadece KR2 alan grupta ise sitokin diizeyi SP ve SP+KR gore ‘e
gore anlamli bir azalma gosterdi (p<0.05) (Sekil 8).
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MDA nmol/mg-protein
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Sekil 9: SP ve KR alan balik gruplarinin karaciger dokularindaki MDA diizeyleri.

Calismadan elde edilen verilere gore, karaciger MDA diizeyi SP verilen toksikasyon
grubunda diger gruplara gore istatistiki olarak 6nemli sekilde artis gosterdi (p<0.05). Iki
farkli dozda sadece KR verilen iki grubun sonuclar ise kontrole benzerdi. SP ile birlikte
KR verilen gruplarda ise MDA diizeyi SP grubuna gore onemli oranda azald1 (p<0.05).
SP ile es zamanli KR alan gruplardaki bu sonuclar, hem kontrol hem de sadece KR alan

gruplarin degerleri ile de anlamli farkliliklar gosterdi (Sekil 9).
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SOD ng/mg-protein

I I I I E mSOD ng/mg-protein

Kontrol SP SP+KR1 SP+KR2 KR1

Sekil 10: SP ve KR alan balik gruplarinin karaciger dokularindaki SOD diizeyleri.

Yapilan bu calismada elde edilen sonuglara gore karaciger SOD aktivitesi SP verilen
toksikasyon grubunda diger gruplara gore istatistiki olarak ©nemli sekilde diisiis
gosterdi (p<0.05). Diger tiim gruplarin sonuclar1 kontrol grubuna benzerdi. KR’nin
etkisi doza bagli degildi (Sekil 10).

GSH-Px pg/mg-protein

e

I I | ® GSH-Px pg/mg-protein

Kontrol SP SP+I(R15P+KR2 KR1

o

i

Sekil 11: SP ve KR alan balik gruplariin karaciger dokularindaki GSH-Px diizeyleri.
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GSH-Px enzim sonucu SP grubunda diger tiim gruplara gore 6nemli bir diisiis gosterdi
(p<0.05). Diger tiim gruplarda bu enzim seviyesi doz artisina baglh olarak anlamli bir
sekilde yiikseldi (p<0.05) (Sekil 11).

CAT ng/mg-protein
140 -
c c
120 +—pe T
100 - gm—2
80 1— = —
Eh +— La S m CAT ng/mg-protein
40 3
20 -
0 X T — T T T 1
Kontrol SP SP+KR1SP+KR2 KR1 KR2

Sekil 12: SP ve KR alan balik gruplariin karaciger dokularindaki CAT diizeyleri.

Mevcut ¢alisma neticesinde, CAT aktivitesi SP grubunda onemli bir azalma gosterdi
(p<0.05) SP ile birlikte KR1 verilen grup sonuglari sadece SP alan grubun sonucundan
farkl degildi. Sadece KR alan gruplar (KR1 ve KR2)’da ise CAT aktivitesi en yiiksekti

ve KR’nin dozu bu enzimin aktivitesini anlaml bir sekilde degistirmedi (Sekil 12).
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10
9 —
8 7
7 +——
6
SR '
» ® MDA nmol/mg-protein
3
Z
1
0

Kontrol SP SP+KR15P+KR2 KR1

Sekil 13: SP ve KR alan balik gruplarinin bobrek dokularindaki MDA diizeyleri.

Elde edilen verilere gore bobreklerde MDA diizeyi SP gruplart (SP, SP+KR1 ve
SP+KR2)’nda diger gruplara gore anlamli bir yiikseklik gosterdi (p<0.05). Iki farkli
dozda sadece KR verilen iki grubun sonuclari ise kontrol grubunun sonuclarindan farkli
degildi. SP ile es zamanli KR alan gruplarin sonuglar1 benzerlik gosterdi ve KR her iki
dozda da toksikasyon gruplarinda MDA diizeyini etkilemedi. KR, SP gruplarinda
anlamli bir farklilik olusturmadi (Sekil 13).
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SOD ng/ mg-protein
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Sekil 14: SP ve KR alan balik gruplarinin bobrek dokularindaki SOD diizeyleri.

Yapilan bu calismada elde edilen sonuglara gore bobrek SOD diizeyi SP verilen
toksikasyon grubunda istatistiki olarak anlamli olarak diisiiktii (p<0.05) ve SP ile
birlikte diisiik diizeyde KR alan grup (SP+KR1)’un degerleri SP grundan farkli degildi
ancak KR’nin dozu artirildiginda SP grubu (SP+KR?2)’nda anlaml bir farklilik g6zlendi
Sonug olarak, KR’nin toksikasyon grubundaki bobrek SOD diizeyine etkisi doza bagl
yiikselis olarak belirlendi (p<0.05) (Sekil 14).

GSH-Px pg/mg-protein
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Sekil 15: SP ve KR alan balik gruplarimin bobrek dokularindaki GSH-Px aktivitesi.
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GSH-Px enzim sonucu SP grubunda kontrol dahil diger tiim gruplara gére 6nemli bir
azalma gosterdi (p<0.05). Sadece yiiksek dozda KR alan grupta bu enzim aktivitesi en
yiiksekti. SP ile es zamanli KR alan gruplarm sonuclari, kontrol grubunun
sonuglarindan ve sadece KR1 alan grubun sonuglarindan da farkli degildi. Sonug olarak,

SP gruplarinda KR’nin etkisi doza bagimli degildi (Sekil 15).
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Sekil 16: SP ve KR alan balik gruplarinin bobrek dokularindaki CAT diizeyleri.

Baliklarda SP toksikasyonu bobreklerde CAT seviyesini onemli sekilde azaltti (p<0.05).
Toksikasyon olusturulmus balik gruplarma diisiik diizeyde verilen KR bu enzim
seviyesini degistirmezken, toksikasyon olusturulmus baliklara yiiksek diizeyde KR
verildiginde sonuclar kontrole benzerdi. Sadece KR alan gruplarda ise sonuglar bu
enzim acisindan doz artigina bagl olarak artt1 (p<0.05). Sonug olarak baliklarda bobrek
dokusundaki CAT seviyesine KR nin etkisi doza bagl olarak artt1 (Sekil 16).



5. TARTISMA VE SONUC

Sipermetrin, tarimda zirai miicadelede kullanilan sentetik piretroit yapili bir pestisittir.
Deri, solunum ve sindirim yoluyla viicuda girerek canli saghgi iizerinde toksik,
karsinojenik etkileri oldugunu gosteren bircok calisma bulunmaktadir (39, 40). Diger
canlilarda oldugu gibi baliklara ve akuatik omurgasizlara da son derece toksik bir

kimyasaldir (2).

Kaynagi; propolis, baz1 mantar tiirleri, yesil cay, tahil, sebze ve meyve olan ve 5,7-
dihidroksiflavon molekiil yapisinda bulunan krisin, antiinflamatuar, antiviral,
antikarsinojen ve viicutta doku hasarmma neden olan serbest radikalleri temizleyici

ozelliginden dolay1 da giiclii bir antioksidandir (19-24).

Bu giine kadar yapilan arastirmalar incelendiginde, SP ile farkli hayvan tiirlerinde
(sican, fare, kurbaga ve bazi balik tiirleri) yapilan toksikasyon c¢alismalarina
rastlanmstir (42, 70, 71, 75-90). Bu calismalarda, SP uygulanan hayvanlarda; tireme ve
hareket yeteneginin azalmasi, denge kaybi, renk degisimi, bir uyariya ge¢ tepki verme
gibi davranigsal ve morfolojik degisiklikler gozlemlenmistir (42, 90, 91). Diger
caligmalarda ise farkli dozlarda uygulanan SP’nin, baliklarda kolesterol degerini
diisiirdiigi ve ALP degerini yiikselttigi (70, 71, 76-77), toplam eritrosit sayisi,
hemoglobin icerigi ve hematokrit degerleri ve toplam lokosit sayisin1 zaman ve
konsantrasyona bagli olarak diisiirdiigii belirtilmistir (92, 93). Yapilan bir arastirmada
ise, sipermetrine maruz kalan sazan (C. carpio) baliklarinda AST, ALT ve GDH’yi
etkiledigi ifade edilmistir (94). Orun ve ark (95) tarafindan gokkusagi alabaliklarinda
SP’nin ii¢ farkli subletal dozda verilmesi ile olusturulan ¢calismada, ALT ve AST’yi doza
bagl olarak toksik gruplarda yiikselttigi belirtilmistir. Velisek ve ark (92) tarafindan SP
ile gokkusag: alabaliklarinda yapilan bir arastirmada ise, AST aktivitesinin yiikseldigi
ve ALT aktivitesinin degismedigi belirtilmistir. Borges ve ark (78) tarafindan Rhamdia

quelen balik tiiriinde SP’nin {i¢ farkli subletal dozda verilmesi ile olusturulan ¢aligmada,
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2. 4. ve 8. giinlerde ALT ve AST aktivitelerinin zamana ve toksikasyon dozuna bagl
olarak degiskenlikler gosterdigi belirtilmistir. Daha ©Once yapilan arastirmalar
incelendiginde, SP’nin tiim hayvan tiirlerinde ALT ve AST aktivitesini artirdig1 ifade
edilmektedir. Yapilan bu c¢aliyjmada da SP’nin dozuna bagli olarak bu enzim
aktivitelerinin toksikasyon gruplarinda yiikseldigi, KR alan gruplarda ise yine doza
bagl olarak serum aktivitelerinin azaldigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar dnceki
caligma sonuclari ile uyumludur. ALT aktivite artis1 genel hepatoseliiler hasarin, AST
aktivite artis1 ise mitokondrial hasarin gostergesi olarak bilinir (79). Yapilan 6nceki
caligmalarda da SP’nin karaciger hasar1 olusturdugu, bu hasarin SP’nin sitokrom P-450
enzim sistemi tarafindan oksidasyonu sonucu meydana gelen serbest radikallerin
olusumu ile iligkili oldugu ifade edilmektedir (79-87). Karacigerde serbest radikal
olusumu sonucu, SP’nin hepatik ATPazin aktivitesini de inhibe ederek nekroz,
inflamasyon ve hepatositlerde stoplazmik hipertrofiye neden oldugu belirtilmektedir
(82). SP’nin ATPaz aktivitesindeki bu inhibisyonu, Na*, K* and Ca** iyonlarinn aktif
transportunu etkileyerek hepatositlerde hasara neden olabilecegi bildirilmistir (89, 96).
Sentetik piretroidler karacigerde stabil olmayan siyanidlere ve aldehitlere
doniismektedirler (1). Olusan bu metabolitlerin karacigerde hiicresel hasarin nedeni
olabilecegi, ATPaz aktivitesinin azalmasmin ve serbest radikal artisiyla iligkili

olabilecegi ifade edilmistir (79).

SP toksikasyonlu baliklarda yukarida bahsedildigi iizere enzimlerdeki bu yiikselisler
oksidatif stresi ve hiicrelerde oksidan ve antioksidanlar arasinda bir dengesizligi de akla
getirmektedir. SOD ve GSH, peroksit ve serbest radikaller gibi reaktif oksijen tiirlerinin
hiicre i¢i koruyucu mekanizmada olusturdugu 6nemli antioksidanlardir (97, 98). MDA
ise ¢coklu doymus yag asitlerinin peroksidasyonundan kaynaklanan ve oksidatif stresin
en Oonemli gostergelerinden biridir. MDA miktarma gore lipid peroksidasyon durumu
belirlenmektedir (86, 87). Bugiine kadar SP ile yapilan toksikasyon caligmalar:
incelendiginde, SP’nin tiim canlilarda oksidatif hasara yol actig1 belirtilmektedir (70,

71, 77-79, 81, 85, 89, 90).

Jung-Hoon ve ark (96) tarafindan yapilan arastirmada SP uygulanan baliklarin (Korean
rockfish) serum MDA, GOT (Glutamik oksaloasetik transaminaz), GPT (Glutamik
piruvik transaminaz) diizey/aktivitelerinin artti@1 rapor edilmistir. Gulhan ve ark (70)

tarafindan yapilan bir baska calismada da farkli dozlarda SP’ye maruz birakilan
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gokkusag alabaliklarinda MDA diizeyinin arttig1, propolis verilen gruplarda ise azaldigi
belirtilmektedir. Kakoolaki ve ark (77) tarafindan gokkusagi alabaliklarinda SP ile
toksikasyon olusturularak yapilan arastirmada ise toksikasyon grubunda beyin
dokusunda MDA ve CAT diizey/aktivitelerinin kontrole gore arttifi, diger yandan
propolis verilen baliklarda ise MDA diizeyinin azaldigi bildirilmistir. Aldemir ve ark
(97) tarafindan gerceklestirilen bir diger ¢calismada ise SP’ye maruz birakilan gokkusagi
alabaligi dokularinda propolisin  biyokimyasal parametreler iizerindeki etkisi
arastirilmigtir.  Sonuglarin  kontrol grubuna kiyasla SP’ye maruz birakilan balik
dokularmmda CAT ve MDA diizey/aktivitelerini artirdigi, SP ile birlikte verilen propolis
gruplarinda ise CAT ve MDA diizey/aktivitelerini azalttig1 belirtilmistir. Sakin ve ark
(98)’nin SP ile gokkusagi alabaliklarinda yaptigi bir arastirma sonuglarina goére SP
uygulanan baliklarin MDA seviyesinin kontrole gore onemli dl¢iide arttigi, CAT, GSH,
GSH-Px diizey/aktivitelerinin ise onemli Olciide azaldigi belirtilmistir. Eraslan ve ark
(79)’nin yaptig1 bir arastrmada ise sicanlara tek doz verilen SP’ye karsi propolis
kullanilmis, kan ve doku oksidasyon-antioksidasyon seviyelerine bakilmistir. SP
grubunda kontrol grubuna kiyasla, MDA seviyesinde belirgin artiglar, SOD, GSH-Px
(bobrek hari¢), CAT diizey/aktivitelerinde ise azaliglar oldugu, propolis uygulanan
gruplarda ise tam tersi durum izlendigi ifade edilmistir. Yapilan bir baska arastirmada
ise gebe sicanlara 1 mg/kg dozda formaldehit uygulamasinin 6zellikle fetal karacigerde
GSH diizeylerini 6nemli derecede azaltarak, MDA diizeylerini ciddi sekilde artirarak
karaciger dokusunda oksidatif strese neden oldugu ve fetal karaciger hiicresi
megakaryosit sayisimi anlamli derecede azaltarak oksidatif hasara yol actigi1 bununla
beraber, formaldehit ile krisin uygulamasmin fetal karacigerde GSH diizeylerini sadece
formaldehit uygulanan gruplara gore onemli derecede artirarak ve MDA diizeylerini
ciddi sekilde azaltarak fetal karaciger dokusunda antioksidan etki gosterdigi
belirtilmektedir (69). Yapilan bu caligmada da, SP gruplarinda MDA’ nin artis1 ve CAT,
GSH-Px ve SOD’daki azalma baliklarda da oksidatif hasar1 ifade etmektedir. Iki farkli
dozda koruyucu olarak verilen KR ise doza bagl olarak MDA’y1 azaltirken, CAT,
GSH-Px ve SOD diizey/aktivitelerini yiikseltmektedir. Elde ettigimiz veriler, yukarida
bahsedilen SP ile toksikasyon olusturulan balik ve diger hayvanlardaki ¢aligmalarin
sonuglar1 ile yapisinda KR bulunan ve antioksidan 6zelligi olan propolis kullanilan

calisma sonuglar1 (71, 75-78) ile benzerlik gostermektedir.
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SP’nin lipid peroksidasyonuna etkisi; ya direk ya da indirek olarak SP’nin hidrofobik
yapisindan dolay1 hiicre membraninda birikimi ve membran yapisinin bozulmas: ile
oksidatif stresi indiikleyerek serbest radikal olusumundan kaynaklanabilecegi
bildirilmistir (1, 83). Ayrica bu indirek mekanizmaya ATPaz inhibisyonuna baglh olarak
hiicre membranindan iyon gecisinin degisimi de katki saglayabilir. Bu giine kadar
yapilan caligmalar incelendiginde, SP’nin tiim canli tiirlerinde olusturdugu olumsuz
etkilere kars1 pek ¢cok antioksidan madde koruyucu olarak kullanilmistir (1, 78, 79, 87).
Bunlardan flavolonoidlerin (propolis gibi), ksantin oksidazi inhibe ederek ve siiperoksit
anyon radikallerini etkileyerek antioksidan etki olusturdugu ifade edilmektedir (77, 78).
Propolis i¢inde de yiiksek oranda bulunan bir madde olan KR’de ksantin oksidazi inhibe

ederek serbest radikal olusumunu azaltabilir.

Sitokinler, ¢esitli hiicre tipleri (makrofajlar ve T hiicreleri) tarafindan iiretilen, hormona
benzeyen, bagisiklik ve inflamatuar cevaplarin olugsmasinda rol oynayan proteinlerdir.
Ayrica, dogal bagisiklikta lipopolisakkarid gibi mikrobik iirlinler de mononiikleer
fagositleri direkt uyararak kendi sitokinlerini salgilatirlar. Temel etkilerine gore

sitokinler, alt gruplara ayrilirlar.

TNF, mikroorganizmalardan 0zelikle gram negatif bakterilerin lipopolisakkaritlerine
kars1 cevapta aktive olmus makrofajlar, T hiicreleri, aktive NK hiicreleri ve aktive mast
hiicreleri tarafindan salgilanirlar. TNF, 6nemli bir mediatordiir ve endotel hiicrelerini
adezyon molekiillerini liretmek iizere uyararak ve sitokinler i¢cin kemotaktik etkili olan
kemokinleri iireterek enfeksiyon alanlarina nétrofil ve makrofajlarin yapismasini saglar.
TNF ayn1 zamanda ates olusumu i¢in hipotalamusu etkiler ve akut faz protein tiretimini
de kolaylastirir. Iki cesit TNF vardir. Aktif makrofajlardan salinan TNF-a (kasektin) ile
aktif T hiicrelerinden salinan TNF-B (lenfotoksin)’dir. IL-1 ise, aktive makrofajlar
tarafindan tretilen bir inflamatuvar sitokindir. Etkileri yoniinden TNF-a’ya benzer ve
aynt zamanda T hiicrelerinin aktivasyonuna da yardim eder. IL-6, mononiikleer
fagositler, damar endotel hiicreleri, fibroblastlar ve epitel hiicreler ile bazi aktive T
hiicreleri tarafindan sentez edilir. IL-6’nin en belirgin etkileri hepatositler ve B
lenfositleri iizerinedir. B lenfositlerinden immunoglobulin salinimi i¢in bir kofaktor
olarak gorev yapar ve B lenfositleri i¢in bilyiime faktorii olarak rol oynar ve akut faz
yanitina katkida bulunan bir¢ok plazma proteininin hepatositler tarafindan sentezine

neden olur. IL-10 ise baz1 aktive B hiicreleri ve TH hiicreleri, aktive makrofajlar ve bazi
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non-lenfositik hiicre tipleri (keratinositler) tarafindanda iiretilir. Bu sitokin inhibitor
etkilidir ve bu etki de immun yanitta azalma ile sonug¢lanir. IL-10’un iki 6nemli etkisi
vardir. Birincisi; makrofajlar tarafindan sitokinlerin (TNF-a, IL-1, IL-12, kemokin)
tiretimini engellemek, ikincisi ise makrofajlarin T hiicresi aktivasyonundaki islevlerini
durdurmaktir. IL-6, IL-1B3, TNF-a proinflamatuvar sitokin, IL-10 ise antiinflamatuvar
bir sitokin olarak da bilinirler (99-105).

Bu giine kadar SP ile yapilan ¢aligmalar incelendiginde baliklarda sitokin diizeylerine
yonelik arastirmaya rastlanmamistir. Fakat, sicanlarda, Soliman ve ark (90) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, SP’ye karsi susam yagi kullanilmis ve calisma sonucunda SP
grubunda, kontrol grubuna gore albiimin, iire, kreatinin, GPT, GOT, lipit profil
seviyesinde ve IL-1B, IL-6, TNF-o mRNA ekpresyonunda bir artig, IL-10 mRNA
ekpresyonunda ise azalis oldugu belirtilmistir. SP ile birlikte susam yagi verilen
gruplarda ise, tam tersi durum izlendigi diger yandan SP’nin karaciger ve bobrek
dokularinda histopatolojik olarak dejeneratif degisikliklere neden oldugu ve susam
yaginin bu dokularda koruyucu etkiler gosterdigi belirtilmistir. Mevcut calismamizda
da, SP verilen toksikasyon grubunda, kontrol grubuna gore IL-1p, TNF-a, IL-6
diizeylerinde Onemli bir sekilde yiikselis, IL-10’da ise diisiis gozlemlenmistir. KR
verilen gruplarda ise doza bagli olarak IL-1p, TNF-a, IL-6 diizeylerinde 6nemli bir
sekilde diisiis, IL-10’da ise artis izlenmistir. Mevcut calisma sonucglar1 yukaridaki

literatiir sonuclar1 (90) ile uyumludur.

SP ile olusan toksikasyonda KR’nin hem oksidasyonu hem de inflamasyonu indirek
engelleyerek koruyucu etkiler gdstermesinin bir baska sebebi; bu iki madde arasindaki
atilim diizeyinde etkilesim olabilir. $Soyleki; KR, UDP-glukronikasit enzim sentezini
artiran bir etki gostermektedir (106). Diger yandan SP ise glukronik asitle birlesme
tepkimeleri sonucunda inaktif metabolitleri seklinde elimine edilebilmektedir (107). KR

kullanima ile artan bu enzim SP’nin metabolizasyonunu ve atilimini artirabilir.

Sonug olarak, mevcut ¢caligma ile baliklarda SP toksisitesine karst KR uygulanmasinin
serbest radikallerin azaltilmas1 ve antioksidan enzimlerin artisiyla karaciger ve bobrekte
hasarin1 engelleyerek antioksidan aktiviteye katki sagladigi ve sitokin diizeyindeki
degisimler ile antiinflamatuar etkiler olusturdugu belirlenmistir. Gelecekte, KR ilave

edilmis balik yemleri balik yetistiriciliginde kullanilirsa, hem antioksidan kapasiteyi
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yiikseltmesi hem de antiinflamatuar etkilerinden dolay:1 yararli olabilir ve baliklarda

bagisiklig1 giiclendirici ajan olarak Onerilebilir.
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