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OZET

ZiRAi MUCADELE iLACLARINDAN FENTHiION’UN SU KURBAGASININ
ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMI VE LiPiT PEROKSIDASYON
SEVIYELERI UZERINE ETKILERI

KANTER, Ahmet
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Ismail CELIK

Agustos 2009, Sayfa 57

Bu calismada, zirai miicadele ilaglarindan fenthionun yasam ortamlarina
eklenmek suretiyle 24, 48, 72 ve 96 saatlik uygulamalarina laboratuar sartlarinda maruz
birakilan su kurbagalariin (Rana ridibunda) karaciger, bobrek, kalp ve beyin
dokularindaki lipid peroksidasyon (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyi ile antioksidan
enzim aktiviteleri siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
glutatyon -S- transferaz (GST), aktivitesi ilizerine etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.
Altmis su kurbagasi (Rana ridibunda) ii¢ deney grubuna ayrildi. Caligmalar sirasinda
kurbagalar yasam ortamlarina eklenmek suretiyle fenthionun 10 ve 20 ppm’lik dozlarina
24, 48, 72 ve 96 saatlik stirelerle maruz birakildilar. Bu siirelerin sonunda kurbagalar
diseksiyon edilerek karaciger, bobrek, kalp ve beyin dokular1 kesilerek ¢ikartildi. GST,
SOD ve GSH-Px aktiviteleri ile MDA ve GSH diizeylerinin dokulardaki analizleri,
spektrofotometrik yontemle belirlendi. Kimyasalin farkli donem ve konsantrasyon
etkisine maruz birakilan kurbagalarda MDA diizeyi artarken, antioksidan savunma

sistemi lizerine farkli etkilere neden olduklar1 gbzlendi.

Anahtar Kkelimeler: Antioksidan enzimler, lipid peroksidasyon, Pestisitler,

Kurbaga
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ABSTRACT

EFFECTS OF AGRICULTURAL CHEMICAL FENTHION ON ANTIOXIDANT
DEFENSE SYSTEMS AND LIPID PEROXIDATION LEVELS OF FROGS

KANTER, Ahmet
Master, Biological Science
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ismail CELIK
August 2009, pages 57

The study was aimed to investigate the effect of agricultural pesticide fenthion
on lipid peroxidation (MDA), reduced glutathione (GSH) levels and antioxidant
enzymes activity, siiperokside dismutase (SOD), glutathione peroksidase (GSH-Px),
glutathione -S- transferase (GST), in various tissues of frogs under laboratory
conditions. Frogs (Rana ridibunda) were divided into three experimental groups;
control and pesticide-exposed for groups. Frogs were exposed to10 ppm and 20 ppm of
fenthion for 24, 48, 72 ve 96 hours. Brain, liver, kidney and heart tissues were excised
at the same time. MDA, GSH, GST, SOD and GSH-Px levels were determined in the
tissue samples by means of spectrophotometer. The results indicated that the chemical
caused an increase in MDA content whereas caused the different effects on the
antioxidant defence systems in the various tissues of frogs exposed to different periods

and concentrations of chemical.

Key words: Antioxidant enzymes, Lipid peroxidation, Pesticides, Frog
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ONSOZ

Cesitli pestisitlerin agiz, solunum, deriye temas ve gida zinciri yollariyla canli
bilinyesine girebildikleri bilinmektedir. Yurdumuzda cesitli maksatlar i¢in kullanilan
pestisitlerden fenthionun yasam ortamlarina eklenmek suretiyle kurbagalarin gesitli
dokularindaki lipid peroksidasyon diizeyi ile antioksidan enzim aktiviteleri iizerine
etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Istenmeyen organizmailar1 yok etmek icin kullanilan pestisitlerin etki
mekanizmalar1 belirli sinirlar iginde olmakta, bu smirlar asildiginda, insan ve diger
canlilar i¢in risk faktorii tagimaktadir. Cok toksik yapida olan ve pargalanip bozulma
ihtimali olmayan bazi klorlu pestisitlerin disindaki tarim ilaglarinin ¢ogu halen biiyiik
miktarda kullanilmaktadir. Bu kimyasal yapidaki tarim ilaglarinin  tasinmasi,
depolanmasi, kullanilmasi, hatta sentezlenmesi bile biiylik bir ¢evre kirliligine sebep
olmaktadir.

Giliniimiizde teknolojinin ilerlemesine paralel olarak ¢evreye birakilan agir metal
iyonu miktarinin ve ¢esidinin artmasi, tarimda zirai ilaglama faaliyetlerinin ¢ogalmasi,
gida tiikketimindeki artisla birlikte suni liretim artisina gidilmesi gibi bazi1 faktorleri de
icine alan pek ¢ok sebepten dolay1 canli ¢cevrenin kirlenip, bozuldugu goriilmektedir.

Kirlilik konusunda en aktif canli olan insan, tabiat dengesini bozmaktadir.
Yerylizii, Ozellikle de insan ¢evresi, insan sagligi agisindan c¢ok onemlidir. Kirli
bolgelerde yasayan insandaki 6liim oraninin, nispeten daha temiz yorelerdekilerin en az
iki misli, tiiberkiilloz ve mide kanseri oranlarnin ise ii¢ kati olduguna literatiirlerde
rastlanilmaktadir.

Bu arastirmanin hedefleri de kisaca sOyledir. Yurdumuzda cesitli amaglar i¢in
kullanilan pestisitlerden fenthionun antioksidan enzim etkinliginin gostergesi olarak
degerlendirilebilecek GSH, GST, SOD ve GSH-Px aktiviteleri ile lipid peroksidasyon
(MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyi seviyelerine bakilacaktir. Yukaridaki biyolojik
parametreler {lizerine ilaclarin etkilerinin ortaya konulmasi toksikolojik caligmalar i¢in

Oonem tasimaktadir. Bu kimyasallarin sézkonusu canlilar {izerinde in vivo olarak



calisilmasinin, biyotoksik arastirmalarla ilgili 6nemli bir boslugu dolduracagi
kanaatindeyiz.

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu caligmay1 6neren ve her konuda degerli
katkilarin1 esirgemeyen kiymetli hocam Dog. Dr. Ismail CELIK'e en derin siikranlarimi
arz ederim. Deney hayvanlarinin temininde katkilarmi sunan Abdulahad DOGAN’a,
Yiiziincii Y11 Universitesinde doktora yapmakta olan ismail ISIK ve Bayram YURT
hocalarima ve g¢aligma boyunca her tiirlii yardimda bulunan Musa ISNAS’a, ayrica
projemi destekleyen Yiiziincii Yil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Bagkanligina (Proje no: 2009-FBE-YL003) tesekkiirlerimi arz ederim.

Ahmet
KANTER
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1. GIRIS

1.1.Pestisitler

Pestisitlerin kullanimi ¢ok eskilere dayanmaktadir. M.O 1500’lere ait bir papiriis
lizerinde bit, pire ve esek arilarima karsi insektisitlerin hazirlanisina dair kayitlar
bulunmustur. 19.yy’da zararlilara kars1 inorganik pestisit kullanilmig, 1940’lardan sonra
pestisit iiretiminde organik kimyadan faydalanilmis, DDT ve diger iyi bilinen pestisit ve
herbisitler kesfedilmistir (Oztiirk ve Ozge, 1978).

Pestisit bocekler, bitkiler, mantarlar, nematodlar ve kemirgenler gibi zararl
organizmalar1 yok etmek veya kontrol altina almak amaciyla kullanilan kimyasal,
fiziksel veya biyolojik bir ajandir. En yaygin olan pestisitler; insektisitler (bocekleri
hedef alir), herbisitler (bitkileri hedef alir) ve fungusitlerdir (mantarlar1 hedef alir).
(Oztiirk ve Ozge, 1978).

1.2. Pestisitler ve EtKileri

Zirail miicadelede istenmeyen organizmalari yok etmek i¢in kullanilan pestisitler
toprakta birikerek toprak organizmalarini olumsuz etkilemekte topragin pH’ini
degistirmekte, suya karisarak iirlin veriminin diismesine yol a¢makta buharlagarak
atmosfere karigmakta boylece hava kirliligine ve ozon tabakasinin delinmesine neden
olmaktadirlar. Pestisitlerin insan sagligina etkileri ise akut-kronik zehirlenmeler kanser
alerjik reaksiyonlar sinir sistemi tahribatlart 6grenme giigliigii ve hafiza kayb1 enzim
faaliyetlerinin bozulmas1 karacigerde fonksiyon kayiplar1 hiicre membraninda

degismeler seklinde ortaya ctkmaktadir (Celik, 1995).
1.3. Fenthion
Bu calismada kullanilan pestisitlerden fenthionun; kimyasal adi; 00-dimethyl 0—

4-methyl-thio-m-tolyl phosphorothioate’dir Kapali formiilii: C,oH;503:PS,, Mol.
Agirhig: 278,3 g/mol’diir. G. Schrader ve E. Schegk tarafindan gelistirilmis ve 1957



yilinda Bayer Leverkusen tarafindan “Bayer 29493, “S 1752” kod numaralarn ve
Baycid, Baytex, Entex, Lebaycid, Mercaptophos, Qualetox, Tiguvan ticari isimleriyle

piyasaya cikarilmistir.

Renksiz ve kokusuz bir sividir. 0,01 mg Hg basincinda kaynama noktast 87° C,
20° C’ de buhar basinct 3x10° mm Hg’dir. Oda sicakliginda 54-56 mg/L ¢oziinir.
Bir¢ok organik coziiclilerde ve glyceride yaglarinda ¢oziiniir. Teknik madde, zayif
sarimsak kokulu, % 95-98 saflikta kahverengi yagimsi sividir. 210°C ye kadar stabildir.
Isiga ve alkalin hidrolize dayaniklidir.

Hidrolize dayanakligi ve diisiik uguculuguyla kalici ve niifus edici etkili bir
dokunma ve mide insektisitidir. Ornegin, meyve sineklerine, yaprak pirelerine ve
hububat boceklerine karsi etkilidir. Okside olarak bitkide, her ikisi de insektisit etkili
sulfoksit ve sulfon’na doniisilir. Bagka ilaglarla karistirmak i¢in bir 0n testin yapilmasi
tavsiye edilmektedir. Agiz yoluyla akut LDsy degeri; erkek sicanlar i¢in 245/615 mg/kg,
disi sigcanlar i¢in 330/500 mg/kg’dir. Kopeklere ve kiimes hayvanlarina karst daha ¢ok
zehir etkisi gosterir. Ispinoz kuslarinin kontroliinde kullamlir. Bir yil 50 ppm’le
beslenen kdpeklerde agirlik ve besin tiikketiminde bir azalmaya rastlanmamustir. Siganlar
icin sulfoksit ve sulfon’un agiz yoluyla akut LDsy degeri 125 mg/kg’dir. Kullanirken
g6z ve deriye temasindan kaginilmasi gerekmektedir. Ayrica diger organik fosfathilar
icin gerekli olan tedbirler almir. Antidotu; atropin ve toxogonin’dir. Toleransi
meyvelerde 1 ppm’dir. Bekleme zamani Dogu Almanya’da (eski) meyvelerde 14 giin,

sebzelerde, tarla ve yem bitkilerinde 10 giindiir (Oztiirk ve Ozge, 1978).

1.4. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron
bulunan, kisa Omiirlii, reaktif atom veya molekiillerdir. Halojen atomlar, oksijen
metabolizmasi ara triinleri olan oksijen tiirleri, Cl veya Br gibi tek atomlu yapilar, Na,
K gibi alkali metal atomlari, bir orbitalinde tek elektron bulunduran NO, NO, gibi atom
kombinasyonlari radikaller olarak siniflandirilmaktadir. Ancak, Cu™, Fe™, Mn™, Mo™
gibi gecis metalleri dis yoriingelerinde birer elektron bulundurmalarina ragmen radikal

kabul edilmezler. Radikaller elektrik yiik olarak; pozitif, negatif ya da notr olabilirler.



Serbest radikal olan atom veya molekiiller, dis orbital elektron konfigiirasyonlariin
yani sira, termodinamik yapilar1 ve lokal kinetik reaktiviteleri g6z Oniinde
bulundurularak degerlendirilirler (Akkus, 1995; Sen, 1995).

Atomlarda elektron dagilimi incelendiginde elektronlarin kabuklarda oldugu
goriiliir. Kabuklar alt kabuklardan, alt kabuklar da elektron igeren orbitallerden olusur.
Orbitallerde, her biri digerinin fizikokimyasal reaksiyonlara girmesini engelleyen, zit
spinlerde hareket eden elektron c¢iftleri vardir. Serbest radikallerin dis orbitalleri,
genellikle eslenmemis elektron igerir. Bu tip atom ya da atom kombinasyonlari, elektron
konfigiirasyonlarini pozitif yiikle dengelemek egiliminde olduklarindan stabil degildir

(Halliwell ve ark., 1995).

1.4.1. Serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirleri

Aerobik organizmalarin yagamlarini siirdiirebilmeleri i¢in organik molekiillerden
enerji agiga cikarmada molekiiler oksijeni kullanma mecburiyetinde olmalari, bu
canlilar1 dogal olarak oksijenin toksik metabolik {riinleriyle birlikte yasamak
durumunda birakmistir. Oksijen, canli organizmalar1 olusturan molekiillerin yapisina
girmesi, besin kaynagi konumundaki maddelerde temel element olmasi ve aerobik
canlilardaki oksidasyon reaksiyonlar1 ve solunumda rol almasi nedeniyle de énemlidir
(Thurnham, 1990; Erenel ve ark., 1992).

Normal metabolizmada molekiiler O,’nin % 98’1 oksidazlar yoluyla suya
cevrilmektedir. Geriye kalan kismi ise oksijenazlar yoluyla hiicre i¢i organellerin
yapilarin1 ve fonksiyonlari degistiren, membranlarda oksidatif yikima neden olan
reaktif toksik ftriinlere donistiriiliir. Bu O, metabolizmasi iiriinlerinin azaltilmasi
enzimatik (sliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-
Px)) ve nonenzimatik (glutatyon (GSH) ve o tokoferol) hiicresel savunma
mekanizmalariyla kontrol edilmektedir (Wohaieb ve Godin, 1987; Wickens, 2001).

Metabolik olaylarin normal seyrinde oksijen toplam dort elektron kabul edebilir.
Oksijene bir elektron eklenmesi siiperoksit anyonu, iki elektron eklenmesi hidrojen
peroksit, li¢ elektron eklenmesi hidroksil radikali ve dort elektron eklenmesi su

olusumuna neden olur (Ozdem ve Sadan, 1994; Wickens, 2001).



Siiperoksit radikali: Molekiiler oksijenin dis orbitallerinde paylasilmamis iki
elektron vardir. S6z konusu elektronlar paylasilmayip ayri orbitallerde bulunduklarinda
ve spinleri ayni yonde oldugu zaman en diisiikk enerji seviyesindedirler. Dis
orbitallerden her biri birer elektron daha kabul edebilir. Bu orbitallerin tek elektron
almasi ile siiperoksit anyonu (siiperoksit radikali O;’) iki elektron almasi ile peroksil
anyonu olusur. Siiperoksit radikali bir oksitleyici gibi davranarak bir elektron daha
alabilir, boylece olusan peroksil anyonu ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksit
(H203) olusturabilir (Kiling, 1986).

Hidrojen peroksit: Hidrojen peroksit hiicreler igin toksik olmakla beraber,
Ozellikle indirgenmis metal iyonlariyla reaksiyona girdiginde onemli serbest radikal
hasarma neden olmaktadir (Erenel ve ark., 1992). Insan metabolizmas1 bir saat
icerisinde yaklagik olarak 3x10° toksik hidrojen peroksit molekiilii olusturmaktadir
(Wickens, 2001).

Hidroksil radikali: Oksijen radikalleri i¢inde en reaktif ve en toksik etkili olani
hidroksil radikalidir (Kiling, 1986; Erenel ve ark., 1992).

Hidroksil radikalinin yiiksek reaktivitesi nedeniyle istenmeyen toksik etkileri
yani sira, iiretilmeleri normal biyolojik fonksiyonlar i¢in de gereklidir. Fagositoz ve pek
cok enzimatik tepkimenin zorunlu bir pargasi olarak OH firetilir ve kataliz olayina

dogrudan katilir (Kiling, 1986).

1.4.2. Serbest radikallerin kaynaklari

Serbest radikaller baglica, oksijenin normal metabolizma basamaklarinda
indirgenmesi ile agiga ¢ikmaktadir. Ayrica, organik maddelerin ¢iiriimesi, boyalarin
kurumasi ve plastik maddelerin islenmesi gibi endiistriyel islemlerde oksijenin kismi
rediiksiyonu ile olusabilmektedir (Thomas, 1995).

Ote yandan hava kirliligi, kimyasallara maruz kalma, sigara dumani ve iyonize
edici radyasyon gibi cevresel kimyasal etkilerle karsi karsiya kalma sonucunda
hiicrelerde radikallerin ¢ogaldig1 ve hipoksi, inflamasyon, 1s1, yogun egzersiz, iskemi
travma, intoksikasyon gibi durumlarin radikal olusumunu tetikleyen faktorler oldugu

ileri siirtilmektedir (Aslan ve ark., 1995; Wickens, 2001).



Biyolojik kaynaklar: Aktive olmus fagositler (solunumsal patlama =
respiratory burst), antineoplastik ajanlar (bleomisin, adriamisin), radyasyon, aliskanlik
yapan maddeler (alkol ve uyusturucular), g¢evresel ajanlar (hava kirliligi yapan
fotokimyasal maddeler, hiperoksi, pestisitler, sigara dumani, anestezikler), stres. Streste
katekolemin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise serbest radikal kaynagidir
(Akkus, 1995).

Intraselliiler kaynaklar: Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu: Tioller,
hidrokinonlar. Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, hemoglobin. Mitokondrial
elektron transportu. Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport
sistemleri (stokrom P-450). Peroksizomlar: oksidazlar, flavoproteinler. Plazma
membrant: lipoksijenaz, lipid peroksidasyonu. Oksidatif stres yapict durumlar: iskemi,

travma, intoksikasyon (Akkus, 1995).

1.4.3. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikaller, genelde i¢ ve dis etkenlere bagl olarak iiretimlerindeki artis
takiben basta membran fosfolipitleri olmak {izere hiicresel bilesiklerin tiimiine
(karbonhidrat, lipit, protein, DNA) zarar vermekte, membranlar depolarize olmakta,
parcgalayict enzimlerin aktivitesi artmakta, hiicre zarinin permeabilitesi ve elektrik yiik
dengesi degismektedir (Kavas, 1989; Sinclair ve ark., 1990). Hiicrede baslica
mitokondriyum olmak {izere hiicre membrani, lizozomlar, peroksizomlar, ¢ekirdek ve
endoplazmik retikulumda lokalize olur (Bendich, 1990).

Membran lipidlerine etkileri (Lipid peroksidasyonu): Poliansatiire
(doymamis) yag asitleri serbest radikal hasarina karsi hassastirlar. Bu oksidatif hasara
“Lipit Peroksidasyonu” denir. Sonugta membran akigkanliginda azalma ve permeabilite
degisiklikleri meydana gelir (Kavas, 1989).

Peroksidasyon, bir metilen grubundan bir H atomunu yerinden ¢ikartan herhangi
bir serbest radikal tiirii ile baglayabilir. Bu olay ¢ift baga komsu metilen grubu tizerinde
daha da kolaydir. Oksijen peroksil radikalini olusturmak icin karbon radikaline eklenir
ve sonugta diger lipit molekiiliinden bir H atomu c¢ikarir, lipit hidroperoksil olusturur.

Boylece zincirleme reaksiyon baglar. Siklik peroksitler yeniden diizenlenme ile



endoperoksitlere, daha ileri oksidasyon ile de malondialdehite (MDA) doniisebilirler
(Sinclair ve ark., 1990; Erenel ve ark., 1992).

MDA hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki
bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin
degisimi gibi olumsuz sonuglar dogurur. MDA bu o&zelliklerinden dolayr DNA’nin
nitrojen bazlar1 ile de reaksiyona girebilir. Bundan dolay1 hiicreler i¢in genotoksik ve
karsinojeniktir (Moslen, 1994).

Proteinlere etkileri: Serbest radikallerin neden oldugu hasar sonucunda
proteinlerde fragmantasyon, c¢apraz baglanma, protein agregasyonu meydana
gelmektedir. Proteinlerin, serbest radikal hasarindan ne derece etkilenecegi aminoasit
kompozisyonlarina baglhdir. Proteinin hiicresel lokalizasyonuna ve radikalin toksisite
giicline gore protein harabiyetinin boyutlar1 degisebilir (Kavas, 1989; Erenel ve ark.,
1992).

Niikleik asitler ve DNA'ya etkileri: Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla
kolayca etkilesime girer ve degisikliklere yol agar. Sitotoksisite, biiylik oranda, niikleik
asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara baghdir. Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1
etkileyerek hiicrede mutasyona ve 6liime yol agarlar (Akkus, 1995).

Karbonhidratlara etkileri: Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu olusan
hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler meydana gelir. Bunlar diabet gibi
patolojik proseslerde onemli rol oynarlar. Bag dokusunun 6nemli bir mukopolisakkariti
olan hyaliironik asit, sinovyal sivida da bol bulunur. Enflamatuvar eklem hastaliklarinda
sinovyal siviya cok sayida polimorf hiicreler goc eder ve immiin komplekslerle
aktivasyonu sonucu ekstraseliiler siviya H>O, ve O,. salgilarlar. Hyaliironik asit
parcalanmasi enflamatuvar eklem hastaliklarinda sinovyal sivinin karakteristik bir
ozelligidir. Goziin vitreous humor’unda bulunan hyaluronik asidin oksidatif hasari

katarakt olusumuna katkida bulunur (Akkus, 1995).

1.4.4. Antioksidan savunma sistemleri

Enzimatik ve nonenzimatik yapilardan olusan antioksidan savunma sistemi

serbest radikal reaksiyonlarimi kontrol ederek belirli diizeylerin {izerine g¢ikmasini



engellemek {izere gorev yapmaktadir. Organizma degisen kosullara karsi hiicresel
homeostazisi korumak durumundadir. Serbest radikaller ve lipit peroksidasyonuna karsi
bu yolla antioksidan bir savunma sistemi olusturularak hiicresel denge korunmaya
calisilmaktadir. Canlilar, olusan bu toksik iiriinlere kars1 korunma mekanizmasina sahip
olmakla beraber, baz1 durumlarda bu korunma sistemi asilabilmekte ve sistem yetersiz

kalmaktadir (Thomas, 1995).

1.4.4.1. Enzimatik antioksidanlar

Bilinen en taninmig reaktif oksijen radikallerini daha az toksik {iriinlere
doniistiiren antioksidan enzimler SOD, CAT ve GSH siklusu enzimleri (glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz) dir (Ozdem ve Sadan
1994; Aslan, 1995). Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, siiperoksidi
detoksifiye eden enzimdir (Akkus, 1995).

Siiperoksit dismutaz: SOD enzimi siiperoksit anyonunu (O;’) enzimatik olarak
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiriir. Fizyolojik olarak metabolik
asamalarda iiretimi oldukga fazla olan siiperoksit, hiicre i¢i aktivitesini diisiik tutarak
hiicresel O, diizeylerinin kontroliinde ve hiicreleri O, radikalinin etkilerinden

korumada gorev alir.

SOD

20, 2H ——— H,0,+ 0,

Spontan olarak da olusabilen bu reaksiyon SOD katalizérliigiinde yaklasik 4000
kez daha hizli olusur.

iki biiyiik SOD tipi bildirilmistir. Cu-Zn ve Mn igeren SOD izoenzimleri
okaryotik hiicrelerde bulunmustur. Cu-Zn igeren enzim sitoplazmada, Mn igeren enzim
ise mitokondride bulunmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2007).

Glutatyon peroksidaz: Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi 84000 dalton
molekiil agirhiginda olup her bir molekiil basina 4 atom selenyum igerir. GSH-Px
hidrojen peroksidi glutatyon varliginda suya katalizler (Deneke ve ark., 1985). Bu arada

rediikte glutatyon ise okside forma geger. GSH-Px enzimi etki i¢in rediikte glutatyona



gereksinim duymasindan dolay1 okside glutatyon (GSSG) formunun, rediikte formuna

(GSH) doniistimiinii glutatyon rediiktaz katalizler (Kahraman, 1998).

GSH-Px
2GSH +ROOH — 5 ROH + GSSG +H,0

GR
GSSG+NADPH+H" — 3  NADP" +2GSH

Glutatyon -S- transferazlar: Basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksidleri
olmak iizere lipid peroksidlerine karst GST’lar Se-bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi

gostererek bir savunma mekanizmasi olustururlar.

GST
ROOH +2GSH —— GSSG + ROH + H,O

GST’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok onemli baska biyokimyasal
fonksiyonlara da sahiptir. GST hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre i¢i baglayici
ve tastyict rolleri vardir. Katalitik olarak; ksenobiyotikleri glutatyon (GSH)’ daki
sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bdlgelerini notralize ederler ve
tiriiniin daha fazla suda ¢oziiniir hale gelmesini saglar. Olusan bu GSH konjugatlari
boylece organizmadan atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar (Akkus, 1995).

Katalaz: Katalaz sitoplazma ve daha ¢ok peroksizomlarda lokalize olan ve
yapisinda demir bulunduran bir enzim olarak H;O;’nin suya doniistiiriilmesinden

sorumludur (Erenel ve ark., 1992).

Katalaz
2H,0, > 2H,O0 + O,

Insan eritrositlerinde 6nemli miktarda katalaz bulunmasina ragmen, hidrojen
peroksitin buradan uzaklastirllmasindaki temel mekanizmanin NADPH, glutatyon

rediiktaz / peroksidaz yolu oldugu diisiiniilmektedir (Gaetani ve ark., 1989).



Katalaz reaksiyonu i¢in Michaelis Sabiti (K;,) nispeten yiiksektir ve katalaz
H,0;’in olustugu tiim komponentlerde bulunmaz, bu da katalazin oksijen radikallerinin
olusumundan korunmada ikincil dneme sahip oldugunu akla getirmektedir (Erenel ve
ark., 1992).

Glutatyon rediiktaz: GSH’nun yiiksek konsantrasyonlari ve GSSG’un diisiik
diizeyleri hayvanlarin yasamlar1 icin gereklidir. GSH, oksidazlar tarafindan protein
stilfitlerine tercih edilen bir substrat olup protein siilfidril oksidasyonunu onler. GSH,
protein siilfidrillerinin oksidasyonunu geriye de cevirir. Yiiksek GSH ve diisik GSSG
diizeyleri onemlidir, ¢ilinkii yiiksek GSSG diizeyleri protein siilfidrilleriyle reaksiyona
girer ve proteinleri inaktive eden karisik glutatyon-protein siilfidrilleri olusturur. Gerekli
GSH-GSSG oranlar glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz 6 fosfat dehidrojenaz (G6PD)
enzimleri tarafindan devam ettirilir. NADPH’1n G6PD ile iiretimi de oksijen hasarinin

tamirinde gerekli biyosentetik siireclerde 6nemli olabilir (Erenel ve ark., 1992).

1.4.4.2. Nonenzimatik antioksidanlar

CAT ve GSH-Px gibi enzimler olduk¢a reaktif hidroksil tiirlerinin hasarlayici
etkilerine kars1 sadece siirli, direkt bir koruma saglayabilirler. Bununla birlikte bir seri
diisiik molekiil agirlikli serbest radikal temizleyiciler (antioksidanlar) direkt reaksiyona
girerek onlar1 daha az zararli ve daha stabil tlirevlerine doniistiirebilirler (Erenel ve ark.,
1992).

Nonenzimatik karakterdeki redoks reaksiyonlarinda serbest radikal olusumu ile
ilgili bir¢ok calisma yapilmistir. Bir serbest radikal, iki bagli molekiiliin bir tek baginin
bir molekiil yardimi ile yiikseltgenmesi veya indirgenmesi sonucu meydana gelir
(Thurnham, 1990). Nonenzimatik yapidaki bu maddeler, GSH, iirik asit, beta karoten
(provitamin A), taurin ve yiiksek molekiil agirlikli antioksidanlar olan mukus ve
albiimindir (Ozdem ve Sadan, 1994). Diger nonenzimatik antioksidanlar, melatonin,
seruloplazmin, askorbik asit, alfa tokoferol, transferin, laktoferrin, miyoglobin,
hemoglobindir (Akkus, 1995).

Melatonin: Melatonin en zararli radikal olan "OH radikalini ortadan kaldiran
cok giiclii bir antioksidandir. Bu yiizden, giiniimiize kadar bilinen antioksidanlarin en

giicliisii olarak kabul edilmektedir. Melatonin, "OH radikali ile reaksiyona girdikten
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sonra bir indolil katyon radikaline doniisiir ki bunun da ortamda O," radikalini tutarak
antioksidan aktivite gosterdigi kaydedilmistir. Melatoninin antioksidan olarak diger
onemli bir oOzelligi de lipofilik olmasidir. Dolayisi ile hiicrenin hemen biitiin
organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin bariyeri gibi bariyerleri
de kolayca gecer. Bdylece ¢ok genis bir dagilimda antioksidan aktivite gdosterir.
Melatoninin bir bagka avantaji, diger antioksidanlarin aksine ¢ok yliksek dozlarda (300
mg/gilin) ve uzun siire kullanimda (5 yila kadar) bile toksik bir etkisinin olmamasidir.
Melatoninin hiicre ¢ekirdegine girebilmesi onun DNA’y1 oksidatif hasardan korumasi
bakimindan diger antioksidanlara gore daha istiin bir 6zelligini teskil eder. Yaslanma
ile birlikte melatonin iiretimi azalir ki bunun da yaslanma ve yaslanmaya bagl
hastaliklarin patogenezinde 6nemli rolii olabilecegi kaydedilmistir (Akkus, 1995).

Glutatyon (GSH): GSH tripeptit yapisinda olan, glutamik asit, sistein ve glisin
aminoasitlerinden meydana gelen bilesiktir. Cok 6nemli bir antioksidan olan GSH,
serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif zarara karsi
korur. Proteinlerin —SH gruplarim1 rediikte halde tutarak, protein ve enzimlerin
inaktivasyonuna engel olur. Bu gorevleriyle beraber yabanci bilesiklerin
detoksifikasyonunu ve aminoasitlerin membranlarda gegigini de saglamaktadir (Akkus,
1995).

Indirgenmis glutatyon reaktif ksenobiyotiklere karsi hiicresel membran
yapilarint korumaya istirak ettigi bilinen Onemli hiicresel redoks tepkimelerinde
potansiyel biyolojik madde olarak gorev alir. Bu 6nemli fonksiyonlari bize devamli
azalan GSH konsantrasyonunun yaslanma prosesleri ve neoplastik hastaliklarda
kolaylastirict faktor olabilecegini gostermistir (Laganiere ve Yu, 1989).

Vitamin C (Askorbik Asit, AA): Insanlar, primatlar, kobaylar ve meyve yiyen
yarasalarin, L-glukonolakton oksidaz enzimi i¢ermediklerinden sentezleyemedikleri
esansiyel bir vitamindir. AA, giiclii bir rediikleyici ajan (e” dondrii) ve antioksidan olup
stiperoksit, peroksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girerek bir ara iirlin olan
semidehidroaskorbat yoluyla metaboliti dehidroaskorbik asiti olusturur. AA,
dehidroaskorbat rediiktaz tarafindan katalizlenen bir reaksiyon ile glutatyon tarafindan
rejenere edilir (Erenel ve ark., 1992).

Vitamin E (o Tokoferol): Bu vitamin, lipit peroksidasyonuna kars1 koruyucu

bir serbest radikal temizleyici olarak davranir. Lipitte ¢oziiniir dogasi, hiicre zarlarinin
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fosfolipit tabakas1 ve kan lipoproteinleri igerisinde yogunlagsmasina izin vermektedir.
Her bir E vitamini molekiilii iki oksidasyon zincirini durdurur. Ciinkii vitamin E radikali
zincirin devami i¢in ¢ok az reaktiftir. Vitamin E, AA tarafindan rejenere edilebilir.
Boylece bir antioksidan olan AA’in bagka bir rolii daha ortaya ¢ikmaktadir (Erenel ve
ark., 1992).

1.4.5. Antioksidan etki tipleri

Antioksidanlar etki tiplerini, a) Radikalleri toplayict etki reaksiyonlari, b)
Radikalleri bastirict etki reaksiyonlari, ¢) Radikal zararin1 onarici etki reaksiyonlari, d)
Zincir kiric1 etki reaksiyonlari olarak dort sekilde gosterir (Harris, 1992).

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutan veya ¢ok daha zayif yeni bir
molekiile c¢evirme islemine toplayici etki denir. Antioksidan enzimler bu tip etki
gosteririler. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen bagi aktararak
aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaya bastirict etki adi verilir.
Vitaminler bu tarz bir etkiye sahiptir. Serbest oksijen radikallerini kendilerine
baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarin1 engelleyici etkiye zincir kiricr etki denir.
Seruloplazmin zincir kiric1 etki gosterirler. Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin

onarilmasi onarici etkidir. (Akkus, 1995).

1.5. Arastirmanin Amaci ve Onemi

Cesitli pestisitlerin agiz, solunum, deriye temas ve gida zinciri yollariyla canli
biinyesine girebildikleri bilinmektedir. Yurdumuzda ¢esitli maksatlar i¢in kullanilan
pestisitlerden fenthionun yasam ortamlarma eklenmek suretiyle kurbagalarin gesitli
dokularindaki lipid peroksidasyon diizeyi ile antioksidan enzim aktiviteleri {izerine
etkilerinin incelenmesi amaclanmistir.

Istenmeyen organizmalari yok etmek icin kullanilan pestisitlerin etki
mekanizmalart belirli sinirlar iginde olmakta, bu smirlar asildiginda, insan ve diger
canlilar i¢in risk faktorii tasimaktadir. Cok toksik yapida olan ve pargalanip bozulma
ihtimali olmayan baz1 klorlu pestisitlerin disindaki tarim ilaclarinin ¢ogu halen biiyiik

miktarda kullanilmaktadir. Bu kimyasal yapidaki tarim ilaglarinin tasinmasi,
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depolanmasi, kullanilmasi, hatta sentezlenmesi bile biiylik bir ¢evre kirliligine sebep
olmaktadir.

Glinlimiizde c¢evrenin kirlenmesine bagli olarak cesitli hastaliklarin artig
gosterdigi bilinmektedir. Kirlilik konusunda tabiat dengesinin siirekli bozulmasi insan
saghigl agisindan ¢ok Onemlidir. Kirli bolgelerde yasayan insandaki 6liim oraninin,
nispeten daha temiz yorelerdekilerden daha fazla olduguna literatiirlerde
rastlanilmaktadir.

Bu arastirmanin hedefleri de kisaca soyledir. Yurdumuzda cesitli amaglar i¢in
kullanilan pestisitlerden fenthionun antioksidan enzim etkinliginin gostergesi olarak
degerlendirilebilecek GST, SOD ve GSH-Px aktiviteleri lipid peroksidasyon (MDA) ve
glutatyon (GSH) diizeyi seviyelerine bakilacaktir. Yukaridaki biyolojik parametreler
lizerine pestisitin etkilerinin ortaya konulmasi toksikolojik c¢alismalar i¢in Onem
tagimaktadir. Bu kimyasalin s6zkonusu canlilar iizerinde in vivo olarak ¢alisilmasinin,

biyotoksik arastirmalarla ilgili 6nemli bir boslugu dolduracagi kanaatindeyiz.



2. KAYNAK BIiLDIRISLERI

Son zamanlarda ¢evre kirliligi 6nemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Yapilan ¢aligmalar bu kirlilige neden olan 6nemli faktorlerden birininde istenmeyen
organizmalar1 yok etmek i¢in kullanilan tarim ilaglar1 oldugunu gostermektedir. Bu
calismada segilen fenthionun kurbagalar iizerindeki etkisini aragtirmak i¢in yapilan
caligsmalara kaynak olmasi1 bakimindan asagidaki ¢aligmalara ulasilmistir.

Uner ve ark. (2009), aynali sazanda(Cyprinus carpio L.) beyin dokusunda
fenthion toksisitesini arastirdiklar1 calismada fenthionun GSH artisina neden olmakla
beraber SOD ve CAT aktivitesinde degisiklige neden olmadigini1 gostermistir.

Biiyiikokuroglu ve ark. (2008) sicanlarda fethionun neden oldugu oksidatif
strese karsi dantrolene’in koruyucu etkisini aragtirmig ve fenthionun MDA seviyesinde
artisa GSH seviyesinde azalmaya neden oldugunu gostermistir.

Celik 1995, tlkemizde kullanilan bazi pestisitlerin insan ve sigir eritrosit
karbonik anhidraz enzimini farkli sekilde inhibe ettiginini ortaya konulmustur.

Dorval ve ark. (1994), Tarim ilaglarina maruz kalmigs nehirde Catostomus
commersoni tizerinde yaptiklari galismada adrenal doku ve karaciger dokusunda rediikte
GSH, CAT, GPx aktivitesini yiiksek lipit peroksidasyon (LPO) seviyesini diisiik
bulmuslardir.

Tsuda ve ark. (1990), sazanda diazinon, IBP, MT ve fenitrothionun
biyokonsantrasyonu ve bosaltimi lizerinde yaptiklar1 arastirmada, bu pestisitlerin kas ve
i¢c organlarda 12-48 saatlik bir maruz birakma sonucunda sinir bir degere ulastiklarini
belirlemislerdir.

Lien ve ark. (1997), 0.3-0.5 mg/l malathiona maruz birakilmig Afrika yaymn
baligi (Clarias ariepinus) larvalarinda morfolojik anormallikleri arastirmislardir.
Prelarvalarda notokord deformasyonlari, notokord olusumundan sonra MT na maruz
birakilan bireylerde de omurga defomiteleri gozlemisler, MT un viicut kaslarinda
kontrolsiiz kontraksiyonlara neden oldugunu bildirmislerdir.

Tek (1993), ¢evre kirleticilerden kafeinin yani sira NaClOs, Na3Cr,O5, trikloro
asetik asit (TCA), alachor, carboxin, chloridazon, dalapon, dichlorvos, dnoc, metalaxin,

propaxurun degisik orijinli karbonik anhidraz (CA) izoenzimlerin iizerindeki etkilerinin
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arastirilmasinda, si8ir eritrosit CA enzimi iizerinde kafein, NaClOs, Na3;Cr,O;, TCA,
dichlorvos ve dalaponun adli kimyasallarin inhibisyon etkisini gosterilmistir.

Orug ve Uner (1999), 2,4-D ve Azinfosfometilin (1/3LC50) dozuna 24, 48, 72,
96, saatlik siirelerle maruz birakilan aynali sazanin (Cyprinus carpio L.) karaciger
dokusunda bazi antioksidan enzim aktivitelerini aragtirmiglardir.

Llopis ve ark. (2003). Anguilla anguilla’nin tiokarbomat herbisitlere karsi
direncinde glutatyon metabolizmasinin énemini agiklamislardir.

Sayeed ve ark. (2003), deltametrinin Channa punctatus un karaciger ve bobrek
dokularindaki antioksidanlar iizerine etkilerini arastirmiglardir.

Tandon ve Dubey (1983), organik fosforlu bilesiklerden malathionun, tatli su
baliklar1 iizerindeki etkisinin tespitinde, karaciger ve bobrek fruktoz-1.6-difosfat aldolaz
seviyesinin artmasiyla birlikte 6liimlere sebep oldugunu rapor etmislerdir.

Wiszkowska ve ark. (1986), malathion gibi, fosforlu pestisitlerin RNA
polimeraz aktivitesini degistirdigi ve DNA yapisinda bir metillesmeye sebep oldugunu
tespit etmislerdir.

Hai ve ark. (1997), organik fosforlu bir insektisit olan dichlorvosun sazan
(Cyprinus carpio L.) ve yaymbaliginin (Ictalurus nebulosus) antioksidan enzimleri
lizerine etkisini arastirmiglardir. Dichlorvosun asetilkolinesterazi inhibe ettigi ve
oksidatif stresde karakteristik degisimlere yol ac¢tig1 sonucuna varmiglardir.

Ceron ve ark. (1996), organik fosforlu pestisit olan diazinonun 0.42 mg/litre (96
saat) konsantrasyonuna deneysel olarak maruz birakilan yilan baliginin (Anguilla
anguilla) beyin ve plazmadaki kolinesteraz (ChE) aktivitesini 6l¢gmiislerdir. Diazinonun
inhibitdr etkisini beyin dokusundaki ChE i¢in >% 70 ve plazma 6rneklerindeki ChE i¢in
>% 90 olarak tespit etmislerdir.

Freeman-Witting ve Lewis (1986), captanin polimerizasyon aktivitesinin bir
inhibitorii oldugunu, polimerize edici ve eksontikleaz aktivitesiyle ¢ok yonlii bir enzim
olan DNA polimeraz-I iizerinde tespit etmislerdir.

Oruc ve Uner (2000), 27 ppm 2,4-D, 0,003 azinphosmethyl ve her ikisinin
karisimina 24, 48, 72 ve 96 saat’lik peryotlarla maruz birakilan tatlisu ¢ipurasinda
(Oreochromis niloticus) hepatik antioksidan enzim aktiviteleri ve lipit peroksidasyon

seviyeleri lizerine ¢aligmiglardir.
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Gallagher ve ark. (1995), diguat ile ciprofibratenin rat karaciger antioksidan
enzimleri tizerine etkileri konulu ¢alismalarinin sonunda; bu kimyasallarin antioksidan
enzimlerin katalitik etkilerini azalttig, rediikte glutatyon (GSH) biyosentezini ise inhibe
ettigini tespit etmislerdir.

Orug ve Uner (1988), herbisitlerden azinphosmethylin aynali sazanin (Cyprinus
carpio L.) ¢esitli dokularindaki bazi antioksidan enzim diizeyleri iizerine etkili
olduklarini ortaya koymuslardir. Yine ayni arastiricilar (1999), 2,4-D’nin aynali sazanin
(Cyprinus carpio L.) gesitli dokulardaki protein ve karbonhidrat metabolizmalarinin
bazi biyokimyasal parametreleri iizerine etkili olduklarini ortaya koymuslardir.

Kavitha ve Venkateswara Rao (2007), Sivrisinek baliginda (Gambusia affinis)
organofosfat pestisitlerin oksidatif stres ve lokomotor davranislar iizerinde etkili
oldugunu gotermislerdir.

Orug ve Usta (2007), 15 ve 30 giinliik peryotlarla diazinon uygulamasina maruz
birakilan aynali sazanin (Cyprinus carpio) ¢esitli dokularindaki antioksidan enzim
aktivitelerinin etkilendigi sonucuna varmiglardir.

Parves ve Raisuddin (2006), deltametrine maruz birakilan tatlisu baliklarindan
Channa punctata’nin enzimatik olmayan antioksidan yapilarmin etkilendigi ve
glutatyon miktarinda azalmalar oldugu sonucuna varmiglardir.

Durmaz ve ark. (2006), 1,7,15,ve 30 giinliik peryotlarla diazinon etkisine maruz
birakilan tatlisu ¢ipurasinin (Oreochromis niloticus) ¢esitli dokularinda antioksidan
enzim ve lipit peroksidasyon seviyelerinin etkilendigi sonucuna varmiglardir.

Sapozhnikova ve ark.(2005), aralarinda aynali sazan (Cyprinus carpio)’nunda
bulundugu 6 balik tiirii lizerinde yaptiklar1 calismada DDT’ye maruz birakilan canlilarin

en yiiksek pestisit konsantrasyonunun kas ve gonatlarda oldugu sonucuna varmiglardir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Materyaller

Deney hayvan materyali: Arastirmamizin canli materyali olan su kurbagalarini
(Rana ridibunda) Van goli havzasi sulak alanlarindan yakalanarak temin edilmistir.
Calismalar sirasinda kullanilacak sarf kimyasallar ve etkilerini arastirdigimiz
kimyasallar satin alma yoluyla medikaller aracilifiyla temin edilmistir. Denemelerde
Yiiziincii Y11 Universitesi kampiis alani igerisinde bulunan Topraktas Koyii yakinlarinda
iniversiteye ait derin kuyu sondajiyla elde edilen su kullanildi. Her grup 20 hayvandan
olusacak sekilde 3 grup olusturuldu. Deney 150 litre hacimli cam akvaryumlarda
gergeklestirildi. Ve her grubun birakildigi akvaryumda 100 ml su bulunduruldu.
Hayvanlar deneme miiddetince standart yem ile beslenmeye tabi tutuldu. Kurbagalar
deneme boyunca 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik giin 15181 periyodunda ve 18-20 °C

su sicakliginda barindirildi.

Analizlerde kullamlan cihaz ve malzemeler: Shimadzu UV/VIS-1201
spektrofotometre, Niive NM 110 vorteks, Gerhaeld calkalayici, Bosch S 2000 hassas
terazi, sicak su sanyosu BM 101 Niive, otomatik pipet Socorex Swiss, ugur derin
dondurucu, Orion pH metre 420 A, BHG Hermle Z 320 K sogutmali santrifiij (14.000
rpm), Harris derin dondurucu (-80 °C), Chyo JI-180 dijital terazi, Ultrasonic processor

homojenizatér, Whatman siizge¢ kagidi No.42.

Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler: Siiperoksit dismutaz (SOD) ve
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim kiti; Randox-Ransel, Rediikte glutatyon (GSH);
Boehringer-Mannheim, Metafosforik asit; Merck, Biitillenmis hidroksitoliien (BHT);
Sigma, Tiyobarbitiirik asit (TBA); Sigma, 1.1.3.3.tetracthoksipropan (MDA); Sigma, 5-
5’-Ditiobis 2- nitrobenzoik asit (DTNB); Sigma, Triklor asetik asit (TCA); Merck,
Siikroz; Sigma, Sodyum kloriir (NaCl); Merck, Sodyum hidroksit (NaOH); Merck,
Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPOjs); Merck, Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,POy,);
Merck, Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA); Merck, Sodyum sitrat; Merck,
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Sulfosalisilik asit (SSA); Merck, Askorbik asit; Merck, Glioksilik asit; Sigma, Nitrik
asit; Merck, Tris (Hidroksi metil amino metan hidroklorit tris HCI); Sigma, Sodyum
stilfat; Proses Kimya San. Kullanilan pestisit fenthion Bayer Tiirk Kimya San. LTD.

STI’ nin iirettigi lebaycid isimli ilacin etken maddesi olarak, piyasadan satin almmustir.

3.2. Kimyasal Maddelerin Muamelesi

Biri kontrol olmak iizere kimyasal i¢in her grupta 20 kurbaga bulunacak sekilde
3 grup olusturuldu. Kullanilan pestisitin 10 ve 20 mg/L lik (10 ve 20 ppm) olmak iizere
kurbagalarin iki farkli dozdaki yasam ortami c¢ozeltileri hazirlandi. Her gruptaki
kurbagalar 24, 48, 72 ve 96 saat’lik periyotlarla ad1 gecen pestisite maruz birakild.
Kontrol grubuna biitiin sartlar ayni kalmak sartiyla herhangi bir kimyasal ilave
edilmedi. Hayvanlar bu ortam sularinda 24, 48, 72 ve 96 saatlik siirelerle uygulamaya

tabi tutuldu.

3.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

Deneme sonunda 24, 48, 72 ve 96 saat kimyasala maruz birakilan kurbagalarin
karaciger, bobrek, kalp ve beyin dokular1 alindiktan sonra fizyolojik suyla yikanip
kurutma kagidiyla kurutuldu ve analizlerin yapilacagi zamana kadar derin dondurucuda
(-80°C) muhafaza edildi. Doku antioksidan ve malondialdehit tayini igin doku
ekstraksiyonlar1 gergeklestirildi (Xia ve ark., 1994). Rediikte glutatyon tayini, ayni giin
taze dokularda gercgeklestirildi. Doku antioksidan enzimleri ve malondialdehit analizleri

ise elde edilen doku homojenizatlarinda daha sonra yapild.

3.4. Doku Ekstraksiyon Islemlerinin Gergeklestirilmesi

Muamele sonrasit kurbagalarin karaciger, bobrek, kalp ve beyin dokular
cikartilarak sivi azotta dondurularak, derin dondurucuda (-80°C) analiz zamanina kadar
saklandi. Dokularda antioksidan enzim ve malondialdehid tayinleri i¢in doku
ekstraksiyon islemi asagidaki sekilde gerceklestirildi (Xia ve ark., 1994; Marklund,
1990). Ekstraksiyon icin 0.32 mol/L sukroz, Immol/L EDTA. 10 nm/L Tris HCI (pH
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7.4) igeren tampon hazirlanarak 300 mg dokular 25 ml’lik cam beherlerde Chyo J1-180
dijital terazide tartildi ve tizerine 1.5 ml soguk tampon eklendi. Dokular cam bagetle
iyice ezilerek Ultrasonic Processor homojenizatorde 5 dakika homojenize edildi.
Ekstrakt hemen +4 °C’de 30 dakika 9000 g’de BHG Hermle sogutmali santrifiij
cihazinda "4 °C’de santrifiij edildi. Karaciger, bobrek, kalp ve beyin dokusundan elde
edilen berrak siipernatantlarda SOD enzim aktivite tayini Randox-Ransod enzim kiti ile

gerceklestirilerek (Randox Lab., 2008), hesaplama i¢in ayn1 grafik kullanildi.

3.5. Analizlerin Yapilmasi

3.5.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD) enzim tayini

Prensip: Siiperoksid dismutazin rolii, oksidatif enerji basamaginda {iretilen
toksik siiperoksid radikalini (O;"), hidrojen peroksite (H,O;) ve molekiiler oksijene (O,)
dismutasyonunu hizlandirmaktir. Bu metotla asagidaki formiilde goriildiigii gibi ksantin
ve ksantin oksidaz kullanilarak stiperoksid radikali, 2-(-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-
5-phenyltetrazolium chloride (INT) ile kirmizi boya formuna doniistir. SOD aktivitesi,
bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile olgiiliir. (Fhole ve Otting, 1984; Xia ve ark.,

1994).

X0 Oy
Ksantin —— Urik Asit + Oy IN.T. —— Formazon D (Renkli
bilesik)
SOD

0y —— H,0, + O
Ayrraclar Konsantrasyonlari

1.Substrat karigimi

Ksantin 0.05 mmol/l
LN.T. 0.025 mmol/l
2. Tampon
CAPS 50 mmol/l pH 10.2
EDTA 0.94 mmol/l

3 Ksantin oksidaz 80 UM
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4.Standart 5.70/ml

Deneyin yapilisi: SOD enzim aktivitesi Randox-Ransod enzim kiti ile Shimadzu
UV/VIS-1201 spektrofotometrede 505 nm'de 37 °C'de olgiildii. Analiz materyali olarak
daha 6nce hazirlanan ve analiz zamanina kadar -20 °C” de derin dondurucuda muhafaza
edilen ekstraksiyon islemleri gergeklestirilmis doku ornekleri kullanildi. Doku
orneklerinden 10 pl alinarak 2500 pl 0.01 M fosfat tamponu (pH = 7.0) ilave edilerek
251 kat1 sulandirilacak (F=251). Inhibisyonun % 30-60 arasi olmas1 saglanarak kiivete
asagidaki ayiraglar pipetlendi.

Ayirag Korii Standart Sulandirilmis Ornek
Sulandirilmis Ornek - - 20 pl
Standart - 20 pl -
Fosfat Tamponu 20 pl - -
Substrat karigimi 680 ul 680 ul 680 ul

Igerik karistirilacak ve ilk absorbans A; 30 saniye sonra okunacak ve es zamanli
olarak zaman baslatildi. Son absorbans A, 3 dakika sonra okundu.
Hesaplama : Spektrofotometreden alinan optik dansite sonucglar1 asagidaki

denklemde yerine konarak SOD enzimi % inhibisyonlar1 hesaplandi.

(AAsthk.X 1 00) (AAOmeka.X 1 00)
100 - = % Inhibisyon 100 - =%

Inhibisyon
(AABIank DK.) (AABIank DK-)

SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in, standart grafigi elde edildi. Grafikten elde
edilen y = 0.0016x> + 0.298 - 0.05x (y = U/ mg, x = % inhibisyon, r = 0.88, r* = 0.93,
p<0.02) formiilii ile SOD aktivitesi U/ml tiim dokuda hesaplanarak, sulandirma faktorii
ile carpildi.
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3.5.2. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim tayini

Prensip: Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), formiilde goriilen kumen hidroksidin
ile indirgenmis glutatyonu (GSH) okside eden reaksiyonunu katalizler. Ortamda
glutatyon rediiktaz (GR) ve nikotin adenin diniikleotid fosfat hidrojen (NADPH) var ise
ylkseltgenmis glutatyon (GSSG), NADPH’im NADP’ye oksidasyonu ile GSH’a
indirgenir (Fhole ve Giinzler, 1984).

GSH-Px
2GSH + ROOH > ROH + GSSG + H,O
GR
GSSG + NADPH + H" —— NADP" + 2GSH

Ayrraglar Konsantrasyonlari
1.Ayirag
Glutatyon 4.0 mmol/l
G.Reduktaz >0.5U/1
NADPH 0.28 mmol/l
2. Tampon
Fosfat 0.05 mol/l pH 7.2
EDTA 4.3 mmol/l
3.Kumen Hidroperoksit 0.18 mmol/l

4.Sulandirma Ayiraci

Deneyin yapilisi: Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, Randox-Ransel enzim
kitleri ile Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometrede 340 nm'de ultraviyole metotla 37
°C'de 6lgiildii. (Randox Lab., 2009). Analiz materyali olarak daha 6nce hazirlanan ve
analiz zamanina kadar -20 °C’ de derin dondurucuda muhafaza edilen ekstraksiyon
islemleri gerceklestirilmis doku 6rnekleri kullanildi. Analiz i¢in Doku 6rneklerinden 10
ul alinarak 2 ml sulandirma ayiraci ile sulandirildi. ( F = 201). Kiivete asagidaki

ayiraclar pipetlendi.

Ayirac¢ Kori Sulandiriimis Ornek
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Sulan. Ornek - 15 ul
Distile Su 5upl e
Ayirag 750 ul 750 ul
Kumen 30 ul 30 pl

Kiivetler karigtirilarak, ornek ve koriin absorbanslart 1 dakika sonra okundu.
Zaman baglatilmasindan, 1 ve 2 dakika sonra absorbanslar tekrar okunarak dakika
absorbans degisimi hesaplandi.

Hesaplama: U/l Hemolizat = 8412 x AA 340 nm / dakika. Ornek ve koriin U/l tiim
doku sonuglar1 hesaplanarak, &rnek degeri (U/1), kor degerden (U/1) ¢ikarildi. Ornek
sonug degeri (U/1), sulandirma faktorii (F = 201) ile carpildi ve sonuglar ml’ye ¢evrildi.
Ornek GSH-Px aktivitesi, U/g doku tiiriinden hesaplandi.

3.5.3. Glutatyon -S-transferaz (GST) enzim tayini

Glutatyon -S- Transferaz her biri iki alt birimden olusmus (dimerik) bir enzim
ailesi olup ilk defa 1961 yilinda tanimlandi. Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda
onemli rol almalarindan dolay1 biyokimyacilara ilaveten genetik¢iler, klinisyenler,
farmakolojistler ve toksikolojistlerin ilgisini ¢eken bir enzimdir. Basta aragidonik asit ve
lineolat hidroperoksitleri olmak iizere lipid peroksitlerine karst GST’lar selenyum-

bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi gostererek bir savunma mekanizmasi olustururlar

(Akkus, 1995).

GST
ROOH+2GSH —— GSSG+ROH + H,O

Analiz materyali olarak daha 6nce hazirlanan ve analiz zamanina kadar -80 °C’
de derin dondurucuda muhafaza edilen ekstraksiyon islemleri gergeklestirilmis doku
ornekleri kullanildi. 3 ml kuvartz kiivette, 340 nm de absorbans 6l¢iimii gergeklestirildi.
Absorbanslar 3 dakika boyunca 15 saniyede bir kaydedildi. Absorbans araligindaki
degisimin Lineer oldugu kisimdan dakika basina absorbans degisimi tespit edilerek
asagidaki formiilden EU hesapland1 (EU = 3 (A / 9.6 )). Asagidaki tabloda yer alan
miktarlar uygun sekilde karistirilarak 6l¢tim yapildi (Habig ve Jakoby 1981).
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Kor Numune Son Konsantrasyon
PBS 2.7 ml 2.7 ml 0.1 M
Distile Su 0.1 ml
CDNB 0.1 ml 0.1 ml 1 mM
GSH 0.1 ml 0.1 ml 1 mM
Stipernatant 0.1 ml

3.5.4. Rediikte glutatyon (GSH) tayini

Prensip: Dokulardan elde edilen siipernatantlar, yani ekstraksiyon islemleri
gerceklestirilmis dokunun hazirlanan homojenatinda, stilfidril (SH) tasimayan tiim
proteinler ¢oktiirlicii (presipitasyon) ¢ozelti ile ¢oktiiriildii. Indirgenmis glutatyon
(GSH), elde edilen berrak sivida siilfidril gruplarinin DTNB (5,5'-(2-ditiobis)
nitrobenzoik asit) ile reaksiyonu sonucu sar1 rengin olusumu ile 6l¢iildii. Dokularda
indirgenmis glutatyon seviyesi (GSH), Shimadzu UV/VIS-1201 Spektrofotometre’de
412 nm'de gergeklestirildi. (Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve ark., 1988).

Ayiraclar: 1. Coktiiriicii Cozelti: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g EDTA
(disodyum etilen diamin tetraasetik asit), 30 g NaCl 100 ml'ye distile suda eritilerek
tamamlandi.

2. Fosfat Cozeltisi: 0.3 M disodyum fosfat distile su ile hazirlandi.

3. DTNB (Ellman's Ayiraci): 40 mg DTNB (5,5'-(2-ditiobis) nitrobenzoik asit),
%1 sodyum sidrat, 100 ml'ye distile su ile tamamlandi.

Deneyin yapihisi: siipernatanttan 200 ul alindi. Uzerine 1.8 ml distile su
eklenerek hemoliz gergeklestirildi. 3 ml ¢oktiiriicli ¢ozelti ile hemolizat karigtirildi. 5
dakika bekleme sonrasi, karisim watman siizge¢ kagidindan (N.42) siiziildii. Ornek
numuneden elde edilen siipernatantin 2 ml'si baska tiipe aktarildi. Uzerine 8 ml fosfat
cozeltisi, Iml DTNB ayiraci eklendi. Blank i¢in 2 ml ¢oktiiriicii ¢ozeltisi (3 kisim
coktiiriicli ¢cozelti + 2 kisim distile su), 8 ml fosfat ¢ozeltisi ve 1 ml DTNB ayirac tiipe
alinarak hazirlandi. Standart i¢in, 40 mg GSH ¢o6zeltisi taze olarak hazirlandi. Shimadzu

UV/VIS-1201 spektrofotometrede 412 nm'de blanka kars1 standart numunelerin optik
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dansiteler okundu. Sonuglar mg/g doku olarak hesaplandi. (Beutler ve ark., 1963; Rizzi

ve ark., 1988).

3.5.5. Lipid peroksidasyonu (MDA) tayini

Prensip: Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusan
peroksidasyon {iriinlerinden malondialdehid, tiyobarbiturik asit ile renkli forma girmesi

ile ol¢iiliir. (Slater, 1984; Sushil ve ark., 1989).

Ayiraclar

1.LEDTA Cozeltisi (0.1 M) :37.224 ¢ EDTA-Na,H,O 1 litre distile suda eritilir.
2.BHT Cozeltisi (%88) :0.220 g BHT 25 ml mutlak alkolde ¢6zdiiriiliir.
3.NaOH Cozeltisi (0.05 N) : 2 g NaOH 1 litre distile suda eritilir.

4. TBA Cozeltisi (%1) : 1 g TBA 100 ml'ye 0.05 N NaOH ile tamamlanir.
5.TCA (% 30) : 30 g TCA 100 ml distile suda eritilir.
6.Fosfat Tamponu : 8.1 g NaCl, 2.302 g Na,HPO4, 0.194 g NaH,PO,

yaklagik 900 ml distile suda ¢oziilerek pH's1 7.4 'e ayarlanir. Son hacim 1 litreye
tamamlanir.

Deneyin yapihisi: Lipid peroksidasyon iirlinii malondialdehid seviyesi,
tiyobarbitiirik asit (TBA) reaktifi ile renk reaksiyonu sonucu Shimadzu UV/VIS-1201
spektrofotometrede maksimum 532 absorbanslar dl¢iildii.

Bir tiipe ekstraksiyon islemleri gergeklestirilmis doku oOrneklerinden (berrak
siipernatanttan) 200 ul alinarak tizerine 800 ul fosfat tamponu ve 25 ul BHT ile
siispanse edildi. Sonra 500 pl % 30'luk TCA eklendi. Tiipler vorteksle karistirilarak 2
saat -20 °C'de buzda tutuldu. Sonra 15 dakika 2000 rpm'de santrifiij edildi.
Stipernatantin 1 ml'si alinarak baska tiiplere aktarildi. Bunlarin iizerine 75 ul EDTA-
Na,H,0, 250 ul TBA eklendi. Tiipler vorteksle karistirildi ve 15 dakika sicak su
banyosunda (+90°C) tutuldu. Sonra oda 1sisina getirilerek 532 nm'de optik dansiteleri
okundu. Ekstraksiyon katsayisindan (1.56.10°.cm™...M...) yararlamlarak nmol/g
dokuda MDA miktar1 hasaplandi. (Slater, 1984; Sushil ve ark., 1989).

A=axbxc

A = Absorbans a = Ekstinksiyon katsayisi
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b = Isik yolu ¢ = Konsantrasyon

1.Sulandirma : 0.2 + 0.8 + 0.025 + 0.5=1.525/0.2 = 7.625

2.Sulandirma : 1 +0.075 +0.25 =1.325/1=1.325

Sonug¢ = 7.625 x 1.325 =10.103 125=F

¢ =A/a x b= (A/mol x cm)/1.56 x 10°x 1t) x (1/cm) x (10° nM/mol) x (1t/10°x
ml)

c=Ax1xFx10/1.56=nmol/gdoku

3.6. istatistiksel Analizler

Ortalama ve standart sapma (X + SD) hazir program (Minitab for Windows)
kullanarak standart metotlara gore, grup ortalamalar1 arasindaki fark ise ANOVA (One
way Unstaced) testi kullamlarak ortaya konmustur. Onem derecesi biitiin testler i¢in

p=<0.05 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Altmis adet su kurbagasi (Rana ridibunda) 3 deney grubuna ayrildi. Bu gruplardan

biri kontrol digerleri ise fenthionun 10 ppm ve fenthion 20 ppm’lik dozlarina maruz

kalan kurbagalardan olusturuldu. 150 litrelik akvaryumlarda tutulan kurbagalardan

sirasiyla 24. 48. 72. ve 96. saat sonrasi beser balik c¢ikarildi ve analizler yapildi.

Fenthionun farkli dozlarina maruz birakilan su kurbagasinin ¢esitli dokulardaki lipid

peroksidasyon diizeyi ile antioksidan savunma sistemini iizerine farkli etkilere neden

olduklar1 gézlendi.

Cizelge 4.1. 24 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GSH diizeyleri

GSH
Periyot Doku KONTROL 10 ppm 20 ppm
X +SD X +SD X +SD
Karaciger mg/g 34,29+6,64 29,03+3,62 26,10+3,69
s Bobrek mg/g 20,64+4,86 45,214£9,65* 21,48+6,81
§ Kalp mg/g 15,38+1,94 17,55+0,86* 9,43+1,54*
Beyin mg/g 9,88+0,96 12,37+0,06* 2,31+0,03*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).

50,00 -

45,00 ne GSH
40,00
35,00 - = O KONTROL
30,00 += £ FENTHION 10 ppm
25,00 = _ O FENTHION 20 ppm
20,00 = _
15,00 - = _
10,00 - + ==
5,00 -
0,00 = |
& ) N2
‘&% é“’é Q&’” &"5%
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Sekil 4.1. 24 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin c¢esitli dokularindaki GSH

diizeylerinin karsilastirilmasi.
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Cizelge 4.1.de sunuldugu gibi, 24 saat sonunda istatistik ortalamalar1 glutatyon

(GSH mg/g) icin karaciger dokusunda, kontrol, 10 ppm ve 20 ppm gruplarinda sirasiyla
34.29+6.64, 29.03+3.62, 26.10+3.69, bobrek dokusunda 20.64+4.86, 45.21+9.65,
21.48+6.81, kalp dokusunda 15.38+1.94, 17.55+0.86, 9.43+1.54, beyin dokusunda
9.88+0.96, 12.37+0.06, 2.31+0.03 olarak bulundu. Bu sonuglara gore kalp, karaciger ve

bobrek dokulardalO ppm muamele sonunda 6nemli diizeyde artarken, kalp ve beyinde

20 ppm lik muamele sonunda kontrol grubuna goére azalma anlamli bulundu.

Cizelge 4.2. 48 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GSH diizeyleri

GSH
. KONTROL 10 ppm 20 ppm
Periyot Doku X £SD X £ SD X +SD
Karaciger mg/g 39,00+6,49 25,69+2,46* 27,68+5,68*
§ Bobrek mg/g 46,50+3,73 76,38+2,96* 42,1242,23
¥ Kalpmg/g 29,06+1,71 59,33+10,79* 25,76+9,59
Beyin mg/g 4,50+0,07 6,11+0,20* 4,52+0,03
* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
90,00 - oSH
80,00 -
70,00 1 0 KONTROL
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Sekil 4.2. 48 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin c¢esitli dokularindaki GSH

diizeylerinin karsilastirilmasi.
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Cizelge 4.2.’de sunuldugu gibi, 48 saat sonunda istatistik ortalamalar1 glutatyon
(GSH mg/g) i¢in karaciger dokusunda, kontrol, 10 ppm ve 20 ppm gruplarinda sirastyla
39.00+6.49, 25.69+2.46, 27.68+5.68, bobrek dokusunda 46.50+3.73, 79.48+8.59,
55.97£21.70 kalp dokusunda 29.06+1.71, 59.33+£10.79, 25.76+9.59, beyin dokusunda
4,50+0,07, 6.11+0.20, 4.524+0.03 olarak bulundu. Bobrek, kalp ve beyin dokularda 10
ppm doz uygulamasi sonunda dnemli artig olurken 10 ve 20 ppm lik uygulama sonunda

karaciger dokusunda azalis anlamli oldugu belirlendi.

Cizelge 4.3. 72 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GSH diizeyleri

GSH
. KONTROL 10 ppm 20 ppm
P t Dok

criyot Lokt X +SD X +SD X +SD
Karaciger mg/g 64,12+6,73 57,64+11,46 40,81+7,63*
§ Bobrek mg/g 20,63+2,23 21,56+7,67 20,99+7,47
Q  Kalp mg/g 17,22+0,24 17,81+5,13 15,90+2.43
Beyin mg/g 9,87+0,42 7,48+1,13 2,69+0,21*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).

GSH
70,00 - O KONTROL
60,00 - @ FENTHION 10 ppm
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Sekil 4.3. 72 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GSH

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.3.de sunuldugu gibi, 72 saat sonunda istatistik ortalamalar1 glutatyon
(GSH mg/g) i¢in karaciger dokusunda kontrol, 10 ppm ve 20 ppm’lik gruplarinda
sirasityla  64,12+6,73, 57.64+11.46, 40,81+7,63, bobrek dokusunda 20.634+2.23,
21.56+7.67, 20,99+7,47, kalp dokusunda 17.224+0.24, 17.81+5.13, 15.90+£2.43, beyin
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dokusunda 9.87+0.42, 7.48+1.13, 2.69+0.210larak bulundu. Bu periyodun 20 ppm lik
grubun beyin dokusundaki azalisin istatistiki ag¢idan kontrol grubuna gore anlamli

oldugu belirlendi.

Cizelge 4.4. 96 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GSH diizeyleri

GSH
. KONTROL 10 ppm 20 ppm
Periyot Doku X = SD X + SD X + SD
Karaciger mg/g 29.714£3.25 21,57+3,12%* 9.23+£3.67*
g Bobrek mg/g 16,35+0,80 20,61+5,35 7,09+£2,86*
L Kalpmg/g 13,96+3,97 12,20+4,22 9,44+2,6*
Beyin mg/g 9,09+0,55 11,11+4,08 5,184+0,13*
* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
GSH
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Sekil 4.4. 96 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GSH

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.4.’de sunuldugu gibi, 96 saat sonunda istatistik ortalamalar1 glutatyon
(GSH mg/g) icin karaciger dokusunda, kontrol, Fenthion 10 ve Fenthion 20 ppm’lik
gruplarinda sirasiyla, 29.71£3.25, 21.57+£3.12, 9.23+3.67, bobrek dokusunda
18.67+£3.42, 20.61£5.35, 17.86+13.02, kalp dokusunda, 13,96+3,97, 12.20+4.22,
9.44+2.6, beyin dokusunda 9.09+0.55, 11,114+4,08, 5.18+0.13 olarak bulundu.
Karaciger dokusunun 10 ppm lik ve 20 ppm lik dozuna maruz birakilan tim doku

orneklerindeki azaliglar kontrol grubuna gore 6nemli oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.5. 24 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin g¢esitli dokularinda MDA

diizeyleri
MDA
Karaciger nmol/g 14,76+2,91 20,07+7,13 15,67+4,25
S Babrek nmol/g 8,93+2,11 13,08+0,96* 17,74+6,64*
g Kalp nmol/g 27,97+£3,95 83,54+13,31* 112,30+23,87*
Beyin nmol/g 19,94+2,01 34,32+1,02%* 53,23+3,31%*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.5.24 saat Fenthion wuygulanan kurbagalarin g¢esitli dokularinda MDA

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.5.°de sunuldugu gibi, 24 saat sonunda istatistik ortalamalari
Malondialdehit (MDA nmol/g) i¢in karaciger dokusunda, kontrol, 10 ppm ve 20
ppm’lik gruplarinda sirasiyla, 14,76+£2,91, 20,07+7,13, 15,67+4,25, bobrek dokusunda,
8,93+2,11, 13,08+0,96, 17,74+6,64, kalp dokusunda, 27,97+3,95, 83,54+13,31,
112,30+23.87, beyin dokusunda 19,9442,01, 34,32+1,02, 53,234+3,31 olarak bulundu.
Bu sonuglara gore; Karaciger disindaki tiim dokularinin 10 ve 20 ppm lik dozlara maruz

birakilmasi sonunda MDA diizeyinde istatistiki agidan anlamli oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.6. 48 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin g¢esitli dokularinda MDA

diizeyleri
MDA
Karaciger nmol/g 13,40+2,78 14,37+3,50 23,96+8,98*
§ Bobrek nmol/g 7,90+1,97 14,63+2,27* 16,83+7,70%*
é Kalp nmol/g 42,614+5,22 165,79+29,38* 73,18+£17,29*
Beyin nmol/g 25,1243,95 45,46+9,75* 39,89+3,70*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.6. 48 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin c¢esitli dokularinda MDA

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.6.de sunuldugu gibi, 48 saat sonunda istatistik ortalamalari
Malondialdehit (MDA nmol/g) i¢in karaciger dokusunda, kontrol, Fenthion 10 ppm ve
Fenthion 20 ppm gruplarinda sirasiyla 13,40+2,78, 14,37+3,50, 23,96+8,98, bobrek
dokusunda 7,90+1,97, 14,63+2,27, 16,83+7,70, kalp dokusunda 42,61+5,22,
165,79+£29,38, 73,18+17,29, beyin dokusunda 25,12+3,95, 45,46+9,75, 39,89+3,70
olarak bulundu. 10 ppm lik doza maruz birakilan kurbagalarin karaciger dokusu disinda

kalan dokularin hepsinde kontrol grubuna gore 6nemli artis oldugu tespit edildi.
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Cizelge 4.7. 72 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin c¢esitli dokularinda MDA

diizeyleri
MDA
Karaciger nmol/g 15,80+1,45 23,18+4,76* 19,10+1,80
g Bobrek nmol/g 9,90+1,67 72,79+£12,68* 22,7945,92*
Q  Kalp nmol/g 37,30+8,83 63,59+9,40%* 62,04+15,25*
Beyin nmol/g 4,53+1,44 8,80+1,86* 34,84+6,01%*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.7. 72 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin c¢esitli dokularinda MDA

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.7.’de sunuldugu gibi, 72 saat sonunda istatistik ortalamalar
Malondialdehit (MDA nmol/g) i¢in karaciger dokusunda, kontrol, 10 ppm ve 20
ppm’lik gruplarinda sirasiyla, 15,80+1,45, 23,1844,76, 19,10+1,80, bobrek dokusunda
9,90£1,67, 72,79+12,68, 22,79+5,92 kalp dokusunda 37,30+8,83, 63,59+9,40,
62,04+15,25, beyin dokusunda 4,53+1,44, 8,80+1,86, 34,84+6,01 olarak bulundu.
Sonuglara gore; 20 ppm’lik grubun karaciger dokusu disinda kalan alinan 6rnek maruz
birakildigi 10 ppm lik doz ile bdbrek, kalp ve beyin dokularindan alinan doku
orneklerinin maruz birakildigi 10 ve 20 ppm lik dozlardaki dokularin degerlerinin

kontrol grubuna gore anlamli oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.8. 96 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin g¢esitli dokularinda MDA

diizeyleri
MDA
Periyot Doku KONTROL 10 ppm 20 ppm
X=+SD X+SD X=+SD
Karaciger nmol/g 10,49+2,91 14,50+2,65 31,21+7,62*
S Bobrek nmol/g 22,66+2,04 59,97+18,13* 37,95+10,47*
&  Kalp nmol/g 45,98+7,53 135,09+31,73* 69,94+8,23*
Beyin nmol/g 20,20+3,11 55,43+4,26* 27,07+£2,72*
* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.8. 96 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin c¢esitli dokularinda MDA

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.8.de sunuldugu gibi, 96 saat sonunda istatistik ortalamalari

Malondialdehit (MDA nmol/g) i¢in karaciger dokusunda, kontrol, 10 ppm ve 20
ppm’lik gruplarinda sirastyla 10,494+2,91, 14,50+£2,65, 31,21+£7,62, bobrek dokusunda
22,66+2,04, 59,97+18,13, 37,95+£10,47, kalp dokusunda 45,98+7,53, 135,09+31,73,
69,94+8,23, beyin dokusunda 20,20+3,11, 55,43+4,26, 27,07+2,72 olarak bulundu.

Karaciger dokusundan alinan 6rnegin maruz birakildigr 20 ppm lik dozdaki, bobrek,

kalp ve beyin dokularindan alinan 6rneklerin maruz birakildigi 10 ve 20 ppm lik

dozlardaki degerlerinin kontrol grubuna goére anlamli oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.9. 24 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GST diizeyleri

GST
Karaciger U/g 2,11+0,38 1,35+0,64 0,87+0,22*
5 Bobrek Ulg 0,91+0,22 0,79+0,16 0,58+£0,21*
£ Kalp U/g 0,39+0,12 0,57+0,08* 2,07+0,48%*
Beyin U/g 0,48+0,08 0,34+0,01* 0,31+0,00*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.9. 24 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin gesitli dokularinda GST enzim

diizeylerinin karsilastirilmast.

Cizelge 4.9.”de sunuldugu gibi, 24 saat sonunda istatistik ortalamalar1 Glutatyon-
S-transferaz (GST U/g) i¢in karaciger dokusunda, kontrol, Fenthion 10 ppm ve Fenthion
20 ppm gruplarinda sirastyla, 2,11+0,38, 1,35+0,64, 0,87+0,22, bobrek dokusunda
0,91+0,22, 0,79+0,16, 0,58+0,21, kalp dokusunda 0,39+0,12, 0,57+0,08, 2,07+0,48,
beyin dokusunda 0,48+0,08, 0,34+0,01, 0,31%0,00, olarak bulundu. 20 ppm lik doza
maruz birakildig1 grubun karaciger ve bobrek dokularindan alinan 6rnekler ile 10 ve 20
ppm lik dozlara maruz birakilan gruplarin beyin dokusunda azalma goriiliirken, 10 ve
20 ppm lik dozlara maruz birakilan gruplarin kalp dokusundaki kontrol grubuna gore

anlamli oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.10. 48 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GST enzim

diizeyleri
GST

Periyot Doku KONTROL 10 ppm 20 ppm

X +SD X +SD X +SD
Karaciger U/g 1,92+0,27 1,82+0,98 3,86+1,09*
s Bobrek U/g 0,87+0,06 1,07+0,35 0,76+0,43
é Kalp U/g 0,51+0,12 0,52+0,11 0,48+0,12
Beyin U/g 0,60+0,08 0,59+0,01 0,38+0,01*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.10. 48 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GST enzim

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.10.da sunuldugu gibi, 48 saat sonunda istatistik ortalamalar

Glutatyon-S-transferaz (GST U/g) i¢in karaciger dokusunda, kontrol, Fenthion 10 ppm
ve Fenthion 20 ppm gruplarinda sirasiyla, 1,92+0,27, 1,82+0,98, 3,86+1,09, bobrek
dokusunda 0,87+0,06, 1,07+0,35, 0,76+0,43, kalp dokusunda 0,51+0,12, 0,52+0,11,
0,48+0,12, beyin dokusunda 0,60+0,08, 0,59+0,01, 0,38+0,01, olarak bulundu. Buna

gore; 20 ppm lik doza maruz birakilan grubun karaciger ve beyin dokularmmin GST

aktivitesinin arttig1 diger muamele ve dokularda herhangi bir degisikligin olmadigi

tespit edildi.
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Cizelge 4.11. 72 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GST enzim

diizeyleri
GST

Periyot Doku KONTROL 10 ppm 20 ppm

X +SD X +SD X +SD
Karaciger U/g 2,19+0,36 0,87+0,73* 0,46+0,23%
5 Bobrek Ulg 1,2140,37 0,66+0,29% 1,55+0,29
& Kalp Ulg 0,54+0,13 0,34+0,09* 0,37+0,05*
Beyin U/g 0,61£0,04 0,32+0,01* 0,33+0,01*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.11. 72 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GST enzim

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.11.°de sunuldugu gibi, 72 saat sonunda istatistik ortalamalar
Glutatyon-S-transferaz (GST U/g) i¢in karaciger dokusunda, kontrol, Fenthion 10 ppm
ve Fenthion 20 ppm gruplarinda sirasiyla, 2,19+0,36, 0,87+0,73, 0,46+0,23, bobrek
dokusunda 1,21+0,37, 0,66+0,29, 1,55+0,29, kalp dokusunda 0,54+0,13, 0,34+0,09,
0,37+0,05, beyin dokusunda 0,61+0,04, 0,32+0,01, 0,33+0,01, olarak bulundu. Bu
sonuglara gore; 20 ppm’lik grubun bobrek dokusu disindaki diger dokularda enzim

aktivitesinde kontrol grubuna gore anlamli azalma oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.12. 96 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GST enzim

diizeyleri
GST

Periyot Doku KONTROL 10 ppm 20 ppm

X+ SD X +SD X+ SD
Karaciger U/g 1,94+0,58 2,28+0,73 0,45+0,35%
5 Bobrek U/g 1,17+0,11 1,34+0,31 0,36+0,07*
& Kalp Ulg 0,52+0,16 0,50+0,11 0,47+0,16
Beyin U/g 0,83+0,17 0,55+0,01* 0,28+0,04*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.12. 96 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GST enzim

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.12.°de sunuldugu gibi, 96 saat sonunda istatistik ortalamalari
Glutatyon-S-transferaz (GST U/g) icin karaciger dokusunda, kontrol, Fenthion 10 ppm
ve Fenthion 20 ppm gruplarinda sirasiyla, 1,94+0,58, 2,28+0,73, 0,45+0,35, bobrek
dokusunda 1,17+0,11, 1,34+0,31, 0,36+0,07, kalp dokusunda 0,52+0,16, 0,50+0,11,
0,47+0,16, beyin dokusunda 0,83+0,17, 0,55+0,01, 0,28+0,04, olarak bulundu. Buna
gore; 10 ppm’lik dozun begin dokusu ile 20 ppm lik dozun kalp disindaki diger

dokularinda kontrol grubuna gore anlamli azalma oldugu bulundu.
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Cizelge 4.13. 24 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda SOD enzim

diizeyleri
SOD
KONTROL 10 ppm 20 ppm
Periyot Doku PP bp
X+SD X +SD X +SD

Karaciger U/g 5944,44+220,32  5429,79+412,16* 6229,45+134,72*

5 Bobrek Ulg 5503.81£94,82  4776,39+584,75% 6307,24+14,76*
d KalpUlg 454324473722 547522+231,37%  5923,66+48,96*
Beyin U/g 5173,63458,13  5420,32+44,58*  4404,64+141,27*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.13. 24 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda SOD enzim

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.13.’de sunuldugu gibi, 24 saat sonunda istatistik ortalamalar
stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi (SOD U/g) icin karaciger dokusunda, kontrol,
Fenthion 10 ppm ve Fenthion 20 ppm gruplarinda sirasiyla, 5944,44+220,32,
5429,794412,16, 6229,45+134,72, bobrek dokusunda 5503,81+94,82, 4776,39+584,75,
6307,24+14,76, kalp dokusunda 4543,24+737,22, 5475,22+231,37, 5923,66+48,96,
beyin dokusunda 5173,63+58,13, 5420,32+44,58, 4404,64+141,27, olarak bulundu.
Buna gore; 10 ppm’lik dozun karaciger ve bobrek dokularinda azalma olurken, diger
doku ve muamele grubunun tiim dokularinda SOD aktivitesine artis meydana geldigi

tespit edildi.
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Cizelge 4.14. 48 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda SOD enzim
diizeyleri

SOD

KONTROL 10 ppm 20 ppm
Periyot Doku
X+SD X+SD X+SD

Karaciger U/lg ~ 4977,45+614,00 6218,42+58,16* 5973,02+94,71*

g Bobrek U/g 4594,38+1000,81 6115,78+127,14* 5899,73+£170,25*
< Kalp U/g 5653,10+109,91 6028,24+227,69* 6034,62+100,02*
Beyin U/g 5723,50+57,72 6127,63+40,48* 6078,65+32,90*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.14. 48 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda SOD enzim

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.14.°de sunuldugu gibi, 48 saat sonunda istatistik ortalamalar
stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi (SOD U/g) i¢in karaciger dokusunda, kontrol,
Fenthion 10 ppm ve Fenthion 20 ppm gruplarinda sirasiyla, 4977,45+614,00,
6218,42458,16, 5973,02+94,71, bobrek dokusunda 4594,38+1000,81, 6115,78+127,14,
5899,73+170,25, kalp dokusunda 5653,10+109,91, 6028,24+227,69, 6034,62+100,02,
beyin dokusunda 5723,50+57,72, 6127,63+40,48, 6078,65+32,90 olarak bulundu. 10 ve
20 ppm lik dozlardaki bu periyodun sonunda tiim dokularin enzim aktivitesinde kontrol

grubuna gore anlamli artis oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.15. 72 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda SOD enzim
diizeyleri

SOD
KONTROL 10 ppm 20 ppm
X +SD X +SD X +SD

Periyot Doku

Karaciger U/g 6143,16+76,17 6126,33+98,63 5987,30+310,09

g Bobrek U/g 5313,05+460,71  6094,10+£154,03*  5942,53+87,72*
& Kal Ulg 5263,26+69,37 5904,03+96,59*  5853,85+332,23*
Beyin U/g 5294,01+122,95  5977,85+27,81*  5868,73+129,40*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.15. 72 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda SOD enzim

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.15.°de sunuldugu gibi, 72 saat sonunda istatistik ortalamalar1
siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi (SOD U/g) icin karaciger dokusunda, kontrol,
Fenthion 10 ppm ve Fenthion 20 ppm gruplarinda sirasiyla, 6143,16+76,17,
6126,33498,63, 5987,30+310,09, bobrek dokusunda 5313,05+460,71, 6094,10+154,03,
5942,53487,72, kalp dokusunda 5263,26+69,37, 5904,03+£96,59, 5853,85+332,23,
beyin dokusunda 5294,01+122.,95, 5977,85+27,81, 5868,73+129,40 olarak bulundu. 10
ve 20 ppm lik dozlardaki bu periyodun sonunda karaciger disinda kalan tiim dokularin

enzim aktivitesinde kontrol grubuna gore yine anlamli artis oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.16. 96 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda SOD enzim

diizeyleri
SOD
KONTROL 10 ppm 20 ppm
Periyot Doku
X +SD X +SD X +SD

Karaciger U/g 5860,17+128,20  6146,25+69,42*  5748,68+381,49

g Bobrek U/g 4760,61£977,41  6079,00+123,80* 5864,57+184,79*
=3 Kalp U/g 3976,49+855,55  6248,96+97,61* 5699,83+167,32*
Beyin U/g 4192,53+396,93  6174,89+35,16*  5849,99+85,00*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.16. 96 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda SOD enzim

diizeylerinin karsilastirilmast.

Cizelge 4.16.°da sunuldugu gibi, 96 saat sonunda istatistik ortalamalar
stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi (SOD U/g) icin karaciger dokusunda, kontrol,
Fenthion 10 ppm ve Fenthion 20 ppm gruplarinda sirasiyla, 5860,17+128,20,
6146,25+69,42, 5748,68+381,49, bobrek dokusunda 4760,61+977,41, 6079,00+123,80,
5864,57+184,79, kalp dokusunda 3976,49+855,55, 6248,96+97,61, 5699,83+167,32,
beyin dokusunda 4192,53+396,93, 6174,89+35,16, 5849,99+85,00 olarak bulundu. Bu
sonuglara gore; 10 ve 20 ppm lik dozlara maruz birakilan kurbagalarin bu peridu
sonunda da 20 ppm lik dozun karaciger dokusu disindaki tiim muamele ve dokularda

SOD artis1 kontrol grubuna gore anlamli oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.17. 24 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GPx enzim

diizeyleri
GPx

Periyot Doku KONTROL 10 ppm 20 ppm

X +SD X +SD X +SD
Karaciger U/g 132,17+21,13 67,70+3,97* 102,63+19,71

5 Bobrek U/g 79,34+5,01 44,10+10,66* 73,74+3,46

§ Kalp U/g 89,84+6,09 60,43+7,35% 72,07+£3,32%*
Beyin U/g 46,55+0,10 28,42+0,15%* 31,58+0,10%*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.17. 24 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin cesitli dokularinda GPx enzim

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.17.”de sunuldugu gibi, 24 saat sonunda istatistik ortalamalar1 glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi (GSH-Px U/g) i¢in karaciger dokusunda, kontrol, Fenthion
10 ppm ve Fenthion 20 ppm gruplarinda sirasiyla, 132,17+21,13, 67,70+3,97,
102,63+19,71, bobrek dokusunda 79,34+5,01, 44,10+£10,66, 73,74+3,46, kalp
dokusunda 89,84+6,09, 60,43+7,35, 72,07+3,32, beyin dokusunda 46,55+0,10,
28,42+0,15, 31,58+0,10 olarak bulundu. Bu sonuglara gore; karaciger ve bdbrek
dokularmin 20 ppm’lik muamele disindaki diger orneklerin GPx aktivitesi kontrol

grubuna gore anlamli azalma oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.18. 48 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GPx enzim

diizeyleri
GPx

Periyot Doku KONTROL 10 ppm 20 ppm

X+SD X+SD X+SD
Karaciger U/g 47,97+6,33 43,83+9,11 51,40+11,58
5 Bobrek U/g 59,12+4,75 56,21+11,09 74,31+4,69*
g Kalp U/g 92,10+5,73 54,5149,63* 97,98+30,63
Beyin U/g 44,13+1,78 21,55+3,75% 37,70+0,16*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.18. 48 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin cesitli dokularinda GPx enzim

diizeylerinin karsilastirilmast.

Cizelge 4.18.’de sunuldugu gibi, 48 saat sonunda istatistik ortalamalar1 glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi (GSH-Px U/g) i¢in karaciger dokusunda, kontrol, Fenthion
10 ppm ve Fenthion 20 ppm gruplarinda sirastyla, 47,97+6,33, 43,83+9,11,
51,40+11,58, bobrek dokusunda 59,12+4,75, 56,21+£11,09, 74,31+4,69, kalp dokusunda
92,10+£5,73, 54,5149,63, 97,98+30,63, beyin dokusunda 44,13+1,78, 21,55+3,75,
37,70+0,16 olarak bulundu. Bu degerlere gore; kalp ve begin dokularinin 10 ppm’lik
muamele ile 20 ppm’lik doz muamelesinin yine begin dokusunda aktivitesi diiserken, 20
ppm’lik doz muamelesinin bobrek dokusunun GPx aktivitesi kontrol grubuna gore

anlaml1 azalma oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.19. 72 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GPx enzim

diizeyleri
GPx
Periyot Doku KONTROL 10 ppm 20 ppm
X+SD X=+SD X+SD
Karaciger U/g 85,69+5,39 40,26+4,10* 48,47+5,62*
E Bobrek U/g 78,97+3,84 127,29+21,77* 102,26+13,11*
N Kalp U/g 51,52+4,27 37,92+4,89* 43,514+0,11*
Beyin U/g 42,28+6,32 36,91+1,34 34,37+0,74*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.19. 72 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin cesitli dokularinda GPx enzim

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.19.’da sunuldugu gibi, 72 saat sonunda istatistik ortalamalar1 glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi (GSH-Px U/g) i¢in karaciger dokusunda, kontrol, Fenthion
10 ppm ve 20 ppm’lik gruplarinda sirasiyla, 85,69+5,39, 40,26+4,10, 48,47+5,62,
bobrek dokusunda 78,97+3,84, 127,29+21,77, 102,26+13,11, kalp dokusunda
51,52+4,27, 37,92+4,89, 43,51+0,11, beyin dokusunda 42,28+6,32, 36,91+1,34,
34,37+0,74 olarak bulundu. Souglara gore; 10 ve 20 ppm lik dozlardaki karaciger ve
kalp dokular1 ile 20 ppm’lik begin dokusunun enzim aktivitesi azalirken, bdbrek

dokusunun 10 ve 20 ppm lik dozlarinda kontrol grubuna gore anlamli artis oldugu

belirlendi.
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Cizelge 4.20. 96 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GPx enzim

diizeyleri
GPx
KONTROL 10 ppm 20 ppm
Periyot Doku

X +SD X +SD X +SD
Karaciger U/g 71,60+7,53 58,67+4,26* 42,3843,16*
E Bobrek U/g 148,83+10,21 122,82+8,75* 84,76+16,90*

S Kalp U/g 47,75+4,30 37,18+1,76* 44,16+£9,47

Beyin U/g 45,98+0,38 32,71+2,13%* 29,59+1,72*

* Kontrol grubuna gore istatistiki agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.20. 96 saat Fenthion uygulanan kurbagalarin ¢esitli dokularinda GPx enzim

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.20.’de sunuldugu gibi, 96 saat sonunda istatistik ortalamalar1 glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi (GSH-Px U/g) icin karaciger dokusunda, kontrol, Fenthion
10 ppm ve Fenthion 20 ppm gruplarinda sirastyla, 71,60+7,53, 58,67+4,26, 42,38+3,16,
bobrek dokusunda 148,83+£10,21, 122,82+8,75, 84,76+16,90, kalp dokusunda
47,75+4,30, 37,18£1,76, 44,16+9,47, beyin dokusunda 45,98+0,38, 32,71£2,13,
29,59+1,72 olarak bulundu. 10 ve 20 ppm lik dozlardaki bu periyodun sonunda kalp
dokusunun 10 ppm’lik muamele diginda kalan tiim dokularin enzim aktivitesinde

kontrol grubuna gore yine anlamli azalis oldugu belirlendi.



5. TARTISMA ve SONUC

Pestisitlerin insan saglhigina etkileri akut-kronik zehirlenmeler, kanser, alerjik
reaksiyonlar, sinir sistemi tahribatlari, 6grenme giicligii ve hafiza kaybi, enzim
faaliyetlerinin bozulmasi, karacigerde fonksiyon kayiplari, hiicre membraninda
degismeler seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Celik,1995).

Yapilan calismalar, serbest radikaller, lipid peroksidasyonu artisinin birgok
kanser tiirli arasinda baglant1 oldugunu ortaya konulmustur. Birgok kimyasal maddenin
hiicre etrafindaki oksidatif stresi artirarak, kansere sebep oldugu bildirilmektedir.
Fiziksel ajanlardan radyasyonun da serbest radikal ve lipid peroksidasyon iiretimini
artirarak kansere sebep oldugu gosterilmistir. Serbest radikaller, kanserin baslangic,
ilerleme ve gelisme donemlerinde etkili olmakla beraber bu etki ilerleme doneminde
daha belirgin, diger donemlerde ise nispeten azdir. Serbest radikallerin etkisi sonucu
DNA ve kromozomlarda kirilma ve onkojenlerde aktivasyonda artis meydana gelir
(Ozdem ve Sadan, 1994; Akkus, 1995).

Lipid peroksidasyonu membran fosfolipidlerindeki doymamis yag asitlerinin
oksijen ile reaksiyona girerek, lipit hidroperoksitlerini olusturmalarindaki olaylar
dizisidir. Bir dizi reaksiyon sonucu MDA, baz1 aldehitler, konjuge dienler, ucucu
hidrokarbonlar gibi triinler ortaya g¢ikmaktadir. Lipid peroksidasyonu gdstergesini
olusturan peroksidasyon {iriinlerinden MDA’nin 0Slgiimii, tiyobarbiitirik asit ile
reaksiyon sonucu yapilmaktadir (Slater, 1984; Sushil, 1984).

Bu c¢alismada kullanilan fenthion isimli kimyasal maddenin secilis sebebi; bazi
tarim zararlilarinin yok edilmesi ve dolayisiyla iirliniin arttirilmasi i¢in iilkemizde sikca
kullanilmasidir. Bu kimyasal madde c¢evre kirliligine neden olabilmekte ve suda
yasayan canlilar1 etkileyebilmektedir. Calismamizda bu kimyasallardan fenthion
secilmigstir. Bu kimyasalin 10 ppm ve 20 ppm’lik dozlarina 24, 48, 72 ve 96 saatlik
periyotlarla yasam ortamlarina eklenmek suretiyle maruz birakilan kurbagalarin cesitli
dokularindan alinan 6rneklerde, bu kimyasal maddenin etkinliginin gostergesi olarak
degerlendirilebilecek antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon -S- transferaz (GST) ve aktiviteleri ile lipid
peroksidasyonu (Malondialdehit) ve glutatyon (GSH) diizeylerine bakilmistir. Bu
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kimyasallarin kurbagalar {izerinde in vivo olarak calisilmasinin toksikolojik ¢alismalar
bakimindan 6nem tasidigi diisiiniilmektedir.

Sunulan calismada parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin en aza
indirilmesi i¢in gerekli biitlin 6nlemler alindi. Kontrol ve tiim deneme grubundaki
denekler ayn1 kosullarda tutuldu.

Secilen kimyasallarin etkilerinin 24, 48, 72 ve 96 saat sonrasindaki karaciger,
bobrek, kalp ve beyin dokularindaki Glutatyon (GSH), sonuglart ¢izelge 4.1., 4.2., 4.3.
ve 4.4’te sunuldu. Malondialdehit (MDA), sonuglart ¢izelge 4.5.,4.6., 4.7. ve 4.8.’de
sunuldu. Glutatyon -S- transferaz enzim aktivite (GST), sonuglan ¢izelge 4.9., 4.10.,
4.11. ve 4.12°de sunuldu. Siiperoksit dismutaz enzim aktivite (SOD), sonuclar ¢izelge
4.13., 4.14., 4.15. ve 4.16’da sunuldu. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), enzim aktivite
sonuglan ¢izelge 4.17., 4.18., 4.19. ve 4.20’de sunuldu. Cizelgelerde goriilecegi gibi
kimyasalin etkisi sonrasi, karaciger, bobrek, kalp ve beyin dokularinda glutatyon
(GSH), malondialdehit (MDA), glutatyon -S- transferaz enzim aktivite (GST),
stiperoksit dismutaz enzim aktivite (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), enzim
aktivite diizeylerinde Onemli dalgalanmalara neden olmustur. Diger yandan bu
kimyasalin su kurbagasinin antioksidant savunma sistemi ve lipit peroksidasyonu
tizerindeki etkilerine dair herhangi bir ¢alismaya rastlanmadigi i¢in bu ¢alismada elde
edilen sonuclar1 6nceki caligmalarla karsilastirilamadi. Elde edilen sonuglara gore;

24 saat boyunca s6z konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda secilen her
dort dokuda glutatyon (GSH) verilerinin Cizelge 4.1.’de incelenmesinde: kalp, karaciger
ve bobrek dokulardal0 ppm muamele sonunda onemli diizeyde artarken, kalp ve
beyinde 20 ppm lik muamele sonunda kontrol grubuna gore azalma anlamli (p<0.05)
bulundu.

48 saat boyuca soz konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda, segilen her
dort dokuda glutatyon (GSH) verilerinin Cizelge 4.2.’de incelenmesinde: bobrek, kalp
ve beyin dokularda 10 ppm doz uygulamasi sonunda artis olurken 10 ve 20 ppm lik
uygulama sonunda karaciger dokusunda azalis anlamli1 (p<0.05) oldugu belirlendi.

72 saat boyuca s6z konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda, segilen her
dort dokuda glutatyon (GSH) verilerinin Cizelge 4.3.’te incelenmesinde: bu periyodun
20 ppm lik grubun beyin dokusundaki azalisin istatistiki acidan kontrol grubuna gore

anlamli (p<0.05) oldugu belirlendi.
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96 saat boyuca s6z konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda, secilen her
dort dokuda glutatyon (GSH) verilerinin Cizelge 4.4.°de sunuldugu gibi, 96 saat
sonunda karaciger dokusunun 10 ppm lik ve 20 ppm lik dozuna maruz birakilan tiim
doku 6rneklerindeki azaliglar kontrol grubuna goére dnemli (p<0.05) oldugu belirlendi.

Serbest radikallerin detoksifikasyonunda 6nemli goérevleri bulunan glutatyonun
asil besinsel kaynagi kiikiirt iceren aminoasitler, Ozellikle sistein ve metiyonindir
(Roediger, 1995). So6zkonusu dokularda GSH diizeyinin diisiik ¢ikmasi, GSH’in
sentezinin yeterince yapilamamis olmasindan kaynaklanabilir. Glutatyonun énemli bir
antioksidan oldugu bilinmektedir. Oksidatif hasardan kaynaklanan lipid peroksidasyon
irlinleriyle reaksiyona girerek okside glutatyona doniisiir. Cesitli arastirmalarda serbest
radikal hasar1 ve lipid peroksidasyonu ile glutatyon diizeylerinin arastirildigi
caligmalarda lipid peroksidasyon iirlinlerinde artis, glutatyon diizeylerinde azalmalar
bulunmustur (Meister ve Anderson, 1983; Yagi, 1994). GSH ve onu metabolize edici
antioksidan enzimler, reaktif oksijen tiirevlerinin yol actig1 hiicresel hasar karsisinda
biiylik bir savunma saglar (Avellini ve ark., 1993; Kurata ve ark.; 1993), GSH’da
goriilen bu azalma oksidatif stres riskini arttirmaktadir (Halliwell, 1994; 1999).
Glutatyon, hiicrelerin serbest radikallerden ileri gelen oksidatif hasardan korunmasi yani
sira yabanci toksik bilesiklerin ortadan kaldirilmasinda gorev alan reaksiyonlarda da yer
almaktadir (Akkus, 1995).

24 saat boyuca sz konusu kimyasallara maruz birakilan kurbagalarda segilen
her dort dokuda malondialdehit (MDA) verilerinin Cizelge 4.5.’te incelenmesinde:
Karaciger disindaki tiim dokularinin 10 ve 20 ppm lik dozlara maruz birakilmasi
sonunda MDA diizeyinde istatistiki agidan anlamli (p<0.05) oldugu belirlendi.

48 saat boyuca soz konusu kimyasallara maruz birakilan kurbagalarda secgilen
her dort dokuda malondialdehit (MDA) verilerinin Cizelge 4.6.’da incelenmesinde: 10
ppm lik doza maruz birakilan kurbagalarin karaciger dokusu disinda kalan dokularin
hepsinde kontrol grubuna gére énemli (p<0.05) artis oldugu tespit edildi.

72 saat boyuca s6z konusu kimyasallara maruz birakilan kurbagalarda secilen
her dort dokuda malondialdehit (MDA) verilerinin Cizelge 4.7.’de incelenmesinde: 20
ppm’lik grubun karaciger dokusu disinda kalan alinan 6rnek maruz birakildigi 10 ppm

lik doz ile bobrek, kalp ve beyin dokularindan alinan doku orneklerinin maruz
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birakildigr 10 ve 20 ppm lik dozlardaki dokularin degerlerinin kontrol grubuna gore
anlamli (p<0.05) oldugu belirlendi.

96 saat boyuca soz konusu kimyasallara maruz birakilan kurbagalarda segilen
her dort dokuda malondialdehit (MDA) verilerinin Cizelge 4.8.’de incelenmesinde,
karaciger dokusundan alinan ornegin maruz birakildigi 20 ppm lik dozdaki, bobrek,
kalp ve beyin dokularindan alinan orneklerin maruz birakildigi 10 ve 20 ppm lik
dozlardaki degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05) oldugu belirlendi.

Radyasyon, ila¢ toksikasyonlari, kimyasal maddeler veya cesitli hastaliklarin
olusumu ile birlikte serbest radikal iretiminde artig, buna bagl olarak hiicresel
bilesiklerde c¢esitli zararli etkiler olugsmaktadir (Halliwell, ve Gutteridge, 1990; Janssen
ve ark., 1993; Stevens, 1993; Moslen, 1994). Serbest radikaller, hiicre savunma
sisteminin koruyucu etkisini asacak sekilde fazla meydana gelmeleri sonucunda
metabolizmada zararli etkilerini en hassas bilesikler olan lipidler iizerinde gosterirler.
Membranlarin yapisinda yer alan doymamus fosfolipidler ve kolesterol, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu meydana getirir. (Porter,
1984; Niki, 1987). MDA diizeyindeki artisin s6zkonusu kimyasalin neden oldugu stres
faktoriinden kaynaklanmis olmast muhtemeldir. Nitekim yapilan bazi calismalar
fenthiona maruz kalmis hayvan dokularinda MDA seviyesinde artis meydana geldigini
gostermistir (Biiyiikokuroglu ve ark., 2008; Uner ve ark., 2009).

24 saat boyuca s6z konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda segilen her
dort dokuda glutatyon-S-transferaz (GST) aktivite diizeylerinin Cizelge 4.9.’da
incelenmesinde: 20 ppm lik doza maruz birakildigi grubun karaciger ve bdbrek
dokularindan alinan 6rnekler ile 10 ve 20 ppm lik dozlara maruz birakilan gruplarin
beyin dokusunda azalma goriiliirken, 10 ve 20 ppm lik dozlara maruz birakilan
gruplarin kalp dokusundaki kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05) oldugu belirlendi.

48 saat boyuca s6z konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda sec¢ilen her
dort dokuda glutatyon-S-transferaz (GST) aktivite diizeylerinin Cizelge 4.10.’da
incelenmesinde: 20 ppm lik doza maruz birakilan grubun karaciger ve beyin dokularinin
GST aktivitesinin 6nemli diizeyde (p<0.05) arttigi diger muamele ve dokularda
herhangi bir degisikligin olmadigi tespit edildi.

72 saat boyuca s0z konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda secilen her

dort dokuda glutatyon -S- transferaz (GST) aktivite diizeylerinin Cizelge 4.11.’de



49

incelenmesinde: 20 ppm’lik grubun bobrek dokusu disindaki diger dokularda enzim
aktivitesinde kontrol grubuna gore anlaml (p<0.05) azalma oldugu belirlendi.

96 saat boyuca s6z konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda secilen her
dort dokuda glutatyon -S- transferaz (GST) aktivite diizeylerinin Cizelge 4.12.’de
incelenmesinde: 10 ppm’lik dozun begin dokusu ile 20 ppm lik dozun kalp disindaki
diger dokularinda kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05)azalma oldugu bulundu.

GST hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre i¢i baglayici ve tasiyict rolleri
vardir. Katalitik olarak; ksenobiyotikleri glutatyondaki (GSH) sisteine ait —SH grubu ile
baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini nétralize ederler ve iiriiniin daha fazla suda
¢Oziinlir hale gelmesini saglar. Olusan bu GSH konjugatlar1 organizmadan atilabilir
veya daha ileri metabolize olurlar (Akkus, 1995). GST aktivitesindeki artis1 oksidatif
stres durumuna kars1 koyma mekanizmasinda izlenen adaptasyonu olarak diisliniilebilir
(Agrawal ve ark., 1991; Banerjee ve ark., 1999).

24 saat boyuca s06z konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda sec¢ilen her
dort dokuda stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin Cizelge 4.13.’te incelenmesinde
10 ppm’lik dozun karaciger ve bobrek dokularinda azalma olurken, diger doku ve
muamele grubunun tiim dokularinda SOD aktivitesine istatistiki agidan dnemli (p<0.05)
artis meydana geldigi tespit edildi.

48 saat boyuca soz konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda segilen her
dort dokuda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin Cizelge 4.14.’te incelenmesinde:
10 ve 20 ppm lik dozlardaki bu periyodun sonunda tiim dokularin enzim aktivitesinde
kontrol grubuna gére anlamli (p<0.05) artis oldugu belirlendi.

72 saat boyuca s0z konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda secilen her
dort dokuda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin Cizelge 4.15.’te incelenmesinde:
10 ve 20 ppm lik dozlardaki bu periyodun sonunda karaciger disinda kalan tiim
dokularin enzim aktivitesinde kontrol grubuna gore yine anlamli (p<0.05) artis oldugu
belirlendi.

96 saat boyuca s6z konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda segilen her
dort dokuda stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin Cizelge 4.16.’da incelenmesinde:
10 ve 20 ppm lik dozlara maruz birakilan kurbagalarin bu peridu sonunda da 20 ppm lik
dozun karaciger dokusu disindaki tiim muamele ve dokularda SOD artis1 kontrol

grubuna gore anlamli (p<0.05) oldugu belirlendi.
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SOD’un fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
serbest radikallerinin  zararli  etkilerine karst  korumaktir. Boylece lipid
peroksidasyonunu inhibe eder. SOD aktivitesi yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda
fazladir. Enzimin spesifik aktivitesi down sendromlu hastalarin eritrositlerinde yiiksek,
prematurelerin ve yaslilarin eritrositlerinde diisiik bulunmusgtur. SOD’un ekstraseliiler
aktivitesinin diisik oldugu belirtilmistir (Akkus, 1995). Siiperoksit radikallerinin
artigina bagl olarak SOD enziminin aktivitesi artmig olabilir.

24 saat boyuca s6z konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda segilen her
dort dokuda Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerinin Cizelge 4.17.’de
incelenmesinde: karaciger ve bobrek dokularinin 20 ppm’lik muamele disindaki diger
orneklerin GPx aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05) azalma oldugu
belirlendi.

48 saat boyuca soz konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda segilen her
dort dokuda Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerinin Cizelge 4.18.’de
incelenmesinde: kalp ve begin dokularinin 10 ppm’lik muamele ile 20 ppm’lik doz
muamelesinin yine begin dokusunda aktivitesi diiserken, 20 ppm’lik doz muamelesinin
bobrek dokusunun GPx aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05) azalma oldugu
belirlendi.

72 saat boyuca s0z konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda secilen her
dort dokuda Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerinin Cizelge 4.19.’da
incelenmesinde: 10 ve 20 ppm lik dozlardaki karaciger ve kalp dokular1 ile 20 ppm’lik
begin dokusunun enzim aktivitesi azalirken, bobrek dokusunun 10 ve 20 ppm lik
dozlarinda kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05) artis oldugu belirlendi.

96 saat boyuca s6z konusu kimyasala maruz birakilan kurbagalarda segilen her
dort dokuda Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerinin = Cizelge 4.20.’de
incelenmesinde: 10 ve 20 ppm lik dozlardaki bu periyodun sonunda kalp dokusunun 10
ppm’lik muamele disinda kalan tiim dokularin enzim aktivitesinde kontrol grubuna gore
yine anlamli (p<0.05) azalis oldugu belirlendi.

GPx, hidrojen peroksit ve lipid peroksidlerin indirgenmesini katalizlemektedir.
Lipid peroksidasyon karsisinda randimanli koruma saglayan enzim olarak kabul edilir
(Winston ve Di Giulio, 1991). Serbest radikal olusumunun ve lipid peroksidasyonunun

uzun siireli artisina bagl olarak hiicresel antioksidan savunma sisteminin agilmasi
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halinde ise antioksidan enzim aktivitelerinde azalma olabilecegi bildirilmektedir
(Meister ve Anderson, 1983; Akkus, 1995).

Sonu¢ olarak, fenthion kurbagalarin antioksidan savunma sistemini Onemli
oranda etkilemistir. Kurbagalar antioksidan mekanizmasi yoluyla oksidatif strese direng
gdstermistir. Incelenen parametrelerde farkli degerlerin bulunmasi hayvanlarm biinyesel
farkliliklarindan ve hiicresel fizyolojik adaptasyonun dokulara gore farkli nitelikte
olmasindan kaynaklanabilir. Uygulama siiresi boyunca dokularda meydana gelebilecek
serbest radikal hasarina karsi, kurbagalarin savunma sistemlerini yeniden yapilandirmis
olmalarida muhtemeldir. Bu nedenle, bir¢cok ksenobiyotik detoksifikasyonunda gorev
alan multienzim yapisindaki SOD, GPx ve GST antioksidan enzimleri oksidatif strese
kars1 dokular1 korumada 6nemli bir rol iistlenmistir.

Yurdumuzda siklikla kullanilan fenthionun su canlilari {izerindeki etkilerini
ortaya koymak onemlidir. Bu aragtirmadaki bulgularin 6zellikle akuatik ortamda risk

faktoriiniin olup olmadigi ile ilgili pestisit kullanimina 151k tutacagi kanisindayiz.
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